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Résumé

La recherche de systemes agricoles a la fois productifs et respectueux de I'environnement est au coeur
des enjeux actuels. Si l'intensification peut répondre a la demande alimentaire croissante, elle
comporte un risque élevé de dégradation des sols et de perte de services écosystémiques. L'agriculture
biologique, en excluant les intrants de synthese, constitue une alternative durable, mais nécessite de
développer des systémes adaptés a divers contextes, notamment sans élevage et sans cultures
légumieres a haute valeur ajoutée.

Ce travail s’inscrit dans I'essai systéme SYCBIO du Centre wallon de Recherches agronomiques (CRA-
W), et vise a analyser I'impact de deux systemes de cultures biologiques innovants sur la qualité des
sols agricoles : un premier systeme dit « autonome » en termes de fertilité, c’est-a-dire sans apport
externe de matiére organique et un second systéme en agriculture biologique de conservation, dans
lequel le labour est exclu. Ces deux systéemes sont comparés a un systeme de référence basé sur les
pratiques biologiques classiques. La qualité des sols est évaluée a travers une approche intégrée
combinant des indicateurs physiques (stabilité structurale, densité apparente), chimiques (stocks,
stocks cumulés et teneurs en carbone organique, teneur en azote total, rapport C/N, teneurs en
nutriments disponibles, statut acido-basique, rapport carbone organique/argile) et biologiques
(activité microbienne, abondance bactérienne, diversité et abondance des vers de terre).

Les résultats réveélent que le systeme sans labour se distingue par une accumulation de matiere
organique en surface, ce qui améliore la stabilité structurale du sol et contribue a prévenir I'érosion
hydrique. Parallelement, l'activité microbienne et I'abondance bactérienne sont plus élevées en
surface, favorisées par ces agrégats stables et par la disponibilité de substrats énergétiques ; en
revanche, aucune différence significative n’a été observée entre les systémes pour les populations de
vers de terre ni pour la respiration microbienne. En contrepartie, ce systéme sans labour présente une
sensibilité accrue a la compaction dans I'horizon intermédiaire et des rendements inférieurs a ceux des
systemes labourés. Ces derniers assurent une distribution des nutriments plus homogene dans la
couche de labour, maitrisent mieux la compaction dans I’horizon intermédiaire et affichent des
rendements supérieurs, mais leurs bénéfices environnementaux de surface en termes de limitation de
I'érosion et de stimulation de la vie microbienne sont moins prononcés. A l'échelle du profil
pédologique, les trois systemes stockent globalement autant de carbone. Sur le plan de la fertilité
chimique, aucun systeme ne se distingue clairement et le pH reste favorable.

Ces résultats mettent en évidence la nécessité de trouver un compromis entre qualité du sol et
rendement agronomique, soulignant I'importance d’un suivi a long terme afin d’optimiser ces systémes
agricoles innovants.

Mots clés :

Agriculture biologique, Conservation des sols, Indicateurs de qualité du sol, Essai systeme, Durabilité,
Services écosystémiques, Performance agronomique



Abstract

The search for farming systems that are both productive and environmentally responsible lies at the
heart of today’s challenges. While intensification can meet rising food demand, it carries a high risk of
soil degradation and loss of ecosystem services. Organic farming, by excluding synthetic inputs, offers
a sustainable alternative but must be tailored to diverse contexts, including systems without livestock
and without high-value vegetable crops.

This work, within the SYCBIO systems experiment at the Walloon Agricultural Research Centre (CRA-
W), assesses two innovative organic cropping systems: (i) a system self-sufficient in fertility i.e. with no
external inputs of organic matter; and (ii) an organic conservation system in which ploughing is
excluded. Both are compared with a reference based on standard organic practices. Soil quality was
evaluated through an integrated set of physical (aggregate stability, bulk density), chemical (stocks,
cumulative stocks and concentration of organic carbon, total nitrogen concentration, C/N ratio,
available nutrients concentrations, acid—base status, organic carbon-to-clay ratio), and biological
indicators (microbial activity, bacterial abundance, earthworm diversity and abundance).

Results show that the no-ploughing system is characterised by surface organic-matter accumulation,
which improves soil structural stability and helps mitigate water erosion. In parallel, microbial activity
and bacterial abundance are higher at the surface, supported by stable aggregates and the availability
of energy substrates; however, no significant differences were observed between systems for
earthworm populations or microbial respiration. Conversely, the no-ploughing system is more prone to
subsurface compaction and delivers lower yields than ploughed systems. The latter achieve a more
even distribution of nutrients within the plough layer, better control compaction in the intermediate
horizon, and deliver higher yields. However, their surface-level environmental benefits -limiting erosion
and stimulating microbial life-are less pronounced. At the scale of the soil profile, the three systems
store comparable amounts of carbon. In terms of chemical fertility, no system clearly stands out, and
soil pH remains favourable.

These findings highlight the need to balance soil quality and agronomic yield, underscoring the
importance of long-term monitoring to optimise these innovative farming systems.

Keywords:

Organic farming, Soil conservation, Soil quality indicators, System trial, Sustainability, Ecosystem
services, Agronomic performance
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SYCBIO : systeme de culture biologique
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1. Introduction

La population mondiale ne cesse d’augmenter et devrait atteindre 9,7 milliards d’habitants d’ici 2050
(Du et al., 2024). Pour faire face a l'augmentation des besoins alimentaires, I'intensification des
systéemes de production apparait comme une solution envisageable. Toutefois, cette approche pourrait
accentuer la dégradation des sols, entrainant une baisse des rendements, une altération de la qualité
des sols et une diminution des services écosystémiques qu’ils fournissent (FAO, 2017 ; Krause et al.,
2025). Dans ce contexte d’évolution, I'agriculture biologique fait I'objet d’un intérét grandissant en tant
gu‘alternative durable (Krause et al., 2025).

En agriculture biologique, I'élevage soutient la productivité des cultures (Barbieri et al., 2022; Benoit et
al.,, 2024). Lutilisation des effluents organiques, tels que le fumier, permet de restituer aux terres
cultivées des éléments nutritifs, dont I'azote, issus des prairies (Barbieri et al., 2022; Benoit et al., 2024).
De plus, I'intégration de prairies temporaires dans la rotation contribue a I'amélioration de la fertilité
des sols, particulierement lorsque des légumineuses sont présentes dans leur composition (Benoit et
al., 2020; Vertes et al., 2015). Elle facilite également le controle des adventices (Benoit et al., 2020; El
Khosht et al., 2025), notamment grace aux coupes successives (El Khosht et al., 2025). Quant aux
exploitations de grandes cultures biologiques sans troupeau, I'introduction de cultures légumiéres a
haute valeur ajoutée dans leur rotation permet de compenser, d’une part, les colts liés a I'achat
d’engrais organiques du commerce, et d’autre part ceux associés a la mise en place d’une stratégie de
désherbage reposant sur des interventions mécaniques performantes, parfois exigeantes en main
d’ceuvre (Abras, 2018).

Cependant, ces modéles ne sont pas adaptés a toutes les exploitations agricoles. En effet, tous les
agriculteurs envisageant une conversion a l'agriculture biologique ne disposent pas nécessairement
d’un élevage, notamment ceux spécialisés en grandes cultures (Abras, 2020). Par ailleurs, ils ne sont
pas toujours en mesure d’intégrer des cultures légumiéres (Abras, 2018). Ces agriculteurs doivent de
ce fait explorer d’autres alternatives durables, rentables et adaptées a leur contexte.

Face a ces défis, deux systemes de culture innovants sont étudiés au Centre wallon de Recherches
agronomiques (CRA-W) et comparés a un systeme de référence. Le premier systéme repose sur un
modele autonome excluant I'utilisation d’engrais organiques, tout en intégrant des légumineuses dans
la rotation, que ce soit en culture principale, en culture associée ou en interculture, afin de maintenir
la fertilité du sol. En plus de leur réle agronomique, ces légumineuses assurent une couverture végétale
qui concurrence les adventices et limite leur développement. Ce systeme prend donc en compte deux
enjeux majeurs en agriculture biologique : le maintien de la fertilité des sols et la gestion des
adventices, tout en réduisant les colts associés. Le second systéme est I'agriculture biologique de
conservation (ABC) qui, en plus d’exclure I'utilisation d’engrais organiques du commerce et d’introduire
des légumineuses, repose sur I'absence de labour. Cette approche vise a limiter I'érosion hydrique, un
probleme majeur dans les fermes de grandes cultures en région limoneuse tout en préservant et en
améliorant la fertilité et 'activité biologique des sols (Abras, 2018).

En parallele, maintenir la qualité des sols en grandes cultures est essentiel pour en préserver la fertilité
et la durabilité. En effet, le sol joue un réle essentiel dans le fonctionnement des écosystémes en
fournissant de nombreux services, tant pour lI'environnement que pour la société et la santé
humaine, notamment en contribuant a la production agricole et a la qualité nutritionnelle des aliments
(Stellacci et al., 2021). Cette préservation est d’autant plus cruciale que le sol constitue une ressource
non renouvelable (FAO, 2015; Gessesew et al., 2018), sa régénération s’‘opérant sur des échelles de
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temps tres longues (FAO, 2015). Pour évaluer cette qualité, il est possible d’identifier et de combiner
des indicateurs physiques, chimiques et biologiques offrant ainsi une analyse complete de I'état du sol
(Stellacci et al., 2021).

Dés lors, ce travail a pour objectif d’étudier les effets de systémes de cultures biologiques innovants,
mis en place dans le cadre de I'essai SYCBIO (Systemes de Cultures BlOlogiques) du CRA-W, sur la qualité
des sols agricoles. La présente étude repose sur des indicateurs de fertilité physique, chimique et
biologique, tout en tenant compte des fonctions et services écosystémiques fournis par ces sols et des
rendements agricoles.



2. Etat de I'art

2.1.Uagriculture durable : approche biologique, de conservation et leurs
interactions

2.1.1. Lagriculture durable

L'agriculture durable est un terme reconnu, englobant diverses approches selon les contextes (Hansen,
1996; Siebrecht, 2020). Ce terme peut cependant étre défini comme I'adoption de pratiques agricoles
qui répondent aux besoins alimentaires, de fibres et de santé de la société, maintiennent I'équilibre
des écosystemes, tout en optimisant les avantages nets pour la société apres évaluation compléte des
colits et des bénéfices associés aux pratiques (Tilman et al., 2002). L'agriculture durable vise a équilibrer
la production de rendements importants tout en limitant les conséquences néfastes sur
I'environnement (Amin, 2012).

2.1.2. Lagriculture biologique

L'agriculture biologique, initiée au début du XXeme siecle (Berner et al., 2013; Fleury et al., 2014;
Kirchmann et al., 2008; Sylvander et al., 2005; Remongin, 2023), est un mode de production certifié,
soumise a une réglementation stricte et a des controles rigoureux de la production des denrées
alimentaires jusqu’a la distribution des produits finis (Piraux, 2020 ; Fleury et al., 2014; Remongin,
2023). Elle s’interdit I'utilisation d’engrais de nature chimique, des pesticides de synthese (Doekharan
et al,, 2010; Fleury et al., 2014; Remongin, 2023) ainsi que d’organismes qualifiés de génétiquement
modifiés (OGM) (Fleury et al., 2014 ; Remongin, 2023). La production en agriculture biologique repose
sur le maintien de la fertilité naturelle des sols, le recyclage de matieres organiques telles que le fumier
et le lisier (Berner et al., 2013; Fleury et al., 2014), et I'application de méthodes de lutte biologique
contre les bioagresseurs. Elle privilégie également des techniques culturales réduisant l'usage
d’intrants (Fleury et al., 2014; Piraux, 2020).

2.1.3. Llagriculture de conservation

Lagriculture de conservation, reconnue officiellement en 2001 par la FAO (Mollier, 2020), est un
systeme de production fondé sur trois principes majeurs : (1) une perturbation mécanique minimale
du sol, (2) une couverture végétale permanente du sol et (3) une diversification des especes cultivées
atravers des rotations de cultures adaptées dans le temps et dans I'espace (Cordeau et al., 2024; Fleury
et al., 2014; Hajjaj et al., 2022; Mollier, 2020). Ce systéme exclut le labour et opte pour des techniques
culturales simplifiées (Cordeau et al., 2024; Fleury et al., 2014; Peigné et al., 2007; Hajjaj et al., 2022),
ce qui permet de stimuler les processus biologiques naturels dans le sol, en surface et en profondeur.
Contrairement a l'agriculture biologique, I'agriculture de conservation ne s’interdit pas l'usage de
pesticides de syntheses (Cordeau et al., 2024; Fleury et al., 2014; Hajjaj et al., 2022).

2.1.4. Lagriculture biologique de conservation (ABC)

Bien que partageant I'objectif commun de produire tout en respectant I'environnement, l'agriculture
biologique et I'agriculture de conservation adoptent des approches distinctes pour y parvenir :
I'agriculture biologique exclut 'usage d’intrants de syntheses, tandis que I'agriculture de conservation
exclut le labour (Boeraeve et al., 2022; Fleury et al., 2014; Piraux, 2020). L'agriculture biologique de
conservation constitue une voie de convergence entre ces deux systémes de production (Fleury et al.,
2014; Piraux, 2020), qui pourrait permettre de surmonter les limites respectives de l'agriculture
biologique et de I'agriculture de conservation. Cependant, I'exclusion de pesticides de synthése et du



labour complique la gestion des ravageurs et des adventices, dont le contréle dépend alors totalement
d’une reconstitution optimale des populations de prédateurs (Boeraeve et al., 2022).

2.2.Services écosystémiques rendus par le sol

Le sol assure de nombreux services écosystémiques essentiels, qui contribuent eux-mémes au maintien
de sa qualité et de son fonctionnement a long terme, illustrant ainsi un mécanisme de rétroaction
positive (Meersmans et al., 2024). Ces services participent également au bien-étre humain et leur
régulation permet de maintenir une productivité agricole optimale (Pereira et al., 2018). La
classification CICES (« Common International Classification for Ecosystem Services ») les regroupe en
trois grandes catégories: les « services d’approvisionnement » qui englobent l'alimentation, les
matériaux et I'énergie, fournis par les écosystémes ; les « services de régulation et de maintien »,
incluant la gestion des déchets et des substances toxiques, la régulation des flux ainsi que des aspects
tels que le climat, le cycle de I'eau et le transport de matiéres. Ces services assurent la stabilité des
conditions physiques, chimiques et biologiques nécessaires a la durabilité des écosystemes. Enfin, les
« services culturels » désignent les liens physiques, intellectuels et symboliques que les étres humains
entretiennent avec la biodiversité, les écosystemes et les paysages, qu’ils soient terrestres ou marins.
Ces services incluent des expériences récréatives, esthétiques et spirituelles (Pereira et al., 2018; Tibi
et al., 2018).

Les principales causes de la dégradation des services écosystémiques incluent I'intensification des
systemes de production agricole et I'utilisation excessive de produits chimiques (Pereira et al., 2018;
van Zanten et al., 2014). Ces dégradations peuvent entrainer diverses conséquences, telles que
I'acidification des sols, I'’érosion, la compaction et la perte de nutriments, entre autres. Il est donc
crucial de promouvoir des pratiques de gestion plus durables, comme l'agriculture biologique et de
conservation qui améliorent ou préservent ces services écosystémiques a long terme (Pereira et al.,
2018).

2.3.Qualité du sol
2.3.1. Définition

La qualité du sol peut se définir comme étant l'aptitude d’un sol a assurer, dans le cadre d’un
écosysteme aménagé ou naturel et en fonction de son usage, des fonctions essentielles telles que le
maintien de la productivité biologique, la préservation de la qualité de l'air et de I'eau, ainsi que le
soutien a la santé des plantes, animaux et étres humains (Binemann et al., 2018; Gessesew et al.,
2018; Muioz-Rojas, 2018). Elle est étroitement liée a la fertilité et a la santé des sols et peut étre
abordée sous deux angles : d’'une part, comme une série de propriétés fondamentales du sol, et d’autre
part comme un processus dynamique, influencé par le climat et les pratiques de gestion culturales.
Cette qualité du sol est fréquemment associée a la dégradation des sols, laquelle se manifeste comme
étant le taux de variation de la qualité du sol au cours du temps (Gessesew et al., 2018).

2.3.2. Evaluation de la qualité d’un sol

Les changements de la qualité des sols sont difficiles a détecter étant donné que les sols évoluent
lentement face aux modifications d’usage et de gestion des terres. Il est donc essentiel d’identifier des
indicateurs physiques, chimiques et biologiques capables de refléter le fonctionnement des sols et
d’évaluer leur qualité (Binemann et al., 2018; Mufoz-Rojas, 2018). Ces indicateurs sont étroitement
liés aux fonctions des écosystémes terrestres (figure 1) qui jouent un role clé dans la prestation des
services écosystémiques fournis par les sols (Mufioz-Rojas, 2018). La figure 1 ci-dessous présente une
liste d’indicateurs de qualité du sol. Toutefois, seuls ceux utilisés dans le cadre de ce travail seront
détaillés par la suite.



Soil quality indicators Soil ecosystem functions

Climate and water regulation

Bulk density Organic and total C Microbial biomass ‘)
Soil texture and structure Organic and total N Microbial respiration T
Aggregate stability Available nutrients (P, K) Microbial community |
Porosity pH composition e m |
Plant available water Electrical conductivity Enzymatic activity 1T
Hydraulical conductivity Cation exchange capacity Earthworms
and infiltration Carbonates nematodes Notrient Structure
cycling * and stability

[ soil quallfy indexes |
‘ Biodwversity

Changes in soil quality indicators (+/-)

Enhanced soil ecosystem functions

Degraded ecosystem Restored ecosystem

Figure 1 : Indicateurs de de qualité du sol et relation avec les fonctions des écosystémes terrestres (Mufioz-Rojas, 2018).

Les indicateurs de la qualité des sols doivent étre pertinents et applicables dans divers contextes
écologiques et socio-économiques (Doran et al.,, 1997). lls doivent refléter les processus
écosystémiques et prendre en compte les propriétés physiques, chimiques et biologiques du sol. Leur
utilisation doit étre accessible aussi bien aux experts qu’aux agriculteurs. De plus, ces indicateurs
doivent étre sensibles aux pratiques de gestion culturale et aux évolutions climatiques a long terme,
sans étre influencés par les variations météorologiques temporaires. Enfin, ils doivent étre intégrés aux
bases de données existantes (Doran et al., 1997; Gessesew et al., 2018).

2.3.2.1. Indicateurs physiques

Premiérement, concernant les indicateurs physiques de qualité du sol, cela comprend notamment la
densité apparente, la texture et la structure du sol, la stabilité des agrégats, la porosité, la réserve en
eau disponible pour les plantes, la conductivité hydraulique et I'infiltration (Mufioz-Rojas, 2018). Dans
le cadre de ce travail, les analyses portent sur la densité apparente et la stabilité structurale du sol.

La densité apparente est un indicateur essentiel de la qualité du sol (Logsdon et al., 2004), reflétant
son niveau de compaction (Correa et al.,, 2019; Logsdon et al., 2004; Ricknagel et al., 2007) et
influencant des aspects tels que le développement et la croissance des racines des plantes (Correa et
al., 2019; Gessesew et al., 2018; Logsdon et al., 2004; Reinert et al., 2008). En effet, lorsque le sol est
compacté, la densité apparente augmente tandis que l'espace poral diminue. Des valeurs trop élevées
de cette densité peuvent limiter la croissance des racines végétales (Correa et al., 2019; Logsdon et al.,
2004) et sont associées a une qualité du sol réduite (Gessesew et al., 2018). La densité apparente joue
également un role clé dans I'évaluation de I'espace poral saturé en eaux (WFPS, Water-Filled Pore
Space)(Doran et al., 1997; Franzluebbers, 1999), qui reflete non seulement les propriétés physiques,
chimiques et biologiques du sol, mais aussi les processus microbiens, influencés par I'aération du sol,
qui sont cruciaux pour le bon déroulement des cycles du carbone et de I'azote (Doran et al., 1997).
Plusieurs facteurs influencent la variation de la densité apparente du sol : la texture du sol (Logsdon et
al., 2004; Schoenholtz et al., 2000), le type de matériau parental, les cultures mises en place, les
pratiques de gestion agricole appliquées (Logsdon et al., 2004), le nombre de passages de machines
agricoles (Orzech et al., 2021), ainsi que la structure et la teneur en matiére organique du sol



(Schoenholtz et al., 2000). De plus, la surface du sol présente une variabilité significative en termes de
densité apparente, principalement en raison des pratiques de gestion (Doran et al., 1997; Logsdon et
al., 2004) et des conditions climatiques (Logsdon et al., 2004).

La structure du sol correspond a I'organisation spatiale des particules solides et des vides (Bronick et
al., 2005; Rabot et al., 2018; Yudina et al., 2023). Elle inclut la taille, la forme des particules et la
continuité des pores (Bronick et al., 2005; Yudina et al., 2023). Cette structure conditionne la capacité
du sol a retenir et a transporter des fluides ainsi que d’autres substances, qu’elles soient organiques ou
inorganiques, tout en permettant le développement et la croissance des racines (Bronick et al., 2005;
Meurer et al., 2020; Yudina et al., 2023). Cependant, elle ne prend pas en compte les variations
chimiques de la phase solide (Rabot et al., 2018). La structure du sol régule des processus essentiels
tels que l'infiltration et la rétention de I'eau, la disponibilité des nutriments, le développement racinaire
(Bronick et al., 2005; Dominati et al., 2010; Meurer et al., 2020; Rabot et al., 2018; Yudina et al., 2023)
et la résistance a I'érosion (Bronick et al., 2005; Rabot et al., 2018; Six et al., 2000). Elle influence
également la formation de cro(tes, le rendement des cultures et la dynamique de la matiére organique
tout en ayant un impact sur des processus externes tels que I'écoulement de I'eau, la contamination
des eaux et les émissions de CO; vers I'atmosphére (Bronick et al., 2005). Parallelement, elle faconne
I’habitat de nombreux organismes du sol (Rabot et al., 2018; Yudina et al., 2023), impactant ainsi leur
diversité et leur activité (Rabot et al., 2018).

La stabilité structurale du sol, utilisée comme indicateur de la structure du sol (Bronick et al., 2005;
Gentsch et al., 2024; Six et al., 2000), représente une caractéristique physique essentielle, désignant la
capacité des agrégats a résister aux forces destructrices telles que celles exercée par les pluies ou
I'usage d’outils agricoles (Abras et al., 2023). Cette propriété physique est influencée par la quantité de
matiére organique présente dans le sol ainsi que par les pratiques culturales appliquées (Abras et al.,
2023; Panagea et al., 2022). Une faible teneur en matiére organique dans I’horizon superficiel du sol
peut conduire a une fragilité de la structure (Panagea et al., 2022; Vanwindekens et al., 2023), rendant
les sols plus sensibles a I'érosion et a la compaction (Vanwindekens et al., 2023), tandis que la présence
de composés organiques récalcitrants et d’ions métalliques favorise une stabilité a long terme de la
structure du sol (Bronick et al., 2005). De plus, une structure optimale du sol et une stabilité accrue des
agrégats sont fondamentales pour favoriser la fertilité du sol, accroitre les rendements agricoles,
améliorer la porosité du sol et limiter I'érosion (Bronick et al., 2005). En outre, I'évaluation de la stabilité
structurale constitue une méthode fiable et abordable pour déterminer la vulnérabilité du sol a
I’érosion (Barthes et al., 2001; Le Bissonnais, 1996).

2.3.2.2. Indicateurs chimiques

Les indicateurs chimiques de la qualité du sol incluent les taux de carbone et d’azote organiques et
totaux, les nutriments disponibles, le pH, la conductivité électrique, la capacité d’échange cationique
(CEC) et la présence de carbonates (Mufioz-Rojas, 2018). Dans le cadre de ce travail, les analyses
portent sur le carbone organique, I'azote total, le rapport C/N, les nutriments disponibles et le pH (eau
et KCl), en tenant compte de la granulométrie.

Les éléments nutritifs sont classés en plusieurs catégories. Les macronutriments se divisent en
nutriments primaires comprenant I'azote (N), le phosphore (P) et le potassium (K) qui sont nécessaires
en grandes quantités pour la plante et en nutriments secondaires, comme le calcium (Ca), le
magnésium (Mg) et le soufre (S) dont les besoins sont moins élevés. La deuxiéme catégorie regroupe
les micronutriments, également appelés oligoéléments, tels que le bore (B), le cuivre (Cu), le chlore
(Cl), le fer (Fe), le manganése (Mn), le molybdéne (Mo) et le zinc (Zn), qui, bien que présents en petites
guantités, sont essentiels au bon développement de la plante (Hodges, 2010).



Chaque élément joue un role spécifique dans la croissance des plantes (Genot et al., 2009) et doit étre
disponible de maniére continue et en quantités appropriées pour soutenir des processus vitaux comme
la photosynthése. En cas de carence en un élément, la plante verra sa croissance et sa productivité
réduites, voire son développement totalement interrompu (Hodges, 2010). Ces éléments existent sous
diverses formes (cations, anions, complexes, etc.), en concentrations variables et subissent des
transformations, telles que la minéralisation pour les composés organiques et la dissolution pour les
minéraux, afin de devenir assimilables par les plantes (Genot et al., 2009).

Le statut nutritif du sol est déterminé par la quantification des éléments présents dans le sol et
disponibles pour la plante (Genot et al., 2009). Cette quantification cible principalement la disponibilité
en Ca, Mg, K et P. Dans certains cas, elle s’étend également aux oligoéléments tels que Cu, Fe, Mn et
Zn. (Genot et al., 2009; Genot et al., 2012).

La matiére organique du sol regroupe divers composants, notamment des résidus végétaux (racines,
feuilles, exsudats) et animaux (excréments, cadavres), a divers niveaux de décomposition (Genot et al.,
2012; Rogeon, 2010; Vanwindekens et al., 2024). Elle est alimentée par des organismes vivants tels que
les bactéries, les champignons et la faune du sol, dont les vers de terre. Au fil du temps, la fraction
organique se décompose sous l'action des organismes du sol, aboutissant a la formation de I'humus,
une fraction stable de la matiére organique. Cette derniére se renouvelle en permanence a travers des
processus d’accumulation et de décomposition, libérant du carbone sous forme de CO, dans
I'atmosphere, avant que celui-ci ne soit réabsorbé par la photosynthése (Genot et al., 2012).

Selon Strosser (2010), la matiére organique du sol peut étre classée en trois catégories : labile, stable
ou inerte. La premiere, la matiére organique labile et se dégrade rapidement, assurant un
renouvellement rapide de la matiére organique sur le court terme (Strosser, 2010; Weil et al., 2017).
Elle fournit de I'énergie et des nutriments aux micro-organismes du sol, tout en libérant des éléments
nutritifs disponibles pour les plantes. La matiére organique stable quant a elle se dégrade plus
lentement, moins facilement et constitue un stock de matieére organique. Son réle principal est de
participer a la capacité d’échange cationique du sol et elle est souvent stabilisée par association organo-
minérale au sein des agrégats du sol. Enfin, la matiére organique inerte est une forme de matiere
organique presque non réactive. Elle a un impact sur les propriétés physiques du sol, mais présente
une capacité de sorption faible. (Strosser, 2010).

Lenrichissement des sols en matiere organique peut provenir de diverses sources. Il peut résulter des
cultures implantées directement sur les parcelles, a travers les résidus de cultures tels que les racines,
les feuilles, les coproduits des cultures comme la paille laissée sur le sol, ou encore de cultures
intermédiaires et des couverts végétaux. Ces apports correspondent a la matiere organique dite
endogeéne. Il peut également s’agir d’apports externes de matiére organique, en provenance de sources
variées telles que les effluents d’élevage, les sous-produits industriels comme les pulpes de betterave,
les composts, les digestats issus de la biométhanisation, ou encore les boues de stations d’épuration
des eaux, entre autres. Ces apports externes constituent la matiere organique dite exogene
(Vanwindekens et al., 2024).

Bien que la matiére organique ne représente que 1 a 6% de la masse d’un sol agricole (Magdoff et al.,
2021), elle joue un réle crucial dans ses propriétés physiques, chimiques et biologiques (figure 2), ainsi
gue dans ses fonctions écosystémiques. Elle affecte notamment la capacité du sol a retenir 'eau et a
échanger des cations (CEC). De plus, certains de ses composants sont essentiels a la formation ainsi
gu’a la stabilisation des agrégats. En outre, elle constitue un réservoir de nutriments a libération
progressive, notamment d’azote, et fournit énergie et éléments aux organismes du sol (Garcia et al.,
2018; Genot et al., 2009; Genot et al., 2012; Vanwindekens et al., 2024; Weil et al., 2017). Sans matiere
organique, il n'y a pas de vie dans le sol et sans cette derniére, le sol ne peut assurer toutes ses
fonctions. Par ailleurs, en plus de contribuer indirectement a la croissance de la plante par les
mécanismes évoqués, certains composés organiques ont un effet stimulant direct (Weil et al., 2017).



Par conséquent, la quantité et la qualité de la matiére organique du sol sont des critéres
incontournables dans I'évaluation de la qualité du sol (Genot et al., 2009; Genot et al., 2012; Gessesew
et al., 2018; Weil et al., 2017) ainsi que dans I'évaluation de la durabilité des pratiques de gestion
agricole (Gessesew et al., 2018).
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Figure 2 : Influence de la matiéere organique sur les propriétés du sol (Garcia et al., 2018).

Le carbone, élément essentiel de la matiére organique (Rogeon, 2010), constitue environ 58% de celle-
ci (Garcia et al.,, 2018; Pathak et al., 2005), et est couramment utilisé pour caractériser le statut
organique d’un sol, en particulier a travers la mesure du carbone organique total (COT) (Genot et al.,
2012). En agriculture, un seuil de COT de 1,15%, voire de 1,5%, est requis pour que le sol puisse remplir
efficacement ses fonctions agronomiques. En-dega de ce seuil une instabilité des agrégats est observée
(Vincent et al., 2019).

L'azote total est également pris en compte dans I'évaluation du statut organique d’un sol (Genot et al.,
2012). Il comprend a la fois I'azote organique, qui constitue une source d’azote pour les plantes en
développement et 'azote inorganique (Hodges, 2010; Pathak et al., 2005).

Au-dela des aspects purement quantitatifs, le rapport C/N, défini comme le ratio entre le carbone
organique total et l'azote total (Thibault et al., 2018), constitue un indicateur clé de la qualité de la
matiére organique (Genot et al., 2009; Genot et al.,, 2012). Il permet d’évaluer les conditions de
minéralisation (Genot et al., 2012), et de décomposition de la matiere organique dans le sol (Amin,
2012), I'aptitude du sol a conserver et recycler les nutriments ainsi que I'énergie (Gregorich et al., 1994),
et met en lumiere les changements dans la qualité de la litiere (Amin, 2012). Dans les sols agricoles, le
rapport C/N demeure généralement stable, oscillant entre 10 et 12 (Gregorich et al., 1994), avec une
plage idéale comprise entre 9 et 10 (Thibault et al., 2018).

Pendant la décomposition de la matiére organique, la quantité d’azote disponible dans le sol diminue
considérablement, tandis que le carbone est émis sous forme de CO, dans I'atmosphére (Hodges,
2010). Lorsque le rapport C/N d’un produit organique est trop élevé, dépassant 15-20, le compostage
est considéré comme incomplet (Gérald et al., 2011), rendant la décomposition des résidus difficile en
raison de la teneur élevée en carbone (Hodges, 2010). Cela peut provoquer un phénomeéne de « faim
d’azote » pour les plantes. En effet, les micro-organismes du sol puisent I'azote disponible dans le sol
pour décomposer ce matériau organique (Gérald et al., 2011) et synthétiser des protéines essentielles



a leur métabolisme, ce qui génére une compétition avec les cultures pour cet élément nutritif, en plus
de la rivalité entre les micro-organismes eux-mémes. A I'inverse, les matériaux organiques de rapport
C/N faible sont plus facilement décomposables. Cela concerne généralement les matériaux végétaux
immatures qui ont tendance a se décomposer plus rapidement et a contribuer a augmenter le taux
d’azote présent dans le sol (Hodges, 2010).

La figure 3 illustre les interactions entre le cycle du carbone et de I'azote dans le sol, mettant en
évidence les processus de minéralisation, de nitrification et les pertes de gaz a effet de serre.
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Figure 3 : Dynamique du carbone et de I'azote dans le sol (Guenet et al., 2021).

Dans les sols, l'argile contribue a la stabilisation du carbone organique total (COT) en formant des
complexes argilo-humiques. Cela permet aux sols riches en argile de retenir plus efficacement le COT
par rapport aux sols sableux (Vanwindekens et al., 2024). Pour mieux prendre en compte les différences
de teneur en argile a travers la Wallonie, I'indicateur « COT/argile » est utilisé dans la mesure agro-
environnementale et climatique (MAEC) « Sols » (MR14). Cet indicateur représente le rapport entre la
guantité de carbone organique total du sol, en pourcentage de la matiére séche, et la proportion
d’argile granulométrique, en pourcentage, dans I’horizon superficiel de la parcelle (SPW, April-1-2025;
Vanwindekens et al., 2024). Il a été établi que le rapport carbone organique/argile est un indicateur
fiable de la propension du sol a former une structure stable (Johannes et al., 2017; Prout et al., 2021).
Cette relation forte entre le ratio carbone organique/argile et structure a été observée dans le contexte
agricole wallon (Vanwindekens et al., 2023), ce qui en fait un indicateur pertinent pour évaluer a la fois
le statut organique du sol et son potentiel a former une structure stable.

Enfin, le pH du sol constitue un autre critere essentiel dans I'évaluation de la qualité des sols (Doran et
al., 1997). Mesurant la teneur en ions H* dans le sol (Gérald et al., 2011), il permet de déterminer le
statut acido-basique du sol (Genot et al.,, 2009) et reflete les conditions physico-chimiques qui



influencent la structure du sol, notamment la porosité, facilitant la circulation de I'air et de l'eau. Il
influence également la disponibilité des macronutriments et des oligoéléments, I'activité microbienne,
en particulier les processus d’humification et de minéralisation de la matiere organique (Amin, 2012;
Genot et al., 2012), ainsi que la composition de la communauté microbienne (Amin, 2012). Un pH situé
entre 6 et 7 est généralement considéré comme optimal pour la croissance des grandes cultures
(Gérald et al., 2011; Genot et al., 2012). Cette plage de pH favorise en effet I'activité biologique et
I'assimilation des éléments nutritifs, tout en évitant les risques de toxicité ou de carence qui peuvent
survenir en dehors de ces limites (Gérald et al., 2011). Il est a noter cependant que chaque élément
pris séparément posséde une gamme spécifique de pH dans laquelle il est plus facilement disponible
pour la plante (Genot et al., 2009).

Concernant la mesure du pH, le pH mesuré en eau correspond a l'acidité présente dans la phase liquide
du sol, tandis que la mesure en KCl inclut aussi l'acidité liée aux surfaces des particules du sol, en
particulier celle retenue par les colloides (Sadovski, 2019). Cette derniére conduit a des valeurs plus
faibles que le pH_H,0 (Genot et al., 2012; Wang et al., 2019), avec un écart moyen d’environ 0,5 a 1
unité pour les sols acides (Genot et al., 2012).

2.3.2.3. Indicateurs biologiques

La communauté microbienne du sol, bien qu’elle ne constitue qu’une infime portion du volume total
du sol (0,1 a 0,3% dans la plupart des cas), joue un réle fondamental dans son bon fonctionnement. En
effet, elle est impliquée dans prés de 90% des processus écosystémiques essentiels a la qualité des sols
(Mufioz-Rojas, 2018). Les fonctions clés des micro-organismes du sol comprennent : la décomposition
de la matiére organique, le recyclage et la minéralisation des nutriments, la fixation de l'azote, la
dégradation de polluants, le maintien de la structure du sol ainsi que la régulation biologique de
ravageurs des cultures, entre autres (Gessesew et al., 2018; Sharma et al., 2010).

Les indicateurs biologiques de la qualité des sols, traduisant la complexité des interactions entre divers
facteurs environnementaux (Kriiger et al., 2018), comprennent la biomasse microbienne, la respiration
microbienne, la composition de la communauté microbienne, les activités enzymatiques (activité en
hydrolase, phosphatase, etc.), la diversité et la biomasse des vers de terre, la quantification des
nématodes, entre autres (Mufioz-Rojas, 2018). Ces marqueurs biologiques permettent de repérer
rapidement des changements subtils dans la qualité des sols (Pathak et al., 2005; Sharma et al., 2010),
et apportent des données complémentaires aux indicateurs chimiques, notamment en ce qui concerne
les nutriments, leurs cycles, la dégradation de la matiére organique, etc (Vincent et al., 2019). La
présente étude se concentre sur l'activité microbienne et I'abondance microbienne (en particulier des
bactéries) ainsi que sur I'étude des vers de terre.

L'activité microbienne du sol peut étre mesurée par la quantification de l'activité enzymatique des
micro-organismes et par la mesure de leur respiration.

Lactivité enzymatique du sol, assurée par des enzymes extracellulaires sécrétées par bactéries et
champignons, renseigne sur la vitesse de décomposition de la matiere organique et la redistribution
des nutriments. (Steinweg et al., 2012).

La mesure de l'activité microbienne, par la mesure de la respiration du sol, est également un indicateur
biologique de la qualité du sol (Gessesew et al., 2018; Sharma et al., 2010; Vincent et al., 2019). Elle
offre des informations sur la capacité des micro-organismes a décomposer la matiére organique
(Gessesew et al., 2018), principale fonction de ces derniers (Vincent et al., 2019), a minéraliser les
nutriments et a les rendre accessible aux plantes et autres organismes. Elle renseigne également sur la
capacité a stocker les nutriments, a gérer leur disponibilité dans le temps et a favoriser une bonne
structure du sol, entre autres (Gessesew et al., 2018).
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La respiration du sol est le processus d’oxydation de la matiére organique par les communautés
microbiennes. Ce processus produit I'énergie nécessaire a leur développement et a leur survie, tout en
libérant du CO,. Le dioxyde de carbone émis est utilisé pour mesurer le taux de respiration du sol,
déterminé par la quantité de CO, libérée sur une période donnée et dans des conditions contrblées
(Pathak et al., 2005). Parmi les différentes méthodes de mesures de la respiration du sol, la respiration
basale ne nécessite pas d’ajout de substrat (Semenov et al., 2025), contrairement a la respiration
potentielle ou la respiration est induite par I'ajout d’un substrat (Hofman et al., 2004). Un sol avec un
niveau élevé d’activité biologique est généralement considéré comme un sol de bonne qualité (Sharma
et al.,, 2010).

L'abondance microbienne du sol, indicateur de la qualité biologique des sols (Vincent et al., 2019),
dépend principalement de la disponibilité et de la qualité des ressources nutritives, en particulier de
leur teneur en carbone et en azote. Elle est également influencée par des paramétres physiques tels
que I'humidité et la température, des interactions biotiques comme la prédation et la compétition,
ainsi que par des caractéristiques chimiques du sol, notamment son pH, la concentration en nutriments
dissous et la salinité. Par ailleurs, les pratiques agricoles, notamment le travail du sol, réduisent
I'abondance et la biomasse des organismes du sol par rapport aux terres non perturbées (Weil et al.,
2017). Une abondance microbienne élevée est un signe de sol de bonne qualité (Semenov et al., 2025).
Labondance des micro-organismes dans le sol peut étre estimée en quantifiant 'ADN microbien extrait
par gramme de sol, ce qui correspond a la biomasse moléculaire microbienne.

Un gramme de sol peut héberger jusqu’a un milliard de bactéries, réparties en prés d’un million
d’especes (Dignac et al., 2017). Ces microorganismes participent au recyclage des nutriments, a la
stabilisation de la matiere organique et a sa décomposition (Dignac et al., 2017; Gregorich et al., 1994;
Najmuldeen, 2010), influencant ainsi le cycle du carbone et de I'azote (Dignac et al., 2017; Najmuldeen,
2010; Yuan et al., 2017). La densité des communautés de bactéries peut étre évaluée par le comptage
de génes ribosomiques spécifiques (ADNr-16S)(Recous et al., 2017). La quantification par gPCR du géne
16S rRNA constitue une approche couramment utilisée et fiable pour estimer I'labondance bactérienne
dans les sols (Kaurin et al., 2018; Postollec et al., 2011; Semenov et al., 2025; Schmidt et al., 2018; Yuan
et al, 2017).

Finalement, les vers de terre et leur activité constituent également un bon indicateur de la qualité d’'un
sol (Lemtiri et al., 2014; Pathak et al., 2005).

Les vers de terre sont répartis en trois catégories écologiques : épigés, endogés et anéciques (Capowiez
et al., 2024; Gérald et al.,, 2011; Weil et al.,, 2017). Les vers de terre épigés occupent la couche
superficielle du sol, parmi la litiere et la matiere organique en décomposition. Ceux-ci participent au
processus de transformation et de recyclage de la matiére organique (Gérald et al., 2011; Weil et al.,
2017). Les vers de terre dits endogés, quant a eux, vivent exclusivement dans le sol (Gérald et al., 2011),
principalement dans les couches supérieures du sol minéral, entre 10 et 30 cm de profondeur (Weil et
al., 2017), ou ils forment des galeries horizontales (Gérald et al., 2011; Weil et al., 2017). Leur mode de
vie varie : certains, a l'allure filiforme, se logent le long des racines, tandis que d’autres, sous forme
d’amas dans les horizons plus profonds du sol, participent a la filtration de I'eau en séparant les
particules organiques. Quant aux vers de terres de type anécique, ceux-ci forment des galeries
verticales (Gérald et al., 2011; Weil et al., 2017), et remontent a la surface pour collecter de la matiére
organique. lls ingérent alors, avec de la terre, les éléments qu’ils transportent dans leurs galeries
(Gérald et al., 2011).

Les lombriciens, souvent désignés comme étant les « ingénieurs des écosystémes » (Blouin et al., 2013;
Gérald et al., 2011; Johnson-Maynard et al., 2007), jouent de nombreux rdéles dans le sol.
Premiérement, ils apportent des modifications positives a la structures du sol (Gérald et al., 2011;
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Lemtiri et al., 2014; Oliveira, 2012) via les galeries qu’ils creusent. Ces galeries participent a la formation
de la porosité du sol, favorisant ainsi les échanges d’eau et d’air, facilitent le développement racinaires
(Gérald et al., 2011; Oliveira, 2012) améliorant le prélevement de nutriments (Oliveira, 2012).
Deuxiémement, les vers de terre participent a la décomposition de la matiere organique (Edwards et
al., 2022; Gérald et al., 2011; Lemtiri et al., 2014; Oliveira, 2012), en transformant physiquement et
chimiquement les résidus végétaux au cours de leur ingestion, digestion et excrétion (Gérald et al.,
2011). lls jouent ainsi un role clé en tant que décomposeurs, favorisant la formation d’agrégats stables
(Bossuyt et al., 2006; Brown et al., 2000; Edwards et al., 2022; Lemtiri et al., 2014) et participant aux
cycles d’éléments nutritifs essentiels tels que 'azote, le phosphore et le carbone (Edwards et al., 2022;
Lemtiri et al.,, 2014). Par ailleurs, en ingérant une quantité importante de sol, les vers de terre
influencent la composition des communautés microbiennes au cours de leur digestion (Lemtiri et al.,
2014; Oliveira, 2012). lls modifient également le fonctionnement des microorganismes présents dans
le sol (Oliveira, 2012 ; Scheu et al., 2002). Ainsi, toute modification de leur activité, notamment en
réponse aux pratiques agricoles, peut étre un indicateur pertinent de la qualité des sols (Lemtiri et al.,
2014).

Les vers de terre réagissent aux pratiques agricoles mises en place par les agriculteurs, telles que le
travail du sol, (Bertrand et al., 2015; Edwards et al., 2022; Gérald et al., 2011), le drainage et I'irrigation,
I'emploi de pesticides, de fertilisants et de chaux ainsi que la rotation des cultures (Lemtiri et al., 2014).
Les pratiques agricoles sans labour tendent a augmenter la population de vers de terre (Johnson-
Maynard et al.,, 2007; Lemtiri et al.,, 2014). Cependant, dans les systémes labourés, ce sont
principalement les espéces de vers de terre anéciques de grande taille, qui sont les plus sensibles
(Bertrand et al., 2015; Lemtiri et al., 2014), car le labour détruit leurs galeries, enfouit la matiere
organique de surface qu’elles consomment et peut méme les blesser directement et les exposer aux
prédateurs (Gérald et al., 2011). Quant aux especes endogées, plus petites, celles-ci sont moins
impactées et peuvent méme en bénéficier grace aux résidus qu’il enfouit (Bertrand et al., 2015; Gérald
et al., 2011; Lemtiri et al., 2014).
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3. Objectifs

Ce travail s’inscrit dans le cadre de l'essai longue durée « SYCBIO » du CRA-W et a pour objectif
d’évaluer l'impact de trois systemes de cultures biologiques, dont deux systemes de cultures
biologiques innovants sur la qualité des sols agricoles. Le premier systéme innovant, qualifié
d’autonome, ne prévoit aucun apport de matiére organique exogene, tandis que le second est mené
en agriculture biologique de conservation. Un systeme de référence, basé sur les pratiques courantes
en agriculture biologique, est également mise en place dans le cadre de I'essai SYCBIO.

Pour fournir un bilan global de la qualité des sols, I'étude porte sur trois catégories d’indicateurs de
qualité du sol :

1.
2.

Physique (stabilité structurale, densité apparente)

Chimique (statut acido-basique, teneur, stock et stock cumulé de carbone organique, teneurs
en éléments nutritifs, rapport C/argile)

Biologique [activité enzymatique (mesurée par hydrolyse du diacétate de fluorescéine),
respiration microbienne, abondance microbienne (bactérie), diversité et abondance des vers
de terre]

Elle s’attache également a faire des liens avec les fonctions et services écosystémiques rendus par ces
sols, pour répondre aux questions suivantes :

Les systemes permettent-ils de limiter I'érosion ?

Les systéemes permettent-ils de stocker plus de carbone ?

Les systémes permettent-ils de maintenir des niveaux de fertilité chimique suffisants ?
Les systémes sont-ils sensibles a la compaction ?

Les systémes sont-ils favorables a la vie du sol ?
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4. Matériel et méthodes

4.1. Localisation de l'essai

L'essai SYCBIO (Systémes de Cultures BlOlogiques) est implanté a Gembloux, région limoneuse soumise
a un climat océanique tempéré, sur le domaine agricole du Centre wallon de Recherches agronomiques
(CRA-W) (50°33'37.0"N 4°43'06.5"E). Mis en place et converti a I'agriculture biologique en automne
2018, cet essai a pour objectif de comparer trois systemes de culture (SdC) en grandes cultures
biologiques, a travers une approche expérimentale de long terme.

4.2. Dispositif expérimental

L'essai SYCBIO repose sur un dispositif en blocs comportant neuf parcelles, réparties en trois blocs (Bloc
1 a 3) afin de limiter I'influence de I'hétérogénéité du sol. Chaque systéme de culture (SdC) est implanté
sur trois parcelles distinctes, réparties entre les blocs (figure 4).

Les parcelles, de grandes dimensions (225 m x 12 m) et séparées par des bandes enherbées de 3
metres, ont été concues de maniére a reproduire des conditions de conduites culturales proches de
celles rencontrées en exploitations agricoles.

" Colza Pommes
associé de terre

Figure 4 : Plateforme SYCBIO (CRA-W), année 2025 — En bleu : SAdC1 (« business as usual »), en vert : SdC2 (systeme
autonome) et en orange : SAC3 (agriculture biologique de conservation) (Photo personnelle).

Les trois systemes de culture en agriculture biologique comparés sont repris dans le tableau 1 :

e Le premier systeme (SdC1), dit « business as usual » est représentatif des pratiques agricoles
biologiques courantes dans les fermes de grandes cultures en région limoneuse. Il repose sur
des cultures pures, avec fertilisation et travail du sol incluant le labour.

e Le deuxiéme (SdC2), le systeme autonome, vise a réduire les apports d’intrants exogénes,
notamment en azote et phosphore. Pour compenser I'absence de fertilisation azotée, il integre
des légumineuses, capables de fixer I'azote atmosphérique via une symbiose avec les bactéries
du genre Rhizobium au niveau de leurs nodules racinaires (Vertés et al., 2015). Ces
légumineuses sont introduites de maniére variée : en culture principale, en culture associée ou
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en interculture. Cette approche favorise également le recouvrement du sol, contribuant ainsi
a réduire la pression des adventices.

e Finalement, le troisieme systéme (SdC3), nommé « ABC » (Agriculture Biologique de
Conservation), associe la suppression des intrants exogénes a I'abandon total du labour. I
repose également sur une l'intégration des légumineuses, et poursuit les mémes objectifs que
le systéme autonome en termes d’autonomie en azote et de gestion des adventices, tout en
renforcant les principes de I'agriculture de conservation.

Tableau 1 : Description des systemes de culture.

Systéme de culture Rotation Parcelles (numéros) Fertilisation Labour

AB “Business as usual” Cultures pures 2,4,9 ] /
Autonome Cultures associées et légumineuses 1,6,8 K J
“ABC" Cultures associées et légumineuses 3,57 K &

4.3. Particularités du site

Chaque systeme suit une rotation culturale de 7 ans dont le colza constitue la téte de rotation. La figure
5 représente les successions culturales mises en place pour chacun des trois systémes.

Pour une année donnée, les trois parcelles associées a un méme systéme de culture accueillent trois
cultures différentes (trois cultures successives de la rotation), ce qui permet de représenter plusieurs
phases du cycle sur une méme année et ainsi limiter I'influence d’un effet saisonnier sur les résultats
annuels de l'essai. Ainsi, en 2025, pour le SAC « business as usual », les trois parcelles accueillent
respectivement du colza, du froment et des pommes de terre (figure 4). Lannexe 1 représente
I'organisation des cultures implantées sur la plateforme expérimentale depuis 2019.

Colza
associe

Froment
Autonome -

Témoin Pois

Orge Epeautre
brassicole Pomme de - :
terre Pois brassicole

Orge

Figure 5 : Rotations mises en place au sein de I'essai SYCBIO en fonction du systéeme de culture étudié (Abras, 2018).

Par ailleurs, la plateforme SYCBIO présente une configuration particuliére, issue du regroupement de
deux parcelles agricoles distinctes, ce qui peut engendrer une hétérogénéité spatiale liée a I’historique
d’exploitation. Le site comprend, dans sa partie supérieure, un plateau long de 90 m (en bleu clair sur
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la figure 6). Une transition pédologique y est perceptible, avec I'apparition de sols a drainage naturel
modéré ou imparfait au niveau des parcelles 1 a 3, en complément des sols a drainage naturel
favorable. Une rupture de pente intervient a la fin du plateau et coincide avec un changement de
drainage : au-dela, I'ensemble des parcelles repose sur des sols a drainage naturel modéré ou imparfait.

Lensemble des échantillons ont été prélevés sur ce plateau, afin de limiter I’hétérogénéité spatiale liée
a I’historique du site. Pour les analyses chimiques et biologiques, y compris I'étude des vers de terre, le
plateau a été divisé en trois sections de 30 m (A, B, C), formant pour chaque parcelle des sous-parcelles
identifiées par leur numéro et leur lettre (ex. : 1A, 1B, 1C) (figure 6).

Légende :
" =350l limoneux a drainage naturel favorable

B =Sol limoneux 3 drainage naturel modéré ou imparfait

Figure 6 : Configuration de la plateforme SYCBIO (CRA-W) sur un fond pédologique. L'encadré rouge délimite I'ensemble
de la plateforme SYCBIO (225mx12m). Les lignes bleu foncé représentent les séparations entre les parcelles, tandis que la
zone bleu clair correspond au plateau expérimental. Les lettres A, B et C identifient trois sections. Le fond de carte illustre
deux types de sols : les sols limoneux a drainage naturel favorable (orange clair) et les sols limoneux naturel a drainage
modéré ou imparfait (orange foncé), selon la Carte des Principaux Types de Sols de Wallonie a 1/250 000 (“WalOnMap |
Géoportail de la Wallonie,” 2023).
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4.4. Mesure de la qualité du sol

Lanalyse de la qualité des sols de la plateforme SYCBIO s’est déroulée en plusieurs étapes successives :
le prélevement des échantillons sur le terrain, leur conditionnement et leur analyse en laboratoire
selon des protocoles spécifiques a chaque parametre étudié et 'analyse des données.

4.4.1. Prélevements et conditionnement des échantillons

Différentes méthodes d’échantillonnage et de conditionnement ont été mises en ceuvre selon les
indicateurs étudiés. Les détails concernant les échantillonnages réalisés et les indicateurs de qualité du
sol analysés dans le cadre de cette étude sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Organisation des campagnes d'échantillonnage, indicateurs étudiés et conditions au
moment des prélevements sur la plateforme SYCBIO (2025).

profondeur 10-25cm,
diamétre : 1,85cm

sous-parcelles
*9 parcelles

Nombre e . N
Dates " Mombre " " Conditions météo et état | Opérations culturales
e . . Outils de » ) d'échantillons sur
Propriétés | échantillonnages ", d'échantillons . des parcelles au moment proches de |la date
o prélévement I'ensemble des B ) i N
et indicateurs / parcelle de I'échantillonnage d'échantillonnage
parcelles
Conditions : sol ressuyé
13/02/2025 . Parcelles 2, 3,5,6,8,9: /
-y Cylindres - )
Stabilité de Kopeck 6 54 culture principale mise
structurale pecky en place
Physiques Parcelles 1 et 4 : nues
Parcelle 7 : couverts
1S/0242025 =t Idem Idem Idem Idem Idem
20/02/2025 propriétés propriétés propriétés propriétés propriétés
Denmts: chimiques chimigues chimigues chimiques chimiques
apparente
Sorlfde!;i?‘ Péﬂ!allezldﬁ 81 échantillons »  |Parcelle 2:18/02/25 -
19/02/2025 e |10 O CEUr reBIADIE composites: | Conditions:sol ressuyé |Epandage organique
Biogreen 10 (10-3-1))
20/02/2025 (
Sgnde: 9 . ) Parcelles 2, 3,5,6,8,9:
pH eau, pH KCI f . . ) 1 échantillon o )
C NP K profondeur 0-10cm, | échantillons composite de 6 culture principale mise |parcelle 4 : 18/02/25 -
Chimiques Mé (_:a ;Na diametre : 2,10cm composites prises* 3 en place Epandage organique,
Granulométrie Sonde 2 profondeurs *3 Parcelles 1 et 4 : nues Biogreen 10 (10-3-1)
profondeur 10-25cm, sous-parcelles * Parcelle 7 : couverts
diametre : 1,85cm 9 parcelles Parcelle 9 : 18/02/25 -
Sonde 3: P f
e 2 Epandage organique,
profondeur 25-50cm, Biogreen 10 (10-3-1)
diamétre : 1,50cm
Conditions : sec
o?u:::!igzt:::q Béchée 3 27 échantillons :
Parcelles 1, 2,3, 5,6, 7, 8, /
1 échantillon*3 | 9: culture principale
sous parcelles * | mise en place
9 parcelles Parcelles 4 nues
Biologigues
Parcelle 1: 08/04/25 -
09/04/2025 Sondes a pédales de 54 échantillons | Conditions : sec Désherbage mécanique
Activité profondeur réglable : 6 composites :
microbienne &chantillons Parcelles 1,2, 3, 5,6, 7, 8, |Parcelle 4:02/04/25 PM -
(FDA, Microresp) Sonde1: composites 1 échantillon 9 : culture principale Travail de surf.a.ce —‘+
Abondance profondeur 0-10cm, composite de 10 | mise en place 07/04/25 - Fertilisation
microbienne diamétre : 2,10cm prises*2 Parcelles 4 : nues minérale { Patentkali)
(qPCR) Sonde 2: profondeurs * 3

Parcelle 7 : 0B/04/25 -
Désherbage mécanique

Le carnet de champs reprenant toutes les interventions par parcelle de la campagne 2025 est repris
en annexe 2.

Les prélevements relatifs aux caractéristiques physiques du sol ont été réalisés sur le plateau de la
plateforme (figure 6), le 13 février 2025. Six préléevements de sol (100 cm? chacun) ont été réalisés, par
parcelle, de fagon aléatoire (trajectoire en « Z »), a plus de 2 m des bordures, a I'aide d’un cylindre de
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Kopecky et d’'un enfonce-cylindre (figure 7). Chaque lot de six échantillons a été étiqueté, mis en sachet,
puis stocké a 4 °C jusqu’au démoulage le 17 février. Lors de cette étape, I'échantillon a été libéré
délicatement a 'aide d’un support métallique (figure 8), mis sur une barquette (figure 9), étiqueté a
nouveau, puis mis en étuve a 40 °C. Enfin, le 24 février 2025, les échantillons ont été sortis de I'étuve
et entreposés en grenier.

Figure 7 : Enfonce-cylindre Figure 8 : Démoulage des cylindres Figure 9 : Echantillons démoulés

Les prélevements destinés a I'analyse chimique ont été réalisés les 19 et 20 février 2025 sur le plateau
de la parcelle d’essai, divisé en trois sections (A, B, C) (figure 6). Dans chaque sous-parcelle, six points
d’échantillonnage ont été répartis selon un schéma en zig-zag, a plus de 2 m des bordures. A chaque
point, la sonde de plus grand diameétre prélevait la couche 0-10 cm, la sonde de diametre intermédiaire
extrayait la tranche 10-25 cm et enfin la plus fine atteignait 25-50 cm. Aprés chaque extraction, chaque
sonde était nettoyée a I'extérieur et un baton était introduit pour repousser la carotte vers le centre de
la sonde afin d’en récupérer la totalité (figure 10). Les carottes ont ensuite été regroupées par
profondeur dans des seaux (figure 11), puis dans des sachets plastiques étiquetés et stockées a 4 °C. Le
24 février, chaque échantillon a été pesé a I'état frais, fragmenté a travers le sachet pour éviter les
contaminations croisées et transféré en barquette pour un séchage en étuve a 40°C. Les 5 et
6 mars 2025, les poids secs ont été déterminés, puis chaque échantillon a été désagrégé a la main
(figure 12), tamisé a 2 mm, homogénéisé et réparti en deux lots pour analyses au C.A.R.A.H. (Centre
pour I'Agronomie et I'Agro-industrie de la Province de Hainaut) et au CPAR (Centre provincial de
I'agriculture et de la ruralité), avec nettoyage du matériel de tamisage entre chaque échantillon.

Figure 10 : Carotte entiére Figure 11 : Seau contenant 6 prélevements  Figure 12 : Echantillon aplati a la bouteille
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Le préléevement et le conditionnement des vers de terre ont été réalisés sur le plateau de la parcelle
SYCBIO (figure 6). Un préléevement par sous-parcelle (A, B et C) a été effectué en bordure pour ne pas
impacter le rendement : une bache a été déployée, puis deux monolithes adjacents ont été extraits a
I'aide d’'une béchée (20x20x20 cm) (figure 13a) et déposés sur la bache (figure 13b), la terre fine
résiduelle du trou y étant également ajoutée. Le fond du trou a ensuite été arrosé d’une solution
extractante a base d’AITC (Isothiocyanate d’allyle) et d’isopropanol pour provoquer la remontée des
vers anéciques des horizons profonds. La solution a été préparée, par un membre du CRA-W, en diluant
5 g d’AITC par litre d’isopropanol, puis en mélangeant ce volume avec de |'eau pour obtenir une solution
finale a 0,1 g d’AITC par litre. Tandis que la solution agissait dans le sol, les monolithes étaient émiettés
manuellement jusqu’a obtenir des agrégats de moins de 1 cm, permettant de récupérer tous les
individus, y compris les juvéniles. Les vers remontés ont été récupérés (figure 13c) et placés dans des
pots étiquetés, avant d’étre placés dans un bac frigorifique et les trous ont été rebouchés.

Au laboratoire, les vers ont été déposés sur un tamis de 1 mm, rincés a I'eau sous faible pression (figure
13d) et ensuite transférés dans des pots étiquetés, dans lesquels une solution d’éthanol a 70 % a été
ajoutée pour assurer leur conservation en vue de I'identification ultérieure.

(a) (b) | (c) ‘ (d)

Figure 13 : Différentes étapes du protocole d’échantillonnage et de conditionnement des vers de terre : (a) béchée, (b)
monolithe de sol, (c) récupération aprés application de I'extractant, (d) nettoyage sur tamis

Le 9 avril 2025, sur le plateau SYCBIO (figure 6), dix prélevements ont été réalisés par profondeur dans
chaque sous-parcelle selon un tracé en zig-zag. L'intégralité de chaque carotte était vérifiée. Les dix
carottes de chaque profondeur et sous-parcelle étaient ensuite rassemblées dans un seau, émiettées
manuellement avec des gants jetables changés entre chaque lot, puis réparties entre un tube de 50 ml
et un sachet plastique étiqueté. Sur le terrain, les tubes ont été flash-freezés (figure 14a) dans de I'azote
liquide puis placés dans un bac rempli de glace (figure 14b), les sachets stockés dans un frigo box avec
glacons et les sondes, seaux et batons étaient désinfectés a I'’éthanol entre chaque parcelle. En
laboratoire, les tubes ont été placés dans un congélateur a - 80 °C et les sachets rangés en chambre
froide a 4 °C. Les 15 et 17 avril, tous les échantillons de 0-10 cm ont été tamisés en frais a 2 mm, et
ceux de 10-25 cm d’abord a 4 mm puis a 2 mm (figure 14c), chaque tamis et bac ayant été nettoyés et
désinfectés a I'éthanol avant chaque manipulation, avec des gants neufs pour chaque échantillon.
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(a) (b) ()

Figure 14 : Opérations du protocole de conditionnement des échantillons de sol destinés aux analyses biologiques : (a)
congélation instantanée d’un tube de 50 mL a l'azote liquide (« flash freezing »), (b) Bac a glace contenant les tubes de 50ml,
(c) tamisage en laboratoire a I'aide de tamis de 2

4.4.2. Caractéristiques physiques du sol

4.4.2.1. Densité apparente

La densité apparente (DA) a été déterminée a partir des échantillons de sol collectés a I'aide de sondes
cylindriques pour les analyses chimiques, a trois profondeurs : 0-10cm, 10-25cm et 25-50cm.

Son calcul repose sur trois parametres : le poids frais total de |'échantillon (g), le pourcentage
d’humidité massique (%) et le volume de sol prélevé (cm?3). La densité apparente, correspondant a la
masse de sol sec par unité de volume (Blake et al., 1986; Correa et al., 2019), a été déterminée selon
la formule suivante :

Densité apparente (g/cm?3) = [Poids frais total*(1- Humidité massique /100)] /Volume prélevé

Le pourcentage d’humidité massique a été déterminé apres le passage des échantillons a I'étuve a 40°C,
selon la formule :

Humidité massique (%) = [(Poids frais-Poids sec) /Poids frais] * 100

Le volume de sol prélevé a été calculé en fonction du nombre de prises réalisées (6 par échantillon),
de la longueur de prélévement (10, 15 ou 25 cm selon la profondeur) et du diamétre intérieur de la

sonde utilisée (2,10 cm ; 1,85 cm ou 1,50 cm). Le volume de sol prélevé a été calculé par la formule

du volume d’un cylindre ( V_cylindre = it x r? x h), multiplié par le nombre de prélévements :

Volume prélevé (cm3) = 6*rt*(Diameétre/2)? *Longueur

4.4.2.2. Stabilité structurale du sol

La stabilité structurale a été évaluée a l'aide d’'une méthode quantitative appelée QuantiSlakeTest
(QST). Cette méthode repose sur I'enregistrement en continu de la variation de masse d’un échantillon
de sol non perturbé et immergé dans de l'eau déminéralisée, au moyen d’un dispositif de pesée
dynamique (Vanwindekens et al., 2023). La figure 15 illustre de fagon schématique le montage
expérimental utilisé pour le QST. Léchantillon de sol, placé dans un panier métallique (figure 16a), est
immergé dans I'eau déminéralisée (figure 16b). Ce panier est suspendu a un crochet situé sous une
balance (figure 16c), qui enregistre en continu les variations de masse au cours du test. La balance est
reliée a un ordinateur assurant la collecte des données.

Les échantillons utilisés pour cette analyse sont les échantillons structurés, prélevés a I'aide de cylindres
de Kopecky. Chaque échantillon a été soumis au test pendant une durée minimale de 1000 secondes.
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Lorsque la masse ne s’était pas encore stabilisée au terme de ce délai, I'échantillon était maintenu dans
le dispositif, jusqu’a ce que I'ordinateur enregistre une masse constante pendant deux minutes.

Lindicateur Wend, correspondant a la masse relative de I'échantillon a la fin de I'expérience a été
généré par Frédéric Vanwindekens (CRA-W).

Soil mass

Time

Figure 15 : Représentation schématique du dispositif expérimental
du QuantiSlakeTest, CRA-W (Vanwindekens et al., 2023).

(a) (b)
Figure 16 : Eléments du protocole du QuantiSlakeTest (QST) : (a) Echantillon de sol avant immersion dans l'eau déminéralisé,
(b) Echantillon de sol immergé, (c) Dispositif expérimental du QuantiSlakeTest

4.4.3. Caractéristiques chimiques du sol

Les analyses chimiques ont été réalisées par deux laboratoires provinciaux : le CARAH (situé a Ath) et
le CPAR (situé a La Hulpe).

Le CARAH a fourni des données relatives aux pH (pH_eau et pH_KCI, mesurés selon la norme 1SO
10390), aux teneurs en carbone organique (norme NF ISO 10694) et en azote (méthode DUMAS), ainsi
gu’aux concentrations en phosphore, potassium, magnésium, calcium et sodium (mg/100g)
déterminées conformément aux normes NF X31-120 et NF EN ISO 11885. L'extraction de ces éléments
a été réalisée a I'acétate d'ammonium et a 'EDTA en milieu acide, selon la méthode de Lakanen et al.
(1971), qui permet d’exprimer la teneur en éléments disponibles (Blondiau L.M., communication
personnelle, 29 juillet 2025).

Les mesures de texture (contenus en sable, limon et argile) ont été analysées au CPAR appliquant les
principes de la loi de Stokes, conformément a une procédure dérivée de la norme NF X31-107:2003
(Association Frangaise de Normalisation, 2003). Ces analyses ont été complétées par une mesure du C
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organique (NF ISO 10694:1995) (International Organization for Standardization, 1995) et du pH_eau
(NF 1SO 10390:2005) (International Organization for Standardization, 2005).

4.4.3.1. Application de la méthode Equivalent Soil Mass (ESM)

A l'aide des mesures de densité apparente, les teneurs en C, N et en nutriments disponibles ont été
converties en stocks (t/ha) et en teneurs (g/kg) selon une masse de sol équivalente, en appliquant la
méthode « Equivalent Soil Mass » (ESM) (Wendt et al., 2013). Cette approche a été privilégiée plutot
gue la méthode classique a profondeur fixe (Fixed Depth, FD), sujette a des biais liés aux variations de
densité apparente entre traitements (Ferchaud et al., 2023; Wendt et al., 2013), biais qui auraient pu
survenir dans ce travail compte tenu du labour pratiqué dans les systemes « business as usual » et «
autonome », mais absent du systeme « ABC ». En effet, de telles différences de travail du sol modifient
la structure et la densité apparente du sol, sans nécessairement affecter les concentrations en éléments
chimiques. Dans ce contexte, un calcul des stocks a profondeur fixe aurait pu conduire a une sous- ou
surestimation des stocks (Ferchaud et al., 2023 ; Wendt et al., 2013), comme illustré dans la figure 17.

Pour appliquer la méthode ESM, les concentrations initiales en C, N, P, K, Mg, Ca et Na (fournies par le
CARAH) ont été converties en g/kg, puis traitées a I'aide du script R de Ferchaud et al. (2023), qui
applique cette méthode et réalise une interpolation entre les points discrets des profils de sol en
utilisant une fonction cubic spline.

Pour le carbone organique, en plus des valeurs obtenues pour les différents horizons, les teneurs ont
également été recalculées pour I'horizon 0-25 cm (couche 0-3000 t/ha) a partir de moyennes
pondérées.

No-till Tilled
Bulk Sail s0cC
Depth Bull.c Saoil 50C Depth density mass ~ conc.
density mass  conc. lem fgem® IMgha' Jgkg ¢
¢ fem [/gem™® /Mgha' /gkg' __..--"""—‘
De-compaction
_) O—SD.cm
O_ziifm 025 12 3000 20 0-30 1.00 3000 20 s::.:::l,h__.
sample «—
Compaction
2530 | 1.2 | 600 20 ::::: 30-35 | 1.2 | 600 20 A
A
No-till Tilled Yo
(compacted) | (de-compacted) errar
S0C (kg ha"] in 30 em depth layer 72 000 &0 000 167
kg SOC ha'in 3000 Mg soil mass layer B0 000 60 000 0
kg S0OC hain 3600 Ma soil mass layer 72 000 72 000 0

Figure 17 : Biais de I'estimation des stocks de carbone organique du sol (SOC) lié a I'utilisation d’une profondeur fixe en
présence de différences de densités apparentes entre un sol non labouré et un sol labouré (Wendt et al., 2013).

4.4.3.2. Détermination des plages de références pour P, K, Mg et Ca

Par ailleurs, sur base des recommandations de L.M. Blondiau (CARAH, service de pédologie), des plages
de référence pour les éléments P, K, Mg et Ca ont été établies afin d’évaluer la qualité du statut nutritif
des sols.

Pour le P, les plages de référence ont été établies a partir du taux d’argile, ce qui a permis de classer la
texture du sol selon des seuils précis (annexe 3), ainsi que du pH_KCI. La combinaison de ces parametres
a permis de déterminer, via un tableau de référence (annexe 3), si la teneur en P (mg/100 g) est
considérée comme élevée, bonne ou basse. Dans le cadre de cette étude, le pourcentage d’argile et le
pH_KCl ont été calculés en prenant la moyenne des valeurs mesurées pour chaque parameétre.
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Pour les éléments K, Mg et Ca, les plages de référence ont dépendu de la capacité d’échange cationique
(CEC). Celle-ci reflete la faculté du sol a retenir et échanger des cations (nutritifs ou non) via les charges
négatives des colloides (Mattila et al., 2022).
La CEC a été calculée a partir de la formule préconisée par le CARAH :

CEC = (% d’argile x 0,37) + (%C x 2,73)
Les pourcentages d’argile et de carbone ont été déterminés en prenant la moyenne de leurs valeurs
respectives. Les plages spécifiques pour K, Mg et Ca (mg/100 g de terre séche) ont ainsi été définies en
fonction de la CEC calculée.
Lensemble de ces références a été établi selon la méthode du CARAH, les tableaux correspondants
figurant en annexe 3.

4.4.4. Caractéristiques biologiques du sol

4.4.4.1. VLactivité microbienne

44.4.1.1. Etude de I'activité enzymatique par fluorescence

Afin d’évaluer l'activité microbienne globale du sol (Szabo et al., 2022), I'activité enzymatique a été
déterminée en utilisant le diacétate de fluorescéine (FDA). Ce composé, chimiquement désigné sous le
nom de 3’,6’-diacétyl fluorescéine, constitue un substrat qui subit une réaction enzymatique
d’hydrolyse. Cette hydrolyse est catalysée par différentes enzymes, notamment les estérases, lipases
et les protéases, largement présentes chez les bactéries et champignons, principaux organismes
impligués dans la décomposition de la matiére organique du sol (Prosser et al., 2011). Lors de cette
réaction, la FDA, incolore, libéere la fluorescéine, un composé coloré mesurable par spectrophotométrie
(Adam et al., 2001; Prosser et al., 2011).

Dans le cadre de ce travail, les mesures de fluorescence ont été réalisées a I'aide du lecteur de
microplaques, TECAN Spark®, a raison d’un enregistrement toutes les cinqg minutes pendant deux
heures, avec une excitation a 465 nm et une émission a 535nm. Par ailleurs, une courbe de calibration
a été établie afin de convertir les valeurs de fluorescence en concentration de fluorescéine, permettant
ainsi I'interprétation des résultats issus du test FDA. Le protocole détaillé est présenté en annexe 4.

4.4.4.1.2. Etude de la respiration microbienne

Dans le cadre du présent travail, la méthode du kit « MicroResp™ » a été utilisée pour évaluer I'activité
microbienne du sol a partir de la quantité de dioxyde de carbone (CO,) libérée par les micro-organismes
au cours d’une courte période d’incubation (six heures). Développée par Campbell et al. (2003), cette
méthode repose sur une détection colorimétrique du CO,. Elle utilise un indicateur coloré, le rouge de
crésol, intégré dans un gel contenant du bicarbonate de sodium. Le CO, émis par les micro-organismes
du sol diffuse dans ce gel et réagit avec le bicarbonate, ce qui entraine une production d’ions H*,
acidifiant le milieu. Cette variation de pH induit un changement de couleur de l'indicateur, qui
s’éclaircit, passant de rose a jaune plus prononcé a mesure que l'acidité augmente (figure 18) (The
James Hutton Institute, 2019).

L'équation chimique représentative de ce mécanisme est la suivante :
CO; (gaz) + H,0 + HCO3™ ¢ 2C0s% + 3H*

La lecture de I'absorbance du gel de détection a été réalisée a l'aide du spectrophotometre TECAN
Spark® a 570nm et a une température de 20°C. Le taux d’émission de CO, (ug CO,-C/g/h) a ensuite été
calculé en suivant les formules fournies avec le kit, reprises dans le protocole détaillé disponible en
annexe 5.
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Indicatorgel Detection-well

Purified Agar

2.5 mM NaHCO,

150 mM KCI

12.5 pg ml' Cresol Red

MicroResp™
Seal with air
hole

Deep-well

Figure 18: Vue schématique d’un dispositif composé d’un puits profond et d’un puits de détection (The James Hutton
Institute, 2019).

Le kit MicroResp™ utilisé dans cette étude (figure 19) est composé de plusieurs éléments. Il comprend
une microplaque a 96 puits profonds destinée a accueillir les échantillons de sol, ainsi qu’un dispositif
de remplissage. Une seconde microplaque, la microplaque de détection (96 puits), contiendra le gel
colorimétrique de détection ; elle est congue pour étre positionnée en vis-a-vis de la premiére. Ces
microplaques peuvent étre réunies de maniére étanche a I'aide d’un tapis en caoutchouc et une pince
de maintien assure la stabilité de I'ensemble pendant I'incubation (The James Hutton Institute, 2019).

Figure 19 : Composition et assemblage du kit MicroResp™ (The James Hutton Institute, 2019).

4.4.4.2. Quantification du nombre de copies de genes bactériens du sol par PCR
guantitative (qPCR)

La PCR quantitative en temps réel (qPCR), permettant de déterminer le nombre de copies de genes
présents dans un échantillon et d’estimer la biomasse microbienne (Postollec et al., 2011), a été mise
en ceuvre dans cette étude afin de quantifier les populations bactériennes des échantillons de sol.

Avant la réalisation de cette analyse, plusieurs étapes préparatoires ont été nécessaires. LADN présent
dans le sol a été extrait en suivant le protocole du kit DNeasy® PowerSoil® Pro Kit (QIAGEN, 2019), dont
les détails sont présentés en annexe 6. La concentration en ADN a ensuite été mesurée a l'aide du
spectrophotomeétre NanoDrop ND-1000 en suivant le manuel d’utilisation (annexe 7). Les
concentrations obtenues ont été ajustées a 10 ng/uL d’ADN pour un volume final de 35 L, en vue de
leur utilisation en gPCR.

La gqPCR appliquée repose sur une amplification cyclique de I’ADN cible, dont le suivi en temps réel est
assuré par un fluorochrome. Chaque cycle comprend la dénaturation de 'ADN, I'hybridation d'amorces
spécifiques, puis I'élongation a I'aide d’une ADN polymérase (Postollec et al., 2011). Le fluorochrome
SYBR Green, agent de détection, se fixe spécifiquement a 'ADN double brin. Lintensité du signal
fluorescent augmente proportionnellement a la quantité d’ADN amplifiée, permettant de suivre la
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réaction a chaque cycle. La valeur Cq (cycle de quantification), obtenue a partir de la courbe
d’amplification lorsque celle-ci croise le seuil de détection (treshold), refléte la quantité initiale d’ADN
cible.

Les réactions de qPCR ont été réalisées a I'aide d’un thermocycleur BIO-RAD CFX96™ sur des plaques a
96 puits, avec un mélange réactionnel comprenant le GoTaq® gPCR Master Mix, des amorces
spécifiques, de I'eau exempte de nucléases et I’ADN extrait des échantillons. Le programme de qPCR
comportait une étape de pré-dénaturation a 95°C pendant 2 minutes, suivie de 40 cycles
d’amplification, chacun composé d’'une dénaturation a 95°C pendant 15 secondes, puis d’une phase
d’hybridation et d’élongation a 60°C pendant 1 minute.

Les amorces spécifiques utilisées dans ce travail pour I'amplification du géne 16S sont :

- 5'-CCT ACG GGN GGC WGC AG -3’
- 5-ATT ACC GCG GCT GCT GGCA -3’

Des dilutions en série du plasmide contenant le géne cible, allant de 108 a 102 copies, réparties en
triplicat dans la plaque de qPCR, ont été utilisées pour établir une droite d’étalonnage. Celle-ci a permis
de mettre en relation les valeurs de Cq aux concentrations connues d’ADN, et ainsi de déterminer le
nombre absolu de copies du géne cible dans les échantillons de sol.

Le protocole détaillé se trouve en annexe 8.

4.443. Dénombrement, biomasse et identification des vers de terre

Le dénombrement, la pesée et l'indentification au binoculaire des vers de terre ont été réalisés par
plusieurs membres du CRA-W. Llidentification a été réalisée sur base de critéres morphologiques
observables a I'ceil nu ou au binoculaire sur les individus sexuellement matures (position du pore male,
position et nombre de segments du clitellum, position et forme du puberculum, caractéristiques des
soies, etc.) et a I'aide d’une clef d’identification (Josens et al., non publié).

4.5. Analyse des rendements

Les données de rendement pour le froment et la féverole en 2024, ainsi que pour le froment et le pois
en 2025, ont été obtenues par Morgan Abras, agent du CRA-W et chef de culture de I'essai SYCBIO. I
s’agit du rendement en grain, en tonnes par hectare (t/ha), ramené a 15% d’humidité qui a été utilisé
dans le cadre de ce travail, afin d’assurer une comparaison cohérente des résultats.

Pour I'année 2024, I'indice LER (Land Equivalent Ratio) a pu étre calculé. Cet indice compare I'efficacité
d’un mélange de deux cultures a celle de ces mémes cultures en culture pure. Il est défini par la formule
suivante (Pierreux et al., 2020) :

LER = LER_légumineuse + LER_blé =
(Rdt légumineuse assoc/Rdt légumineuse seule) + (Rdt blé assoc/Rdt blé seul)

Cet indice a été calculé pour la féverole et le froment, présents dans tous les systémes étudiés en 2024,
a partir des rendements moyens corrigés a 15 % d’humidité.

En 2025, les rendements du froment, culture commune a chaque systéme, ainsi que les rendements
du pois en association, ont été repris dans ce travail. Toutefois, I'absence du pois en culture pure n‘a
pas permis le calcul du LER pour cette année.
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4.6. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel RStudio® (version R 4.2.2). Pour toutes les
variables étudiées, le systeme de culture a été considéré comme un facteur fixe principal. La structure
expérimentale a été prise en compte via un effet aléatoire hiérarchisé, correspondant a I'imbrication
des parcelles dans les blocs (1|Bloc/Parcelle), conformément a la configuration de la plateforme
expérimentale, a I'exception du rendement du froment 2025 pour lequel I'effet « Bloc » n’a pas été
inclus (1|Parcelle) car chaque systeme de culture n’était pas présent dans tous les blocs. L'évaluation
de la diversité des vers de terre a été réalisée au moyen de l'indice de Shannon-Wiener (H’),
conformément a la méthode appliquée par Singh et al. (2020). Cet indice a été calculé avec la fonction
diversity(index = "shannon") du package vegan.

Bien que les cultures implantées puissent varier entre les blocs (notamment en raison des rotations
spécifiques a chaque systeme), il s’agit ici d’'un essai systeme : I'objectif n’est pas d’isoler I'effet de
chaque facteur (comme dans un essai factoriel), mais bien d’évaluer la performance globale de
systemes de culture cohérents et représentatifs de pratiques agricoles réelles (Drinkwater, 2002;
Marget et al., 2020)

Un modele linéaire mixte, intégrant I'effet fixe (systéme de culture) et les effets aléatoires hiérarchisés
(Bloc/Parcelle), a été ajusté aux données via la fonction Imer() (Linear Mixed-Effect Regression). Les
packages utilisés pour I'application de ce modéle sont : Ime4, ImerTest, car, multcompView, multcomp.
Une fois le modele ajusté, une analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée afin d’évaluer la
significativité de I'effet fixe.

Ensuite, les conditions d’application du modéle (normalité des résidus et I’homogénéité de la variance)
ont été évaluées a l'aide du package DHARMa (Residual Diagnostics for Hierarchical (Multi-Level /
Mixed) Regression Models). Ce dernier a permis de générer des résidus simulés standardisés a partir
du modele ajusté, via la fonction simulateResiduals(), et de les comparer a une distribution théorique
attendue. Lanalyse graphique des diagnostics, obtenue avec la commande plot(sim), a permis de
vérifier visuellement la validité des hypotheses sous-jacentes au modele.

Par ailleurs, lorsque cela s’avérait nécessaire et que les conditions d’application n’étaient pas
respectées, des QQ-plots ont été générés a l'aide de la fonction qqgPlot() du package car, afin de
détecter visuellement d’éventuelles valeurs extrémes. Lorsqu’un point s’écartait nettement de Ila
distribution attendue, il était identifié puis vérifié dans le jeu de données. Si cette valeur s’avérait
aberrante, elle était retirée avant réanalyse.

A la suite de chaque ANOVA, des comparaisons post-hoc ont été effectuées a 'aide de la fonction
emmeans() du package emmeans, permettant d’estimer les moyennes marginales pour chaque
systéme de culture. Un ajustement des p-valeurs a été appliqué selon la méthode de Tukey, avec un
seuil de significativité fixé a a = 0,05, afin de comparer les modalités. Les résultats ont ensuite été
synthétisés a l'aide de la fonction cld() du package multcompView, qui attribue des lettres aux
modalités. Deux modalités partageant la méme lettre ne présentent pas de différence significative,
tandis que des lettres différentes indiquent une différence statistiquement significative.

Pour I'analyse du rendement du froment de 2025, les données ont été transformées par racine carrée
(sqrt) avant I'ajustement du modele afin de satisfaire les conditions de normalité et d’homogénéité de
variance. Les résultats du test post-hoc de Tukey, issus de ce modele transformé, ont ensuite été rétro-
transformés pour étre exprimés en tonnes par hectare. Les graphiques correspondants ont été réalisés
a partir des données brutes mais les lettres issues du test de Tukey proviennent du modeéle transformé.
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En complément, une matrice de corrélation de Pearson a également été calculée a partir des données
numériques, en ne considérant que les valeurs du premier horizon (0-10 cm), car il s’agit du seul pour
lequel un jeu de données complet est disponible. De plus, cet horizon est celui qui présente la
variabilité la plus marquée. Les données relatives aux vers de terre n’ont pas été intégrées car elles ont
été prélevées sur 0-20 cm. La matrice a été représentée avec la fonction corrplot() du package corrplot.

Les graphiques ont été réalisés a l'aide du package ggplot2. Des graphes de type « boxplots », profils
verticaux et histogrammes empilés ont été utilisés selon les variables représentées. Les lettres issues
des comparaisons post-hoc de Tukey ont été ajoutées sur les graphiques afin d’indiquer la présence ou
I'absence de différences significatives entre les systemes de culture. Des codes couleurs spécifiques ont
été utilisés pour distinguer visuellement les modalités.
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5. Résultats

5.1. Propriétés physiques
5.1.1. Stabilité structurale

La figure 20 présente les distributions de Wend pour les trois systemes de culture (SdC1, SAC2 et SAC3)
a l'issue du QuantiSlakeTest.

LANOVA révele un effet trés significatif du systéme de culture sur Wend (p = 0,0029). Les moyennes
ajustées de Wend augmentent progressivement du SdC1 (0,177), SdC2 (0,257) au SdC3 (0,736),
indiquant une perte de masse moins importante pour SdC3, observation confirmée visuellement sur
I'aspect des agrégats (figure 21). En dépit de cette tendance, le test post-hoc de Tukey n’identifie
aucune différence significative entre les paires de systémes (toutes annotées « a »).
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Figure 20 : Boxplots de I'indicateur de stabilité structurale (Wend) pour les trois systemes de culture. Chaque point
représente un échantillon de sol, la forme du symbole indiquant le bloc expérimental correspondant. Les lettres indiquent
les résultats du test de Tukey réalisé sur I'effet du systéme de culture, a un seuil de significativité de a = 0,05.

Figure 21 : Echantillons au terme du QuantiSlakeTest — systéme de culture 1 (gauche) : échantillon fortement dégradé,
systéme de culture 3 (droite) : échantillon moins dégradé.
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5.1.2. Densité apparente

La figure 22 présente I'évolution de la densité apparente (g/cm?3) selon le systéme de culture (SdC1,
SdC2, SdC3), pour trois horizons de sol : 0-10 cm, 10-25 cm, 25-50 cm (H_0-10, H_10-25 et H_25-50).

Pour I'horizon H_0-10, 'ANOVA révele un effet significatif du systeme de culture (p = 0,0254). Les
moyennes ajustées varient de 1,35 g/cm3 (SdC3) a 1,42 g/cm? (SdC1 et SAC2), traduisant une tendance
a la baisse pour SAC3, qui s‘observe visuellement sur le graphique. Toutefois, le test de Tukey n’indique
aucune différence significative entre les systemes (tous annotés « a »).

Dans I'horizon H_10-25, l'effet du systeme de culture est également significatif (p = 0.0124). Les
moyennes ajustées montrent une hausse de la densité apparente pour SdC3 (1,51 g/cm3) par rapport
a SdC1 et SdC2 (1,36 g/cm3). La encore, aucune différence significative n’est détectée en post-hoc
(lettre « a » partagée), malgré la tendance observée.

Enfin, dans I’horizon H_25-50, I'effet du systéme de culture sur la densité apparente n’est pas significatif
(p =0,0578). La densité apparente estimée pour SAC1 et SAC2 est de 1,59 g/cm? et s’éléve légérement
a 1,63 g/cm?® pour SAC3. Le test de Tukey ne révéle pas de différence significative entre les groupes.

Dans I'ensemble, bien que certaines tendances soient observées selon les horizons, avec notamment
une densité apparente légerement plus faible pour SdC3 dans I'horizon de surface (H_0-10), et au
contraire une densité apparente plus élevée pour ce méme systeme dans les horizons plus profonds
(H_10-25 et H_25-50), aucune différence significative n’est détectée entre les systemes de culture
apres correction post-hoc.
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Figure 22 : Boxplots de la densité apparente (g/cm?) selon le systeme de culture (SdC1, SdC2, SdC3) pour trois
horizons de sol (H_0-10, H_10-25, H_25-50). Chaque point représente un échantillon de sol, la forme du symbole
indiquant le bloc expérimental correspond. Les lettres indiquent les résultats du test de Tukey réalisé sur I'effet du
systeme de culture, a un seuil de significativité de a = 0,05.
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5.2.Propriétés chimiques
5.2.1. Statut acido-basique

La figure 23 présente les valeurs de pH (KCl) selon le systéme de culture pour trois horizons de sol (H_O-
10, H_10-25 et H_25-50). Pour chaque horizon, les moyennes ajustées de pH varient légérement entre
systemes, sans suivre de tendance marquée. Les analyses de variance (ANOVA) n’ont mis en évidence
aucun effet significatif du systeme de culture sur le pH, que ce soit en surface (p = 0,5377), dans
I’horizon intermédiaire (p = 0,6286) ou en profondeur (p = 0,6939). Le test de Tukey confirme I'absence
de différence significative entre les systemes a chaque profondeur.

En ce qui concerne les différences entre horizons, une légere baisse du pH est observée dans I'horizon
H_25-50 par rapport aux horizons supérieurs, avec des valeurs ajustées comprises entre 6,43 (SdC3) et
6,52 (SdC1) pour I'horizon H_0-10, contre 6,35 (SdC2) a 6,44 (SdC3) pour I'horizon H_25-50.

Le pH (eau) (annexe 9) ne présente pas non plus de différence significative entre les systemes de
cultures au sein d’'un méme horizon.
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Figure 23 : Boxplots du pH (KCl) selon le systeme de culture (SdC1, SdC2, SdC3) pour trois horizons de sol (H_0-10,
H_10-25, H_25-50). Chaque point correspond a un échantillon de sol, différencié par bloc expérimental (forme des
symboles). Les lettres indiquent les résultats du test de Tukey réalisé sur l'effet du systeme de culture a un méme
horizon, au seuil de significativité a = 0,05.

5.2.2. Rapport carbone organique / argile (%)

La figure 24 illustre I'évolution du rapport carbone organique/argile (%) selon le systéme de culture
(5dC1, sdC2, SdC3) pour deux horizons de sol : H_0-10 et H_10-25.

Pour I’horizon H_0-10, ’ANOVA met en évidence un effet hautement significatif du systéme de culture
(p =2,029e-11). Les moyennes ajustées indiquent une augmentation du ratio carbone organique/argile
(C/argile) dans le systeme SAC3 (0,0858 %) par rapport aux SAC1 (0,0637 %) et SAC2 (0,0609 %). Le test
post-hoc de Tukey confirme cette différence, attribuant la lettre « b » au SAC3 et la lettre « a » aux deux
autres systémes, qui ne différent pas significativement entre eux.

Dans I'horizon H_10-25, l'effet du systeme de culture reste significatif (p = 0,0211). Les valeurs ajustées
varient de 0,0667 % (SdC1) a 0,0596 % (SdC3), avec SAC2 en position intermédiaire (0,0650 %).
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Cependant, le test de Tukey ne révele aucune différence significative entre les systémes a cette
profondeur, toutes les modalités partageant la lettre « a ».
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Figure 24: Boxplots du rapport carbone organique / argile (%) selon le systeme de culture (sdcl, sdc2, sdc3) pour
deux horizons de sol (H_0-10 et H_10-25). Chaque point correspond a un échantillon de sol, différencié par bloc
expérimental (forme des symboles). Les lettres indiquent les résultats du test de Tukey réalisé pour évaluer I'effet du
systeme de culture a un méme horizon, au seuil de significativité a = 0,05.

5.2.3. Caractéristiques chimiques du sol

La figure 25 représente les teneurs en carbone organique, azote total, phosphore et potassium
disponibles (g/kg) en fonction de la couche de sol explorée, cette derniére étant exprimée en masse
de sol cumulée (t/ha) selon le principe de la méthode « ESM », pour les trois systémes de culture
étudiés.

Premiérement, en ce qui concerne la teneur en carbone organique des sols, I'analyse de la variance
met en évidence un effet trés significatif du systéeme de culture dans la premiére couche de sol (0-1000
t/ha) (p = 0,0058). Les moyennes ajustées indiquent une concentration plus élevée dans le SdC3 (12,7 g
de carbone organique/kg de sol sec) par rapport aux systémes SAC1 (9,14 g/kg) et SAC2 (9,85 g/kg). Le
test post-hoc de Tukey confirme cette différence.

Pour la deuxiéeme couche de sol (3000 t/ha), I'analyse de la variance ne révele aucun effet significatif
du systéme de culture sur la teneur en carbone organique du sol (p =0,3951). Le test post-hoc de Tukey
confirme cette absence de différence, les moyennes ajustées avoisinant toutes 10 g/kg.

Enfin, dans la troisieme couche de sol (6000 t/ha), un effet hautement significatif du systéme de culture
est observé (ANOVA, p = 0,0005). Le test post-hoc de Tukey distingue deux groupes : le systeme SdC3
présente une teneur significativement plus faible que celles observées dans les systémes SAdC1 et SdC2,
ces deux derniers n’étant pas significativement différents I'un de l'autre et affichant des teneurs plus
élevées.

Les teneurs moyennes pondérées en carbone organique pour la couche 0-3000 t/ha sont
respectivement de 9,83 g/kg, 10,02 g/kg et 10,81 g/kg pour les SAC1, SAC2 et SAC3.

Les stocks de carbone organique (annexe 10) suivent globalement la méme tendance que les teneurs :
le SAC3 présente un stock significativement plus élevé en surface, puis des stocks comparables a ceux
des autres systémes a 3000 t/ha, et enfin un stock plus faible en profondeur (6000 t/ha), en cohérence
avec les variations de teneur observées aux différentes profondeurs. Par ailleurs, une augmentation du
stock de carbone organique avec la profondeur est observée pour I'ensemble des systemes de culture.
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De plus, le graphique des stocks cumulés de carbone (annexe 10) montre qu’en surface (1000 t/ha), le
SdC3 présente un stock significativement plus élevé que les SdC1 et SdC2. A mi-profondeur (3000 t/ha),
ce systéeme conserve une valeur significativement supérieure a celle du SdC1, tandis que le SAdC2 affiche
un niveau intermédiaire ne différant pas significativement des deux autres. Aucune différence
significative n’est observée entre systémes a la masse de sol cumulée de 6000 t/ha.

Du point de vue de la teneur en azote total, les analyses statistiques révelent des tendances similaires
a celles observées pour la teneur en carbone organique, avec des teneurs comprises, dans ce cas-ci,
entre 0,63 g/kg et 1,27 g/kg.

Quant au rapport C/N (annexe 10), aucune différence significative entre les systémes de culture n’est
observée dans les couches 1000 t/ha et 3000 t/ha. A 1000 t/ha, les moyennes ajustées varient entre
9,98 et 10,75, et a 3000 t/ha, entre 10,2 et 10,4. En revanche, dans la couche 6000 t/ha, une différence
significative est détectée : le SAC1 présente un rapport C/N significativement plus élevé que le SdC3,
tandis que SAC2 se situe dans une position intermédiaire. Les valeurs moyennes dans cette couche vont
de9,13a9,72.

Concernant la teneur en phosphore disponible, aucune différence significative entre les systéemes de
culture n’est observée, quelle que soit la couche de sol considérée. Les moyennes ajustées issues des
tests post-hoc de Tukey partagent toutes la méme lettre (« a »), confirmant I'absence de différences
statistiquement significatives entre les systémes de cultures.

On peut néanmoins observer que, pour 'ensemble des systémes de culture, les teneurs en phosphore
disponible sont plus élevées en surface qu’en profondeur, avec des valeurs autour de 0,22 g/kg dans la
premiére couche (1000 t/ha) et de l'ordre de 0,11 g/kg dans la couche la plus profonde (6000 t/ha).

Finalement, concernant le potassium disponible, I'analyse de la variance révele un effet tres significatif
du systéeme de culture dans la premiére couche de sol (0-1000 t/ha) (ANOVA, p = 0, 006948). Le SAC3
présente la teneur la plus élevée (0,33 g/kg), suivi du SdC1 (0,26 g/kg) puis du SAC2 (0,20 g/kg). Le test
post-hoc de Tukey indique que SdC3 est significativement différent de SdC2, tandis que SdC1 n’est
significativement différent ni de SAC3 ni de SdC2.

En revanche, pour les couches plus profondes (3000 et 6000 t/ha), I'analyse de la variance ne met pas
en évidence d’effet significatif du systéeme de culture (ANOVA, p =0,4323 et p = 0,0516 respectivement).
Le test post-hoc de Tukey confirme cette absence de différence, les moyennes ajustées variant de 0,21
a 0,25 g/kg pour la couche intermédiaire (3000 t/ha), et de 0,17 a 0,24 g/kg pour la couche la plus
profonde (6000 t/ ha).
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Figure 25 : Teneurs en carbone organique, azote total, phosphore et potassium disponible (g/kg) selon la masse de
sol cumulée (t/ha), pour les trois systéemes de culture étudiés (SdC1, SdC2, SdC3). Les lettres indiquent les résultats
du test de Tukey réalisé pour comparer les systémes de culture G une méme masse de sol cumulée, au seuil de
significativité a = 0,05.

Les résultats concernant le Mg, le Na et le Ca disponibles sont présentés en annexe 10. Le magnésium
disponible, présente des différences significatives en surface : le systeme SdC3 affiche une teneur
significativement plus élevée que SdC2, tandis que SAC1 n’est significativement différent ni de SAC2 ni
de SdC3. Cette différence s’estompe en profondeur : aucune différence significative n’est observée
entre les systémes dans les couches 3000 t/ha et 6000 t/ha.

Pour le sodium disponible, dans la couche 1000 t/ha, le SAC1 présente une teneur significativement
plus élevée que le SdC2, tandis que SAC3 ne differe pas significativement des deux autres. Dans la
couche 3000 t/ha, le SAC3 affiche la teneur la plus élevée, significativement supérieure a celle de SdC2,
avec SdC1 en position intermédiaire. Enfin, dans la couche 6000 t/ha, aucune différence significative
n’est observée entre les systemes.

Enfin, aucune différence significative n’est détectée pour le calcium disponible, les trois systemes
affichant des teneurs similaires, avec des moyennes ajustées comprises entre 2,02 et 2,32 g/kg,
indépendamment de la profondeur.

Par ailleurs, les plages de référence obtenues pour les éléments P, K, Mg et Ca sont les suivantes (annexe
3).

Pour le phosphore, le sol étant considéré comme un sol léger (selon les recommandations de L.M.
Blondiau) et le pH_KCl (6,47) se situant au-dessus de 5,5, les teneurs en P sont considérées comme :
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e Elevées:>0,10 g/kg,
e Bonnes: entre 0,066 et 0,10 g/kg,

e Basses:< 0,066 g/kg.

En ce qui concerne le K, le Mg et le Ca, la capacité d’échange cationique (CEC) calculée est de 8,13
méq/100 g, soit une valeur comprise entre 5 et 10 méq/100 g. Les plages de référence correspondantes

sont :

e K:0,10430,155g/kg,
o Mg:0,065 30,097 g/kg,
e Ca:0,904 1,349 g/kg.

5.3. Propriétés biologiques

5.3.1. Analyse de 'activité enzymatique par fluorescence (FDA)
LANOVA met en évidence un effet hautement significatif du systéme de culture sur l'activité
enzymatique de la FDA dans I'horizon de surface (H_0-10) (p < 2,2e-16). Les moyennes ajustées
indiquent une activité nettement plus élevée dans le SAC3 (92,6 nmol/g sol sec/h), comparée au SdC1

(48,0) et SAC2 (47,8). Le test post-hoc de Tukey confirme cette différence

: SdC3 se distingue

significativement des deux autres systemes (lettre "b"), tandis que SAC1 et SAC2, qui partagent la lettre

"a", ne different pas significativement I'un de 'autre (figure 26).

En revanche, dans I’horizon plus profond (H_10-25), 'ANOVA (p = 0,0849) et le test de Tukey
n’indiquent pas de différence significative entre les systemes. Les moyennes ajustées varient de 42,1
(5dC3) a 58,8 nmol/g sol sec/h (SdC1).
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Figure 26 : Boxplots de l'activité enzymatique de la FDA (nmol g™" de sol sec h™") selon le systéme de culture (SdC1,
SdC2, SdC3), pour deux horizons de sol (H_0-10 et H_10-25). Chaque point représente un échantillon de sol,
différencié selon le bloc expérimental (forme des symboles). Les lettres indiquent les résultats du test de Tukey, réalisé
pour comparer les systemes de culture au sein d’un méme horizon, avec un seuil de significativité fixé a a = 0,05.
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5.3.2. Respiration microbienne

Aucune différence significative entre les systéemes de culture n’est observée pour le taux de CO, émis
(ug CO,-C/g de sol sec/h), aussi bien dans I’'horizon de surface (H_0-10) que dans I’horizon plus profond
(H_10-25). LANOVA ne révele pas d’effet du systeme de culture (p = 0,8998 pour H_0-10; p = 0,853
pour H_10-25), et le test post-hoc de Tukey confirme cette absence de différence (figure 27).

Les moyennes ajustées s’échelonnent de 0,74 3 0,78 ug CO,-C/g de sol sec/h dans I’horizon de surface
etde 0,69 a 0,72 pg CO,-C/g de sol sec/h dans le second horizon.
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Figure 27 : Boxplots du taux de CO, émis (ug CO.-C/g/h) selon le systeme de culture (SdC1, SdC2, SdC3), pour deux
horizons de sol (H_0-10 et H_10-25). Chaque point représente un échantillon de sol, différencié selon le bloc
expérimental (forme des symboles). Les lettres indiquent les résultats du test de Tukey, réalisé pour comparer les
systemes de culture au sein d’un méme horizon, avec un seuil de significativité fixé a a = 0,05.

5.3.3. Quantification du nombre de copies de genes bactériens du sol par qPCR

L'analyse de la variance révéele un effet hautement significatif du SAC sur 'abondance du gene 16S dans
I"horizon de surface (H_0-10) (p = 9,97 x 107'°). Les moyennes ajustées indiquent une abondance plus
élevée dans le SAC3 (7,61 x 10'° copies de génes/g de sol), comparée au SdC1 (3,36 x 10™) et SAC2
(4,53 x 10™). Le test post-hoc de Tukey confirme cette différence : SAC3 se distingue significativement
des deux autres systémes (lettre "b"), tandis que SAC1 et SAC2 partagent la lettre "a", indiquant
I'absence de différence significative entre eux (figure 28).

En revanche, dans I'horizon plus profond (H_10-25), aucune différence significative n’est observée
entre les systémes de culture (ANOVA, p = 0,355). Le test de Tukey confirme cette absence. Les
moyennes ajustées varient de 3,88 x 10" (SdC3) et 5,03 x 10'° (SAC2) copies de génes/g de sol.
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Figure 28 : Boxplots de I'abondance du géne 16S (nb/g de sol) selon le systéme de culture (SdC1, SdC2, SAdC3), pour
deux horizons de sol (H_0-10 et H_10-25). Chaque point représente un échantillon de sol, différencié selon le bloc
expérimental (forme des symboles). Les lettres indiquent les résultats du test de Tukey, réalisé pour comparer les
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systemes de culture au sein d’un méme horizon, avec un seuil de significativité fixé a a = 0,05.

5.3.4. Vers de terre

La composition spécifique des communautés lombriciennes est présentée dans la figure 29. Les
individus juvéniles représentent une part importante de la communauté lombricienne. Parmi les
adultes, Allolobophora chlorotica est fréquemment rencontrée, avec des abondances élevées dans les
SdC1 et SAC2. Aporrectodea caliginosa est également bien représentée dans I'ensemble des systémes.
En revanche, les espéces Lumbricus terrestris et Aporrectodea longa, toutes deux anéciques,
apparaissent en plus faibles effectifs. Enfin, aucun individu adulte appartenant au groupe écologique

des épigés n'a été observé.

Abondance (nombre d'individus)

Figure 29 : Diagrammes en barres empilées de I'abondance des vers de terre (nombre d’individus) selon le systeme
de culture (SdC1, SdC2, SAC3) et le bloc expérimental (Bloc 1 a 3). Les barres représentent la composition spécifique
au sein de chaque bloc. Les couleurs indiquent le groupe écologique des individus : anéciques en vert, endogés en
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Malgré ces différences de composition spécifique, aucune différence significative n’a été observée
entre les SAC en ce qui concerne 'abondance des vers de terre (Nombre d’individus/m?) ni I'indice de
diversité de Shannon-Wiener (Figure 30, gauche et droite).
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Figure 30 : Boxplots de 'abondance des vers de terre (Nb ind/m? graphique de gauche) et de l'indice de diversité de
Shannon-Wiener (H’, graphique de droite) selon le systéeme de culture. Chaque point représente un échantillon
individuel, la forme du symbole indquant le bloc expérimental. Les lettres au-dessus des boites désignent les groupes
homogeénes issus du test post-hoc de Tukey (a = 0,05).

5.4. Land Equivalent Ratio du froment et de la féverole en 2024 et
rendements du froment et du pois en 2025

5.4.1. Land Equivalent Ratio (LER) 2024
Les LER pour I'année 2024 sont respectivement de 0,647 pour la comparaison entre le SdC1 et le SdC2,
et de 0,640 pour la comparaison entre le SAC1 et le SAC3. Dans les deux cas, les valeurs sont inférieures
al
5.4.2. Rendements en froment et histogramme empilé du froment et du pois en
2025

Lanalyse des rendements de 2025 porte sur le froment cultivé en pur dans le SAdC1, et en association
avec du pois dans les SAC2 et SAC3. Dans ces deux derniers systemes, les données présentées pour le
froment correspondent donc uniquement a sa composante dans |'association.

La figure 31 illustre les rendements du froment selon le systéme de culture. Lanalyse de la variance
révele un effet hautement significatif du SAC sur ces rendements (p = 9,091 x 107), confirmé par le
test post-hoc de Tukey. Le SAC1 présente les rendements les plus élevés avec une moyenne ajustée de
7,52 t/ha, tandis que le SAC2 atteint 5,13 t/ha et le SAC3 seulement 3,82 t/ha.

La figure 32, sous forme d’histogramme empilé, illustre les rendements combinés du froment et du
pois, mettant en évidence la contribution du pois au rendement total dans les SdC2 et SdC3.
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Figure 31 : Boxplots du rendement du froment en 2025 (t/ha) selon le systéme de culture (SdC1, SdC2, SdC3). Les
lettres indiquent les résultats du test de Tukey, réalisé pour comparer les systéemes de culture avec un seuil de

significativité fixé a a = 0,05.
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Figure 32 : Histogramme empilé : rendements combinés du froment et du pois en 2025 (t/ha) selon le systéme de
culture (SdC1, SdC2, SdC3). Les barres empilées représentent la contribution respective du froment (jaune) et du pois

(vert) au rendement total.
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5.5.Corrélation des variables pour I’"horizon 0-10 cm

La figure 33 présente la matrice de corrélation de I'ensemble des variables mesurées dans I’horizon 0-
10 cm du sol. Chaque case de cette matrice indique le coefficient de corrélation entre deux variables,
allant de -1 (corrélation négative, en bleu foncé) a +1 (corrélation positive, en rouge foncé). Les valeurs
proches de 0 (teintes blanches) traduisent une absence ou une tres faible corrélation.

Des corrélations particulierement fortes apparaissent entre la stabilité structurale (Stabilité), le ratio
carbone organique/argile (Corg_argile), le carbone organique (C_orga), 'activité enzymatique (FDA) et
la biomasse bactérienne estimée par qPCR (qPCR). A I'inverse, la densité apparente (DA) présente des
corrélations négatives avec ces indicateurs.
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Figure 33 : Matrice de corrélation de toutes les variables, a I'exception des lombrics, a la profondeur 0 - 10 cm
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6. Discussion

Avant tout, il convient de rappeler que SYCBIO est un essai systeme destiné a évaluer la performance
globale de différents systemes de culture représentatifs de pratiques agricoles réelles. Les cultures
implantées pouvant différer d'un bloc a l'autre, la culture en place ainsi que le précédent cultural ne
sont pas identiques entre blocs. Cette variabilité peut introduire un biais dans I'interprétation des
résultats (différences de systémes racinaires, de dynamique de libération des nutriments, etc.) : méme
si une rotation complete a été réalisée cette année et que I'historique cultural est similaire, des
différences de temporalité et de rotation - SdC1 suivant un schéma distinct de celui commun a SdC2 et
SdC3 - peuvent influencer les parametres étudiés.

Concernant la stabilité structurale (QST), il était attendu que le SAC3 se distingue significativement des
deux autres en raison de I'absence de labour. En effet, plusieurs études montrent que la réduction du
travail du sol, et en particulier le non-labour, améliore la stabilité des agrégats (Abdollahi et al., 2013;
D’Haene et al., 2008; Lahmar, 2010; Obalum et al., 2019) notamment dans un contexte de grandes
culture en région limoneuse (Vanwindekens et al., 2023). Or, bien que les valeurs de stabilité structurale
observées dans le systeme sans labour (SdC3) soient généralement supérieures a celles observées dans
les deux systémes labourés (SdC1, SAC2), les résultats du bloc 2 font exception, atténuant I'effet global
du systeme de culture et conduisant a I'absence de différence significative.

Cette disparité pourrait s’expliquer, comme le suggerent Khosravani et al. (2024) par le type de culture
en place au moment de I'échantillonnage, en lien avec les caractéristiques du systéme racinaire et le
stade de développement. La parcelle du SAdC3-bloc 2 était implantée en froment-pois, tandis que celle
du SdC3-bloc 1 était en colza associé et celle du SdC3-bloc 3 en cultures de couverture.

Par ailleurs, le forment-pois du SdC3-bloc 2 a été implanté le 28 octobre 2024 et aucun travail du sol
n'a été réalisé entre cette date et les préléevements. Or, une intervention mécanique, méme
superficielle, aurait pu influencer les résultats obtenus en stabilité structurale, une propriété connue
pour sa sensibilité au travail du sol (Abdollahi et al., 2013). Cependant, il est également envisageable
gue des pratiques antérieures aient affecté localement les dynamiques structurales.

Un autre facteur explicatif réside dans I'hétérogénéité spatiale du site, qui pourrait aussi expliquer une
partie des variations observées (Khosravani et al., 2024; Shi et al., 2020). En effet, selon Khosravani et
al. (2024) la stabilité structurale peut varier, notamment, en fonction de la granulométrie. Toutefois,
I'annexe 11 ne montre pas de différences flagrantes entre les parcelles : toutes présentent une texture
majoritairement limoneuse.

Il était également attendu qu’une différence plus marquée soit observée entre le SdC1, d’'une part, et
les SAC2 et SAC3, d'autre part. En effet, les SAC2 et SAC3 intégrent plus fréquemment des légumineuses
dans leur rotation. Or, plusieurs études montrent que l'intégration de légumineuses dans les
successions culturales contribue a améliorer la stabilité structurale du sol, notamment en favorisant
I'accumulation de la matiére organique (MO) (Haynes et al., 1997; Saad et al., 2017). Toutefois, dans le
cas du SdC2, des rendements plus faibles, liés a l'absence d’apports d’engrais exogenes, ont
probablement limité le retour de carbone organique via les résidus de culture, malgré I'utilisation
accrue de légumineuses. Des niveaux similaires de statut organique et de gestion du travail du sol entre
SdC1 et SAdC2 pourraient ainsi expliquer la similitude des valeurs de stabilité structurale observées.

En cohérence avec les résultats de Vanwindekens et al. (2023), une relation positive (r = 0,84) a été
mise en évidence entre la stabilité structurale globale du sol et sa teneur en carbone organique (C_org).
Ce dernier représente la fraction dominante de la matiére organique du sol (Garcia et al., 2018),
reconnue pour son role déterminant dans le maintien de la stabilité structurale des sols. En agissant
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comme agent liant au sein des microagrégats, la MO contribue a la cohésion des particules et, par
conséquent, a la stabilité des agrégats. Elle influence leur comportement en présence d’eau : une
teneur plus élevée en carbone organique tend a réduire la mouillabilité des agrégats et de l'argile
associée, limitant ainsi leur désagrégation rapide lors du contact avec I'eau (Chenu et al., 2000). Une
corrélation positive est également observée entre la stabilité structurale et le rapport C/argile (r=0,77),
ce qui confirme l'intérét de ce ratio comme critére déterminant de la stabilité structurale des sols,
comme le souligne l'article de Vanwindekens et al. (2023). En effet, la mesure de ce ratio dans les
différentes modalités d’essais longue durée emblavés en froment d’hiver a permis de démontrer le lien
fort entre le ratio C/argile et la stabilité structurale dans des conditions culturales standardisées
(Vanwindekens et al.,, 2023). Cette étude démontre ainsi I'intérét du rapport C/argile en tant
gu’indicateur du potentiel du sol a régénérer une structure stable, par exemple aprés un travail du sol.

Par ailleurs, la stabilité des agrégats, qui est associée a un taux élevé de carbone organique (Lahmar,
2010), peut étre utilisée comme un indicateur de I'érodibilité des sols (Annabi et al., 2017; Khosravani
et al., 2024; Lahmar, 2010; Le Bissonnais, 1996; Obalum et al., 2019; Vanwindekens et al., 2023). Une
faible stabilité structurale du sol peut entrainer sa dégradation en surface, favorisant la battance et
I’érosion (Lahmar, 2010). En effet, les précipitations peuvent désagréger les agrégats et disperser les
particules. La formation d’une cro(ite de battance est la premiére étape du processus d’érosion
hydrique (Le Bissonnais, 1996). Le labour, en tant que forme de travail profond du sol, est 'un des
facteurs pouvant intensifier I'érosion (D’Haene et al., 2008), contrairement au travail du sol réduit, plus
favorable a la stabilité des agrégats et donc a la réduction de I'érosion (Lahmar, 2010; Obalum et al.,
2019). L'érosion est un phénomene qui affecte plusieurs fonctions essentielles du sol : il freine
Iinfiltration, réduisant la capacité du sol a retenir I'eau disponible pour les plantes. Il appauvrit le sol
en MO, en éléments nutritifs (D’Haene et al., 2008; Obalum et al., 2019), et limite le développement
racinaire des plantes en profondeur. Ces effets combinés nuisent a la croissance des cultures et peuvent
entrainer une diminution des rendements (D’Haene et al., 2008).

La stabilité structurale du sol, en plus de son réle dans la résistance a I'’érosion, contribue a créer un
environnement favorable a I'activité microbienne (Annabi et al., 2017; Khosravani et al., 2024). Cette
interaction est confirmée par une corrélation positive entre la stabilité des agrégats et l'activité
enzymatique mesurée par I'hydrolyse de la fluorescéine diacétate (FDA) (r = 0,75). En revanche,
I'activité microbienne mesurée par la méthode MicroResp™ ne présente pas de lien notable avec la
stabilité structurale (r=0,17).

La densité apparente (DA) est étroitement liée au degré de compaction du sol : a texture égale, plus
celui-ci est compacté, plus sa densité apparente augmente (Logsdon et al., 2004; Phalempin et al.,
2021). Lorsqu’elle devient excessive, cette compaction réduit la porosité, entrave les échanges d’eau et
d’air (Orzech et al., 2021; Zhang et al., 2024) et limite le développement racinaire, compromettant
I'assimilation des nutriments et I'absorption d’eau. En outre, la diminution de la capacité d’infiltration
qui en découle accentue le risque d’érosion. Les phénomeénes de compaction liés a la mécanisation
agricole peuvent avoir lieu dans les horizons de surface, mais aussi plus en profondeur. La semelle de
labour est un probléme fréquent dans les sols de grandes cultures en région limoneuse. |l s’agit d’'une
couche densifiée a I'interface entre la couche de labour et I’'horizon sous-jacent dont la porosité a été
réduite par le passage de la charrue (lissage par le soc de la charrue, compaction par le passage du
pneu du tracteur). Une semelle de labour reproduit les effets néfastes de la compaction plus en
profondeur, en formant une barriére a l'infiltration de I'eau, aux échanges d’air et a I'enracinement
(zhang et al., 2024).

Le seuil critique de DA, dont le dépassement compromet le développement racinaire, est tributaire de
divers parametres, notamment de la granulométrie du sol (Logsdon et al., 2004; Nyeki et al., 2017).
Dans les sols limoneux, une DA inférieure a 1,40 g/cm3 est généralement considérée comme optimale
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pour le développement racinaire (Nyeki et al., 2017). Au-dela de cette valeur, les effets de la
compaction deviennent notables (Dal Ferro et al., 2014; Nyeki et al., 2017), en particulier a partir de
1,60 g/cm3. Une DA supérieure a 1,75 g/cm? peut fortement limiter la croissance des racines (Nyeki et
al., 2017).

En ce qui concerne I'horizon 0-10 cm, aucune différence significative n’est observée entre systemes de
culture. Toutefois une légere tendance a la diminution de la DA est observée pour le SdC3 (non-labour),
phénoméne déja observé en sols limoneux par Abid et al. (2008) qui ont mesuré des densités
apparentes plus faibles (1,47 et 1,46 g/cm?3) sous non-labour contre 1,52 et 1,56 g/cm3 sous labour.
Cette tendance est également confirmée par Orzech et al. (2021) et par D’Haene et al. (2008). Ce
résultat pourrait s’expliquer par I'accumulation de MO en surface et la stabilité accrue des agrégats
dans les systémes non-labourés (Abid et al., 2008), comme le refletent les corrélations négatives
observées entre DA et carbone organique (r=- 0,63) et entre DA et stabilité structurale (r=- 0,51).
Dans cet horizon, la DA de tous les systémes de culture reste en deca du seuil critique de 1,60 g/cm?3.
Bien qu’aucune différence significative n’ait été détectée dans I’horizon 10-25 cm, une tendance a
l'augmentation de la DA dans le SAC3 (non-labour) est toutefois observable. Cette tendance rejoint
pleinement les résultats de da Silva et al. (2023) qui, dans des systemes de non-labour, constatent eux
aussi une densification du sol au-dela de 10 cm, avec des valeurs de DA supérieures a 1,60 g/cm3. Cette
observation pourrait s’expliquer par la persistance, sous forme compacte, de I'ancienne semelle de
labour en systeme sans labour, entrainant ainsi une DA importante (Orzech et al., 2021). Dans cet
horizon, les densités apparentes de SAdC1 et SAC2 restent inférieures au seuil critique de 1,60 g/cm3,
tandis que SAC3 affiche des valeurs dépassant ce seuil, ce qui pourrait affecter la croissance des racines.
Chacun des trois systemes de culture présente une densification accrue dans I’'horizon 25-50 cm par
rapport aux niveaux supérieurs. Cette tendance, largement documentée (Abid et al., 2008 ; Blanco-
Canqui et al., 2004; Panagos et al., 2024; Reidy et al., 2015), pourrait s’expliquer par la diminution de
la MO, la réduction de la porosité et le poids exercé par les couches supérieures, qui accroissent le
compactage du sol en profondeur (Blanco-Canqui et al., 2004). Dans cet horizon, pour chacun des
systémes de culture, une partie des mesures de DA atteint au moins 1,60 g/cm3.

Aucune différence de tendance entre SAC1 et SAC2 n’a été observée, quel que soit I’horizon considéré.
Ce résultat peut surprendre au regard de la présence plus fréquente de légumineuses dans la rotation
du SdC2, qui aurait pu favoriser une réduction de la compaction (Saad et al., 2017), mais qui, dans les
conditions de cette étude, ne semble pas avoir produit cet effet.

Les tendances observées pour les différents horizons pourraient s’accentuer a long terme (> 11 ans),
tel qu’observé dans I'étude de D’Haene et al. (2008).

La teneur en carbone organique total reflete la quantité de MO présente dans le sol (Vincent et al.,
2019). La MO joue un réle central dans la qualité des sols, en établissant des liens étroits entre leurs
propriétés physiques, chimiques et biologiques (Lal, 2015). Premierement, la MO renforce la stabilité
structurale du sol, en favorisant la formation d’agrégats résistants et en augmentant la porosité de la
matrice (Lal, 2015; Vincent et al., 2019), améliorations que lI'on retrouve dans les coefficient de
corrélation observés (stabilité structurale, r = 0,84 et C/argile, r = 0,87). En ce qui concerne les
propriétés chimiques du sol, la MO intervient comme un acteur majeur en renfor¢ant la CEC et en
tamponnant les variations de pH (Krull et al., 2004; Lefevre, 2015; Vincent et al., 2019). Enfin, sur le
plan biologique, la MO constitue la principale source d’énergie et de nutriments pour les organismes
hétérotrophes (Krull et al., 2004; Vincent et al., 2019), stimulant leur activité métabolique (Lahmar,
2010; Vincent et al.,, 2019). Dans ce présent travail, la teneur en carbone organique montre une
corrélation significative avec 'activité enzymatique (FDA, r= 0,84) et avec le nombre de copies de génes
bactériens (qPCR, r =0,67). De plus, comme déja évoqué, une teneur élevée en MO limite I’érosion des
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sols (Hoffland et al., 2020; Krauss et al., 2022; Lahmar, 2010), tout en contribuant a la régulation
climatique par séquestration du carbone organique (Hoffland et al., 2020).

Dans cette étude, les résultats révelent une stratification verticale marquée du carbone organique dans
le profil pédologique, observation largement documentée dans la littérature (Abid et al., 2008; Krauss
et al., 2022; Lahmar, 2010). Dans la couche superficielle, SAC3 présente une teneur et un stock en
carbone organique significativement plus élevée que SdC1 et SdC2. Dans la couche intermédiaire,
aucune différence significative n’est observée. Enfin, en profondeur, SAC1 et SAdC2 affichent des teneurs
et des stocks significativement supérieurs a ceux de SdC3. Ces résultats pourraient s’expliquer par
I'absence d’incorporation de la MO vers les horizons profonds sous SdC3 en raison de I'absence de
labour, entrainant son accumulation en surface; a l'inverse, les labours pratiqués dans SdC1 et SdC2
assurent un mélange et une redistribution plus uniformes de la MO dans le profil pédologique (Krauss
et al., 2022), 'accumulation en surface, pour le SdC3 n’affectant pas nécessairement la quantité totale
de carbone présente dans le profil (Abid et al., 2008). Les résultats relatifs au stock cumulé de carbone
organique confirment ce phénomeéne : le SdC3 favorise un stockage accru dans les couches
superficielles et intermédiaires, tandis qu’aucune différence significative n’est observée entre systemes
sur I'ensemble du profil, ce qui montre que I'effet du systéme de culture se concentre principalement
dans les horizons supérieurs. Ce résultat confirme que le non-labour est donc avant tout une mesure
de conservation du sol, permettant de le protéger de la battance et de I'érosion plutét qu’'une mesure
climatique dans le contexte pédoclimatique et cultural de ce travail.

Par ailleurs, les SAC1 et SAC2 présentent des résultats en teneur et en stock, similaires dans 'ensemble
des horizons, alors que, selon Saad et al. (2017), la présence plus fréquente de légumineuses dans une
rotation peut favoriser I'accumulation de MO dans le sol.

A titre de comparaison, la teneur moyenne en carbone organique des sols limoneux wallons (0-25 cm,
2015-2019) est de 11,9 g /kg (SPW 2020). Dans cette étude, les moyennes pondérées calculées pour
la couche 0-25 cm sont inférieures a cette valeur, mais restent relativement proches.

Ces observations suggérent que le SdC3 sans labour améliorerait la séquestration du carbone en
surface, et que I'accumulation de MO en surface contribuerait a mieux limiter I'érosion, conformément
aux conclusions de Krauss et al. (2022) pour les régions tempérées d’Europe. De plus, 'accumulation
en surface de carbone organique induirait une meilleure stabilité structurale du sol et stimulerait
I'activité microbienne dans I’horizon concerné pour le SAC3. C’est d’ailleurs ce qui est constaté dans le
cadre de ce travail : le rapport C/argile, I'indice de Wend, I'activité de la FDA et les quantifications par
gPCR 16Sy présentent leurs valeurs les plus élevées.

L'azote total incluant I'azote organique et minéral du sol (Vasile Scaeteanu et al., 2025), constitue un
indicateur central de sa fertilité, car il alimente a la fois la croissance végétale (Fustec et al., 2010;
Hodges, 2010; Kim et al., 2023; Liu et al., 2024 ; Vasile Scaeteanu et al., 2025; Zhang et al., 2023), et
I'activité microbienne (Gérald et al., 2011). Une déficience en azote total compromet les rendements
(Liu et al., 2024; Zhang et al., 2023), tandis qu’un exces peut engendrer I'eutrophisation (Liu et al., 2024;
Zhang et al., 2023) et accroitre les émissions de gaz a effet de serre (Zhang et al., 2023).

Comme pour le carbone organique, les résultats mettent en évidence une stratification verticale
marquée de I'azote total dans le profil pédologique. Cette distribution reflete également, pour le SdC3
mené en non-labour, I'accumulation de MO dans les couches supérieures du sol, I'azote provenant de
la minéralisation de cette MO (Gérald et al., 2011), celle-ci étant constituée en grande majorité de
carbone, mais contenant également des quantités importantes d’azote, d’oxygéne et d’hydrogene,
bases des composés organiques naturels présents dans le sol (Vanwindekens et al., 2024). Les valeurs
obtenues sont comparables a celles observées dans une étude menée sur des sols arables limoneux en
région tempérée, ol la teneur moyenne en azote total était de 1,01 +0,20 g/kg. Les auteurs y
rapportent également une diminution de la teneur en azote avec la profondeur (Antony et al., 2022).
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Ainsi, les pratiques favorisant I'accumulation de MO, telles que le non-labour et l'intégration de
légumineuses dans le SAC3, profiteraient simultanément au stockage du carbone et de l'azote en
surface. A I'inverse, les pratiques de travail du sol dans SdC1 et SdC2 entrainent une redistribution plus
homogene de la MO dans le profil, ce qui pourrait expliquer les teneurs plus élevées en azote et en
carbone en profondeur. Il semblerait que le SdC1, bénéficiant d’apports d’engrais azotés externes,
n’enrichirait pas le sol en azote total davantage que le SdC2, qui intégre régulierement des
légumineuses en associations culturales et intercultures. Ce constat corrobore I'idée de Fustec et al.
(2010) : I'intégration de légumineuses, et donc la fixation symbiotique de I'azote pourrait se substituer
aux engrais azotés et offrir une solution de fertilisation plus durable.

Calculé a partir du carbone organique total et de I'azote total, le rapport C/N renseigne notamment sur
I'état de dégradation de la MO (Thibault et al., 2018) et sur ses conditions de minéralisation (Genot et
al., 2012), un ratio de 9 a 10 étant considéré comme optimal (Thibault et al., 2018). Dans le cadre de
cette étude, toutes les valeurs restent trés proches de la plage optimale (9-10), ce qui pourrait indiquer
que, quel que soit le SdC, la dynamique de minéralisation de la MO demeure globalement favorable.

Le rapport C/argile est significativement plus élevé pour le SAC3 dans |'horizon de surface (0-10 cm)
que pour les SAC1 et SAC2, alors qu’aucune différence notable n’apparait dans I’"horizon 10-25 cm. Par
ailleurs, les SAC1 et SAC2 présentent des résultats similaires dans les deux horizons, ce qui suggére que,
dans les conditions de cette étude, la présence plus fréquente de Iégumineuses dans la rotation du
SdC2 n’a pas eu d’effet marqué sur I'amélioration de la structure du sol, bien que ces cultures puissent
contribuer a I'améliorer (Saad et al., 2017).

Les résultats obtenus concordent avec les mesures de stabilité structurale (r = 0,77) et de teneur en
carbone organique (r = 0,87), le rapport C/argile constituant un indicateur de la vulnérabilité
structurelle du sol (Sauzet et al., 2024).

Afin de qualifier cette vulnérabilité, quatre classes sont généralement définies dans la littérature, selon
trois seuils : ratio < 1/13 (0,077) « dégradé », 1/13-1/10 (0,077 - 0,10) « modéré », 1/10-1/8 (0,10 -
0,125) « bon » et > 1/8 ( 2 0,125) « trés bon» (Feeney et al., 2024; Sauzet et al., 2024).

Seul le SAC3 en surface atteint le palier « modéré », les autres échantillons restant dans la classe
« dégradée ». Ces valeurs témoigneraient d’une vulnérabilité structurale notable, particulierement
dans I'horizon profond. Conformément aux préconisations de Sauzet et al. (2024), il conviendrait
toutefois de recalibrer ces seuils au contexte pédologique local : une analyse fine de la corrélation entre
le ratio C/argile et la qualité structurale moyenne des sols cultivés permettrait d’ajuster les bornes des
classes aux conditions spécifiques, les seuils existants n’étant pas d’application générale a toutes les
classes de sols (Feeney et al., 2024; Sauzet et al., 2024). C’est une perspective qui pourrait permettre
d’améliorer, a terme, la MR14 (MAEC sol) en vigueur en région wallonne.

Un pH_KCI avoisinant 6,5 est généralement considéré comme favorable au bon développement des
cultures. Lorsque le pH_KCl descend en dessous de 6, cela peut indiquer une désaturation progressive
du complexe d’échange, et a des valeurs inférieures a 5, des éléments comme l'aluminium ou le fer
peuvent devenir toxiques pour les plantes. A I'inverse, un pH_KCl supérieur & 7 peut entrainer une
moindre disponibilité de certains nutriments, ce qui peut également limiter la croissance des cultures
(Genot et al., 2012).

Les résultats obtenus dans le cadre de ce travail confirment des conditions acido-basiques globalement
favorables dans les sols étudiés. Le pH_KCl mesuré dans les différents horizons reste proche de la valeur
optimale de 6,5, sans différence significative entre les systemes de culture. Aucune situation d’acidité
excessive ou de toxicité n'est observée. Le pH_H,0, logiquement plus élevé, reste globalement dans
une plage favorable a la croissance des cultures également.
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Une acidification du sol aurait néanmoins pu étre attendue dans le SdC3, non labouré, car ce type de
gestion favorise I'accumulation de MO en surface, dont la décomposition s'accompagne d’une
libération de protons (H*), pouvant abaisser le pH au fil du temps (Zhao et al., 2022). Ce phénomeéne
pourrait toutefois devenir observable a plus long terme.

Il était attendu que le non-labour favorise une concentration plus élevée de phosphore (P) et de
potassium (K) dans I’horizon de surface (Neugschwandtner et al., 2014; Régniez et al., 2015; Vullioud
et al., 2006). Or, dans cette étude, le SAC3 (non-labour, sans apport) ne présente pas de teneur en P
supérieure a celles du SAC1 et SAC2, et pour le K seule la comparaison avec SAC2 est significative (SdC1,
qui recoit des apports, est équivalent a SdC3). Ces observations suggereraient que le régime de
fertilisation du sol influence la teneur en ces éléments en surface. Pour distinguer clairement l'effet
spécifique du non-labour, il aurait été pertinent d’ajouter un traitement « non-labour + fertilisation ».
Enfin, aucun des trois systémes ne se distingue significativement en profondeur, en accord avec Régniez
et al. (2015).

Pour le phosphore, les valeurs mesurées se situent globalement dans la classe qualifiée de « élevée »
par le CARAH, quelle que soit la masse cumulée de sol. Ces teneurs élevées pourraient favoriser
I'eutrophisation des eaux (Genot et al., 2009; Genot et al., 2012). Pour le potassium, toutes les valeurs
mesurées dans cette étude se situent au-dessus de la plage de référence du CARAH, un excés pouvant
induire des interactions négatives qui réduisent la teneur en magnésium et calcium dans les tissus
végétaux (Genot et al., 2012).

En surface (masse cumulée de 1000 t/ha), une teneur significativement plus élevée en magnésium
disponible a été observée dans le SAC3, comparativement au SdC2, mais sans différence significative
par rapport au SAC1. Cette tendance pourrait s’expliquer par une plus forte teneur en MO en surface
dans les systemes sans labour, favorisant la rétention des cations échangeables tels que le Mg?* via une
CEC accrue (Reijneveld, 2013). Toutefois, le SAC1, malgré le recours au labour, recoit des apports
organiques externes, ce qui pourrait contribuer a maintenir un niveau de Mg comparable. Ainsi, les
dynamiques du Mg en surface semblent a la fois étre influencées par la structure du sol liée au travail
du sol et par les pratiques d'amendement. Lensemble des valeurs mesurées se situe dans la plage de
référence du CARAH, indiquant une disponibilité en magnésium satisfaisante dans I'ensemble des
systemes étudiés.

Pour le calcium, aucune des profondeurs analysées ne révele de différence significative entre les trois
systemes de culture, ce qui suggére que ni la méthode de travail du sol ni le « régime de fertilisation »
n’ont influé sur sa concentration disponible. Les moyennes ajustées obtenues dans ce travail se situent
nettement au-dessus des plages de référence du CARAH, ce qui pourrait traduire un exces susceptible
d’interférer avec la disponibilité d’autres nutriments et d’induire des carences (Genot et al., 2009).

La rétention du sodium suit, bien que de fagon plus atténuée, les mémes mécanismes que pour le Mg.
Le Na est non indispensable au métabolisme des plantes et devient nuisible a forte concentration : il
fragilise la structure du sol, réduit sa perméabilité a I'eau et compromet la croissance végétale (Horneck
et al.,, 2011).

Il est toutefois possible que les épandages organiques réalisés sur les parcelles du SAC1 (tableau 2)
aient influencé les résultats, méme si la prise d’échantillons et leur conditionnement ont été effectués
de maniére a limiter tout risque de contamination liée a ces apports.

La dégradation de la fluorescéine diacétate (FDA) résulte de I'action conjointe d’enzymes largement
répandues chez les bactéries et champignons du sol, ce qui en fait un marqueur global de I'activité
microbienne (Prosser et al., 2011).

Dans cette étude, I'activité enzymatique atteint ses valeurs maximales sous le systeme non labouré
(5dC3) en surface, la ou l'accumulation de carbone organique (r=0,84), la stabilité des agrégats
(r=0,75) et le rapport C/argile (r = 0,82) sont ou tendent, dans le cas de la stabilité structurale, a étre
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significativement plus élevés, témoignant a la fois de I'abondance de substrats énergétiques (Vincent
et al., 2019), et d’'un habitat microbien au sein d’agrégats stables (Annabi et al., 2017; Khosravani et al.,
2024). C’est également dans cet horizon de surface que la fixation symbiotique des légumineuses
enrichit le sol en azote, renforgant la disponibilité nutritive et stimulant I'activité microbienne (Gérald
et al., 2011; Saad et al., 2017). Dans I'horizon intermédiaire (10-25 cm), ol le carbone organique et
C/argile sont plus modérés, 'activité FDA diminue sans toutefois différer significativement entre les
systemes.

Ainsi, la concordance entre FDA, C_org, N_tot et stabilité structurale illustre comment le non-labour et
I'intégration de légumineuses structurent simultanément la qualité physique, chimique et biologique
du sol via une redistribution de la MO dans le profil de sol. En accumulant la MO en surface, I'arrét du
labour permet d’augmenter l'activité biologique et la stabilité des agrégats en surface du sol, le
protégeant ainsi mieux contre I'érosion hydrique. Une accumulation en surface de certains nutriments
(ex. : K) lié a des apports accrus par minéralisation peut aussi causer une hausse de la densité racinaire
dans le sol de surface (Vanwindekens et al., 2023) et ainsi contribuer a améliorer la structure et la
résistance du sol a la battance.

Si les valeurs obtenues sont inférieures a celles rapportées par I'étude menée par Zablotowicz et al.
(2000), elles confirment néanmoins la méme tendance. Ces valeurs plus faibles pourraient s’expliquer
par la sensibilité de la mesure FDA aux variations de pH, d’humidité et de température (Adam et al.,
2001), ainsi que par la variabilité induite par la faible quantité d’échantillon de sol utilisée lors des
analyses (1,25 g), entre autres.

Une correspondance de tendance entre la respiration microbienne et I'activité enzymatique était
attendue pour les raisons évoquées précédemment. Or, aucune différence significative n’a pu étre mise
en évidence, tandis qu’une variabilité notable se manifeste au sein d’'un méme systeme de culture.
Plusieurs éléments pourraient expliquer ces résultats. D’une part, la mesure de la respiration est
extrémement sensible aux parameétres biotiques et abiotiques au moment des prélévements et des
mesures ultérieures, ce qui pourrait biaiser les résultats (Lori et al., 2017). D’autre part, les opérations
culturales réalisées pour certaines parcelles la veille des échantillonnages (tableau 2), pourraient
constituer un facteur susceptible de modifier temporairement les conditions du sol et d’influencer ainsi
les mesures de respiration microbienne. Au vu de ces sources potentielles d’incertitude, il reste difficile
de déterminer avec certitude l'origine de l'absence de signification statistique et d’expliquer la
variabilité importante observée dans chaque systéme de culture.

Les valeurs obtenues, se situent, d’aprés Vincent et al. (2019) dans la classe « moyenne » de la
respiration des sols en Wallonie. Elles dépassent cependant les 0,4 pug CO,-C/g de sol sec/h mesurés
pour l'agriculture biologique dans la méme étude, ainsi que les 0,5 pug CO,-C/g de sol sec/h observés
pour les systémes de conservation. A nouveau, il est difficile de déterminer précisément les raisons de
ce constat, tant en raison de la variabilité intrinséeque de l'activité microbienne que des limites
méthodologiques.

Les résultats du nombre de copies de génes bactériens révelent une différence significative dans le
premier horizon : le SAC3 a un nombre de copies de génes bactériens significativement supérieur au
SdC1 et SdC2. Cette observation pourrait s’expliquer a nouveau par I'absence de labour dans le
SdC3 (Bouthier et al., 2014; Kaurin et al., 2018; Schmidt et al., 2018), limitant les perturbations de
I'environnement des bactéries et de la disponibilité de leurs nutriments (Bouthier et al., 2014). Ces
résultats corroborent ceux de Kaurin et al. (2018), qui rapportent, dans I’horizon 0-10 cm, une moyenne
de 13,60 x 10° copies de génes bactériens par gramme de sol en non-labour, comparé a 7,07 x 10° en
labour ; ces valeurs restant tout de méme inférieures aux valeurs obtenues lors de ce travail. En
revanche, dans I’horizon 10-25 cm, aucune différence significative n’est observée entre les systémes de
culture, ce qui rejoint les constats de Bouthier et al. (2014) et de Kaurin et al. (2018) ; les valeurs
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observées par Kaurin et al. (2018) étant de 9,65 x 10° copies de genes bactériens par gramme de sol
en non-labour, dans I’horizon 10-20 cm comparé a 9,18 x 10° en labour. Enfin, 'absence de différence
significative pour les deux horizons entre SAC1 et SAC2 suggere que |'effet des légumineuses sur la
communauté bactérienne pourrait étre analogue a celui des apports organiques commerciaux.

Ces résultats, tout comme l'activité microbienne mesurée par l'activité enzymatique, refletent la
stratification verticale du carbone organique du sol, comme l'ont également mis en évidence Bouthier
et al. (2014). Le lien étroit entre densité bactérienne et teneur en MO (représentée par le carbone
organique dans cette étude, r = 0,67) souligne le role prépondérant du carbone dans le développement
microbien (Schmidt et al., 2018). Par ailleurs, comme l'ont montré Yuan et al. (2017), le coefficient de
corrélation entre le nombre de copies de genes bactériens et I'activité microbienne (FDA) est élevé (r =
0,58), ce qui souligne le lien entre activité et abondance microbienne.

A noter que Schmidt et al. (2018) ont remarqué que, méme si le labour modifie la répartition
bactérienne, I'abondance globale sur 0-30 cm reste inchangée - un scénario qui pourrait s'appliquer a
ce travail.

Finalement, I'évolution observée ici suit également celle du rapport C/argile (r = 0,68). Cela pourrait
s‘expliquer par la sécrétion d’exopolysaccharides (EPS) par les bactéries, qui « cimentent » les
particules en agrégats solides, tandis que les fixatrices d’azote fournissent les nutriments nécessaires a
cette production, assurant a la fois cohésion structurale et circulation de I'eau et des gaz dans le sol
(Wang et al., 2025).

Malgré l'absence de labour dans le SAC3, qui laissait présager une abondance et une diversité
lombriciennes supérieures a celles des SAC1 et SdC2, aucune différence significative n’a été constatée
entre ces trois systemes. Cette attente reposait pourtant sur de nombreuses études montrant qu’une
diminution de l'intensité du travail du sol favorise généralement les populations de vers de terre
(Bouthier et al., 2014; Chan, 2001; Gérald et al., 2011; Lahmar, 2010; Singh et al., 2020). La présence
de légumineuses dans les SAC2 et SAC3 ne semble non plus pas avoir modifié I'abondance des vers de
terre. Pourtant, I'enrichissement en MO induit par ces cultures (Saad et al., 2017), aurait pu étre
favorable a leur présence (Bouthier et al., 2014). Ce constat peut indiquer que les travaux de sol, méme
sans retournement, peuvent nuire aux populations lombriciennes. Il pourrait aussi indiquer que I'effet
néfaste du labour est en partie contrebalancé par les apports d’engrais exogénes dans le SdC1, les
résidus organiques étant bénéfiques aux vers de terre.

Par ailleurs, une distribution plus marquée des vers de terre anéciques était attendue, avec un nombre
nettement plus élevé dans le SAC3, le labour détruisant leur galerie et pouvant directement les blesser
(Chan, 2001; Gérald et al., 2011). En outre, une tendance a une abondance plus élevée de vers endogés
dans les SdC1 et SdC2 se dégage visuellement. Cette constatation concorde avec la littérature, qui
indique que le labour enfouissant la MO, tend a favoriser le développement de ces vers de terre
(Bouthier et al., 2014; Chan, 2001; Gérald et al., 2011). A. chlorotica et A. caliginosa se démarquent
des autres vers de terre endogés dans certains échantillons. A. chlorotica creuse environ 22 cm de
galeries horizontales par semaine, souvent colmatées par leur déjection (Capowiez et al., 2014). Son
activité, comme l'ont démontré Hallam et al. (2020) pourrait, dans le cadre de cette étude, contribuer
a la formation d’agrégats stables et a améliorer la capacité de rétention en eau du sol. De son c6té, A.
caliginosa, fréquemment présente dans les sols cultivés (Bart et al., 2018; Rosas-Medina et al., 2010),
adopte un comportement fouisseur (Bouthier et al., 2014), dont la présence pourrait contribuer a
améliorer le cycle des nutriments ainsi que la circulation de I'eau et de l'air dans le sol (Bart et al., 2018).
Pour ce qui est des vers de terre épigés, leur absence n’est pas étonnante (Bouthier et al., 2014; Lahmar,
2010; Singh et al., 2020), ceux-ci étant sensibles a tout travail du sol (Bouthier et al., 2014; Gérald et
al., 2011). Enfin, la présence marquée de juvéniles pourrait indiquer une capacité de reproduction et
de régénération notable des populations lombriciennes (Torppa et al., 2024).
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Ces résultats inattendus pourraient résulter de certaines limites du protocole. Lefficacité de I'extractant
pourrait varier selon les conditions du sol. Par ailleurs, certains vers, n’étant pas totalement remontés
ala surface, étaient capables de s’enfoncer de nouveau lors de la collecte. De méme, de petits juvéniles
pourraient avoir échappé au tri manuel. Un effet de bordure, conjugué a la surface relativement faible
échantillonnée, pourrait aussi limiter la représentativité des observations. Ces hypothéses
méthodologiques pourraient donc expliquer I'absence de différences significatives entre systemes. En
outre, la date d’échantillonnage pourrait avoir influencé 'abondance observée, comme cela a été
rapporté dans I'étude de Rosas-Medina et al. (2010), tout comme les conditions météorologiques au
moment du prélevement, notamment la température et I’humidité du sol (Curry, 2004).

Au-dela des aspects liés a la qualité du sol, il est important de comparer les performances des trois
systemes de culture sous I'angle de la gestion des adventices et de leur impact sur le rendement. Une
étude menée par Lacroix (2024) sur la méme plateforme expérimentale que celle étudiée dans ce
travail, porte sur I'impact de la gestion des trois systéemes de culture biologiques étudiés sur la flore
adventice au cours de la période de culture du mais. Lanalyse conduite sur trois années a montré que
le SAC3 (sans labour), présentait une infestation en adventices plus importante que les systémes
labourés (Lacroix, 2024), constat également rapporté dans la littérature (Krauss et al., 2020; Peigné et
al., 2015), ce qui se traduisait par des rendements en moyenne inférieurs de 45 %. En revanche, bien
que la rotation et le niveau d’apports organiques difféerent entre SAC1 et SAC2, I'auteur rapporte que
ces variations n‘ont pas significativement influencé la composition ni la densité des adventices. Le SdC1
s’est néanmoins distingué par une production de biomasse et un rendement plus élevé, probablement
liés aux apports organiques externes. Ces résultats indiquent que I'intensité du travail du sol constitue
le facteur ayant exercé l'influence la plus marquée sur la flore adventice et les performances de la
culture. L'auteur souligne également que certaines limites observées en travail réduit pourraient étre
liées a une modification de la disponibilité en eau, a une compaction plus marquée du sol ou a un
décalage dans la libération des nutriments (Lacroix, 2024).

Les observations réalisées dans le cadre de ce travail vont dans le méme sens. En 2024, les valeurs de
LER calculées étaient inférieures a 1 pour les deux comparaisons (SdC1 vs SdC2 et SdC1 vs SdC3),
indiquant que les associations froment-féverole ont produit moins par unité de surface que les cultures
pures (Pierreux et al., 2020), confirmant la supériorité du SAC1 en termes de rendement. Or, dans les
associations céréales-légumineuses, les [égumineuses peuvent libérer de I'azote sous forme d’exsudats
racinaires ou via la décomposition de leurs nodules et racines, entrainant généralement un transfert
vers la céréale. Un tel processus aurait pu, dans le cas présent, se traduire par une augmentation du
rendement par rapport a la culture pure (Akchaya et al., 2025; Fustec et al., 2010). Toutefois, I'absence
d’apports d’engrais exogénes en SAdC2 et SAC3 a probablement contribué a leurs rendements plus
faibles par rapport au SdC1, limitant également le retour de carbone organique au sol via les résidus
de culture. En 2025, bien qu’il n‘ait pas été possible de calculer le LER, les résultats montrent des
différences significatives entre les trois systémes, avec une tendance favorable au SdC1 et une
performance la plus faible pour le SdC3. Cette comparaison doit toutefois étre nuancée, car dans le
SdC2 et le SAC3, le froment était cultivé en association et l'association avec le pois contribue a
augmenter le rendement total.
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7. Conclusion et perspectives

Ce travail avait pour objectif d’évaluer I'impact global de trois systemes de culture biologique sur la
qualité des sols agricoles dans le cadre de I'essai systéme SYCBIO du CRA-W : un systéme de référence
basé sur des pratiques biologiques courantes (SdC1), un systéeme innovant autonome sans apport
externe de matiere organique (SdC2) et un systeme d’agriculture biologique de conservation (SdC3).
Létude s’est appuyée sur une approche intégrée combinant indicateurs physiques, chimiques et
biologiques, afin de relier les pratiques mises en place a la qualité du sol et aux services écosystémiques
clés tels que la prévention de |'érosion, le stockage du carbone, le maintien de la fertilité, la résistance
a la compaction et la conservation de la biodiversité du sol.

Les résultats révelent que le systéme biologique de conservation tend a présenter une stabilité
structurale plus élevée grace a l'accumulation de matiere organique en surface, qui soutient la
formation d’agrégats stables ; cela renforce la résistance a la battance et limite I'’érosion. Du point de
vue du stockage du carbone, le systeme sans labour ne stocke pas davantage de carbone : les trois
systémes en stockent globalement autant a I'échelle de I'ensemble du profil pédologique, I'éventuel
avantage de SdC3 se limitant aux couches superficielles. Par conséquent, d’un point de vue climatique,
aucun gain net de séquestration n’est observé a I'échelle du profil, dans les conditions pédoclimatiques
et culturales de cette étude.

Du point de vue de la fertilité chimique, aucun systéme ne se démarque clairement et le pH reste
favorable. En revanche, les teneurs en phosphore, potassium et calcium sont globalement au-dessus
des valeurs de référence. De tels dépassements peuvent accroitre le risque d’eutrophisation (cas du
phosphore) et, par antagonisme entre nutriments, induire des carences (cas du potassium et du
calcium). Malgré les apports exogénes d’azote dans le SAC1, I'azote total de ce dernier n’excéde pas
celui de SAC2 ; cette observation confirme l'effet des légumineuses via la fixation symbiotique. Les
systemes labourés (SAC1 et SAC2) possédent une répartition plus homogéne des nutriments, tandis
gue le systéme en non-labour (SdC3) concentre davantage de nutriments en surface.

Sur le plan de la compaction du sol, le SAC3 (non-labour) présente une densité apparente plus faible
en surface. En revanche, a I’horizon intermédiaire (10-25 cm), les valeurs atteignent, voire dépassent,
le seuil critique, ce qui peut a terme limiter I'enracinement ; a ce niveau, les systémes labourés
permettent une meilleure gestion de ce probléme grace a une meilleure aération du sol par le labour.
Enfin, I’horizon profond présente une densité supérieure et similaire dans tous les systemes.

Parallelement a la hausse du contenu en matiere organique, la vie du sol est renforcée dans le sol de
surface du SAC3. L'activité enzymatique et 'abondance bactérienne y sont plus élevées, allant de pair
avec des agrégats plus stables qui offrent un habitat propice aux micro-organismes et un milieu riche
en substrats énergétiques, en cohérence avec une teneur en carbone organique et un rapport carbone
organique/argile plus élevés, ce qui refléte la stratification verticale du carbone organique dans le profil
pédologique. Cependant, aucune différence significative n’a été observée entre les systémes ni pour
les populations de vers de terre ni pour la respiration microbienne.

Il est important de souligner que SYCBIO étant un essai systeme, les résultats obtenus peuvent étre
influencés par des biais liés aux rotations culturales spécifiques et aux pratiques culturales en
interaction mises en place dans chaque systéme (fertilisation, rotation culturale, travail du sol). Ces
interactions rendent difficile I'attribution exclusive des effets observés a un seul facteur isolé tel que le
travail du sol ou l'intégration des légumineuses.
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Enfin, les résultats mettent en évidence un compromis entre I'amélioration de la qualité du sol et la
performance agronomique. Lagriculture biologique de conservation présente des bénéfices
environnementaux significatifs (prévention de I"érosion, activité et abondance biologique renforcées),
mais rencontre des défis en termes de gestion des adventices et de rendement. A l'inverse, le systéme
« business as usual » démontre une meilleure productivité mais reste limité quant a I'amélioration
globale des indicateurs de qualité du sol.

Ce travail souligne la nécessité d’évaluer ces systemes a plus long terme afin de confirmer les tendances
observées et d’identifier les leviers agronomiques susceptibles de concilier qualité du sol et
performance productive. Une attention particuliere devra étre portée a la gestion de la compaction en
systémes sans labour ainsi qu’a 'optimisation des rotations pour soutenir la productivité et la maitrise
des adventices. Il conviendra en paralléle de recalibrer localement les seuils du ratio carbone
organique/argile afin d’affiner le diagnostic de vulnérabilité structurale. Pour dissocier les effets du
travail du sol et des apports, il sera pertinent d’intégrer un traitement « non-labour + fertilisation ».
Enfin, lintégration d’approches socio-économiques (bilans technico-économiques) permettra
d’évaluer dans quelle mesure les pertes de rendement des systémes innovants affectent la rentabilité
des exploitations.
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8. Contribution personnelle

Ce travail s’inscrit dans le cadre de I'essai SYCBIO, qui explore des systemes de culture permettant de
conserver une rentabilité économique tout en excluant I'élevage et les cultures légumiéres.

Jai tout d’abord collecté et conditionné les échantillons de sol destinés aux différentes analyses :
stabilité structurale, densité apparente, analyses chimiques, mesures d’activité enzymatique, de
respiration et d'abondance microbienne, ainsi que les préléevements et le conditionnement pour I'étude
des vers de terre. J'ai réalisé le conditionnement et les manipulations liés aux analyses biologiques
(activité enzymatique, respiration et abondance microbienne) dans les laboratoires du batiment de
biologie végétale (BV) de la faculté, et celles concernant la stabilité structurale ainsi que le
conditionnement des échantillons pour les analyses chimiques et le conditionnement des vers de terre
dans les laboratoires du batiment Arthur Petermann (CRA-W). Pour I'abondance bactérienne, la lecture
des plaques a été effectuée au batiment la Quintinie du CRA-W.

Les analyses chimiques ont été confiées a deux laboratoires provinciaux. Au sein du CRA-W, le
comptage et lidentification des vers de terre, la préparation de la solution extractante
AITC/isopropanol, la transmission des données de rendement, la fourniture du carnet de champs ainsi
que le calcul de l'indicateur Wend a partir des résultats de I'analyse de stabilité structurale ont été
assurés par différents membres de 'équipe.

Jai ensuite préparé et traité 'ensemble des données, puis réalisé I'analyse statistique de tous les
indicateurs (physiques, chimiques et biologiques) et élaboré la matrice de corrélation sous RStudio®.
Enfin, j'ai interprété les résultats et rédigé ce rapport.
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Annexes

10.

Plan rotation SYCBIO 2019-2025
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Annexe 2 : Carnet de champs 2025

Domaine Gemblouk Le 13-06-25
INTERVENTIONS PAR PARCELLE
Parcelle ; Lirous 34 - GC biol sde2 Interventions : Realisées
Culture = Orge 2 rangs Printernps Campagne 2005
Surlace : 0,27 ha
Culture interm édisire ;. SIE
12.12.24 - Broyage des résidus - 0,27 ha - Réalisée
Agora Diase Quantitd Main d'oeuwre Durda Matdrial Durde
0,00 Leroy Broyeur KUHN BPR 2B
Tracteur MH TE155 Full

MaD - Tempéralure 1 °C, Hygroemeirie 81 %, Précipilation & 3 jours 1 mm, Direction du venl Nord, Vieesse du vent 4 Kmih,
Culture principale : Orge 2 rangs Printemps.

12:12-24 - Labour - 0,27 ha - Réalisée

Agara D CQuuantitd Main d'oeuwre Durda Matrial Dumda
0,00 Mundle Triacteur NH TEL155
Puluz
Charnue POTTINGER 4
5005
Commentaire : labour leger 17 cm
Mébén - Tempéralune 1 *C, Hygroméirie 91 %, Précipilation & 3 jours 1 mm, Direction du vent Nord, Vitesse du veril 4 Emih.

07-03-25 - Semis classigue - 0,27 ha - Réalizée

Agpra D Quantitd Main d"oeuwre Durda Marrial Dure
RGT Planet BIO 170,00 46,33 kg erkulsl Cutil froneal JADIM (Mew)
Combing semis ELUHN
erila
Tracteur MH TE.155 Full

08-04-25 - Désshrbage mécanigue - 0,27 ha - Réalizéde

Appra Diese Quartité || Main d'oewre Durde Makriel Durte
0,00 Bierlail Tracteur DEUTZ
erlulsl .fbgrnn'ﬂn

Herse érile Treler B20

Domaine Gembloux

Le 13-0B6-25
INTERVENTIONS PAR PARCELLE
Parcelle : Liroux 34 - GC biol sdc2 Interventions : Realisées
Culhura : SIE Campagne 2025
Surface : 0,27 ha
12-12-24 - Broyage des résidus - 0,27 ha - Réalisée
Appro Dase Quantité Main d'oeuvre Durée Matériel Durée
0.00] Leroy Broyeur KUHN BPR 28
Tracteur NH T6.155 Full

Météo : Température 1 *C, Hygromeétrie 91 %, Précipitation & 3 jours 1 mm, Direction du vent Nord, Vitesse du vent 4 Kmih.



Domaine Gemblou: Le 13-06-25
INTERVENTIONS PAR PARCELLE
Parcelle : Liroux 34 - GC bio2 sdc1 Interventions : Réalisees
Culture : Froment Hiver Campagne 2025
Surface : 0,27 ha
28-10-24 - Labour - 0,27 ha - Réalisée
Appro Dose Quantite Main d'oeuvre Durée Mateériel Durée
0,001 Ghys Tracteur DEUTZ
Agrotran
Charrue VYOGELENOOT
5 s0Cs
Meétéo - Température 12,5 °C, Hygrométrie BS %, Précipitation & 3 jours 1 mm, Direction du vent Sud-Ouest, Vitesse du vent 4 Kmih.
28-10-24 - Semis classique - 0,27 ha - Realisée
Appro Dose Quantité Main d'oeuvre Durée Matériel Durée
Christoph 160,00/ 43,45 kg Murylle Outil frontal JADIN (New)
Tracteur MF 7619
Combing semis KUHN
Venta
Météo - Température 12,5 °C, Hygrométrie B9 %. Précipitation & 3 jours 1 mm, Direction du vent Sud-Ouest, Vitesse du vent 4 Kmih.

18-02-25 - Epandage organique - 0,27 ha - Réalisée

Matériel

Durée

Tracteur MH T5-110
Distributeur RAUCH Aero

Mateériel

Durée

Tracteur MH T6.155 Full
Houe rotative EINBOCK

Matériel

Durée

Appro Dose Quantité Main d'oeuvre Durée
Biogreen 10 (10-3-1) 580,00 160.24 kg Verhulst
Leray
Genan
05-03-25 - Désherbage mécanique - 0,27 ha - Realisda
Appro Dose Quantite Main d'oeuvre Durée
0,00 Verhulst
20-03-25 - Désherbage mécanique - 0,27 ha - Réalisée
Appro Dose Quantité Main d'oeuvre Durée
0,00 Bienfait
Verhulst

Tracteur JOHN DEERE
6130R
Herse étrille Trefler 620
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Domaine Gembloux

Le 13-06-25
INTERVENTIONS PAR PARCELLE
Parcelle ; Liroux 34 - GC biod sdc3 Interventions : Realisées
Culture - Colzs CEIITIFIElgI'IE 2025
Surface : 0,27 ha
03-09-24 - Epandage organique - 0,27 ha - Réalisée
Agora D Cuantité Main d'oeuvre Durde Makrial Dume
Furnir die bowins compaslé 20,00 401 TiLekug ETA TiTracteur G258
Wertulsl
Métén - Tempéraiure 17,6 *C, Hygomélne B5,5 %, Prscipitation & 3 jours 4 mm, Direction du vent Nord, Vitesse du vent 2 Kmdh.
03-08-24 - Déchaumage - 0,27 ha - Réalisde
Agpra D Cuantitéd I Main d'oeuvre Durde Makrial Dume
0,00 Ghys Tracteur DEUTZ
Agrotran
Déscaurieur dens
JaDIN
Métén - Tempéralune 17,6 *C, Hygromeétia B5,5 %, Pracipitation & 3 jours 4 mm, Direction du vent Nord, Vitesse du venl 2 Kmh.
16-08-24 - Travail de swrface - 0,27 ha - Réalisde
Agara D Quuarntité Main d'oeuvre Durde Maiérial Dumbe
0,00 Ghys Tracteur MF 7619

Cormbiing semis KUHMN
werna

Mébés - Tempéralue 10,5 *C, Hygrométie 85,5 %, Précipitalion & 3 jours O mm, Direction du vent Nord, Vitesse du venl O Kmvh,

17-08-24 - Semis direct - 0,27 ha - Réalisde

Agpra D Cuarntité Main d' oeuvre Durde Makrial Dumbe
Aurakt 0,70 0,18 kg Bienlail Trémmie rontale KLUHN
Fesverolle de prirmesmgps 70,00 18,88 ky Semor Protatype 1
Colra 7,00 1,80 kg Tracteur JOHM DEERE
Le il 20,00 6,42 kg G130R
Mo - Tempéralune 12,5 *C, Hygrométie B3 %, Précipilation & 3 jours 0 mm, Direction du et Mond, Vitesse du vent 8 Kmif.
230824 - Traitement phylosanitaine « 0,27 ha - Réalisée
hgara D Cuuartitéd Main d' e Duirde Makrial
Fesrex R 5,00 1,36 ki Genon
Métén - Tempéralung 15,5 *C, Hygromélrea B9 %, Précipilation & 3 jours 1,2 mm, Direction du vent Sod, Vilesse du venl B Ko,
30-08-24 - Trailement phylosanitaine - 0,27 ha - Réalisée
Agara Dise guartité || Main d'osuwre Durde Matériel
Fesrex R 2,E33 0,77 ky ”G-efm
Mo - Tempéralune 10 °C, Hygram e B4 36, Précipitation & 3 jours 4,4 mm, Direction do sen Sod-EsL, Vitesse du wer 9 Kmh.
05-03-26 - Desherbage mécanigue - 0,27 ha - Réalisée
Agora Dese Quanting Main o' oeuvre Durdsa Matrial Dura
0,00 Wertulsl Bineuse CARRE Ecaméel
Breise am
Tracteur JOHN DEERE
B130R
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Domaire: Gembioux

Le 13-06-25
INTERVENTIONS PAR PARCELLE
Pargelle : Lirous 34 - GC biod sdc Interventions : Realisées
Culture - Pomme de leme Consommatian CEI‘I‘IFIEQI‘IE 2005
Surlace : 0,27 ha
Cultwre intermédiaire :  SIE
03-08-24 - Semis classigue - 0,27 ha - Réalisée
hgpra Dse Cuuantitd Main d'oeuvre Durdea Matrial Durde
KMouarde BIO 6,00 1,62 kg Munyile Cutil frantal JADIN {Mew)
Phacdlie 6,00 1,62 kg Combing samis BLHN
erila
Tracteur MH TEASS Full
Mitam - Tempéralune 17,6 *C, Hygométie BS,5 %, Pracipitation & 3 jours 4 mm, Direction du vent Mord, Vilesse do venl 2 Kmdh.

12:12-24 - Broyage des résidus - 027 ha - Réalisée

hgpra D Cuuantitd Main d'oeuvre Durda Matrial Durde
0,00 Leroy Broyeur KUHN BPR 28
Tracteur NH TEASS Full
KMétén - Tempéralune 1 *C, Hygromeirie 81 %, Précipilation 4 3 jours 1 mm, Direction du vent Nord, Vitesse du ver 4 Kmih.
Culture primcipae : Pomme de lerre Consommation
12-12-24 - Labour - 0,27 ha - Réalisée
hgpra Dase Cruantitd Main d'oeuvre Durdea Matrial Dumte
0,00 Ghys Tracteur DEUTZ
Agrotran
Chamue VOGELANDOT
& s0e5
WeLén - Tempéralune 1 *C, Hygromeirie 51 %, Précipilation 4 3 jours 1 mm, Direction du vent Nord, Vitesse du ver 4 Kmih
18-02-25 - Epandage organigque - 0,27 ha - Réalisée
fgpra Diase Quuantitd Main d'osuvra Durda Matrial Dumda
Biogresn 10 (10-3-1) 280,00 238,02 kg werhulsl Tracteur NH T&110
Leroy Distributeur RAUCH Asro
Genon
02-04-25 - Trawail de swrface - 0,27 ha - Réalisée
hgpra D Cuuantitd Main d'osuvre Durda Matrial Duma
0,00 Werhulst Cuitil frontal JADIM {MNew)
Tracteur DEUTZ
Agrotran
Herse rotative KLHN
HR 304
Commentaire © ravail superficiel pour desherber et Taux semis
07:04-25 - Fertilisation minérale - 0,27 ha - Rialisée
hgpra Diase Cuuantitd Maifi d'oeutvra Duirda Matrial Dua
Patentkali 150,00 40,57 kg werhulst Ouilil frontal JADIM (Mew)
Tracteur DEUTZ
Agrotran

Herse rotative KLUHN
HR304
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Domaire Gembdoux

Le 1306-25
29.04.25 . Décompactage - 0,27 ha - Réalisée
Agora Dresa Quantitg I Main d'oeuvre Durda Mardrial Dure
0,00 Charles Tracteur DEUTZ
Agrotran
Deéchaumeur dems
JADIN
20.04-25 - Travail de swrface - 0,27 ha - Réalisée
Agora Dresa Quanting I Main d'oeuvre Durda Mardrial Dure
0,00 Charles Cuitil frantal JADIM {MNew)
Tracteur MF 7619
Herse rotative KLHN
HRI04
Rouleau Cambridge
ASKEL
28:0-25 - Plantation = 0,27 ha - Réalisde
hgara D Cuantitd Main d'omivre Durda Matrial Dumda
Tentation 0,00 kg Al as Planteuse CHECCI &
Dieesiie MAGLI
Les Tracteur KUBOTA
4072
049:05-25 - Buttage = 0,27 ha - Rialisde
Agara Dese Quartitd || Main d'oeuvre Durde Matriel Dure
0,00 Wertulsl Butteuse POT GRIMME
GH
Tracteur MH T&110
15-05-25 - Buttage - 0,27 ha - Riéalisée
hgara Diase Cuantitd Main d'osuvre Durde Matrial Dumde
0,00 Werhulsl Butteuse POT GRIMME
GH
Tracteur NH TE-110
Commentaire @ passage deherbage
Domaine Gembloux Le 1306-25
INTERVENTIONS PAR PARCELLE
Parcelle : Linous 34 - GC biod sde Interventions : Realisées
Culture = SIE Campagne 2025
Suiface - 0,27 ha
03-08-24 . Semis classique - 0,27 ha - Réalisde
Agpra Diese Quantitd Main d"oeu e Durde Marrial Dure
Maiitarde BIO 6,00 1,62 ki M undle Ouili] Frorital JADIM M e
Phacslie 6,00 1,62 ki Combing semis ELUHN
Verna
Tractewr NH TEASS Full
IliLen - Tempéralune 17,5 *C, Hygromélie B5,5 %, Précipilation & 3 jours 4 mm, Direction du vent Mord, Vilesse du venl 2 Kmdh,
12:12-24 » Broyage des résidus - 0,27 ha - Réalisie
hgpra Diase Cuantitd Main d'oeuve Durda Matrial Dumda
0,00 Leroy Broyeur KUHN BPR! 26
Tracteur NH TE1SS Full

Tempéralung 1 °C, Hygromeirie 81 %, Précipilation & 3 jours 1 mm, Direction du venl Mord, Vitesse du veril 4 Kmih
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Domaire: Gembloux

Le 13-06-25
INTERVENTIONS PAR PARCELLE
Parcelle : Litous 34 - GC bio§ sde3 Interventions : Realisées
Culture - Frorment pois Campa 2005
Surface - 0,27 ha Ragne
28-10-24 - Déchaumage - 0,27 ha - Réalisée
hgpra Dase Cuuantitd Main d'oeuwre Durda Marial Dumde
0,00 Werhulsl Tracteur MH TE.1556
Puluz
Dechaurmeur dems
JanimM
[T Tempéralung 12,5 *C, Hygromélie B9 %, Précipilation & 3 jours 1 mm, Dirsction do sent Sod-Owes), Vitesse du vert 4 Km'h.
28.10-24 . Semis classigue - 0,27 ha - Réalisée
Agpra Diese Quantitd Main d"oeu e Durde Marrial Dure
Chrislaph 140,00 37,78 kg M undle Ouili] Frorital JADIM M e
Fresngd 80,00 21,59 kg Tracteur MF 7619
Cormbiné semis KUHN
Weria
IliLen - Tempéralune 12,5 *C, Hygromélie B9 %, Précipilation & 3 jours 1 mm, Direction du vent Sud-Owast, Vitesse du vent 4 Km'h.
05:03-26 » Desherbage mécanigue - 0,27 ha - Réalisée
hgpra Dase Cuantitd Main d'oeuwvre Durda Matrial Dumda
0,00 werhulst Triacteur NH TE1SS Full
Howe ratative EINBOCK
20.03-25 - Désherbage mécanigue - 0,27 ha - Réalisée
Agpra Diase Quuantitd I Main d'osuwve Durda Matdrial Dusba
0,00 Biarilal Tracteur JOHN EERE
Werhulst

61308
Herse érile Treler B20

68



Domaine Gembloux

Le 13-06-25
INTERVENTIONS PAR PARCELLE
Parcelle ; Linoux 34 - GC biod sdc2 Interventions : Realisées
Culture = Colza CH'T'F'E'H"E 2025
Surlace : 0,27 ha
03-08-24 - Epandage organigque - 0,27 ha - Réalisée
Agora Dese Cuarnfité Main d'oeuvre Durde Marial Dumte
Furnir die bowins compasis 20,00 538t TiLekug ETA TiTracleur 62158
wertulsl
Métén - Température 17,6 °C, Hygrométie B5,5 %, Précipitation & 3 jours 4 mm, Direction du vent Mord, Vitesse du venl 2 Kmih.
03-08-24 - Déchaumage - 0,27 ha - Réalisdée
Agpra Dese Cuarntitéd I Main d'oeuvre Durde Marial Dumte
0,00 Ghys Tracteur DEUTZ
Agrofan
Dechaurer ders
JaDIN
Wlétén - Tempéralure 17,6 *C, Hygrométie B5,5 %, Pracipitalion & 3 jours 4 mm, Direction du vent Mond, Vitesse do venl 2 Kmih.
16.08-24 - Travail de surface - 0,27 ha - Réalisée
Agara Dase Quantitd Main d'oeuvra Durde Mamrial Duste
0,00 Ghys Tracteur MF 7619

Cornbiing samis KUHMN
Werla

Mbée - Tempéralure 10,5 *C, Hygrométie 85,5 %, Précipitation & 3 jours O mim, Direction du sant Mord, Vitesse du venl § Kirvh,

17-08-24 - Semis direct - 0,27 ha - Réalisde

Agpra Dese Quarfité Main d'oeuvre Durde Makdrial Duste
Aurakt o, 70 0,19 kg Bierilail Trérmie rontale KUHN
Feveralle de primemgs T0,00 18,83 ky Semor Protatype 1
Colza 7,00 1,88 kg Tracteur JOHM DEERE
Lertille 20,00 5,38 kg 61308
Wlédn - Tempéralure 12,5 *C, Hygrométie 83 %, Précipitation & 3 jours 0 mm, Direction do ser Mond, Yitesse do vent B Kedd.
23.08-24 - Traitement phytosanitaine - 0,27 ha - Réalisée
Agara Desa Cuuarnftitd Main d'oevre Durda Mamrial
Ferrex R 5,00 1,35 kg GEnon
Métén - Tempéralure 15,5 *C, Hygromeélie B9 %, Précipitation & 3 jours 1,2 mm, Direction du vent Sud, Vilesse du venl B Krvh.
30-08-24 - Traitement phylosanitaine - 0,27 ha - Reéalisée
Apora Dase guartité || Main d'osuwre Durda Matériel
Ferrex Ry 2,633 0,76 kg ”E-emﬂ
Mdtdn - Tempéralure 10 *C, Hygramm: 84 %, Précipitation & 3 jours 4,4 rmm, Dirsction do vent Sod-EsL Vitesse duver 9 Kmih.
05-03-25 - Désherbage mécanigue - 0,27 ha - Réalisde
Agpra Dixse Quantite Main d'oeuvre Durda Marrial Dure
00 Wertulsl Brieise CARRE Ecamal
Breise Em
Tracteur JOHM DEERE
B1308R
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Domaine Gembloux Le 13-06-25
INTERVENTIONS PAR PARCELLE
Parcelle : Linoux 34 - GC bioT sdc3 Interventions : Realisées
Culture - Onge 2 rangs Printemps Campagne 2025
Surface : 0,27 ha
Culture interm édigire ; SIE
Cultwre principale ; Orge 2 rangs Printemps
046-103-26 - Enfouissement - 0,27 ha - Réalisée
Agpora Dixse Quantite Main d'oeuvre Durda Marrial Dure
0,00 GEnon Dechaurer disques
ELHN
Tracteur NH TEASS Full
07:03-26 » Débchaumage - 0,27 ha - Réalisée
Agra Dase Quantitd || Main d'auwre Durda Matbriel Dusia
00 wertulst Déchaumeur disques
FLAHM
Tracteur MH TE.155 Full
070326 - Semis classigue - 0,27 ha - Réalisée
Agaro Dese quanté || Main domuwe Durde Matriel Dume
RGT Planes B0 170,00 45,58 kg Wertulstl Cutil frontal JADIM (Mew)
Cornbing semis KUHMN
el
Tracteur MH TE.155 Full
08:04-25 - Déssherbage mécanigue - 0,27 ha - Rbalisée
Agara Dase Quarnfitéd I Main d'oeuvre Durde Madrial Dumte
O, 00 Bierilail Tracteur DEUTZ
Wertulstl Bgrotran
Herse élrillie Trefler 620

Damane Gembloux

Le 13.06-25

INTERVENTIONS PAR PARCELLE

Parcalle : Liroux 34 - GO bioT sded
Culiure = SIE
Surface - 0,27 ha

Interventions : Realisées
Campagne 2025

fucune inerdsention su la parodlls
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Domaire: Gembloux

Le 13-06-25

INTERVENTIONS PAR

PARCELLE

Parcelle : Linoux 34 - GC bicd sdc2 Interventions : Real
Coultuire - Frament pais Cam
Surface - 0,27 ha
28-10-24 - Labour - 0,27 ha - Réalisée

Agora Dise Cuantité Main d'oeuvre Durde

000 Glys

Milan - Tempéraluse 12,5 °C, Hygromelie B3 %, Précipitation & 3 jours 1 men, Direction du vent Sud.Oue
281024 - Semis classigque - 0,27 ha - Réalisde

Agora D Quantitg Main d'oeuvre Durda
Chrislaph 126,00 33,74 kg syl
Fresned 72,00 18,28 kg
Mélsn - Tempéralure 12,5 °C, Hygromeétie B3 %, Précipilation & 3 jours 1 mem, Direction du venl Sud-Que

05:03-25 - Déssherbage mécanigue - 0,27 ha - Réalisée

Agpra Dise Cuantitéd Main d'oeuvre Durde
0,00 Vertulsl
20-03-25 - Désherbage mécangue - 0,27 ha - Réalisde
Agara D Quantitd Main d'oeuvra Durde
0,00 Bierilal
Werkulsl

iséps
pagne 2025

Makriel

Dumbe

Tracteur DEUTZ
Agrognan

Chamue WIGELANDOT
5 soes

al, Viesse du vern 4 Kmvh.

Marial

Dusbe

Ouilil frontal JADIM (Mew)
Tracteur MF 7619
Combing semis KUHN
Verila

al, Vilesse du verl 4 Kmdh.

Marial

Dusbe

Tracteur MH TE155 Full
Himies ratative EINBOCE

Matrial

Dusbe

Tracteur JOHMN DEERE
61308

Herse érille Trefer G20
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Domaine Cambloux

Le 13:06-25
INTERVENTIONS PAR PARCELLE
Parcelle : Linou 34 - GC bicd sdel Interventions : Realisées
Culture - Colza Cumpagne 2025
Surfsce @ 0,27 ha
03-08.24 - Epandage organigue - 0,27 ha - Réalisée
Agpora D Quantitg Main d'oeuvre Durda Marial Dura
F i die biskirs compasls 20,00 5341 TiLekig ETA TiTracteur G216
Werhulsl
Mdlén - Tempéralue 17,6 °C, Hygrométie 85,5 %, Précipitalion & 3 jours 4 mm, Direction du vent Mornd, vitesse du venl 2 Kmib.
030824 - Déchaumage - 0,27 ha - Réalisée
Agpra D Quantitd I Main d'oeuvre Durda Matrial Dura
0,00 Ghys Tracteur DEUTE
Agrotran
Deschaumeur ders
JADIN
Matan - Tempéralune 17,5 °C, Hygromeétie B5,5 %, Précipitalion & 3 jours 4 mm, Direction du vent Mord, Vilesse du venl 2 Kmih,
16:08-24 = Travail de surface - 0,27 ha - Réalisée
Agora Dise Cuantitéd Main d'oeuvre Durde Makrial Dume
0,00 Ghys Triacteur MF 7619
Cornbing samis KUHN
eria
Mdldn - Tempéralune 10,56 *C, Hygrométie 85,5 %, Précipitalion & 3 jours 0 mm, Direction du vent Mond, vitesse du venl O Kmib.
170824 - Semis direct - 0,27 ha - Réalisse
Agara D Cuuantitd Main d'oevra Duirda Makrial Dudbe
ArakL 0,70 0,189 kg Bierilal Trérmie rontake KLHN
Feverolle de prirtemps T0,00 18,67 kg Semor Protalype 1
Colza 7,00 1,87 kg Tracteur JOHM DEERE
Lertila 20,00 5,34 kg G130R
Métan - Tempéralune 12,5 *C, Hygromeétie 83 %, Précipilation & 3 jours 0 men, Direction du sen Mond, Vitesse du vent B Kenf.
23-08-24 - Trailemen phylosanitaine - 0,27 ha - Réalisée
Agora Dise Cuantité Main d'oeuvre Durde Makrial
Ferrex Riy 5,00 1,33 kg RN
Mo - Tempéralue 16,6 *C, Hygromstie B9 %, Précipilation & 3 jours 1,2 mm, Dirsdion du vent Sod, Vile=se du venl B Kmoh.
30.08-24 - Traitement phylosanitaire « 0,27 ha - Réalisée
Agaro Dese quanttd || Man dosuwre Durde Mairil
Festes R 2,B3T 0,76 ky ”E-emn
MldLen - Tempéralune 10 *C, Hygrametie 84 5, Précipiation & 3 jours 4,4 mrn, Direction du vent Sud-EsL Vitesse du verl 9 Kmih,
18:02-25 » Epandage organique - 0,27 ha - Réalisée
Agara Dise Cruantité Main d'oeuvre Durde Makrial Dusbe
Biogreen 10 {10-3-1) aa0,00 234, 74 kg Wertulsl Tracteur NH T&110
Loy Distributewr RALICH Aera
Gern
Domaine Gembloux Le 13-06-25
05-03-26 - Desherbage mécanigue - 0,27 ha - Réalisée
Agara D Cuartitd Main d' oeuvre Durde Makrial Dume
0,00 Wertulsl Bineuse CARRE Ecaméel
Bireise 3m
Tracteur JOHM DEERE
G130R
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Annexe 3 : Tableaux de référence pour la classification texturale et chimique des sols (méthode du
CARAH)

a. Classification texturale selon le pourcentage d’argile

<9%
Sableux

=13
Sablo-limoneux

<16
Limen léger a moyen

<30
Limen moyen a lourd

<37
Argileux

>37 |
Argileux lourd J

b. Références pour le phosphore (P) selon la texture et le pH_KCI

Texture Sofs légers Sols moyens Sols lourds
pHun <55 255 <55 255 <55 255
Elevé Img P/100q) >9,0 >10,0 >6,0 >75 >45 >6,0
Bon [mg P/100 g} [EEREEE X1 56 =10,0 3,0 - 6,0 46*-175 2.6*-45 36% =60
Bas [mg P/100 gl <51 <b,6 <30 <4b <2,6 <36
*Valeur pvot
c. Références pour le potassium (K), le magnésium (Mg) et le calcium (Ca) selon
la CEC
Indications sur les plages de référence du bulletin du CARAH
Cations Les plages de référence sont calculées en fonction de la CEC,

La mesure de la CEC se fait par la méthode NIR (Infra-rouge), pour autant que I'échantillon correspond
aune zone déja calibrée. Par défaut, c'est la formule : CEC=% d'argile X 0,37+ % CX 2,73

CEC icapacité d'échange eationigue {meqilmg] <5 5a 10 10a 15 15a20 20a25

Potassium 4% (* 3%) mg/100g 52a77 10,43 155 1564233 | 2083311 | 263389
Magnésium 8% (* 6%) de TS 32448 6539,7 9,84145 133194 164 24,2
Calcium 68% 46a 689 9041349 1364203,9 | 18242729 | 2284341

* les valeurs en prairies sont inférieures
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Annexe 4 : Protocole pour I'étude de I'activité enzymatique par la mesure de I’hydrolyse de la FDA

Axis Plant Sciences MACHA OSIPENKO
ULiége - GxABT Lob Protocol

Fluorescein Diacetate Hydrolysis as a Measure of Total Microbial

Activity in Seil

Reference: MOPILOOZ Date of writing: 17/10/2024 Version n®l

Fluorescein diacetate [3',6"-diacetyl fluorescein (FOA)] i= used to determine general microbial activity.
This method is based on a hydrolysis reaction of converting FDA to fluorescein with ubiguitous
enzymes like lipase, protease and esterase {in biochemistry, an esterase is a class of enryme that
splits esters into am acid and an alcohol in a chemical reaction with water called hydrolysis).

Following hydrolysis of FDA, flucrescein is released and can be measured spectrophotometrically.

1. MATERIAL (TOOLS AND REAGENTS)

Reagents

Phozphate buffer pH 7.6

Aceton pure Lot 422114003

Fluorescein diacetate (Sigma-aldrich) Lot ¥ MKCCE3A6 powder form
Fluorescein (Sigma-aldrich)} powder form

Tools

Precizion scale

Falcon tubes 50 mL (M per sample + 2 tubes for FDA solutions)
Incubator shaker

Sonicator

Aluminium for covering 4 Falcon tubes and 1 Eppendorf tube
Black microplate

Spectrophotometer microplate reader (eg. Tecan)

Before starting

Prepare phosphate buffer pH 7.6 (needs autoclaving step).

2. METHOD

EDA test

1} Prepare soil solution

Weigh 1,250 g of soil into a 50 mL Faleon tube
= Add 20 mL of phosphate buffer

Ul 52004 1’5
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Axis Plant Sciences MACHA OSIPENKO
ULieége - GxABT Lob Protocol

+  Shake for 10 min, 335 rpm
* Spnicate for 2 min
* Shake for 5 min

2) Prepare FDA solutions

FDAL Stock solution (5 mg/mL):

+  Weigh 50 mg of FDA into 2 1,5 mL Eppendorf tube, add 1 mL of acetane and then transfer to
50 mL Falcon tube coverad with aluminum
+  Add 3 mlL of acetone to dissalve

Store at 4°C, protecting from light.

FDAZ solution (FD 25x, 0.2mg/mL) [prepare fresh for each use):

Inte a 50 mL Falcon tube covered with aluminum add as follows:

4,8 mL phozphate buffer
4.8 mL acetane
400 ul FDAL stock solution

3} Fill the black microplata

* For each sample (Test) repeat at least 4 times {minimum 4 wells)
*  For Blank repeat at least & times (8 wells)
+  Before taking the soil sample, make sure to homogenize them properly {resuspend all)

Test (1 well) Blank {1 well)
Phosphate buffer 195 ulL 2200l
Soil sample 25ul
FOAZ2 solution 30 uL 30uL

4) Read fluorescence

Inzert the plate into the spectrophotometer plate reader (eg. Tecan). Measure the fluorescence
every 5 min for 2 hours. Excitation wavelength 435 nmi, emission wavelength 535 nm, Gain 20.

152008 a3

75



MACHA OSIPENKO
Lab Protocol

Axis Plant Sciences
Uliege - GxXABT

Calibrati for fl .

1§ Prepare fluorescein solutions:

Stock solution « A » 0.5 mg/mlL:

+  Weigh 6,7 mg (0,0067 g} of fluorescein in Eppendorf 1,5 mL tube covered with aluminium

+  Add 1 mlL of aceton

* Tranzfer all the solution from Eppendorf tube into a 50 mL Falcon tube with 12,4 mL of
aceton, covered with aluminium

Store at 4°C, protecting from light.

Solution « B » DF 40X, 0,0125 mg/mL:

Prepare fresh for each use.

*  Take 200wl from solution A& into a 7,8 mL of aceton in a 50 mL Falcon tube

If needed make solution « € » DF 800X (from sol A), 0,625 ug/mlL:

+  Take 500 ul from salution B into 2 9.5 mlL of aceton in a 50 mL Falcon tuve

2} Fill the black microplate

= Make in triplicate each condition (2 wells per condition)

+ Before taking the soil sample, make sure to homogenize it properly {resuzpend all)

* Before doing the calibration curve, measure fluorescence of a known guantity of solution A
and B (Cif done). Cheose ane salution for calibration curve.

*  Final volume of the well should always be 250 ulL

Exemple :

1 [well)

2 (well)

3 (well)

4 {well}

5 {well)

Phosphate buffer {uL)

225

220

210

205

152024
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Axis Plant Sciences MACHA OSIPENKO

5
Uliege - GxABT Lab Pratecol
con ¥ deaine Colbepiioncurve § v BMAT @ X
ELLAT F LY
o0 .
Sl g o LIE
Hurridity % a1 ) LE-EETLE ]
[ s
FDWA results
Oy 130 et bation
AHID
Sl pample 1 1 [ [ ¥
Sampie fuormumin 7] 143 197 18 5] parmpia . i B 558 33
_mﬂi'll.ﬂm-m 1323 112 1461 im0 k1l
B o] 1 o 2113 0,183 o airy] ) reeci=00sceen sroe: 2eRsm4a7
concanirstion mchiul ) = 13 } bl GRS 36wl of FDA
Fp—— a.0o9 000 ooar 2,011 ooy :I
Sampla jumoh| (20red of basFer armaplants 30 el o sl TR0 el 0 ) evedll Pl S LY sl ) ek
i = 0.8 T 0188 a2t o114 - ) ;-;.q.u ) e
o i el durrg]
il e b by 4 097 TS 0875 aaTs DATS )
Sampie fomeat iy oy om | a5eEs6es 1 BEREEOS  LASRMEOS  DIMNSESS  LISTEEOS ) SPLLLES RS ML i e ATRrRAad
Mﬂﬁﬂmtﬁ S095M0% 004207 008891831 O11451%09 O 11187388
Sﬂp‘lfmh"ﬂ'rmw SA3W193N OOLIENIN  O01FLETHDY DONTEESE D ONI0PE0A
Harderd drestion [=l:k )

Fig. 1. Calculation of the conversion from FDA hydrolysiz activity (measured in OD units) to the

production of umoles of flucrescein per gram of sail per hour.

Composition of buffers
Bhosphate buffer pH7 &

Inte a Schott bottels of 1 L:

87g | KHPO,

13g KH:POs

Wait until the powder is dissolved with an aid of a magnetic stirrer

Adjust the pHta 7.6

800 mL | Disstilled water

200mL | Disstilled water

Auteclave for 20 min at 120°C

32024 4%

3. REFERENCES

¢  Protocol from Caroline De Clerck



Annexe 5 : Protocole d’étude de la respiration microbienne dans le sol et méthode de calcul (Campbell
et al., 2003; Rowell, 1995; The James Hutton Institute, 2019)

Protocole MicroResp

1 Principe
« MicroResp a été développée par Campbell (Campbell et al., 2003) pour mesurer I'évolution du CO2
sur une courte période de temps {4-6 h).

Il s"agit d'une technologie basée sur F'utilisation d'un indicateur coloré (Rouge de crésol) qui change
de couleur avec le changement de pH : il passe du rose au jaune, quand le pH devient plus acide.

Le rouge de crésol est préparé dans un milieu d’indication contenant du bicarbonate de sodium.
Lorsque du CO2 réagit avec le bicarbonate de sodium contenu dans le milieu d'indication selon
I'équation suivante et le schéma ci-dessous, le pH du milieu d'indication décroit et le rouge de crésol
change la couleur de ce dernier, ce qui permet de doser la quantité de CO2 qui a réagi avec le milieu
d‘indication (Rowell, 1995) :

CO: (gas) + H20 + HCO3: ¢ 2C0: ¥ + 3H°

Indicator gel Detection-well
Purified Agar
25 mM
150 mM KCI roResp™
12.5 pg mi' Cresel Red :.': with air
hole
Alrspace |
Deep-well
Soll + C source

Meéthode colorimétrigue Microresp de mesure du CO2 libéré d’un échantillon de sol

(“Science behind MicroResp™,” 2019)» (TFE SAMAD IDI-ISSA, 2022).
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2 Echantillons de sol

21  Prélévements

2.2 Préparation
1. Tamiser, a 'aide d'un tamis de maille 2mm, chagque échantillon afin de retirer les racines et
les pierres.
= Laisser stocker & 4°C les échantillons de sol prélevés quand ils ne sont pas utilisés
2. Echantillonner une partie des prélévements de sol tamisés afin d’avoir des échantillons de
taille adéquate.
3. Déterminer la teneur en humidité de chaqgue échantillon de sol
Pour ce faire :
a) Prélever une partie de I'échantillen (minimum 10 g) qui servira d'échantillon martyr,
celui pourra étre séché afin d'en connaitre la masse séche
b) Peser I'échantillon de terre fraiche - masse fraiche martyr
c) Sécher I'échantillon au four & 105°C pendant minimum 48h
d) Peser I'échantillon aprés séchage > masse séche martyr
e) Calculer la proportion d'eau dans le sol frais :
a. % Poids sec par unité de sol frais = (masse séche / masse fraiche)*100
b. Teneur en eau du sol frais (%) = 100 - % Poids sec = % eau par unité de sol
frais
4. Déterminer la capacité maximale de rétention d’eau de chague échantillon de sol exprimée
en pourcentage de sol sec (copacité des particules d’'un sol a retenir physiquement le
moximum d'eau contre lo force de la gravité, per unité de poids sec)
a) Placer laterre séche dans un gobelet en plastique perforé dans le fond a |'aide d'une
aiguille.
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b)
c)

d)

Placer le pobelet dans un bac rempli d'eau. Attendre gue la surface de Féchantillon
soit mouillé et gue Fensemble de la terre soit gorgée d'eau.

Une fois I"échantillon de sol entigrement humidifié, le peser = masse humide
rartyr

Calculer la capacité maximale de rétention d'eau de I'échantillon par unité de sol
sec (%) = [[masse humide — masse séche)/ masse séche)* 100

5. Ajuster la teneur en humidité des échantillons de sol & 30% de leur capacité maximale de
rétention d'eau.

a)
b)

€)

d)

e)

Peser le restant de I"échantillon de sol frais = masse fraiche i étudier

Calculer sa masse séche théorigue a Maide du % de poids sec : % Poids sec * masse

fraiche a étudier = masse séche théorigue (g)

Calcul de la masse d'eau du sol frais : Teneur en eau du sol frais (%) * masse fraiche &

étudier = masse d'eau du sol frais (g)

Calcul de la masse d'eau du sol lorsque celui-ci a atteint 30% de sa capacité maximale

de rétention d'eau : 30%* Capacité maximale de rétention d'eau (%) *masse séche

théorique = masse d'eau du sol 4 30% de la capacité maximale de rétention d'eau
Calcul de la masse d'eau & ajouter au sol frais pour atteindre 30% de sa capacité
maximale de rétention d'eau : masse d'eau du sol & 30% de la capacité maximale
de rétention d'eau - masse d eau du sol frais = masse d'eau a ajouter au sol frais
{1g deaw =1 mi d'eau)

Afin de connaitre le pourcentage de la capacité maximale de rétention d'eau déja

présent dans le sol frais, il suffit de faire de rapport entre la teneur en eau du sol frais

et la capacité maximale de rétention d'eau : teneur en eaw du sol frais (%) / capacité

maximale de rétention d'eau (% de sol sec).

6. Une fois la teneur en eau de Fensemble des échantillons ajustée 4 30% de leur capacité
maximale de rétention d'eau, il suffira de remplir la plague a puits profonds avec les
échantillons a étudier. Pour ce faire, il est nédcessaire d'utiliser le dispositif de remplissage
MicroResp ainsi que la plateau coulissant en plexiglass. Afin d"éviter d"éventuels mélanges
d'échantillons lors du remplissage des puits profonds, il est forterment recommandé de
couvrir les puits vides et ceux déja remplis a Iaide de ruban adhésif et de ne laisser ouverts
gue ceux a remplir.

Chxpeasisf de
s g

Plzacjisi & Pty
Erolomds

Plitess oonlsske o3 phetelon g
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7. Peser la plague a puits profonds aprés chague remplissage d'échantillon. Cette étape
permettra d' obtenir la masse moyenne de sol dans un puit profond et ce pour chaque type
d'échantillon. Cette donnée sera utilisée dans le calcul du taux de CO2 émis.

8. Une fois la plague & puit profond remplie, la recouvrir de parafilm.

2.3 Incubation

Avant de pouvoir mesurer I'activité microbienne des sols, ces derniers doivent étre incubds dans une
etuve pendant 60R & 25°C. || est important que cette incubation se fasse dans une étuve qui permet
de garder une température constante pendant toute la durée de Nincubation.

Lincubation permet de stabilisé les sols & une humidité constante une fois celle-ci ajustée a 30% de
la capacité maximale de rétention d'eau.

3 Protocole de détection colorimétrique de respiration des
microorganismes du sol

3.1 Présentation du dispositif

Dans cette expérimentation, le dispositif expérimental MicroResp sera utilisé afin de quantifier
émission de CO2 de différents types de sols. Ce dernier est constitué d'une plagque a 96 puits
profonds, d'un dispositf de remplissage, d'un plateau coulissant en plexiglass, d'un tapis de
fermeture en casutchoud, & une microplague de détection et d'un dispositif de fermeture en métal.

3.2 Preparation de la micraplague de détection

3.2.1 Preparation de la solution mere indicatrice

1. Mesurer 300ml d’eau déminéralisée et les mettre dans un bécher de 1000mil
Mettre le bécher sur "agitateur magnétigue chauffant et porter la température de I"eau
déminéralisée & environ BO™C.

= /N ne pas dépasser 65°C auguel cas le rouge de crésel sera rendu inutiliseble et i favdro
recommencer g préparalion.

3. Ajouter & I'eau déminéralisée un barreau aimanté et lancer Fagitation & intensité moyennea

4. Ajouter i 'eau déminéralisée chaude : 18.75mg de Crésol BRouge, puis 16.77g de Chlorure de
potassium et enfin 0.315g de Bicarbonate de sodium
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5. Une fois les trods solutés dissous, ajuster le volwme & 1000ml avec de I'eau déminéralisée et
laisser mélanger encore un peu

6. Transférer les 1000ml de solution obtenue dans une bouteille en verre. On y prélévera la
gquantité nacessaire pour la suite du protocole
=¥ Stocker la solution & 4°C & Fobris de fa lumiére. Dons ces conditions, sa durée

d'utilisation peut atteindre les & mois.,
3.2.2 Préparation de la solution d agar purifie 3%

1. Ajouter 100ml d'eau déminéralisée dans un bécher de 100ml, puis 3g de poudre d'agar dans
le méme réci pient

2. Dissoudre la poudre d"agar dans 'eau déminéralisée jusgu’a obtenir une solution translucide,
a l'aide de |"agitateur magnétique chauffant réglé sur 100°C pendant 5 & 10 mim.

3. Apres "avoir transvasée dans une bouteille en verre, faire refroidir la solution d'agar 3%
obtenue en la laissant a Pair libre 1 3 2 minutes tout en la remuant.

4. Ensuite, placer la bouteille dans un bain-marie & 60°C

3.2.3 Preparation de la solution de detection
1. Combiner la solution mere indicatrice et la solution d'agar 3% selon un ratio 1:2 (agar :
indicatrice).
= Préglablement ou mélange des dewx salutions, I faut gu'elles soient d la méme

température. Il fout gonc mettre dons une bouteille en verre o guantité de solubion mére
indicatrice reguise pour e mélange, puls plocer cette bouteille en verre dans le bain marle
& &60°C.

3.2.4 Préparation d'une microplague de détection

L'idéal est de préparer plusieurs microplagues en méme temps, car le taux de réussite n'est pas de

100% et cela permettra 4" avoir plusieurs plagues a disposition afin d"enchainer les expérimentations

si besoin.

1. Alaide d'une pipette, disposer dans chague puit un aligquote de 150ul de |a solution de
détection
= [wiler lo formation de bulle dans le gel lors de Finsertion de la solution indicatrice dons fes
puits,
2. Stocker la microplague dans un dessiccateur fiermé et a I"abris de la lumigre. Flacer un petit
erlenmeayer rempli d'eau et un pot de cristaux de chaux sodée au fond du dessiccateur.
= [e but est de gorder une atmosphére humide dans le dessicooteur tant qu'umne
microplaque ¥ est conservée.
3. Laisser s'équilibrer la microplague pendant 2 jours avant la premiére utilisation.

3.3  Préparation et remplissage de la plague a puits profonds

1. Commencer par lire Fabsorbance de la microplague a 570nm et 3 20°C & I"aide d'un
spectrophotométre du type Thermo Scientific Multi scan Go et sauvegarder les résultats
a AfOw, Ensuite vérifier le % de coefficient de variance (%CoV) afin de savoir si la microplague
est conforme [%CoV < 5%).

i. Formule : % CoV = [écart-type,/moyenne)* 100

Aprés lecture de Mabsorbance, replacer la microplague de détection dans le dessiccateur en
verre jusqu’a |'étape 8.

2. Introduire un témoin positif, une solution de NaHCO3 0.25% dans la 11°™ colonne de la
plague i puits profonds, a raison de 150ul par puit.
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9. Introduire de I'eau distillée, a raison de 300ul par puit, comme témoein négatif (blanco) dans
la 12°™ colonne de la plaque a puits profond.

10. Insérer 150u! d'H2504 30% dans les puits de la 11°" colonne de la plague puits profonds.

11. Une fois la plague a puits profonds complétement remplie, la recouvrir avec le tapis de
fermeture en caoutchouc.

12. Sortir la microplaque de détection du dessiccateur et I'emboiter au dispositif composé de la
plaque a puits profonds et du tapis de fermeture en caoutchouc. Cela doit étre réalisé de
sorte que le micropuit Al corresponde au puit profond A12.

13. Celer le tout a I'aide du dispositif en métal permettant d'assurer |'étanchéité du dispositif
expérimental.

14. Incuber le dispositif pendant 6h a 20°C.

15. Apreés incubation, détacher le tout et immédiatement lire I"absorbance de la microplague a
570nm et a 20°C a I'aide d'un spectrophotomeétre du type Thermo Scientific Multi scan Go et
sauvegarder les résultats « At6».

= Lo microplaque de détection peut étre réutilisée tant que la solution détection n’a pos
séché et qu'elle est retournée & sa couleur et absorbance d'origine.
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Calculs : Extrait du guide MicroResp - Méthode de calcul du taux d’émission de CO2

/Hﬁ. Data Handling

i. Data Transfer and Sorting

Export the filas from the spectropholomeler programme info
an Excel spreadsheel and sort the absorbance (A ) data inlo
a hist format with the Ohr (A10) and Ehr (AlG) data in Sing e
columns alongside each other.

An plaile AN and ARG v GONArTIr

21 | A A0 | ARG
L9 Bz L 1 R |
o N = 3 = B1
c1 [ |
a2 | Az
' Bz | B2
A1 | A2 | A3 c2 | c2
B1 | B2 | B3
cr1|cz|ca 23 | A3
B3 B3
I 3

ii. Hormalisation of Absorbance data

MNormahse the data (Al) for lime & by dividing

the A data by the A, data at time 0 (AtD) and multiply by
the mean of the A, reéading at time O (AtD).

oy MNOfmEMNEs

Ghr dala: Ai = (A1 F AND) = Mean (ALD)




lii. % CO, Calculations
The following formula converts the normalised Ghr data {AiG)
5] ‘}EECI'?:

WCO=A+B/(1+D xAi)
Where A = -0.2265. B = -1.606, D = -B.771

The formula is for a linear-to-lingar (rectangular hyperbola)
slandard curve fit. The paramelars are from a calibration using
Emax Microplate reader (Molecular Devices, USA) using a
wavelength of 570nm. The calibralion was measurod over

Bh, using soils <pH7 and for pathlength (depth of agar) and
concentration of reagents, in the detection plate as described.

N.B. Catbralion aof he speclropholomalar is recommoended a5
measurements differ from model fo model (ses P17

v. O, production rate

The CO, rate is calculated by converting the 8hr % CO, data to
pgighh CO.-C using gas conslants, and constants for incubation
lemperature in °C (T). headspace volume (vol) in the well {ul),
fresh weight (fwl) of soil per well (g), incubation time (hr) and
soil sample % dry weight {(dwt).

The CO. rale (pg CO.-Clg/) is calculated as folkws

S —— e

(mmf_ﬂmm_: vol x (44/22.4) x (12/44) x (273/(273+T) )
soil fwil x (s0il % dwi100)

incubation time

N.B. Headspace volume is mormally §45uf for ouwr standard sel-up
Adjus! according fo manufacturers specificalions for the microplabe
A des el phf&!r&
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Annexe 6 : Extraction d’/ADN (QIAGEN, 2019)

Quick-Start Protocol May 2019
DNeasy® PowerSoil® Pro Kit

Solution CD2 should be stored at 2-8°C upon arrival. All other reagents and kit components
should be stored at room temperature [15-25°C).

Further infarmation

DMeasy® PowerSoil® Pro Kit Handbook: www._qiogen.com/HB-2495
Salety Dota Sheets: www.giagen.com/ safety
Technical assistonce: support.qiogen.com

Motes before starting

Ensure that the PowerBead Pro Tubes rotate freely in the centrifuge without rubbing.
If Solution CD3 has precipitated, heat of 60°C uniil precipitate dissolves.

Perform all centrifugation steps at room temperature [15-25"C).

. Spin the PowerBead Pro Tube briefly to ensure that the beads have seftled af the bottom.

Add up to 250 mg of soil and 800 pl of Selution CD1. Vortex briefly to mix.

Secure the PowerBead Pro Tube horizontally on a Vortex Adapter for 1.5-2 ml tubes (cat.
no. 13000V 1-24]. Vortex at maximum speed for 10 min.

Mote: If using the Vortex Adapter for more than 12 preps simultanecusly, increase the

vortexing fime by 510 min,

Mote: For more information about other bead beating methods, see the "Protocol: Detailed”
section of DMeasy® PowerSoil® Pro Kit Handbook.

3. Cenfrifuge the PowerBead Pro Tube ot 15,000 x g for 1 min.

4. Transfer the supernatant to a clean 2 ml Microcentrifuge Tube (provided).

Mote: Expect 500600 pl. The supernatant may still contain some soil particles.

. Add 200 pl of Solution CD2 and vortex for 5 5.

&. Centrifuge at 15,000 x g for 1 min af room temperature. Avoiding the pellet, ransfer up

— Sample to Insight

to 700 pl of supernatant fo a clean 2 ml Microcentrifuge Tube |provided).
Mote: Expact S00-500 pl.

. Add 600 pl of Seolution CD3 and vortex for 5 5.

00000
00000
QIAGEN
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B. Load &50 pl of the lysate onto an MB Spin Column and centrifuge at 15,000 x g for
1 min.

9. Discard the flowsthrough and repeat step 8 to ensure that all of the lysate has possed
through the MB Spin Column.

10. Carefully place the MB Spin Column into a clean 2 ml Collection Tube (provided). Avoid
splashing any flow-through onio the MB Spin Column.

11. Add 500 pl of Solution EA to the MB Spin Column. Centrifuge ot 15,000 x g for
1 min.

12. Discard the flowthrough and place the MB Spin Column back into the same
2 ml Collection Tube.

13. Add 500 pl of Sclution C5 to the MB Spin Column. Centrifuge at 15,000 x g for 1 min.

14. Discard the Howthrough and ploce the MB Spin Calumn inte a new 2 ml Collection Tube
[provided).

15. Centrifuge at up to 16,000 x g for 2 min. Carefully place the MB Spin Column info a
new 1.5 ml Elution Tube [provided).

14, Add 50-100 pl of Sclution Cb to the center of the white filter membrane.

17. Centrifuge at 15,000 x g for 1 min. Discard the MB Spin Column. The DMA is now ready
for downstream applications.
Mote: We recommend storing the DMA frozen (=30 to =15°C or <90 1o -65°C) oz Solution

Cé does not contain EDTA. To concentrate DMA, please refer to the Troubleshooting
Guide.

For up-to-date licensing information and product specific disclaimers, see the respective
QHAGEM kit handbook or user manual.

Tradamacks: QIASEN", Sorpls 1o Imight®, Dhbeawy®, FowsSeil® [2IASEN Group]. 1117549 057201 & HE2494.003 & 2019 QLAGEN, al gt reserved

Ohrdering www.giogen.com/eonbact | Technical Svpped support.giogen.com | Webslie www.giogen.com
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Annexe 7 : Manuel d’utilisation du NanoDrop 1000 (“nd-1000-v3.8-users-manual-8 5x11.pdf,” n.d.)

5. Nucleic Acids

Mucleic acid samples can be readily checked for conceniration and quality wsing the NamaDrog 1000
Spectropholometer. To mMeasure nuclee scid samples seiect the Nuclec Acid application madule.

Sample Volume Requirements

Field expenance has indicated that 1ul samples are sullicient 1o ensuie accurate and reproducible resulls when
measuring aquenus nucleic ackd samples. However, if you ane unsure abaul your Sample of Your pipellon Bocuracy, a
1.5-2ul sample is recommendad 1o ensure that the liguid samgle column is fermed and the Bght path is completety
oovered by sample.

Measurernent Concenlration Range

The ManaDrep 1000 Specirophotometer will scourately measure dsDHA samples up to 3700 nolul without dilution. Ta
do this, e instrument auiomatically detects the high concentration and uiiizes the 0.2mm pathlength o calculate the
absorbance.

Detection Appro Typical Reproducibarty
Limit Upper Limit imindmuam § repl
| ingi it e
aroo | [0l A
3 zmnrmn] ' sampiz range 2-100 rglul = 2 ngiul
2400 [ss0MA) sample range =100 ngiul: + #%

Unigue Screen Features

[ ep——
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nm-
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- ]
- ——
C N R N ]
s g, TG
e rrere

Sample Type: uwsed to select the (calor-keyed) type of nucleic acid being measured. The user can select "DNA-50° for
dsDMA, 'BMNA-A0 lor RNA, "ssDMA-33" Tor single-stranded DNG, or "Other’ Tor other nudeic acids, The defaull s DNA-
50. IFOther’ is selected, the Lser can select an analysis constant between] 5-150. When navigating amaongst the
three ganeral samgle types within the Nudei Acids madule, (he kst constant value enered within the "Constant’
sample type will be retained. See (he "Concentration Calculation (Beer's Law)” Agpendix for more dedails an this
calcuilation,

L and Als: the user seliecled wavelenglh and cormesponding absorbance. The wavelength can be selected by maving
the cursar of using the upidown anmows i the right of the wavelength box. Noe: The uSer-asacted wavelength and
absorbance ane not ulilized in ary calcuations.

AZE0 10 mm path: shsorbance of the sample a1 2680 nm represenied &s il measured with a comvertional 10 mm path.
Male: This i 10X the absorbance actually measured using the 1 mm path length and 508 the absorbance aetually
measured using the 0.2 mm path length.

AZB0 10 mm path: sample absorbance at 280 nm represented A% il measured with 8 convertional 10 mm path. Note:
This is 10X the absomancs actually measured using the 1 mm path length and 500 the absorbance aciually measured
using the 0.2 mm path length.

26IN2A0: ralio of sample absorbance al 260 and 280 nm. The ratis of absorbancs al 260 and 280 Am s Used 10 AS5ESS
tha purity of DRA and RMA. A ralio of -1.8 is generally accepled a5 "pure” for ONA: & ratio of -2.06 generally
accepled as "pura’ lor RNA. It ralio is apgrecialily lowar in exher case, it may ndicate the presence of protein,
phencl or alher contaminarts thal absor sirongly 81 of near 280 nm. Sea "260(2B0 Ratia” in the Troubleshoating
saction lor mone detals on factors that can allect this ratio.

2BVEI0: ralio of sample absorbance al 260 and 230 ren. This is a secandary measure of nudeic acid purity. The
260¢230 values for "pure” nucleic acd are ofien higher than the respeciive 2600280 vakies. They are commandy in the
range of 1.8-2.2_ If the ratia is appreciably lower, this may indicate the presence of co-purilied conaminanis.

myul: sample conceniration in ng/ul. based an absorbance at 260 nm and the selected analysis constant. Seethe
“Conceriration Calculation (Beer's Law]” in the appendix for mone detals on this calculation.

Spectrum Normalization
The baseling is aulomatically set o the absorbance value of the sample al 340 nm, which should be very meary 2em
absorbance. Al specira are relerenced olf of this 2ero.

St £ Nuckas Ak
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Spectrum Overlay Contral
The user can display mare than ane spectrum in the same display using this leature. The curent sample plol will be
displayed in bold and previcus plots wil be dstinguished by Silerent colors 85 seen in the Tolowing example:

;
s

(EERRRERERE!

-

o s ch e e e R R e He s
eemen

b, AED

} ¢

A

Thi defaull option is 56t 1o cheer the display for the nexl reading. The user may set the overlay control to deer aler
each sample plol, (defaul seting), after each new report, or accumulate plots until prampted 1o clear. The 'Clear Now'
satming will clear all curent and previous plats. When the overay function is sclive, the soltware will aula scale the y-
axis based an the sample with the highest absarbance &t 260 nm. Mate: Whan the sverlay Tunction s active, the Blank’
function daes net clear e axisting overlaid sample specira.
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Annexe 8 : Quantification des populations bactériennes par gPCR

Axis Plant Sciences

MACHA OSIPENKO

Absolute quantification by qPCR SybrGreen
Reference: MOPILO0O3 Date of writing: 30/06/2025 Version n°2

gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction), also called real-time PCR, is a method used to quantify

amplified DNA during each cycle of the PCR reaction.

When performed with SYBR Green, a fluorescent dye, the fluorescence intensity is measured at every

cycle. SYBR Green binds specifically to double-stranded DN, so the fluorescence signal increases

proportionally as more DNA is synthesized.

This allows researchers to monitor the amplification in real time and accurately determine the initial

amount of target DNA.

Absolute quantification in gPCR is a precise method that quantifies the absolute amount of a target

gene by using external standards (plasmid with the gene of interest).

Material (tools and reagents)

- gPCR machine with a 96-well plate (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System, machine at CRA)

- 96-well plate (Hard-Shell PCR Plates, 96-well, thin-wall #HSP9655 BIO-RAD)

- Adhesive seal (Microseal ‘B’ seal, #MSB10C1 BIO-RAD)

- DNA diluted in nuclease-free water at 10 ng/uL

- Primers (10 uM):

Target | Primers | Sequence (5’->3’) Aim
165 341F CCTACGGGNGGCWGCAG | Amplification of Variable region #3 of 16S rRNA,
534R ATTACCGCGGCTGCTGGCA | amplicon size 193 bp
185 FF390 | CGATAACGAACGAGACCT Ampliﬁcaﬁgn of Variables regions #8 and #8 of 18S
FR1 AICCATTCAATCGGTAIT rRNA, amplicon 350 bp
- Plasmids with inserted 16S rRNA or 18S rRNA gene
- Ultrapure water (free of nucleases)
- Enzyme GoTag® qPCR Master Mix (2X) Promega
- PCR strip tubes 0.2 mL
Method

NB: Notes Before Starting

o Disinfect the bench top with 70% EtOH.

e  Wear gloves.
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e Use sterile tips with filters to prevent contamination.

e Keep samples on ice.

e Do not vortex samples containing DNA polymerase (e.g., GoTaqg and reaction mix).

e Use different primers, plasmids, and programs for 16S and 18S.

e Primers made of 20 nt are ideal.

e Use the UV hood for mix preparation (15 min of UVs for surface sterilization).

1. DNA and primers preparation

Dilute DNA to 10 ng/uL with ultrapure water (final volume = 50 pL). No need to check with

Nanodrop.

Dilute primers to 10 uM with ultrapure water (final volume = 100 pL).

2. Mix preparation for DNA & standard curve samples

For 1 sample (ul)

For X+2 samples

H,0 Nuclease Free 3.6
Primer 1 (10 uM) 0.2
Primer 2 (10 uM) 0.2
GoTaqg® gPCR Master Mix (2X) | 5

Final volume 10

Keep all components on ice (H;0, primers, GoTaq)

Protect GoTaq from light

3. Plasmid serial dilutions for standard curve

Make serial dilutions of the plasmid in PCR microtubes with individual caps from 108 to 102 plasmid

copies (final volume = 10 L)
Prepare dilutions in triplicate

4. Filling the Plate

Fill wells with 9 uL of reaction mix, ensuring all is deposited at the bottom.
Add 1 pL of DNA (plasmid or samples) to the mix.

Seal with plastic film.

Centrifuge the plate at 400 rpm for 2 min. The plate is ready for qPCR.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 108 108 108 Rl |R2 |R3 |R1 |R2 |R3
B 107 107 107
c 10° 10° 10°
D 10° 10° 10°
E 10* 10* 10
F 103 103 10°
G
H Negative | Negative | Negative
control | control | control

5. Process results

- Threshold settings are automatically calculated by the qPCR machine. It is possible to change
the value manually while proceeding the results.

- Use only Ct values for the analysis.

- gPCR products can be run on a gel and purified for sequencing if needed.

Analysis on Bio-Rad CFX Software (https://bio-rad-cfx-manager.software.informer.com/). To do,

import the .pcrd file. Check the melt curve plot to access the specificity of amplification. For further

analysis, take out the Cq values and proceed with excel file. For the standard curve, keep only the

values allowing R2 tend to 1.

Open the .pcrd file with QuantStudio software:

e Check Threshold

e Check Negative Control Cq

e Check Melt Curve: if multiple peaks are present, run the product on an agarose gel to ensure
there is only one band.

e Export results in excel
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Annexe 9 : Boxplots du pH (eau) selon le systeme de culture (sdcl, sdc2, sdc3) pour trois horizons de
sol (H_0-10, H_10-25, H_25-50)
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Annexe 10 : Stock et stock cumulé de carbone organique (t/ha), rapport C/N et teneurs en Mg, Ca et

masse de sol cumulée (t/ha)
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Annexe 11 : Composition granulométrique des parcelles

Composition granulométrique par bloc, systéme et horizon
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