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Recherche d'indicateurs de la santé des sols

Résumé

Le sol est une ressource vivante, finie et dynamique. La santé d'un sol résulte d'interactions
multiples entre des composantes physico-chimiques et biologiques, notamment les
communautés microbiennes, primordiales pour le fonctionnement du sol. Les pratiques
culturales ont une influence forte sur la santé des sols, au travers de modifications des
caractéristiques physico-chimiques et de leur influence sur les communautés microbiennes
des sols. Elles sont donc de plus en plus utilisées en protection des cultures. Afin de mesurer
la santé des sols et de proposer des pratiques améliorantes, il est nécessaire de définir des
indicateurs de la santé des sols. L'objectif de ce travail est la recherche d'indicateurs de la
santé des sols, mis en évidence par l'appréciation de l'impact de deux pratiques culturales
(apport de fumier composté et biodésinfection) sur des caractéristiques physico-chimiques et
biologiques du sol, en relation avec l'aspect phytosanitaire d'une culture de carotte. Des
analyses multivariées, associées a des analyses de co-inertie, ont révélé que certaines
variables constituent des indicateurs potentiels de la santé du sol. En particulier, des
modifications de ces descripteurs sont associées a la biodésinfection, qui a amélioré la
résistance du sol aux maladies dues a Rhizoctonia solani. Une population d'Aspergillus
fumigatus, préférentiellement associée au sol biodésinfecté, a aussi été mise en évidence. Au
terme de ce travail, il est possible de proposer des descripteurs qui pourraient faire partie d'un
bouquet d'indicateurs de la santé des sols. Cette étude devrait se poursuivre par la
confirmation de l'intérét des descripteurs proposés, la construction des indicateurs, et leur
validation.

Mots clés :
amendement organique, analyse de données, biodésinfection, caractéristiques biotiques et
abiotiques, co-inertie, communautés microbiennes, nématodes, qualité phytosanitaire



In search of indicators of soil health

Abstract

Soil is a finite and dynamic living resource. Soil health arises from multiple interactions
between physicochemical and biological components, including microbial communities, of
primary importance for soil functioning. Cultural practices have a strong influence on soil
health, through both changes of physicochemical characteristics and influence on soil
microbial communities. Cultural practices are thus more and more used for crop protection. In
order to measure soil health and to propose cultural practices to improve it, it is necessary to
define indicators of soil health. The aim of this study is to propose indicators of soil health,
through the evaluation of the impact of two cultural practices (amendment with composted
cattle manure amendment and biofumigation) on physicochemical and biological
characteristics of the soil, in relation with the phytosanitary quality of a carrot crop.
Multivariate analyses, associated with co-inertia analyses, revealed that some descriptors of
the soil could be considered as potential indicators of soil health. In particular, these
descriptors are associated with biofumigation, which enhance the soil suppressiveness to
Rhizoctonia solani diseases. A population of Aspergillus fumigatus has also been showed to
be preferentially associated with biofumigated soils. After this study, it is possible to propose
descriptors which could be integrated in a minimum data set of indicators of soil health. This
study could be continued by the confirmation of the interest of these descriptors, the
construction of an indicator, and its validation.

Keywords:
Organic amendment, data analysis, biofumigation, biotic and abioitic caracteristics, co-inertia
analysis, microbial communities, nematode, phytosanitary quality.



"On avance, on avance, on avance...."
Alain Souchon, 1983
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INTRODUCTION GENERALE

I/ Santé des sols et indicateurs

Le sol est une ressource fondamentale pour la production agricole. Ce n'est pas seulement un
support pour la plante, c'est aussi un réservoir de nutriments et d'éléments essentiels.
Cependant, du fait de l'intensification de l'agriculture, le sol est menacé par l'érosion, la
pollution et la baisse de fertilité.

Le concept de qualité des sols a émergé au début des années 1990, et la premicre définition
officielle de ce terme a été proposée en 1997 par un comité sur la qualité des sols de la société
américaine de science du sol (Karlen et al., 1997). La qualité du sol a été définie comme "la
capacité d'un certain type de sol a fonctionner, dans les limites d'un écosystéme naturel ou
anthropisé, pour favoriser la productivité des plantes et animaux, maintenir ou augmenter la
qualité de l'air et de I'eau, et améliorer la santé et I'habitat de I'hnomme". Pour le comité qui a
proposé cette définition, le terme de qualité des sols n'est pas synonyme du terme santé des
sols, et ils ne doivent pas étre utilisés de facon indifférente. La qualité du sol est liée aux
fonctions du sol, alors que le terme santé présente le sol comme une ressource vivante, finie et
dynamique (Doran et Zeiss, 2000). La santé des sols est définie comme "la capacité continue
d'un sol a fonctionner comme un systéme vivant, dans les limites de I'écosystéme et de
l'utilisation du terrain, pour soutenir la productivité biologique, maintenir la qualité de l'air et
de I'eau, et promouvoir la santé des plantes, des animaux et des hommes" (Doran et al., 1996).
Ces deux définitions peuvent sembler similaires, mais nous préférerons parler de santé¢ des
sols, car cette définition mentionne la santé des plantes, ce qui n'est pas le cas dans la
définition de Karlen et al. (1997). D'une fagon plus simple, le service de conservation des
ressources naturelles de 1'USDA (United State Department of Agriculture) propose cette
définition "la qualité d'un sol, c'est la capacité d'un sol a faire ce qu'on veut qu'il fasse"
(soils.usda.gov/sqi, 2005). On pourrait aussi dire que la qualité d'un sol, c'est son aptitude a
réagir comme on le souhaite. Du fait des trés nombreux usages possibles du sol, la
signification du terme qualité du sol dépend de l'écosystetme considéré. Dans les sols
agricoles, la productivité et la santé des plantes et des animaux sont d'une importance
majeure, alors que ce n'est pas le cas dans un sol urbain. Méme dans un écosysteme donné, la
multifonctionnalité des sols rend difficile la définition d'un sol sain sans avoir au préalable
défini 'objectif visé. Un tel objectif peut étre la santé des plantes, I'équilibre atmosphérique, la
limitation de 1'érosion, etc. Dans ce travail, 1'objectif est la santé des plantes, et dans ce
contexte un sol sain est un sol dans lequel les attaques des agents pathogénes et des ravageurs
sont limitées.

Les sols résistants ont été décrits par Baker et Cook (1974) comme des sols dans lesquels la
sévérité ou l'incidence d'une maladie restent limitées, malgré la présence de I'agent pathogene,
d'une plante hote, et de conditions climatiques favorables au développement de la maladie.
Cette notion a ensuite été élargie a l'ensemble des bioagresseurs telluriques, agents
pathogenes fongiques et bactériens, mais aussi nématodes (Schneider, 1982 ; Cook et Baker,
1983 ; Schippers, 1992; Westphal et Becker, 2001). Différents mécanismes peuvent conduire
a la résistance des sols (Baker et Cook, 1974) : (i) l'agent pathogéne ne s'établit pas ou ne
survit pas, (ii) il s'établit mais cause peu ou pas de dégats, ou (iii) il s'établit et cause des
dégats pendant une certaine période, mais ensuite la maladie est moins importante, bien que
l'agent pathogeéne puisse persister dans le sol. La résistance aux maladies a conduit au concept
de réceptivité des sols aux maladies (Linderman et al., 1983 ; Alabouvette, 1990). La
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réceptivité d'un sol est sa capacité a controler plus ou moins l'activité des populations
microbiennes dans le sol. Dans le cas des agents pathogenes, la réceptivité du sol est sa
capacité a limiter l'activité pathogéne. Cette activité pathogéne dépend de trois facteurs
principaux : la densité d'inoculum, la capacité¢ pathogeéne de l'inoculum (c'est-a-dire son
agressivité intrinséque, d'origine génétique), et des facteurs biotiques et abiotiques liés au sol
qui influencent la densité d'inoculum et la capacité pathogéne. Cette derniére composante est
la réceptivité du sol (Alabouvette et al., 1982).

Deux types de mécanismes, compatibles, ont été proposés pour expliquer la résistance des
sols. La résistance générale, liée au concept de biostase, est directement reliée a l'activité
microbienne globale a un moment critique pour 1'agent pathogéne. Elle n'est pas déterminée
par l'activit¢ d'un microorganisme ou d'un groupe spécifique de microorganismes (Cook et
Baker, 1983). La résistance spécifique s'exprime dans un contexte de résistance générale, elle
est qualitative, elle est due aux effets spécifiques d'organismes antagonistes de l'agent
pathogene, a certaines périodes de son cycle de développement. Les exemples de résistance
spécifique ayant été largement étudiés, les modes d'actions sont mieux connus que ceux de la
résistance générale (Fravel, 1988 ; Alabouvette, 1990 ; Weller et al., 2002).

Selon ce concept de réceptivité des sols aux maladies d'origine tellurique, la résistance aux
maladies est une caractéristique de chaque sol. Elle varie donc dans un continuum allant d'une
sensibilité¢ extréme a une résistance trés élevée. Les sols résistants constituent des exemples de
sols sains. Dans la mesure ou notre objectif est la protection contre les maladies, le maintien
voire 'amélioration de la santé des sols requiert le développement d'outils permettant de gérer
les facteurs biotiques et abiotiques, afin d'augmenter la résistance des sols aux maladies.

Pour mesurer la qualité de 1'eau ou de l'air, il existe des indicateurs définis, des normes, des
méthodes de mesures standardisées. Il n'existe rien de tel pour les sols et la proposition et la
mesure d'indicateurs de la qualité sont plus problématiques.

Selon Gras et al. (1989), "un indicateur est une variable qui donne de l'information sur
d'autres variables difficilement accessibles...et qui peut étre utilisée comme marqueur pour
prendre une décision". Mitchell et al. (1995) estiment que "des mesures alternatives...nous
permettent de progresser dans la compréhension des systemes complexes...de telle sorte que
des décisions d'intervention efficaces peuvent étre prises, pour atteindre les objectifs initiaux".
Ainsi, un indicateur a une fonction informative (sur le systéme) et une fonction d'aide a la
décision (pour atteindre les objectifs initiaux). Les indicateurs peuvent provenir de variables
mesurées, d'indices calculés, ou étre basés sur des systémes experts (Girardin et al., 1999).
Dans le cas de la santé des sols, seuls des jeux de données mesurées ont été utilisés comme
indicateurs. Etant donnée la complexité des fonctions du sol, il est improbable, voire méme
impossible, qu'un seul indicateur puisse refléter la santé d'un sol. Larson et Pierce (1991) ont
donc propos¢ 1'idée d'un nombre limité d'indicateurs (ou minimum dataset, MDS), requis pour
décrire la qualité d'un sol, et qui pourrait étre commun a toutes les mesures de qualité des sols.
Selon Doran et al. (1996), un indicateur doit :

-prendre en compte les processus de 1'écosysteme

-intégrer des propriétés physiques, chimiques et biologiques

-étre accessible aux utilisateurs et applicable au champ, techniquement et économiquement
-&tre sensible aux variations de gestion des systémes et de climat, & une échelle de temps
appropriée

-si possible, étre déja disponible dans des bases de données sur le sol
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I1 / Protection des cultures

Les cultures 1égumiéres conduites en plein champ sont sensibles aux ravageurs et maladies
telluriques. Plusieurs agents pathogenes et ravageurs sont susceptibles d'attaquer une méme
culture. Nombre de ces légumes sont commercialisés sans transformation préalable, ce qui
nécessite, afin de satisfaire la demande du marché, 1'absence totale de défauts visuels. 11 est
donc primordial d'éviter toute infection. Pour cela, les producteurs ont recours a la
désinfection des sols avant de mettre en place une culture, le plus souvent a l'aide de
fumigants. Il existe en effet trés peu de produits phytosanitaires homologués en traitement
préventif. Et il est extrémement difficile de stopper la progression des agents pathogenes
ayant pénétré dans la plante. Les produits utilisés pour la désinfection des sols sont des
fumigants qui ont la particularité¢ d'avoir un large spectre, tels le bromure de méthyle, le
metam sodium, le 1,3 dichloropropéne ou la chloropicrine. Un des fumigants les plus utilisés
dans le monde jusqu'en 2004 était le bromure de méthyle. Cependant, en raison des dangers
que représente ce produit pour l'environnement (atteintes a la couche d'ozone), son utilisation
est interdite depuis 2005 dans les pays développés et le sera d'ici 2015 dans les pays en voie
de développement (protocole de Montréal, UNEP, 1987). Il existe pour l'instant quelques
dérogations, notamment en France pour les usages en pépini¢res de fraise ou foresticres et
pour les cultures ornementales, mais les producteurs doivent apprendre a ne plus les utiliser,
puisque ces dérogations devraient disparaitre en 2008. Les producteurs sont également
confrontés a la réduction des autres moyens de protection chimique.

Les produits phytosanitaires utilisés en désinfection des sols doivent atteindre les agents
pathogeénes dans toutes les niches physiques et biologiques du sol. Ainsi, ces produits
entrainent souvent une réduction importante des agents pathogenes, mais aussi de tout le reste
de la microflore/microfaune (Ibekwe, 2004). Ces traitements laissent donc un certain vide
biologique, susceptible d'étre facilement recolonisé, notamment par des agents pathogenes.
L'équilibre microbien des sols, qui assure en partie sa stabilité, sa résistance aux stress et sa
résilience, est rompu. En conséquence, il devient nécessaire de proposer aux producteurs des
méthodes alternatives plus respectueuses de 1'environnement, mais néanmoins efficaces, pour
protéger les cultures contre les ravageurs et maladies telluriques.

Parmi les méthodes alternatives, on peut d'abord citer les méthodes prophylactiques.
L'utilisation de semences et de plants sains est une premiere fagon de protéger la culture
contre les maladies. L'adaptation des variétés utilisées, en fonction des tolérances et/ou
résistances dans le matériel végétal, des conditions environnementales et des agents
pathogenes les plus menacants fait aussi partie des méthodes prophylactiques a promouvoir.
La gestion des résidus, qui peuvent servir de réservoirs d'inoculum, est un point crucial pour
la protection des cultures. Ce point peut étre abordé par le choix de la rotation et par les
techniques de travail du sol, qui doivent donc étre réfléchis ensemble.

La rotation des cultures avec des plantes non hotes permet de réduire les populations d'agents
pathogénes (Kurle et al., 2001). Cette méthode est particuliérement adaptée pour protéger les
cultures contre les agents pathogeénes biotrophes, qui ont besoin de la présence de leur hote
pour survivre, ou contre ceux qui survivent mal en phase saprophyte (Bailey et Duczek,
1996). Les techniques de travail limité du sol sont de plus en plus employées (Carter, 1994).
Les résidus de culture sont alors laissés en surface ou partiellement enfouis. Cette matiére
organique qui se décompose peut stimuler la croissance et l'activité microbiennes (Pankhurst
et al., 2002). Cependant, ces techniques ont fourni des résultats contrastés en matiére de
protection des cultures (Sturz et al., 1997 ; Bockus et Shroyer, 1998).

Enfin, I'apport de mati¢re organique, sous de multiples formes (composts, lisiers, fumiers,
engrais verts, etc.), fait aussi partie de ces anciennes méthodes qui sont désormais étudiées
plus précisément sous l'angle de la protection des cultures (de Ceuster et Hoitink, 1999 ;
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Hoitink et Boehm, 1999). L'utilisation des amendements organiques en protection des cultures
sera développée dans le chapitre 1.

Dans le dispositif expérimental mis en place pour cette étude, deux pratiques culturales, ayant
a priori un effet bénéfique pour protéger les cultures, ont été évaluées sur une parcelle
cultivée en carotte : un apport de fumier composté et une biodésinfection. Ces deux pratiques
ont été comparées a une pratique conventionnelle de fertilisation minérale. La biodésinfection,
telle que mise en ceuvre dans notre étude, est la combinaison d'un apport d'engrais vert et d'un
bachage.

II1 / Modéle expérimental : la carotte

La carotte cultivée (Daucus carota L.) est une plante bisannuelle de la famille des Apiacées.
La premiére année, la plante produit une rosette de feuilles et des réserves carbonées situées
dans la racine. C'est cette racine pivotante charnue qui est consommée comme légume. La
seconde année, apres vernalisation, elle utilise ces réserves pour produire une hampe florale
comprenant plusieurs ramifications de différents ordres et des ombelles portant les fleurs puis
les graines.

La premiére année, le cycle végétatif de la carotte peut étre divisé en trois époques
principales. La période de croissance s'étend du semis jusqu'au développement complet de la
racine. La période de repos a lieu durant la saison hivernale. Enfin, la reprise de végétation est
marquée par l'apparition printaniére des nouvelles feuilles, puis de la hampe florale. Les
carottes sont récoltées a la fin de la premiére période. En France et au Royaume-Uni, les
carottes sont en général conservées dans les champs. Trois techniques de protection contre le
gel sont utilisées : le paillage, le buttage et le retournement. Dans les autres pays européens,
elles sont conservées en chambre froide.

La production mondiale de carottes s'éléve a un peu plus de 23 millions de tonnes annuelles
(données 2004, FAO). Trois pays, la Chine, les Etats-Unis et la Russie, en produisent plus de
la moitié (51%).

Pour ce qui concerne I'Union Européenne a 25, pour la saison 2004-2005, la production des
six premiers pays est de 3,94 millions de tonnes. La Pologne est, de loin, le premier
producteur européen, suivie par la France, le Royaume-Uni, I'Italie, I'Allemagne et les Pays-
Bas. La production frangaise s'éléve pour 2004-2005 a 712 000 tonnes, dont 431 600 tonnes
pour le marché de frais. La premicre région productrice est I'Aquitaine (37,1% de Ia
production, principalement pour le marché de frais). Viennent ensuite les régions Champagne-
Ardenne (principalement marché de transformation), Picardie et Basse-Normandie (données
Agreste, statistique agricole, www.interfel.com/DOC/ECONOMIE/bilan2005/carotte 2005.
pdf).

En quantité, la carotte se place au deuxiéme rang des légumes les plus achetés (13,1% des
ventes), derriere la tomate. Cependant, en valeur, elle n'occupe que la 4¢éme place. La
consommation moyenne francaise est de 8,85 kg/ménage/an (hors autoconsommation et
production transformée).

La carotte est consommée fraiche, cuite ou crue. D'autre part, 39% de la production sont
destinés a l'industrie pour l'appertisation, la congélation, la déshydratation, la fabrication de
jus, et méme pour I'alimentation animale.

L'essentiel de la réussite d'une culture de carotte peut se résumer ainsi : un sol meuble, une
bonne implantation et une bonne protection contre la mouche et les maladies telluriques.
La carotte préfere les sols bien drainants, profonds et ayant un pH compris entre 6 et 7,5. Il
faut donc éviter les sols lourds retenant 1'eau (risque de pourriture) et les sols caillouteux
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Planche photos 1
Symptomes de maladies d’origine tellurique sur carotte
A-taches de Pythium sp., B-symptomes aériens de Rhizoctonia solani, C-Rhizoctonia solani

sur pivot, D-Alternaria radicina, E-Mycocentrospora acerina, F-Phytophthora megasperma
var. megasperma.

Source F. Villeneuve sauf D, INRA Rennes.
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(risque de déformation des racines). Un taux de matiére organique trop élevé risque de
provoquer un déséquilibre entre feuillage et racine, au détriment de cette derniére, mais aussi
un risque accru vis-a-vis des problémes phytosanitaires. La paille ou un fumier mal
décomposé peuvent étre a l'origine de carottes fourchues. Il est donc traditionnellement
déconseillé d'apporter des amendements organiques juste avant la culture de carotte. La
préparation du sol avant le semis est primordiale pour la qualité du peuplement et du produit
aprés récolte. En fonction de la destination (frais ou transformation) et de la période de
production, la durée du cycle peut aller de 90 jours a plus de 250 jours. Plusieurs types
variétaux sont utilisés. Le type nantais est utilisé pour le marché de frais en Europe, et les
types Amsterdam et Flakkee pour la transformation.

Les carottes vendues en frais, sans transformation, se doivent d'étre irréprochables sur le plan
visuel. C'est pourquoi la protection phytosanitaire contre les ravageurs et agents pathogenes
est nécessaire. Les bioagresseurs de la carotte peuvent étre classés en trois groupes : ceux qui
provoquent des dégats sur racines, ceux qui attaquent le feuillage, et ceux qui se développent
apres récolte, pendant la conservation ou au cours de la commercialisation (Villeneuve et al.,
2001). Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes principalement intéressés aux
problémes d'origine tellurique.

Différentes especes de nématodes peuvent attaquer la carotte et provoquer des dégats
importants. Les principales sont Heterodera carotae (nématode a kyste), Meloidogyne
incognita, M. arenaria et M. hapla (nématodes a galles) et Pratylenchus crenatus (nématode a
l1ésions). H. carotae provoque des dégats dans le bassin de production de 1’Ouest, alors que
dans le Sud-Ouest, ce sont surtout Meloidogyne spp. et Pratylenchus spp. (Villeneuve et al.,
2001)

Concernant les insectes, ce sont les larves qui provoquent les dégats en creusant des galeries
dans les racines. Les principaux ravageurs sont la mouche de la carotte (Psila rosae) et les
taupins (Agriotes lineatus, A. sordidus, etc.) (Roberts et al., 1985).

Pour les maladies telluriques, plusieurs especes de champignons phytopathogeénes peuvent
provoquer des symptomes sur racines de carotte (Planche photos 1). Les Pythium spp. sont les
principaux responsables des problémes telluriques dans le monde. Le "cavity spot", ou
maladie de la tache, est principalement dii a deux espeéces de Pythium : P. violae et P.
sulcatum (Breton et Rouxel, 1994 ; Hiltunen et White, 2002 ; Suffert et Guibert, 2007). Les
symptomes sont des taches en dépression qui peuvent étre suivies par des éclatements en cas
d'attaques précoces. D'autres espéces de Pythium peuvent aussi étre rencontrées. Elles
possédent des caractéristiques biologiques et épidémiologiques propres, et sont a la base de
l'expression de différents types de symptomes aux divers stades de la culture. Ainsi, P. violae,
P. sulcatum, P. sylvaticum et P. irregulare peuvent provoquer, en plus des taches, des fontes
de semis, des racines fourchues ou cordelées et des symptdmes de tavelure. P. ultimum, P.
intermedium, P. coloratum et P. mamillatum provoquent des taches elliptiques et des
microfendillements (White, 1986 ; Guerin et al., 1994 ; Villeneuve et al., 1997 ; Allain-Boule
et al., 2004). 1l existe des différences de sensibilit¢ variétale, mais seule la protection
chimique permet pour l'instant de maitriser la maladie du "cavity spot". Les différentes
espeéces de Pythium ne présentant pas le méme degré de sensibilité aux produits
phytosanitaires, il est indispensable de pouvoir identifier avec précision les especes en cause.
La maladie de la bague est due a Phytophthora megasperma var. megasperma (Waterhouse et
Waterson, 1998). Plus récemment, une autre espéce proche, P. brassicae, a été mise en
¢vidence. Cette espece a la particularité¢ d'étre peu sensible au méfénoxam, seule substance
active autorisée pour le moment. Cette maladie apparait sous forme d'une tache annulaire
d'abord translucide, évoluant en brun-noir, pour gagner finalement I'ensemble de la racine
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sous l'action d'une microflore secondaire. Elle se retrouve principalement en Basse-
Normandie et en Champagne-Ardennes.

Sclerotinia sclerotiorum peut provoquer d'importants dégats sur carotte, soit lors d'attaques
qui débutent par le feuillage, généralement a 'automne, soit au cours de la conservation au
champ (Kora et al., 2005). Ces derniéres attaques sont liées a la germination des sclérotes qui
se trouvent a proximit¢é immédiate des racines. S'il est relativement ais¢ d'obtenir une
protection chimique efficace pour les attaques foliaires, la protection est nettement plus
délicate pour les attaques ayant lieu en cours de conservation. La présence de S. sclerotiorum
est reportée dans tous les bassins de production francais.

De maniére plus occasionnelle, ou inféodée a une zone de production donnée, d'autres
champignons telluriques peuvent provoquer des dégats sur les racines de carotte, comme
Mycocentrospora acerina (Sutton et Gibson, 1998), Fusarium avenaceum et F. solani
(Marziano et al., 1992), Alternaria radicina ou A. carotinoidae (Farrar et al., 2004).
Cependant, l'agent pathogéne tellurique le plus important actuellement en France, dans le
bassin de production du Sud-Ouest, est Rhizoctonia solani (Villeneuve et al., 2001). Au sein
de cette espece fongique, les groupes d'anastomose AG 2-2 IIIB et AG 4 sont les plus
fréquemment responsables de maladies. Comme pour Pythium, R. solani peut provoquer
différents types de symptomes. Les symptdmes les plus précoces sont des fontes de semis. Sur
racines formées, on observe surtout des collets fuyants, et des nécroses au collet ou sur pivot.
Pour le moment, il n'existe pas de moyens de protection chimique autorisé, et comme pour les
Pythium, il existe des différences de sensibilité variétale.

IV / Objectifs

Le Ctifl, Centre technique interprofessionnel des fruits et légumes, a décidé de financer un
programme portant sur deux axes de recherche : (i) I'appréciation et I'amélioration de la santé
des sols par la réhabilitation de pratiques culturales respectueuses de l'environnement et (ii)
I'établissement de grilles de paramétres biotiques et abiotiques facilitant la prise de décisions
quant aux itinéraires techniques a appliquer pour améliorer la santé des sols. Il s'agit d'un
programme a long terme car il implique 'obtention de données pluriannuelles afin d'établir cet
outil sur I'ensemble de la rotation et non pas sur une seule culture. Le travail de thése présenté
ici constitue une premiere étape de ce programme.

Deux objectifs principaux structurent ce travail :

- La recherche d'indicateurs de la santé des sols.

- L'appréciation de l'impact de deux pratiques culturales sur les caractéristiques du sol. Des
caractéristiques physico-chimiques et biologiques sont prises en compte, ainsi que l'aspect
phytosanitaire.

Pour répondre a ces objectifs, deux pratiques culturales, ayant a priori un effet bénéfique
contre les maladies, ont été évaluées sur une parcelle cultivée en carotte : un apport de fumier
composté et une biodésinfection. Ces deux pratiques ont ét¢ comparées a une pratique
conventionnelle de fertilisation minérale.

Le présent mémoire rend compte de ce travail de these.

Un premier chapitre présente une synthése bibliographique relative a la recherche
d'indicateurs de la santé¢ des sols et aux pratiques culturales utilisées en protection des
cultures. La premicre partie de ce chapitre reprend un article de synthése publié dans Soil
Biology and Biochemistry (Janvier et al., 2007). Cette synthése met en avant les relations
entre certaines caractéristiques des sols et la réceptivité de ces sols aux maladies. Les
méthodologies a mettre en ceuvre pour passer des descripteurs aux indicateurs y sont
¢galement présentées. La deuxi¢me partie de ce chapitre présente plus en détail les pratiques
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culturales utilisées dans notre étude, leurs modes d'action et leur utilisation en protection des
cultures.

Le second chapitre présente les matériels et méthodes mis en ceuvre pour le suivi spatio-
temporel des caractéristiques de la parcelle expérimentale et 1'étude de I'impact des pratiques
culturales sur ces caractéristiques. Pour cela, le sol de la parcelle expérimentale est caractérisé
au niveau abiotique, biotique (densité activité, structure) et phytosanitaire (résistance aux
fontes de semis dues a R. solani).

Les résultats de variabilité spatio-temporelle des descripteurs, en lien avec les pratiques
culturales, sont présentés et discutés dans le troisiéme chapitre.

La mise en relation des différents descripteurs par analyses de co-inertie ainsi que la
recherche d'indicateurs font I'objet du chapitre suivant. Le dernier chapitre de la partie
expérimentale porte sur l'identification d'une population fongique associée a la
biodésinfection, et mise en évidence au cours du travail.

Enfin, ce manuscrit se termine par une discussion générale.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I/ La santé des sols vue sous l'angle de la résistance aux maladies : quelle
stratégie pour passer des descripteurs aux indicateurs?

Le sol est une composante de premiére importance pour la production végétale, méme s'il est
souvent négligé, ou seulement considéré comme un support physique pour la croissance des
plantes. Cependant, les préoccupations sociétales vis-a-vis de la durabilité de 1'agriculture
conduisent a considérer le sol comme un systéeme vivant, dont la qualité¢ doit étre préservée.
Celle-ci résulte d'interactions multiples entre des composantes physico-chimiques et
biologiques, notamment les communautés microbiennes, primordiales pour le fonctionnement
du sol. Les cultures sont menacées par des maladies d'origine tellurique, difficiles a controler
d fait du statut "caché" des agents pathogeénes et de la faible efficacité des traitements
classiques. Dans ce contexte, 1'intérét des pratiques culturales faisant appel aux amendements
organiques est renouvelé. Ces pratiques influencent la santé des sols qui elle-méme
conditionne la santé des plantes. En effet, en modifiant les caractéristiques physico-chimiques
et 1'équilibre des communautés microbiennes, ces techniques interférent avec la réceptivité
des sols et peuvent donc dans certains cas augmenter la résistance aux maladies. Cependant,
la relation entre pratiques culturales et résistance des sols n'est pas toujours évidente. De
nombreux descripteurs, biotiques ou abiotiques, ont été utilisés pour décrire la santé des sols
et leur résistance aux maladies, mais il y a un manque d'indicateurs identifiés, fiables et
reproductibles.

Un objectif de cette synthese est de montrer que, malgré I'ancienneté du concept de santé des
sols et toutes les études déja menées, il n'y a pas de recommandations pour la mesure de la
qualité¢ des sols, sous l'angle de la santé des plantes. Evidemment, I'extréme diversité¢ des
situations rend toute généralisation difficile. Cependant, a partir de ce qui a déja été fait dans
d'autres domaines d'étude, une méthodologie pour la recherche d'indicateurs de la santé des
sols peut étre proposée.

Dans cette revue, publiée dans Soil Biology and Biochemistry (2007, 39 : 1-23) nous
présenterons (i) comment un sol sain peut étre défini et quels sont les concepts cachés derricre
ces mots, (ii) quelles pratiques culturales ont ét¢ utilisées pour se protéger contre les maladies
d'origine tellurique, et leurs limites, (iii) quels parameétres ont été mesurés dans les études sur
la résistance des sols, et quelles relations ont été trouvées entre ces parametres, et enfin (iv)
comment des méthodes analytiques et statistiques appropriées permettent d'identifier des
indicateurs de la santé des sols au sein des descripteurs.

1.1 / Introduction

Agriculture is being urged to produce affordable, high quality food to satisfy the demands of
an ever increasing population. Society at large also wants this food to be produced safely and
without environmental damage. After having been highly productive for half a century,
agriculture now has to be sustainable. This means the integration of three goals:
environmental health, economic profitability, and social and economic equity (University of
California Sustainable Agriculture Research and Education Program, 1997, website
www.sarep.ucdavis.edu/concept.htm). The definition proposed by the Food and Agriculture
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Organization (FAO, 1989) is "a practice that involves the successful management of resources
for agriculture to satisfy human needs, while maintaining or enhancing the quality of the
environment and conserving natural resources".

Soil is essential for all but a select few crops. It is not only a support for plant roots, but also a
reservoir of essential nutrients necessary for the growth of plants. Due to intensive agriculture,
however, soil is threatened by erosion, loss of nutrients, pollution, and so forth. Soil fertility
has declined over the last fifty years. Intensive management entailed, in some cases,
irreversible damage compromising this non-renewable resource for the future generations.
That is why soil is of primary interest when talking about sustainable agriculture.

The concept of soil quality arose in the late 1980s/early 1990s to respond to multiple
definitions issuing from the multiple specific concerns of soil science, landscape management,
soil mapping, farming, etc. Several factors have been proposed as components of soil quality,
and methods are available to measure some of them. Among these numerous factors, it is
important to be able to select and validate the most interesting ones as indicators, given the
final land use objective. Such an indicator can be defined as "a variable which supplies
information on other variables which are difficult to access ... and can be used as benchmark
to take a decision" (Gras et al., 1989).

Plant health has been neglected in the definition of soil quality. But soil is inhabited by
soilborne plant pathogens, potentially very harmful to crops. Thus this lack in the definition of
soil quality was addressed by the concept of soil health. Nevertheless, the phytopathological
component of soils is still often underestimated, if not taken into account at all, in soil health
measurements.

Soilborne diseases are difficult to control, because of the "hidden" status of the causal agents.
For a long time, broad spectrum chemicals (e.g. methyl bromide or metam sodium) have been
widely used to control soilborne pathogens. These products are not specific, destroying the
whole microflora, pathogenic or not. Moreover, methyl bromide, one of the most used
fumigants, has proved to be noxious to people and the environment. Hence its utilization has
been banned since 2005 (Montreal protocol, 1987). It is therefore necessary to find alternative
methods to chemicals to control soilborne diseases. There is a renewed interest for "old
methods" such as crop rotation and reduced tillage, especially because they can contribute to
reduce disease severity. Consequently, it is of primary importance to define soil health
indicators to monitor soil health and to predict and measure the impact of cultural practices on
soilborne diseases (van Bruggen and Semenov, 2000). These indicators should be sensitive
parameters that are representative of the phytopathological status of soils. These indicators
would be very useful, since soil suppressiveness to diseases, which is the main component of
soil health, is not easy to measure.

One aim of this review is to show that, despite relative age of the concept of soil health and all
the work already done, there are still no guidelines for assessment of soil quality from the
plant health point of view. Obviously, the extreme diversity of situations makes any
generalization from a given case-study difficult. However, a proposition can be made for a
methodology to search indicators of soil health, based on what has already been done on
related topics.

In this review we will present (i) how a healthy soil can be defined and what are the concepts
hidden behind the term "soil health", (i1) which cultural practices have been used to control
soilborne diseases and their limitations, (iii) which soil parameters have been measured when
studying soil suppressiveness, and which relationships have been found between these
parameters, and finally (iv) how these descriptors could become indicators of soil health,
using appropriate analytical and statistical methods.
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L. 2 / Concepts

1.2.1 / Soil quality and soil health

The concept of soil quality emerged in the early 1990s, and the first official definition of this
term was proposed by the Soil Science Society of America Ad Hoc Committee on Soil
Quality (S-581) in 1997 (Karlen et al., 1997). Soil quality was defined as "'the capacity of a
specific kind of soil to function, within natural or managed ecosystem boundaries, to sustain
plant and animal productivity, maintain or enhance water and air quality, and support human
health and habitation". For the committee proposing this definition, the term soil quality is not
synonymous with soil health, and they should not be used interchangeably. Soil quality is
related to soil functions, whereas soil health presents the soil as a finite and dynamic living
resource (Doran and Zeiss, 2000). Soil health is defined as "the continued capacity of soil to
function as a vital living system, within ecosystem and land-use boundaries, to sustain
biological productivity, maintain the quality of air and water environments, and promote
plant, animal, and human health" (Doran et al., 1996). These two definitions may appear
similar, but in this review, we will preferably rely on the soil health concept, since it directly
mentions plant health, which is not the case in the definition of soil quality of Karlen et al.
(1997). In a simple manner, the Natural Resources Conservation Service of the United States
Department of Agriculture proposes on its website (soils.usda.gov/sqi, 2005) the following
definition: "soil quality is how well soil does what we want it to do". Because of the
numerous possible uses of soil, the meaning of the term soil quality heavily depends on the
ecosystem considered. In agricultural soils, plant and animal productivity and health would be
of the greatest importance, whereas it would not be the same in urban soils. Even in a given
ecosystem, e.g. cultivated soils, their multifunctionality makes it difficult to define a healthy
soil without first defining the targeted goal or aim. Such goals could be plant health,
atmospheric balance, avoidance of erosion, etc. We will focus here on plant health as a
specific goal. A healthy soil, in this case, is a soil where diseases outbreaks are limited.

1.2.2 / Soil suppressiveness

Suppressive soils have been described by Baker and Cook (1974) as soils in which disease
severity or incidence remains low, in spite of the presence of a pathogen, a susceptible host
plant, and climatic conditions favourable for disease development. Soils suppressive to
diseases caused by the most important soilborne pathogens have been described. They include
fungal and bacterial pathogens and also nematodes (Schneider, 1982; Cook and Baker, 1983;
Schippers, 1992; Westphal and Becker, 2001). Different mechanisms can lead to soil
suppressiveness (Baker and Cook, 1974): (i) the pathogen does not establish or persist, (ii) it
establishes but causes little or no damage, or (iii) it establishes and causes disease for a while
but thereafter the disease is less important, although the pathogen may persist in the soil.
Disease suppression led to the concept of soil receptivity to diseases (Linderman et al., 1983;
Alabouvette, 1990). The receptivity of a soil is its capacity to control more or less the activity
of the microbial populations present in the soil. In the case of pathogens, soil receptivity is its
capacity to control pathogenic activity. This pathogenic activity depends on three main
components: inoculum density, pathogenic capacity of the inoculum (i.e. the genetically based
intrinsic aggressivity of the inoculum), and soil factors influencing both the inoculum density
and pathogenic capacity, this last component corresponding to soil receptivity (Alabouvette et
al., 1982).

Two compatible types of mechanisms have been proposed to characterise soil
suppressiveness. General suppression is linked with the biostasis concept. It is directly related
to the total amount of microbiological activity at a time critical to the pathogen. In a sense,
general suppression of a pathogen in soil is the equivalent of a high degree of soil fungistasis.
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Not a single microorganism or specific group of microorganisms is responsible by itself for
general suppression (Cook and Baker, 1983). Specific suppression operates against a
background of general suppression but is more qualitative, owing to more specific effects of
individual or selected groups of organisms antagonistic to the pathogen during some stage in
its life cycle. As these cases have been extensively studied, their modes of action are better
understood.

In this context, soil suppressiveness to diseases is a characteristic of any given soil, ranging
along a continuum from highly conducive to suppressive soils. Suppressive soils have thus to
be considered as healthy soils. Today, in order to maintain or improve soil health considering
crop health as a goal, we have to develop tools enabling one to manage soil biotic and abiotic
factors in order to increase soil suppressiveness to diseases.

1.2.3 / Cultural practices used to improve soil health

Cultural practices are known to have a strong influence on soil health and more specifically
on soil biological attributes, e.g. microbial communities. In the actual trend to improve soil
health and limit the chemical or energetic inputs neccessary, cultural techniques are evaluated,
notably for their use as alternative methods to chemical control of soilborne pathogens.
Numerous reports have already been published on the effects of cultural practices on soil
quality and disease suppressiveness (Conway, 1996; Abawi and Widmer, 2000; Krupinsky et
al., 2002; Bailey and Lazarovits, 2003; Peters et al., 2003). In this review, only representative
results will be presented.

1.2.3.1/ Rotations

Crop rotation is a very ancient cultural practice (Howard, 1996). Its benefits include
maintenance of soil structure and organic matter, and a reduction in soil erosion that is often
associated with continuous row crops. While continuous cropping with the same susceptible
host plant will lead to the installation of specific plant pathogenic populations, crop rotation
avoids this detrimental effect and is often associated with a reduction in plant diseases caused
by soilborne pathogens. Rotating crops with non host or less susceptible plants may cause a
decline in the specific pathogenic populations due to their natural mortality and the
antagonistic activities of other microorganisms (Kurle et al., 2001). This method is best suited
for biotrophic pathogens that require the presence of their host to survive or those pathogens
with low saprophytic survival capacity (Bailey and Duczek, 1996). It is less successful against
pathogens with a wide range of hosts or with efficient survival forms (e.g. sclerotia of
Rhizoctonia solani or Sclerotinia sclerotiorum) (Umaerus et al., 1989).

1.2.3.2 / Tillage

A recent trend aims to reduce excessive cultivation in favour of limited or more strategic
tillage practices. Such practices are grouped under the term conservation tillage, as opposed to
conventional tillage (Carter, 1994). Conservation tillage is associated with leaving previous
crop residues on the soil surface or partially buried in the soil. This organic matter, with a
variable level of decomposition, can enhance the microbial biomass and activity (Pankhurst et
al., 2002). Concerning plant disease development, contrasting results have been observed
(Sturz et al., 1997; Bockus and Shroyer, 1998). Conservation tillage provides a highly
competitive environment with possible competition and/or antagonism between
microorganisms resulting in disease suppression (Kurle et al., 2001). It also leads to changes
in the soil environment, with higher soil moisture and temperature in the upper layer, which
can favour some plant pathogens. In the absence of a host plant, they can survive on plant
residues, as saprophytes and/or as long term survival structures (spores, sclerotia ; Rodrigues
Almeida et al., 2001). Moreover, the reduced tillage leaves the pathogen in place, whereas
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conventional deep tillage can displace it into a deeper, less favourable environment
(Ntahimpera et al., 1997). The positive or negative effect of limited tillage on plant pathogens
greatly depends on specific regional crop-pathogen-environment interactions (Paulitz et al.,
2002). Even for the same pathosystem, different effects can be observed. For example,
concerning take-all of wheat, Cook and Haglund (1991) found an increase in disease severity
with conservation tillage compared with conventional tillage, whereas de Boer et al. (1993)
reported that the incidence of take-all on plants was up to twice as high in a conventionally
cultivated treatment than in a direct drill treatment.

It is clear that rotation and tillage practices must be taken together, since their effects are
interdependent.

1.2.3.3 / Organic amendments

Organic amendments cover a wide range of inputs, from animal manure to solid wastes and
various composts. Much research has already been done, most often concluding that organic
amendments have a beneficial effect. Sound reviews of their effects can be found in de
Ceuster and Hoitink (1999) and Hoitink and Boehm (1999). Organic amendments are often
used to improve soil quality, notably by contributing to general suppressiveness through
enhanced soil microbial biomass and activity. The main advantage of organic amendments is
that they are rich in labile carbon fractions which are a source of energy for microorganisms.
Also, organic amendments can contain antagonistic microorganisms. However, differing
results have been obtained concerning disease suppression (Termorshuizen et al., 2006).
Major key-points for efficiency in controlling plant pathogens are:

-the plant pathosystem: Lumsden et al. (1983) examined the effect of composted
municipal wastes on a wide range of diseases. Incorporation of compost controlled
Aphanomyces but not Fusarium root rot of pea and also controlled Rhizoctonia but not
Thielaviopsis root rot of bean and cotton. Osunlaja (1990) used five different organic
materials to control stalk rot of maize, which is caused by two different fungi. All the
amendments significantly reduced Fusarium stalk root disease, but only three of them
significantly control Macrophomina phaseolina root disease, which was even increased with
poultry manure amendment.

-the rate of application: in a field experiment to assess two composts for suppression of
Fusarium patch (Microdochium nivale) and Typhula blight (Typhula ishikariensis) snow
molds of turfgrass, compost application at a rate of 97.6 kg/100 m” led to significantly lower
disease than a rate reduced by half (Boulter et al., 2002). However, there is not always a
positive association between the rate of organic amendment and the degree of disease
suppression. Testing the effect of incorporation of onion peelings in soil to reduce the
viability of sclerotia of Sclerotium cepivorum, Coventry et al. (2005) found no significant
difference in efficacy between 10% and 50% rates (w/w).

-the nature/type of amendment : comparing eight different amendments incorporated in
soil, Pankhurst et al. (2005) showed that only two of them (poultry manure and chitin)
significantly increased the level of suppression of detrimental soil organisms responsible for
sugarcane yield decline (e.g. the root rot fungus Pachymetra chaunorhiza and the lesion
nematode Pratylenchus zeae). However, this beneficial aspect took a long time to appear and
was only temporary, being detected 7 months after incorporation, but not later. Bulluck and
Ristaino (2002) found that cotton-gin trash reduced southern blight (Sclerotium rolfsii) of
processing tomatoes significantly better than swine manure or rye-vetch. A compost prepared
from waste onion peelings was found to be more effective in reducing viability of sclerotia of
S. cepivorum than compost prepared from Brassica or carrot wastes (Coventry et al., 2005).

-the degree of maturity of composts/decomposition stage of crop residues: Erhart et al.
(1999) found a biowaste compost to be suppressive toward Pythium ultimum when it was
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aged 4 months or more, but not when it was less than 4 months old. Certain batches of
composts that were initially not suppressive to Pythium damping-off of creeping bentgrass
became suppressive as they aged (Craft and Nelson, 1996).

Until now, a great deal of work has been done on the effect of cultural practices on disease
suppression, and on the effect of these practices on soil physicochemical characteristics and
properties of the microbial communities. But the link between these studies is rarely made.
How do cultural practices influence the soil environment, which soil parameters are sensitive,
and how do they render the soil suppressive? Answering these questions and identifying
parameters associated with enhanced suppressiveness could provide useful indicators
(Mazzola, 2004). They could be used to monitor the effect of cultural practices, and to assess
the health of soils before choosing a crop.

1.3 / Soil parameters measured in relation with disease suppression

Both abiotic and biotic parameters have been investigated together with variations in disease
suppression (Table 1). Abiotic factors are mainly characterized by quantitative measurements.
Concerning biotic factors, they can be divided into several classes, depending on whether they
are related to quantitative, structure and diversity, or activity measurements. The relations
between these soil parameters and suppressiveness of the same soil can be assessed either by
simple associations of different results using different variables or by more detailed statistical
approaches.

Two different kinds of approach have been used to investigate the relations between soil
suppressiveness and other soil parameters. The first one consists in comparing several soils
with varying levels of receptivity, and assessing which other parameters differ (Table 2,
"without a priori survey" and "natural suppressiveness"). The second approach consists in
artificially modifying the level of suppressiveness of a soil, and assessing which other
parameters are affected (Table 2). In these studies, more or less detailed data analysis, with or
without statistical validation, has been used.

1.3.1 / Abiotic parameters

Hoper and Alabouvette (1996) made a comprehensive review of the influence of
physicochemical properties on the suppressiveness of soils towards diseases. They concluded
that the importance of these factors is far from being clear, partly because of the complexity
of the interactions between soil properties. The effect of the physicochemical factors in the
soil environment needs to be studied more. Indeed, many authors studying soil
suppressiveness include physicochemical analyses in their work, and sometimes try to relate
these characteristics with disease incidence. However, these analyses are made by taking each
parameter independently, while the overall abiotic soil environment should be taken into
account.

The parameters most studied are soil pH and N content (Table 1). Studying the effect of clay
addition and liming on soil suppressiveness, Hoper et al. (1995) found a positive correlation
between pH and soil suppressiveness, soils with higher pH being more suppressive towards
Fusarium wilts. On the contrary, comparing a suppressive and a conducive soil to
ectoparasitic nematodes, Rimé et al. (2003) found that the most acidic soil was the most
suppressive one. Working with 35 soils, Lacey and Wilson (2001) found the same relation
between more acidic pH and a lesser incidence of potato scab (Streptomyces scabies). Duffy
et al. (1997) found that the suppression of take-all of wheat with Trichoderma koningii was
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Chapitre 1 : Synthese bibliographique

enhanced at lower pH. However, many other authors measured the pH of their soils and found
no relation with disease incidence (Tablel).

Concerning the N content of soil, more associations have been found. A positive association
was found between the N content of soil and the suppressiveness towards ectoparasitic
nematodes (Rimé et al., 2003), Pseudomonas syringae on bean and cucumber (Rotenberg et
al., 2005), Gaeumanomyces graminis var tritici (Ggt) and R. solani on wheat (Pankhurst et
al., 2002), and Fusarium spp. on asparagus (Hamel et al., 2005a). On the contrary, the N
content of soil was significantly negatively correlated with increased suppressiveness to
Fusarium solani f.sp. pisi on pea (Oyarzun et al., 1998). The form of N, either NO3 or NHy,
is also important. Tenuta and Lazarovits (2004) studied the effectiveness of a nitrogenous
organic amendment to kill microsclerotia of Verticillium dahliae in several soils, and the soil
properties associated with this effectiveness. They found that NH; is effective in killing V.
dahliae microsclerotia only in soils where it accumulates above the concentration of 25 mM.
Organic C and soil density have been identified by correlation and principal component
analyses as potential predictors of the ability of soils to accumulate this NH;. HNO, is also
able to kill microsclerotia, but in this case, the soil pH has to be acid.

A higher content of C was associated with less incidence of Fusarium culmorum on barley
(Rasmussen et al., 2002), Pythium damping-off of tomato (van Bruggen and Semenov, 1999)
and F. solani f.sp. pisi on pea (Oyarzun et al., 1998). Only these latter confirmed this
association by a correlation analysis. However, the same authors found that the C content of
soil was positively correlated to incidence of Thielaviopsis basicola, and was not related to
Aphanomyces euteiches on pea.

Concerning only organic C content, it was found to be associated with less incidence of Ggt
on wheat (Pankhurst et al., 2002) and less severity of corky root (Pyrenochaeta lycopersici)
on tomato (Workneh et al., 1993). On the contrary, a significant negative correlation was
found between the organic C content of soil and its suppressiveness to Fusarium wilt (Hoper
etal., 1995).

Other physicochemical characteristics sometimes measured are cations and oligoelements
(Table 1). Since all authors did not measure the same set of parameters, it is quite impossible
to propose sound conclusions of the possible relations between disease incidence and
oligoelements or cations. Mg and K were found associated with disease, higher levels of these
elements being associated with lower incidence of fungal disease (Duffy et al., 1997; Peng et
al., 1999). On the contrary, a soil suppressive to ectoparasitic nematodes had significantly
lower levels of Mg and K than a conducive soil (Rimé et al., 2003). Oyarzun et al. (1998)
found contrasting results, depending on the pathogen. When associations have been
highlighted between disease and Al, Fe, Na or Zn contents, they were always in the sense of
less disease with higher contents of these elements.

Concerning the relation between soil texture and suppressiveness, several results have been
obtained. Hoper et al. (1995) and Mallet and Maynard (1998) both found a significant
negative correlation between the sand content of a soil and its suppressiveness to Fusarium
wilts of flax and Armillaria root disease on lodgepole pine, respectively. No relationship was
found between soil texture and suppressiveness towards ectoparasitic nematodes (Rimé,
2003), Fusarium wilt of banana (Dominguez et al., 2001), Fusarium root rot of asparagus
(Hamel et al., 2005a) or replant disease of apple tree (Manici et al., 2003). For clay content,
Duffy et al. (1997) found that higher clay content was associated with less Ggt on wheat after
treatment with T. koningii, while, on the contrary, Workneh et al. (1993) found that there was
more clay in soils of conventional farms, in particular those farms with vertisols, these soils
promoting greater severity of the disease caused by P. lycopersici, than in soils of organic
farms.
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Chapitre 1 : Synthese bibliographique

Some authors used multivariate analyses, taking into account the whole set of
physicochemical parameters together. Studying the effect of compost amendment on soil
suppressiveness to R. solani, Pérez-Piqueres et al. (2006) found that the most suppressive soil
compost mix was clearly separated from the non-amended control after principal component
analysis (PCA) of 14 soil parameters. The suppressive mix contained higher rates of CaO,
MgO, K,0 and N-NHy and a higher CEC than the control soil. Ownley et al. (2003) analysed
28 physical and chemical properties of 10 soils. These soils were assessed for take-all disease
suppression with seeds treated with phenazine-producing Pseudomonas fluorescens. The
authors found that 16 soil properties were correlated with disease suppression. Regression
analysis enabled them to propose a model including 6 key soil properties (N-NOs, CEC, Fe,
%silt, soil pH and zinc) to explain the variance in take-all disease rating of wheat treated with
phenazine-producing P. fluorescens.

1.3.2 / Quantitative microbial parameters

1.3.2.1 / Colony forming units plate counts

The most ancient method to study the soil microbial communities is the isolation and counting
of the colony forming units (CFU), and the identification of the species present in a soil
sample. Despite well-known bias, such as the overwhelming number of non-cultivable
microorganisms which are not considered by such techniques (Torsvik et al., 1990a and
1990b), CFU counts on more or less specific solid media are still used and informative
(Balestra and Misaghi, 1997; Martinez et al., 2002; Cohen et al., 2005). In studies dealing
with soil suppressiveness, along with total bacterial and fungal counts, populations which are
known or supposed to have antagonistic properties are often surveyed too.

Concerning total bacterial densities, no relation was found with disease incidence of
ectoparasitic nematodes (Rimé et al, 2003), Helminthosporium solani on potato (Martinez et
al., 2002), Ggt and R. solani on wheat (Pankhurst et al., 2002), F. solani f.sp. pisi and A.
euteiches on pea (Oyarzun et al., 1998) and R. solani and replant disease of apple tree
(Mazzola, 1999; Manici et al., 2003). Increased bacterial densities were associated with
increased suppressiveness of amended soils towards southern blight (S. rolfsii) of processing
tomatoes (Bulluck and Ristaino, 2002), Phytophthora root rot of alfalfa and potato scab
(Wiggins and Kinkel, 2005). In the same way, larger bacterial densities were associated with
increased suppressiveness of soils to Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Peng et al., 1999),
R. solani on apple trees in soils amended with rapeseed meal (Cohen et al., 2005), R. solani
on pine in a compost-amended soil (Pérez-Piqueres et al., 2006). On the contrary, higher
bacterial densities were positively correlated with high receptivity of soils to T. basicola on
pea (Oyarzun et al., 1998), and sick soils in the replant disease of peach (Benizri et al., 2005).
Fungal population densities were not related to incidence or severity of southern blight of
tomatoes (Bulluck and Ristaino, 2002), H. solani on potato (Martinez et al., 2002), Fusarium
spp. on asparagus (Hamel et al., 2005b) and R. solani on apple tree (Mazzola, 1999). But
higher fungal densities were associated with enhanced suppressiveness to Ggt and R. solani
on wheat in fields amended with stubble (Pankhurst et al., 2002), R. solani on apple tree in
fields with rapeseed meal amendment (Cohen et al., 2005), apple tree replant disease in
organic soils (Manici et al., 2003) and R. solani damping-off of pine in a compost-amended
soil (Pérez-Piqueres, 2006). On the contrary, increased suppressiveness was associated with
lower fungal densities in soils suppressive to Fusarium wilt of banana (Peng et al., 1999).
Besides total aerobic bacterial and fungal counts, specific populations can also be monitored
by dilution plating on selective media. Pseudomonads and fluorescent pseudomonads are
among the most studied populations, in soil and in the rhizosphere (Weller et al., 2002). The
density of pseudomonads had no influence on the incidence of F. solani f.sp. pisi and
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Chapitre 1 : Synthese bibliographique

A. euteiches on pea (Oyarzun et al., 1998). A greater density of pseudomonads was associated
with soil conduciveness to ectoparasitic nematodes (Rimé et al., 2003) and a greater disease
incidence of Ggt and R. solani on wheat (Pankhurst et al., 2002). On the contrary, the density
of pseudomonads was correlated with decreased incidence of T. basicola on pea (Oyarzun et
al., 1998) and R. solani on potato (Garbeva et al., 2006; Larkin and Honeycutt, 2006).
Concerning fluorescent pseudomonads, their density was not related to soil suppressiveness or
conduciveness to H. solani on potato (Martinez et al., 2002), F. solani f.sp. pisi or A.
euteiches on pea (Oyarzun et al., 1998), R. solani or replant disease on apple tree (Mazzola,
1999; Manici et al., 2003). Other studies found that more fluorescent pseudomonads were
associated with a lesser disease incidence of S. rolfsii on tomato (Bulluck and Ristaino, 2002),
T. basicola on pea (Oyarzun et al., 1998) and replant disease on apple tree (Mazzola, 1999).
There were fewer fluorescent pseudomonads in soils amended with rapeseed meal, which
were more suppressive to R. solani on apple tree (Cohen et al., 2005). A study has also been
conducted on the relation between the fluorescent pseudomonads community composition and
the apple replant disease in different orchard soils, and how this composition is influenced by
the genotype of wheat previously cropped on these soils (Mazzola and Gu, 2000 and 2002;
Gu and Mazzola, 2003).

Actinomycetes, and among them many Streptomyces spp., are known for their antagonistic
properties (Jones and Samac, 1996; Samac and Kinkel, 2001), i.e. by producing antifungal
compounds (Chamberlain and Crawford, 1999). Actinomycete densities were not consistently
associated with disease incidence of H. solani, R. solani or other soilborne diseases on potato
(Martinez et al., 2002; Garbeva et al., 2006; Larkin and Honeycutt, 2006) or F. solani f.sp.
pisi, T. basicola and A. euteiches on pea (Oyarzun et al., 1998). However, there were greater
densities of actinomycetes in soils resistant to Fusarium wilt of banana (Peng et al., 1999) and
soils under conservation tillage showing higher suppressiveness to Ggt and R. solani on wheat
(Pankhurst et al., 2002). Concerning more particularly Streptomyces spp., Wiggins and Kinkel
(2005) found a significant negative correlation between Streptomyces spp. densities and the
disease incidence of alfalfa root rot and potato scab after green manure amendment. The
density of antagonistic Streptomyces spp. was also significantly negatively correlated to
alfalfa root rot.

In conclusion, the variations in microbial densities may depend on the pathosystem and the
soil in which the disease occurs. Generally there is a positive association between microbial
densities and soil suppressiveness. However, in experiments conducted for several years,
different results may appear (Garbeva et al., 2006).

1.3.2.2 / Microbial biomass

Soil microbial biomass can be assessed by several methods, among which are the chloroform
fumigation-extraction method (Vance et al., 1987) and the substrate-induced respiration
method (Anderson and Domsch, 1978). It is generally admitted that disease suppressiveness is
related to a global increase in soil microbial biomass. A large biomass would create a
competitive environment deleterious for the pathogens. Enhancement of the microbial
biomass is also one of the aims of some cultural practices, mainly organic amendments.
Increased microbial biomass was associated with decreased disease incidence of Pythium
root-rot on iris (van Os and van Ginkel, 2001), Ggt and R. solani on wheat (Pankhurst et al.,
2002) and F. oxysporum on asparagus (Hamel et al., 2005b), but no statistical correlations
were made. Leon et al. (2006) found a significant negative correlation between microbial
biomass and disease severity of A. euteiches on snap bean. Concerning the yield decline of
sugarcane, the results were not so clear (Pankhurst et al., 2005). Seven months after
incorporation of different organic amendments in soil, microbial biomass was not
significantly different between most amended soils and the non-amended control. However,
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Chapitre 1 : Synthese bibliographique

all of the amended soils showed an increased suppressiveness towards yield decline. In the
only two cases where microbial biomass was significantly increased, disease suppression was
not. This example shows that the relationship between microbial biomass and disease
incidence is not consistent. Studying the effect of cover-crop incorporation in both organic
and conventional farming system on soil suppressiveness to Pythium aphanidermatum,
Griinwald et al. (2000a and 2000b) found no relation between the soil microbial biomass and
disease incidence.

1.3.3 / Diversity and structure of microbial communities

A greater biodiversity (number of species present in the ecosystem) has long been
synonymous with better soil quality, diversity being considered as a key component of soil
stability and function (Agenda 21, United Nations Conference on Environment and
Development, Rio de Janeiro, 1992: "The current decline in biodiversity is largely the result
of human activity and represents a serious threat to human development"; Nacem et al.,
1994). However, functional redundancy has been shown, and it is now admitted that the
functional characteristics of individual species are at least as important as the total diversity
(Andrén and Balandreau, 1999; Griffiths et al., 2000 and 2001). Indeed, the diversity and the
structure of soil microbial communities are of primary interest when studying soil
suppressiveness.

Isolation of microorganisms from soil has long been the only method to assess the diversity
and structure of microbial populations. However, this method only allows access to cultivable
microorganisms, which represent a very little proportion of the whole microbial community of
soil (Torsvik et al., 1990a and 1990b). Nowadays, direct extraction methods are available,
without prior cultivation of the microorganisms. These methods allow the study of a much
greater part of the soil microflora.

Phospholipid fatty acid (PLFA) analysis is one solution to overcome the problem of finding
unculturable microorganisms when assessing soil microbial diversity. Many fatty acids have
been isolated from, and are representative of, specific microbial groups, making PLFA
analysis a useful tool to describe microbial diversity and structure (Bossio et al., 1998;
Ibekwe and Kennedy, 1998; Zelles, 1999). Discriminant analysis conducted on the whole
microbial PLFA profiles revealed the existence of significantly distinct microbial community
structures in soils depending on the classes of Fusarium crown and root rot of asparagus in
fields (Hamel et al., 2005b). However, this distinction was cultivar specific, highlighted only
when comparing fields with the same cultivar. Studying the effect of biological organic
fertilizers, Cai et al. (2003) found that fatty acid methyl ester (FAME) microbial markers
would be a useful indicator of soil health and that the soil odd-number fatty acid proportion
changed due to organic amendment, which also reduced the incidence of bacterial wilt of
tomato (Ralstonia solanacearum).

The community level physiological patterns established using the Biolog systems are used to
detect differences in the ability of microbial communities to degrade different carbon
substrates (Garland and Mills, 1991). These methods are biased. Biolog substrates favour
bacteria, and so the microbial community studied is in fact part of the bacterial community.
And among the bacteria, the faster growing ones are overrepresented (Hill et al., 2000).
Pérez-Piqueres et al. (2006) compared the Biolog profiles of different soil and compost mixes.
Analysis of the metabolic diversity by PCA clearly separated the mixes most suppressive to R.
solani from the non-amended highly conducive control soil. Similarly, Benizri et al. (2005)
compared the Biolog profiles of the bacteria inhabiting two healthy and one sick soil,
mimicking peach tree replant disease. The second principal component of the PCA analysis
separated the soil bacteria isolated from healthy soils from those isolated from sick soils.
However, this separation was not statistically significant.
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The development of DNA-based methods provided new insights into the composition and
structure of microbial communities. It enabled the access to a greater part of the soil
microflora without the bias of cultivation (Tiedje et al., 1999; Ranjard et al., 2000b). Methods
such as ribosomal intergenic spacer analysis (RISA, Borneman and Triplett, 1997; Ranjard et
al., 2000a), (terminal)-restriction fragment length polymorphism ((T)-RFLP, Liu et al., 1997;
Marsh, 1999) or denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE, Muyzer et al., 1993) give
complex molecular fingerprints of the microbial communities after direct extraction of the soil
DNA and polymerase chain reaction (PCR) amplification of DNA markers of the community
of interest, mainly ribosomal DNA (rDNA). These techniques allow the analysis of both
culturable and non-culturable microorganisms and provide a rapid method for observing
changes in community structure in response to different environmental factors. Besides total
bacterial and fungal communities, the structure of specific subgroups can also be assessed
(Garbeva et al., 2006).

In a soil having received pig slurry or compost and showing an increased suppressiveness to
R. solanacearum biovar 2 on potato, PCR-DGGE revealed differences in the bacterial
community structure (Schonfeld et al., 2003; Gorissen et al., 2004). These amendments
resulted in the appearance of several novel bands and different relative intensities of bands
common to the treated and non-treated soils. In the case of compost amendment, several
discriminant DGGE bands and PCR products were cloned and/or sequenced in order to
identify the corresponding microorganisms; but their involvement in disease suppressiveness
remains to be tested. Nevertheless, even if the micro-organisms are not directly responsible,
these DNA markers might serve as indicators of these treatments and thus as indicator of the
R. solanacearum-suppressive status of soil. Comparing bacterial DGGE patterns of soils
receiving different treatments, Kowalchuk et al. (2003) found that, except for a sterilized and
then amended soil, all DGGE patterns from the treated and control soils were highly similar.
The same samples were also examined by fungal PCR-DGGE. The profiles obtained were
much simpler than those obtained for bacteria. Once again the sterilized and amended soil was
very different from the others. Yang et al. (2001) compared DGGE fingerprinting of
rhizospheric bacterial communities associated with healthy or Phytophthora cinnamomi
infected avocado roots. A PCA clearly revealed that bacterial communities from healthy
roots, both of control trees or trees treated with biocontrol bacteria, were highly similar, but
different from the communities on infected roots. A Monte-Carlo permutation test showed
that root infection had a statistically significant effect on bacterial community structure.
However, with the same pathosystem in a field with different levels of P. cinnamomi
infestation, Yin et al. (2004) found no significant differences in the RISA profiles of soil
bacterial communities.

The bacterial community structure in rhizospheric soil of peach grown in healthy or replant
disease sick soils (Benizri et al., 2005), or sugarcane from suppressive or conducive soil to
ectoparasitic nematodes (Rimé et al., 2003), were compared by RISA analysis. In the case of
peach rhizosphere communities, PCA on the profile data clearly separated the three samples
from healthy soils from the ones from sick soils. This separation was statistically significant.
In the second study, the separation between nematodes conducive and suppressive soil
samples was less clear, because of the variability between plots, given the highest number of
samples (6 plots and 2 replications in each of the two fields). However, PCA partially
distinguished the plots from the suppressive field from those from the conducive.
Pérez-Piqueres et al. (2006) used the T-RFLP method to characterise microbial communities.
Correspondence analyses clearly separated both fungal and bacterial community structures of
the most suppressive amended soil from the other treatments.

All these results demonstrate that the microbial communities' structure and diversity are often
sensitive to the phytopathological status of soils, but until now, no microbial component was
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identified as potential indicator of disease suppression from such studies. Indeed, after the
whole community fingerprinting, it is necessary to select the discriminating markers and to
identify the microorganisms "hidden" behind. Such a study has already been conducted to
identify microorganisms associated with Heterodera schachtii cysts present in suppressive
soils (Yin et al., 2003a and 2003Db).

1.3.4 / Microbial activity

A soil of good quality should be suitable for all the processes which are presumed to occur in
it: geochemical cycles, plant growth, buffering for pollutants, etc. Microorganisms are the
major actors for the completion of these functions, and several microbial functions can be
assessed when trying to characterize soil properties.

By measuring global or specific microbial biomass/densities, one also has an indication of a
potential activity. However, it is the real, expressed, activity which is important to measure.
Soil microbial activity is the quantified reflection of the soil functioning. Soil functions
include C and N geochemical cycles, organic matter degradation, etc. Activities resulting
from the whole microbial community can be measured globally through different methods.
Fluorescein diacetate (FDA) hydrolysis (Schniirer and Rosswall, 1982; Adam and Duncan,
2001) is a good estimate of total microbial activity because multiple enzymes present in both
bacteria and fungi are responsible for this hydrolysis. Soil respiration can also be used as a
method to assess the microbial activity (Hersman and Temple, 1979). Enzymes are an integral
part of nutrient cycling in the soil and are usually associated with viable proliferating cells, so
specific enzyme activities, such as dehydrogenase, phosphatase, B-glucosidase and many
others can also be measured as an estimate of soil microbial activity (Trasar-Cepada et al.,
1998; Bandick and Dick, 1999). These global activities might be related with the general
suppressiveness potential of soils, as an active microbial community is thought to be more
efficient to control soil pathogens.

Increased FDA hydrolysis was associated with lower disease incidence of F. oxysporum f.sp.
cubense on banana in suppressive soils (Peng et al., 1999) and of P. lycopersici on tomato in
organic farms (Workneh et al., 1993). However, Workneh et al. (1993) found no relation
between FDA hydrolysis and the presence of Phytophthora parasitica in soil of tomato farms
neither did Griinwald et al. (2000a and 2000b) with P. aphanidermatum damping-off of
tomato. Pankhurst et al. (2005), as for microbial biomass, found no consistent association
between FDA hydrolysis in amended soils and their suppressiveness towards sugarcane yield
decline.

In all the studies where soil respiration was assessed, higher respiration rates were associated
with lower disease incidence or severity (van Os and van Ginkel, 2001; Pankhurst et al.,
2002; Kotsou et al., 2004; Leon et al., 2006; Pérez-Piqueres et al., 2006).

Concerning specific enzyme activities, Rasmussen et al. (2002) found significant positive
correlations between soil suppressiveness to seedling blight of barley (F. culmorum) and the
activities of P-glucosidase and cellobiohydrolase, two cellulolytic enzymes. Higher
phosphatase and B-glucosidase activities were also associated with soil-compost mixes more
suppressive than control soil to F. oxysporum on melon plants (Ros et al., 2005) and with
soils suppressive to Fusarium crown and root rot of asparagus (Hamel et al., 2005 b). Leon et
al. (2006) found that arylsulfatase activity, a possible biomarker for fungal biomass, was well
correlated with suppression of common root rot of snap bean.

Metabolic profiles obtained with a Biolog system give a qualitative picture of microbial
community, but can also provide a quantitative measurement of its activity. In this way,
Pérez-Piqueres et al. (2006) compared the Biolog profiles of different soil and compost mixes.
The analysis of the quantitative data (average well color development) showed no differences
between the suppressive and conducive mixes.
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The ratio of oligotrophs to copiotrophs, or r to K-strategists, has also been proposed as an
interesting indicator of potential disease suppression (van Bruggen and Semenov, 1999,
Kotsou et al., 2004). Borrero et al. (2004) used these ratios to predict the suppressiveness of
plant growth media towards Fusarium wilt of tomato.

Soil microbial activities might also be more specific, with only a part of the microbial
community able to perform specific functions. For example, concerning the N cycle,
nitrification and denitrification (potential) activities might be measured (Kandeler et al., 1999,
Staley et al., 1990). Another specific activity is the production of antibiotics or other toxic
compounds. In this case, this specific activity might be related to the phenomenon of specific
disease suppressiveness, due to antagonistic microorganisms (Fravel, 1988). These specific
activities can be quantified by classical methods, but as more and more "responsible" genes
are being identified and sequenced, they can also now be detected by molecular DNA-based
methods. In this last case, we think it is better to talk about function than activity, because
only a potential ability is measured, not a real activity. An example of this type of
measurement is the detection by PCR of the 2,4-diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG) and
phenazine-1-carboxilic acid (PCA) biosynthesis genes (phlD and phz) in pseudomonads in
soils (Raaijmakers et al., 1997.

Nitrogen mineralization or nitrification, assessed by different methods is associated with a
reduction in disease severity of R. solani on apple trees in soils amended with rapeseed meal
(Cohen et al., 2005). Workneh et al. (1993) also found that the N mineralization potential of
soil was positively correlated with disease suppressiveness to P. lycopersici in organic farms,
but it had no association with the recovery of P. parasitica in soil.

Production of hydrogen cyanide could be an interesting parameter to measure for predicting
the status of soils concerning the replant problem of peaches, since it is thought to be, at least
partially, responsible for this problem. In the sick soils, 61.1% of the rhizospheric bacteria
isolated produced cyanide, whereas this proportion was only of 16.4% in the healthy soil
(Benizri et al., 2005). However, in the rhizosphere and roots of tobacco growing in soils
naturally suppressive or conducive to tobacco black root rot (T. basicola), no relationship was
found between the number of HCN or 2,4-DAPG-producing fluorescent pseudomonads and
the disease-suppressive status of the soil (Ramette et al., 2003). Nevertheless, expressed as a
percentage of the total fluorescent pseudomonads population, the proportion of 2,4 DAPG
producing pseudomonads was higher in the rhizosphere and roots of tobacco grown in the
suppressive soil. A deeper study, looking at the phlD gene polymorphism, also found no clear
relationship between phlD alleles and disease suppressiveness. From the fluorescent
pseudomonads isolated from non-cultivated (suppressive to R. solani) and third-year
(conducive) orchard soils, 35% and 6.7%, respectively, possessed the Phl biosynthetic loci
(Mazzola, 1999). The role of 2,4-DAPG produced by pseudomonads in take-all decline was
also demonstrated several times (Weller et al., 2002), but it is not the only mechanism, as
demonstrated in organic soils by Hiddink et al. (2005).

Authors studying soil disease suppressiveness have also assessed other soil characteristics.

However, emerging from all these studies is that no consistent and validated association
between disease suppression and one or several soil parameters have been evidenced.

1.4 / Strategy for identification of soil health indicators

Healthy soils are suppressive soils, thus disease suppressiveness can be considered as an
indicator of soil health. However suppressiveness is a complex process, depending on several
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factors. And its measure, through pathogen-specific bioassays, if possible, is time and labour
intensive. That is why it would be very interesting, and useful, to find other soil
characteristics highly related to soil suppressiveness, but easier to measure.

This need for indicators of soil health is an actual concern, from the field scale to the global
level. Therefore, it is necessary to define an accurate strategy, from sampling to validation,
which would permit to propose indicators.

1.4.1 / Data analyses

Only a few authors have studied the relationships between disease incidence or soil
suppressiveness and others soil parameters. Even though, it is commonly accepted that all the
soil characteristics interact. More precisely, the biological components and functions of soils
depend on, and emerge from, the physicochemical component (Girvan et al., 2003). Among
the articles reviewed here, several have analyzed and discussed the results obtained for each
variable separately. Generally, several treatments were compared, and the results were
analyzed with analysis of variance (ANOVA). Conclusions have been presented on the
eventual relationship between disease incidence and the other measured variables, but merely
through comparisons with existing literature and without any statistical confirmation. This is
in part due to the fact that the authors are often interested in finding a mechanistic explanation
of the relation between these parameters and soil suppressiveness. However, that is not of
primary importance when searching for indicators. Oyarzun et al. (1998) used single
correlations, which enable them to attribute a statistical significance to the relation found
between disease severity and each soil parameter. That is interesting, but given that
interactions between biological, physical and chemical characteristics are of primary
importance, it has to be considered as insufficient.

Multiple regression and discriminant analyses have been used to establish relationships
between disease and the other variables. Multiple regression analysis was applied when
disease incidence or severity was considered as a variable which value would be a
combination of the values of other variables (Oyarzun et al., 1998; Lacey and Wilson, 2001;
Rotenberg et al., 2005). Discriminant analysis was used to determine which variables
discriminated best between two or more naturally occurring groups, e.g. classes of disease
severity or incidence (Workneh et al., 1993; Griinwald et al., 2000a and 2000b). This
approach enables one to choose which variables, among all the variables measured, are the
best predictors of disease incidence. This statistical approach, taking into account all the
parameters, is appropriate for the search of indicators.

Community structure analyses, and for example molecular DNA fingerprints, generate large
datasets. These data need multivariate analysis methods to be fully exploited. PCA and
correspondence analysis are among the techniques used. They enable the reduction of the
number of explanatory variables, and the detection of an eventual structure among the
samples, given the variables measured, or a structure in the relationships between variables.
Using these methods, rhizosphere bacterial communities from healthy/sick or
conducive/suppressive soils were separated (Yang et al., 2001; Rimé et al., 2003; Benizri et
al., 2005; Pérez-Piqueres et al., 2006). However multivariate analysis alone does not give a
statistical measure of the differences between samples. Monte-Carlo permutation tests or
analysis of variance (or other statistical analysis) with the factor loadings of samples (values
of the projection of the sample on the principal components) can give a statistical meaning to
the findings. Multivariate analysis is interesting in that it also provides the ordination of the
variables. In this way, correlation between variables and the importance of each individual
variable in the discrimination between samples were highlighted (van Os and van Ginkel,
2001; Rimé et al., 2003; Hamel et al., 2005a and 2005b; Rotenberg et al., 2005). This is an
important feature, when trying to identify potential indicators or markers. On the contrary,
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when data are simply analysed by tree and cluster analysis, it is much more difficult to
attribute the differences between samples to identifiable variables.

The analytical tool to be used in an experiment should be defined before the experiment is
conducted. Otherwise, the results will probably be spurious and/or misleading.

1.4.2 / Strategy for identification of indicators

According to Gras et al. (1989), "an indicator is a variable which supplies information on
other variables which are difficult to access ... and can be used as benchmark to take a
decision". Mitchell et al. (1995) stated that "alternative measures ... enable us to gain an
understanding of a complex system ... so that effective management decisions can be taken
that lead towards initial objectives".

Thus, an indicator has both an informative function (about the system) and a decision making
function (to achieve the initial objectives). Indicators may results from a set of measurements,
from calculated indices, or they may be based on expert systems (Girardin et al., 1999). In our
case, for soil health indicators from the plant disease point of view, authors have only worked
with sets of measurements.

Given the complexity of soil function, it is improbable, and even impossible, that one unique
indicator can assess for soil health. Larson and Pierce (1991) proposed the idea of a minimum
data set (MDS), that is a limited number of indicators, required to describe the soil quality,
and which could be common to all soil quality assessments. Doran et al. (1996) proposed such
a MDS. According to the same authors, indicators should:

-encompass ecosystem processes and relate to process-oriented modelling

-integrate soil physical, chemical, and biological properties and processes

-be accessible to many users and applicable to field conditions

-be sensitive to variations in management and climate at an appropriate time-scale

-when possible, be components of existing soil databases.

Andrews and Carroll (2001) present in their paper the "guideline" they used to obtain such a
MDS. First of all, one has to decide which goals are of primary interest in the studied
ecosystem. It could be, for example, to maximize the crop yield and to minimize pest
problems. End-point measures representative of these goals are identified (e.g. crop yield in
t/ha, disease incidence of a fungal pathogen, number of insect pests, etc) and serve as
dependent variables to validate the MDS. The study should be conducted in different sites, to
compare the results and assess if generalization is possible. The contrasting situations (e.g.
different amendments, different cultural practices) which are to be evaluated by the quality
indicators have to be tested on the same site. The analysis should be done for each site
separately. In order to select the most pertinent variables, as many variables as possible are
measured at first. These numerous data are then reduced to a MDS through a series of uni-
and multivariate analyses.

A possible procedure is as follows. Univariate statistics allow the determination of parameters
with significant treatment differences. These parameters are chosen for the next step. A PCA
is performed on the significant variables. The parameters retained at this step are the ones
which are highly weighted on the principal components chosen (e.g. only the ones explaining
at least 5% of the variation in the data). The set of variables is indeed reduced. Then,
multivariate correlation coefficients should be calculated to determine the strength of the
relationships among variables. Well-correlated variables are considered redundant, and should
be eliminated. Only one variable is kept from groups of highly correlated variables. The final
step, to check whether it is still possible to further reduce the number of variables in the MDS,
is to perform a forward stepwise regression of the chosen variables against the goal variable.
If any of these variables remained non-selective after stepwise regression, it is eliminated

39



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

from the MDS. The obtained MDS is validated by running multiple regressions using the
MDS components as the independent variables and each goal attribute as a dependant
variable. The MDS indicators could then be combined in a soil quality index, to be used by
practitioners.

This strategy, more or less finalized, has been successfully used by several authors working
on soil quality and even farm sustainability (Bockstaller et al., 1997; Hussain et al., 1999;
Rigby et al., 2001; Andrews et al., 2002; Suzuki et al., 2005; Yemefack et al., 2006).
However, the goals were yield, water or nutrient availability, erosion resistance, but not plant
health. To our knowledge, such a comprehensive proposition of testing and validating a
minimum data set, and even more a soil health index, directed towards the crop health end-
point has never been achieved.

Kang et al. (2005) used 18 parameters, mostly from the MDS proposed by Larson and Pierce
(1991). These 18 parameters were allocated between three indexes representing the nutrient
status, the microbial activity and the productivity of soil. A sustainability index was measured
from these three values, through a "geometrical" approach. The calculation of the value of this
index in different treatments allows a comparison between them. This approach is interesting,
but the choice of the variables was not statistically based, and the diseases were not taken into
account, unless indirectly through the crop yield measurement.

Apart from the measurement of a set of indicators compiled in an integrative index, another
possible approach is the use of models. Epidemiological models of several diseases have been
proposed, using the disease progress curves as the response variable (Gilligan, 1990; Jeger,
2004). The effect of many parameters has been studied: source and density of inoculum,
climatic factors, crop characteristics, eventual chemical control, etc. Examples of models are
available, but they are restricted to foliar diseases and they only take into account as
predictive variables weather- or plant-related variables (Madden et al., 2000; Schoeny et al.,
2001). When soilborne diseases are concerned, soil parameters are not taken into account
(Bailey and Gilligan, 1999).

Artificial neural networks are another tool to develop models (Paul and Munkvold, 2005).
Their advantage is that even if the system being modelled is poorly understood, they are
capable of extracting subtle patterns and depicting complex relationships among variables,
due to a "learning" process. In plant pathology, artificial neural networks have been shown to
perform at least as well as the traditional approaches at classifying incidence and detecting
infection periods of tan spot on wheat (de Wolf and Francl, 1997 and 2000).

The development of an epidemiological model for soilborne diseases requires taking into
account a large range of variables. The dispersion and extension of the disease is often
reduced to the field scale. Besides environmental and plant parameters, soil characteristics
must be considered, which represent a great amount of potential explanatory factors. This
work has been done (Otten et al., 2001), but rarely with the aim of studying the impact of soil
management on soil quality (Otten et al., 2004; Stacey et al., 2004). Indeed, little work has
been done concerning the incorporation of soil parameters in a predictive model for soilborne
diseases.

1.4.3 / Sampling strategy

Of major importance in proposing soil health indicators is the validation of the relevance of
the chosen descriptors in several agronomic situations. Given the complexity of the
interactions between environmental, abiotic and biotic factors, it is not evident that one set of
parameters used in a given situation would still be explicative in another context. For one to
be allowed to generalise the use of certain descriptors, it is of primary importance to take into
account different environmental contexts. However, even at the field scale, caution must be
applied to the sampling strategy; because, first of all, of spatial variability. It is well known
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that microbial parameters can vary at a very fine scale (Nunan et al., 2002). That is why it
might be important to pool different samples from the same treatment to minimize this
heterogeneity, even in mesocosmes. Another approach is to keep each sample separate, and to
integrate the spatial variability in the data analysis. Besides spatial variability, microbial
characteristics are also very sensitive to climatic conditions, and exhibit temporal/seasonal
variability (Schutter et al., 2001), that may be several-fold higher than spatial variability
(Parkin, 1993). This temporal variability can confound comparisons among treatments, thus it
is interesting, if possible, to sample soils at several dates and assess the consistency of the
descriptors chosen.

As already mentioned, the studies on soil suppressiveness and its relation with other soil
characteristics can be conducted with two distinct approaches. One can work with artificially
created contrasting situations, most often in experimental microplots or in micro/mesocosmes
(Table 2). In this first case, it is difficult to form conclusions of a general nature. Another
approach is to assess the relationships between disease suppressiveness and soil
characteristics in natural situations. The soils of these fields have different levels of disease
receptivity, either because of intrinsic disease suppression, or because of cultural practices in
place (Table 2). This second approach seems more appropriate to the search of reliable
indicators, as long as a sufficient number of situations are taken into account.

Concerning surveys in natural soils, (i) Dominguez et al. (2001) compared conducive and
suppressive areas in 7 banana plots in two islands from the Canary Islands, (ii) Martinez et al.
(2002) sampled 45 soils throughout the entire province of Quebec, (iii) Lacey and Wilson
(2001) analysed 35 potato fields across the Tasmanian potato cropping region, (iv) Oyarzun et
al. (1998) surveyed a total of 51 soils from commercial fields and 6 experimental plots, (v)
Hamel et al. (2005a and 2005b) sampled 50 commercial asparagus fields in four regions of
southern Quebec and (vi) Mallett and Maynard (1998) measured the incidence of Armillaria
root disease in 36 stands of young lodgepole pine. The most extensive survey has been done
with 1462 fields assessed for the relations between soybean diseases, soil texture and tillage
(Workneh et al., 1999). In all these cases, the soils were not placed under specific cultural
practices. It is noteworthy that, except for Martinez et al. (2002), who evaluated microbial
populations by plate counts, these large studies only characterized the pedological and
physicochemical statuses of soils. This is certainly insufficient of the search of integrative
indicators. The other field surveys often dealt with comparison of organic and conventional
farming systems or comparison of different amendments and tillage practices (Table 2).

1.4.4 / Validation of indicators

These searches of MDS indicators would normally result in the proposal of soil health
indexes, generally valid for one disease or one type of disease/crop association. However,
what is theoretically sought-after is a global index, valid for as many situations as possible.
The risk, if one absolutely wants to generalize, is to come back to "ancient" notions that are
that a soil is healthy when microbial community is diverse and active. In our opinion, soil
health, contrary to more "neutral" notions such as soil physical quality, should be studied at
the regional level, in close association with local agricultural extension personnel. Indeed, the
validation of the proposed indicators and indexes is a key-point of major importance, which
should not be omitted. The "output validation" (Bockstaller and Girardin, 2003) focuses on
the informative function of indicators: does this indicator give reliable, realistic information?
Concerning indicators as decision making tools for soil management, Bockstaller and
Girardin (2003) recommend an "end-use" validation. This has been done by Andrews et al.
(2003), who constructed soil quality indices and examined farmers' reactions to, and uses of,
these indices. They also compared on-farm indices outcomes with the farmers own
perceptions. In our opinion, this might be the only way to propose sound indicators, useful for
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both risk prediction and technical advice. First, these indicators would be measured before
any planting of crops. Then, according to the results, one would decide which kind of crop
could be grown. The understanding of the mechanisms behind cultural practices, and their
relation with the indicators, would allow the proposal of practices useful to maintain the soil
health.

1.5 / Conclusion

Plant diseases caused by soilborne pathogens result from multiple and complex interactions
they have with plants and both biotic and abiotic soil compartments. The determining
functions leading to disease are not yet fully understood, neither are all the mechanisms
involved in soil suppressiveness. In the actual concern for sustainable environmental
protection, the possibility of controlling soilborne diseases by adapting agricultural practices
is assessed. Such practices are likely to modify a wide range of soil characteristics. In fact,
researchers are more interested in investigating the effect of such practices on microbial
communities, or in assessing their potential to control soilborne pathogens than in finding soil
health indicators. However, a combined approached is needed. Many results have been
published, but integrated analysis and modelling are lacking. Nevertheless, soil health
indicators would be very useful for risk prevision and technical advice. Given the number of
biotic and abiotic parameters potentially related to soil suppressiveness, and thus potential
indicators, it seems obvious that a holistic approach, involving several areas of soil science
(physics, chemistry, microbiology, pathology, parasitology, etc) has to be followed. This
approach should first be limited to the local scale. This work needs a rigorous experimental
approach supported by numerous field trials and taking into account many different soil types
and crop systems. The analysis of such a huge mass of data should not be neglected to lead to
indicator proposal. A key-point is also the perception and the use of such indicators by
growers. General guidelines for obtaining indicators and for their use to monitor the
improvement of soil health should arise from the application of this approach in many places.
This ambitious task is not unrealistic if we consider indicators and decision making tools that
have already been developed in related fields such as assessment of farm sustainability or soil
conservation.

I1 / Deux pratiques culturales utilisées en protection des cultures : amendements
organiques et biodésinfection

Dans cette étude, deux pratiques culturales, ayant a priori un effet bénéfique pour protéger les
cultures contre les maladies, ont été mises en place sur une parcelle cultivée en carotte : un
apport de fumier composté et une biodésinfection. La biodésinfection, telle que mise en ceuvre
dans notre étude, étant la combinaison d'un apport d'engrais vert et d'un bachage, elle sera
présentée dans cette partie apres les amendements organiques et la solarisation.

II.1 / Les amendements organiques

11.1.1 / Qu'est-ce qu'un amendement organique?

Le terme amendement organique recouvre une trés large gamme d'intrants, ayant des
propriétés trés variables. Les amendements organiques sont, le plus souvent, des produits
principalement composés de résidus de végétaux, fermentés ou fermentescibles. Mais il existe
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aussi des amendements organiques avec une moindre proportion de végétaux, notamment
ceux a base de déjections animales.

Un premier type d'amendement est composé de déchets organiques. Les fumiers, compostés
ou non, les lisiers ou les composts de déchets ménagers appartiennent a cette catégorie. Ils
sont utilisés depuis trés longtemps en agriculture, surtout pour 1'entretien du pool de matiére
organique dans le sol, mais possedent aussi un effet bénéfique sur la stabilité structurale du
sol. A noter que 1'amendement organique se distingue de 1'engrais organique, qui contient plus
d'¢éléments fertilisants. En Europe de 1'Ouest, environ 25% des 200 millions de tonnes
d'ordures ménageres générées chaque année sont d'origine organique, et peuvent donc étre
compostées (European Compost Network, 2006). Actuellement, 35% de ces déchets
organiques (17 millions de tonnes) sont compostés. Les 9 millions de tonnes de composts
ainsi produits sont utilisés principalement en agriculture, en horticulture et dans les jardins
amateurs (European Compost Network, 2006).

Le compostage est une opération qui consiste a faire fermenter, dans des conditions
contrdlées, des déchets organiques en présence de l'oxygene de l'air. Il existe différentes
techniques de compostage, dans des andains réguliérement retournés, dans des andains
statiques aérés ou dans des containers (Raviv, 2005). Le processus de compostage se déroule
habituellement en trois phases. Dans la premiere phase, les sucres et les autres substances
facilement dégradables sont utilisés. La température dans l'andain de compost s'éleve a 40-
60°C. Durant la seconde phase, les composés plus difficilement dégradables, comme les
composés cellulosiques, sont dégradés, et des températures de 1'ordre de 60-75°C peuvent étre
atteintes. Au cours de cette phase, les substances humiques s'accumulent et I'éventuelle
éradication des agents pathogénes a lieu. De nombreux auteurs (Bollen et Volker, 1996 ;
Ryckeboer, 2002 ; Noble et Roberts, 2004) se sont intéressés a l'effet du compostage sur la
survie des agents pathogenes. Selon l'agent pathogéne considéré, le pic de température a
atteindre ainsi que la durée d'exposition permettant I'éradication sont variables. Cependant,
méme des champignons thermotolérants tels que Plasmodiophora brassicae, F. oxysporum et
Macrophomina phaseolina (Noble et Roberts, 2004) peuvent étre éliminés au cours du
compostage (Fayolle et al., 2006). La troisiéme phase, ou phase de maturation, commence
quand les teneurs en matériaux facilement dégradables deviennent limitantes pour la
microflore. L'activité microbienne et la température diminuent. Quand la température repasse
sous le seuil de 40°C, les organismes mésophiles, notamment les champignons, recolonisent
le compost. C'est durant cette phase que le compost peut s'enrichir en microorganismes
potentiellement antagonistes (Hoitink et al., 1999 ; Carisse et al., 2003). La colonisation du
compost par des agents de lutte biologique dépend en partie de la durée de la phase de
maturation (Kuter et al., 1983). Si le processus de compostage est effectué de fagon
appropriée, le compost est en général exempt d'agents pathogénes pour les plantes ou les
humains, et de graines d'adventices (Ryckeboer et al., 2001 et 2002).

Les fumiers et lisiers sont en général riches en azote. Lors du stockage ou quand les
microorganismes dégradent ces amendements, des composés allélochimiques, de
I'ammoniaque (NH3) ou de l'acide nitreux (HNO;), potentiellement toxiques, peuvent étre
produits (Bailey et Lazarovits, 2003).

Un autre type d'amendement organique est l'utilisation des résidus de cultures. Ces résidus,
incorporés dans le sol, forment un engrais vert, riche en matiére organique fraiche, non
préalablement décomposée ou fermentée. Cette matiere organique peut étre beaucoup plus
labile et facilement dégradable que celle des produits compostés, selon la teneur en cellulose
et en lignine du matériel de départ. De nombreux composés actifs peuvent étre produits lors
de la dégradation biologique des ces résidus de culture.
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11.1.2 / Amendements organiques et protection des cultures

De nombreuses études ont ét¢ menées, concluant le plus souvent a l'effet bénéfique des
amendements organiques sur la santé des plantes. Plusieurs mécanismes expliquent ces effets
bénéfiques (de Clercq et al., 2004). Tout d'abord, la matiére organique apportée sert de base
trophique a la communauté microbienne déja installée dans le sol. Ceci entraine le plus
souvent une augmentation des densités et de l'activité microbiennes. Ainsi, l'environnement
sol devient un milieu dans lequel la compétition entre microorganismes est forte (Paulitz,
1989), concourant au phénoméne de résistance générale des sols (Aryantha et al., 2000 ;
Scheuerell et al., 2005 ; Termorshuizen et al., 2006). En plus de cet effet de 'amendement par
activation de la résistance générale, des mécanismes de résistance spécifique peuvent aussi se
mettre en place suite a un apport de matiére organique. L'amendement, notamment lorsqu'il
s'agit d'un compost, peut contenir des microorganismes antagonistes. Ceux-ci peuvent agir par
antibiose (Fravel, 1988) ou parasitisme (Hoitink et Boehm, 1999). Les composts peuvent
aussi permettre l'activation des mécanismes de défense de la plante (Vallad et al., 2003). La
production de composés toxiques dans le sol peut aussi étre a 1'origine de la réduction des
populations d'agents pathogénes (Coventry et al., 2006). Lors de la dégradation des
amendements riches en azote, en fonction des caractéristiques physico-chimiques du sol, il y a
production d'ammoniaque, toxique pour de nombreux organismes et pour certaines formes de
conservation des agents pathogenes (Bailey et Lazarovits, 2003). Ainsi, Tenuta et Lazarovits
(2004) ont montré que les microsclérotes de V. dahliae peuvent étre détruits par 'ammoniaque
et l'acide nitreux. Cependant, cette activité est trés fortement dépendante du pH du sol.
Comme pour la résistance naturelle des sols, I'effet suppressif des composts peut bien sir
provenir d'une combinaison de modes d'action (Pitt et al., 1998).

L'étude de la bibliographie sur les relations entre amendements organiques et maladies montre
que les points-clés sont : le pathosystéme considéré, la composition de I'amendement, son
degré de maturité/décomposition et la quantité utilisée.

11.1.2.1 / Le pathosysteme

Les pourritures de racines ou les fontes de semis dues aux genres Pythium et Phytophthora
sont en général bien maitrisées par les apports de certains composts (Millner et al., 2004 ;
Scheuerell et al., 2005). Dans ce cas, il s'agit essentiellement d'un mécanisme de résistance
générale, car ces agents pathogeénes sont sensibles a la compétition. Cependant, I'effet des
composts peut aussi étre absent (Aryantha et al., 2000) ou négatif sur ce type d'agent
pathogéne (Conklin et al., 2002 ; Maloney et al., 2005). Erhart et al. (1999) ont testé 18
composts contre P. ultimum : 9 étaient plus ou moins suppressifs, les autres induisaient une
plus grande sensibilité au pathogene.

Dans les cas ou c'est le mycoparasitisme, un mécanisme de résistance spécifique, qui permet
de controler les agents pathogenes, il peut étre intéressant de "fortifier" les composts avec des
agents antagonistes (Postma et al., 2003 ; Scheuerell et al., 2005), en particulier Trichoderma
sp., qui a la particularité d'étre thermophile.

La production de composés toxiques est souvent impliquée dans le controle des especes de
Sclerotium (Coventry et al., 2006). Dans le cas de F. oxysporum, une étude portant sur quatre
formes spéciales a mis en évidence différents modes d'action impliqués dans la suppression
des différentes formes spéciales (Yogev et al., 2006).

Lumsden et al. (1983) ont examiné 1'effet de déchets municipaux compostés sur une large
gamme de maladies. L'incorporation de compost a permis de controler Aphanomyces sp. mais
pas Fusarium sp., en ce qui concerne la pourriture des racines de pois, et Rhizoctonia sp. mais
pas Thielaviopsis sp. pour la pourriture des racines de haricot et coton. Récemment, un projet
européen a permis de tester 18 composts sur 7 pathosystémes (Termorshuizen et al., 2006).
Sur les 120 essais biologiques réalisés, une réduction significative de la maladie a été mise en
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¢vidence dans 54% des cas. Au contraire, dans seulement 3% des cas l'apport de compost a
aggravé la maladie.

11.1.2.2 / La composition et le stade d'évolution de I'amendement

Les capacités suppressives des amendements sont largement déterminées par leur
composition et, dans le cas d'amendements compostés, par leur stade d'évolution. Tous les
composés qui forment la matiére organique ne sont pas utilisables par tous les
microorganismes de la méme facon. Cela a donc un impact sur le degré d'activation de la
microflore du sol.

Concernant l'effet de la composition de I'amendement, des auteurs ont comparé¢ différents
amendements sur un méme pathosystéme (Scheuerell et al., 2005 ; Yogev et al., 2006). Ainsi,
Bulluck et Ristaino (2002) ont montré que 1'amendement avec des déchets de coton permet de
réduire la pourriture du collet due a S. rolfsii sur tomate de conserve de facon
significativement supérieure au lisier de porcherie ou aux pailles de seigle. Un compost
préparé avec des déchets d'oignon s'est montré plus efficace qu'un compost préparé avec des
déchets de Brassica, de carotte ou de substrat de culture de champignons de couche pour
réduire l'incidence de la pourriture blanche sur oignon et/ou la viabilité¢ des sclérotes de S.
cepivorum (Coventry et al., 2005 et 2006). Utilisés frais ou composté, le fumier de volaille
réduit la survie de P. cinnamomi et le développement des symptomes, alors qu'il n'y a pas
d'effet des fumiers de vache, mouton ou cheval (Aryantha et al., 2000).

De méme, pour ce qui concerne le compostage ou le degré d'évolution de I'amendement, de
nombreux travaux ont ét¢ menés. Aryantha et al. (2000) ont montré que I'amendement avec
du fumier de volaille est intéressant pour lutter contre P. cinnamomi sans qu'il y ait un réel
effet du compostage. L'accroissement d'activité biologique est plus fort avec un amendement
frais que composté. Pour lutter contre les nématodes, I'apport de fumier brut est plus efficace
que l'apport de ce méme fumier composté, car pendant la décomposition du fumier, dans le
sol, il y a production de composés azotés nématicides (Nahar et al., 2006). Dans une autre
¢tude, certains lots de composts qui étaient initialement sensibles a la fonte de semis due a
Pythium sp. sur Agrostis palustris (graminée utilisée pour les golfs) sont devenus résistants en
vieillissant (Craft et Nelson, 1996). Pour un méme compost, l'efficacité peut aussi varier en
fonction du lot utilisé (Aidahmani et al., 2005).

L'amendement organique, s'il représente une source trophique pour la microflore bénéfique,
peut aussi entretenir le développement des agents pathogenes dotés de bonnes aptitudes a la
compétition saprophyte. Ceci peut se manifester quand l'amendement est réalis¢ avec des
composts immatures ou mal stabilisés. Au contraire, quand l'amendement est complétement
colonisé¢ par des microorganismes classiquement saprophytes dans le sol et que l'agent
pathogéne n'est plus un compétiteur efficace, il peut y avoir un effet contre les maladies.
Enfin, si la matiére organique est trop humifiée, elle est difficilement utilisable par les
microorganismes, et peut donc étre inefficace pour lutter contre les agents pathogenes, dans la
mesure ou c'est le mécanisme de résistance générale qui est recherché.

11.1.2.3 / La quantité d'amendement apportée

L'effet de la quantité d'amendement apportée a été mis en évidence par plusieurs auteurs.
Ainsi, Noble et Coventry (2005) rapportent que l'effet suppressif du compost augmente
généralement avec la quantité appliquée. La dose de 20% (v/v) est normalement requise pour
obtenir un effet suppressif de facon répétée, particulierement dans les substrats a base de
tourbe pour des cultures sous serre. Cependant, des résultats significatifs ont aussi été mis en
¢vidence a des doses plus faibles. La relation entre quantité et réduction de la maladie n'est
pas forcément "positive". L'amendement avec 5% (v/v) de compost de fumier de
volaille/beeuf permet un meilleur controle des maladies des racines de fraises que les doses 10
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et 20%. Il est important de noter que les doses agronomiques se situent autour de 5% (v/v),
sur une base de 40 tonnes par hectare, enfouis sur 15 cm.

On le voit, l'efficacité d'une application de matieére organique pour se protéger contre une
maladie dépend non seulement du pathosystéme, mais aussi des caractéristiques intrinséques
de 'amendement, et du type de support ou de sol dans lequel I'amendement est incorporé
(Abbasi et al., 2002 ; Coventry et al., 2005). Il y a certainement eu de nombreux échecs lors
de l'utilisation d'amendement pour lutter contre les maladies telluriques, méme si ces résultats
sont beaucoup moins publiés.

Le matériel de départ, la maturité du compost et le procédé de compostage utilisé sont des
¢léments qui doivent étre connus avant utilisation d'un compost. La température et le niveau
d'oxygene sont utiles pour suivre la progression du compostage et mesurer la maturité et la
stabilit¢ du compost. Des propriétés physico-chimiques et le suivi des communautés
microbiennes doivent aussi étre prises en compte (Raviv, 2005 ; Borrero et al., 2006 ;
Boulter-Bitzer et al., 2006 ; Perez-Piqueres et al., 2006).

C'est pourquoi il est important de rappeler que des résultats obtenus avec un amendement,
dans un environnement donné, ne sont pas forcément transposables a d'autres conditions de
culture. Ainsi, une caractérisation a priori, avant utilisation, des amendements semble
nécessaire pour limiter les échecs. Un autre point important, avec l'augmentation de
l'utilisation des composts, notamment a base de fumiers d'animaux, est de vérifier leur
innocuité et 'absence d'agents pathogénes, non seulement pour les plantes, mais aussi pour les
humains (Termorshuizen et al., 2005).

I1.2 / La solarisation

La solarisation est une méthode physique de "désinfection" des sols qui utilise le chauffage
passif, grace a I'énergie solaire, du sol humide protégé par un film plastique (Katan, 1981 et
1996 ; Katan et De Vay, 1991). Bien que la mise en place d'une solarisation soit simple, le
mode d'action de cette technique peut étre complexe, combinant des effets physiques,
chimiques et biologique (Stapleton et De Vay, 1995 ; Stapleton, 1997 et 2000). L'inactivation
directe des agents pathogénes, par ¢lévation de la température, semble étre le principal mode
d'action. Pour cela, le sol doit atteindre des températures létales, sur une profondeur
suffisante. En général, I'efficacité¢ est meilleure en surface, la ou les températures atteintes
sont les plus élevées (Tiwari et al., 1997; Pinkerton et al., 2000 ; Sharma et Sharma, 2005).
Pour la majorité des organismes, les dommages commencent a partir de 40°C, mais les
organismes thermophiles et thermotolérants peuvent survivre aux températures supérieures a
60°C, voire plus, atteintes pendant la solarisation (Stapleton et De Vay, 1995). L'efficacité
d'éradication n'est pas déterminée essentiellement par les températures atteintes, mais aussi
par la durée d'exposition des agents pathogeénes a ces températures €levées. Des résultats
positifs ont été obtenus sur Rosellinia necatrix, S. rolfsii et Phytophthora cactorum dans une
pépiniére de pommier (Sharma et Sharma, 2005), sur Fusarium spp., S. sclerotiorum, Phoma
spp. et Sclerotium sp. dans des cultures 1égumiéres (Raj et Bhardwaj, 2000), pour réduire la
sévérité du flétrissement da a V. dahliae sur aubergine (Tamietti et Valentino, 2001) ou pour
réduire la pourriture du collet de tomates due a S. rolfsii (Tiwari et al., 1997). Tamietti et
Valentino (2006) ont montré que la réduction de l'incidence de la fusariose du melon est
proportionnelle a la durée pendant laquelle la température du sol a 25 cm de profondeur reste
supérieure ou égale a 40°C.

Le type de film utilis¢ a aussi un effet sur I'efficacité de la solarisation. En général, ce sont des
films transparents qui sont utilisés (Raj et Bhardwaj, 2000 ; Sharma et Sharma, 2005). Ce type
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de film permet le passage des radiations solaires dans le sol, ou elles sont converties en
énergie infrarouge a plus grande longueur d'ondes. Cette énergie est prisonnicre sous le film,
créant un effet de serre. Au contraire, un film noir opaque ne permet pas le passage de la
majorité des radiations solaires, et agit comme un "corps noir" absorbant 1'énergie (Lefevre et
Souza, 1993). Tiwari et al. (1997) ont comparé des films de différentes couleurs. Les
températures les plus élevées ont été atteintes sous les films rouges et transparents, et seuls
ces deux films permettent d'avoir des températures supérieures a 50°C a 10 cm de profondeur.
Des films biodégradables sont également a I'étude.

D'autres facteurs importants pour l'efficacité de la solarisation sont I'humidité du sol a
l'interface sol/film plastique, les caractéristiques du sol, son aération ou encore la qualité du
contact film/sol (Sahu et Narain, 1995 ; Tiwari et al., 1997). Dans certains cas, la solarisation
peut conduire a des conditions d'anaérobiose, au moins partielle, défavorables a certains
agents pathogénes.

La solarisation agit aussi par des mécanismes chimiques. On observe en général une
augmentation des concentrations en nutriments minéraux solubles dans les sols solarisés
(Ghini et al., 2003 ; Patricio et al., 2006). Ceci entraine une amélioration de la santé et de la
croissance des plantes.

Enfin, la solarisation entrailne des changements importants dans les communautés
microbiennes dans le sol (Stevens et al., 2003). La destruction d'une partie des
microorganismes crée un vide biologique partiel. La plupart des agents pathogénes ne sont
pas d'aussi bons compétiteurs, capables d'utiliser les ressources du sol, que d'autres
microorganismes, plus adaptés. Parmi ces microorganismes adaptés, on peut citer les bactéries
des genres Bacillus et Pseudomonas et les champignons du genre Trichoderma, dont certains
ont des propriétés antagonistes connues. L'accroissement de leur densité peut provoquer une
modification de 1'équilibre microbien des sols solarisés, et empécher la recolonisation par les
agents pathogenes.

De plus, il est possible de combiner la solarisation avec d'autres méthodes, comme 1'utilisation
de fumigants a faibles doses, de produits phytosanitaires (Pinkerton et al., 2002) ou d'agents
de lutte biologique, ces derniers colonisant le vide biologique.

D'un point de vue pratique, la solarisation est pour l'instant utilisée sur de petites surfaces dans
le monde, principalement sous climat méditerranéen ou désertique. Les serres, les lits de
semences et les containers de supports de cultures semblent étre bien adaptés a I'utilisation de
la solarisation. Cependant, des études ont également été conduites dans des systémes de
production treés divers, tels que vergers, pépinieres, cultures de plein champ ou sous abri
(Salerno et al., 2000 ; Lopez-Escudero et Blanco-Lopez, 2001).

11.3 / La biodésinfection

11.3.1 / Définitions

Avant toute analyse de la bibliographie, il est important de faire un point sur les termes
utilisés et leur définition. Le terme biofumigation (en anglais et en francais) se référe a
l'origine a I'utilisation des Brassicacées. Les plantes sont cultivées, ou non, dans la parcelle
d'intérét, puis broyées et enfouies. Le terme biofumigation a été choisi car les molécules
actives produites durant cette pratique sont semblables aux molécules actives des fumigants
chimiques. Cependant, dans la pratique, d'autres familles de plantes peuvent étre utilisées,
notamment des Alliacées (Auger et Thibout, 2005) et certaines Poacées. De plus, le terme
biofumigation est aussi parfois utilis¢ pour décrire I'utilisation d'apport d'amendement
organique suivi d'un bachage, s'apparentant a une solarisation. Dans ce cas, I'amendement
organique n'est pas forcément un résidu de culture. Pour décrire cette pratique, Blok et al.
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(2000) utilisent le terme "biological disinfestation" que l'on pourrait traduire par
"désinfestation biologique".

Dans cette synthése, c'est le terme biodésinfection qui sera utilisé, qu'il y ait ou non bachage,
et quelle que soit la famille botanique des plantes utilisées. On s'approche ainsi de la
définition de Villeneuve (1999) : il s'agit d'apporter une quantité déterminée de matiere
organique (ou de cultiver au préalable une plante reconnue pour ses qualités et de préférence a
fort développement), de la broyer, de l'incorporer superficiellement, puis de "refermer" le sol,
soit par bachage, soit par roulage.

[1.3.2 / L'utilisation des Brassicacées

Parmi les plantes pouvant étre utilisées en biodésinfection, les Brassicacées ont été
abondamment étudiées, et depuis de nombreuses années. Les Brassicacées, et principalement
les especes de Brassica, contiennent naturellement dans leurs tissus des quantités importantes
de glucosinolates (GSL), dérivés d'acides aminés (van Etten et Tookey, 1979). Ces composés
ne sont pas intrinsequement biocides. Cependant, lorsqu'ils sont hydrolysés par la myrosinase
(thioglucoside glucohydrolase, EC 3.2.3.1), une enzyme présente de facon endogene dans les
tissus de Brassica spp., les GSL libérent une gamme de produits, dont des thiocyanates et
différentes formes d'isothiocyanates volatiles (ITC) (Bones et Rossiter, 1996). Ces produits
d'hydrolyse, et en particulier les ITC, sont connus pour leurs propriétés biocides et/ou
biostatiques. Les GSL et la myrosinase sont situés dans des compartiments différents de la
cellule : la vacuole pour les GSL, liée a la paroi cellulaire pour la myrosinase. Quand les
tissus sont broyés, ou lors de stress, les GSL et la myrosinase peuvent entrer en contact, et
I'hydrolyse a lieu. C'est ce qui se passe lors de l'incorporation de résidus broyés dans le sol
(Brown et al., 1991). Selon le GSL précurseur et les conditions d'hydrolyse, les produits
formés sont différents.

La nature, la localisation et les concentrations des GSL dans les tissus de différentes especes
de Brassica ont été abondamment étudiées (Kirkegaard et Sarwar, 1998). Les GSL dominants,
leur abondance relative et les produits de leur hydrolyse sont assez stables et prévisibles pour
une espéce de Brassica, voire une variété donnée. Selon le GSL précurseur, les ITC produits
sont différents. Ainsi, la moutarde brune (Brassica juncea) contient principalement de la
sinigrine ; la moutarde blanche (Sinapis alba), de la glucotrophaeline et de la sinalgine. Cette
diversité des plantes utilisables permet une adaptation aux conditions particulieres de chaque
production (climat, période de 1'année, type de sol, etc.). Les cultures utilisées comme engrais
vert doivent pousser de fagon vigoureuse sur une période de temps courte, produire une
grande biomasse végétative et étre rapidement incorporées et décomposées, en présence d'eau
en quantité suffisante, avant la mise en place de la culture suivante. Il existe actuellement des
variétés de Brassicacées sélectionnées spécialement pour leur production de biomasse et leurs
propriétés de biodésinfection.

L'efficacité des especes de Brassica en biodésinfection dépend de nombreux facteurs, en plus
du potentiel purement "chimique" des composés produits. La période d'incorporation ou
d'exsudation des tissus contenant les GSL doit coincider avec un stade sensible de 1'organisme
ciblé et l'effet suppressif doit persister pour protéger la plante pendant un laps de temps
suffisant pour permettre une production de qualité. De plus, 'efficacité de la biodésinfection
est influencée par l'efficacité de l'incorporation, I'activité de la myrosinase et les pertes dues a
la volatilisation, a la sorption sur les argiles et la matiére organique, au lessivage et a la
dégradation microbienne (Brown et Morra, 1997).

Les propriétés biocides des produits d'hydrolyse ont été démontrées sur des insectes, des
nématodes, des champignons et des bactéries (Brown et Morra, 1997). Les études sont en
général menées d'abord in vitro. Dans des essais avec des ITC purs issus de synthése
chimique, utilisés sous forme volatile ou dilués dans un milieu gélosé, G. graminis var. tritici
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et R. solani se sont révélés les plus sensibles, alors que Pythium irregulare et Bipolaris
sorokiniana étaient les moins sensibles, Fusarium graminearum ayant une sensibilité
intermédiaire (Sarwar et al., 1998). Des résultats similaires ont été obtenus avec des tissus
congelés puis broyés de B. napus et B. juncea (Kirkegaard et al., 1996). L'efficacité de farine
de graines de B. napus a aussi été vérifiée sur A. euteiches f. sp. pisi (Smolinska et al., 1997).
Concernant les nématodes, la toxicité plus ou moins forte de sept ITC a ét¢ montrée sur
Tylenchus semipenetrans et Meloidogyne javanica (Zasada et Ferris, 2003). Ce résultat a été
confirmé avec l'utilisation de tissus de B. hirta frais, efficaces sur ces mémes nématodes
(Zasada et Ferris, 2004).

Ces bons résultats in vitro ont permis d'envisager des applications en conditions réelles,
principalement avec des especes de Brassica.

Des résidus de racines de B. napus et B. juncea ont permis de réduire l'incidence du piétin-
verse sur blé, la réduction étant proportionnelle au niveau de GSL dans les racines
(Kirkegaard et al., 1996). Cependant, dans une autre étude portant sur le méme pathosystéme,
la comparaison entre une monoculture de blé et des rotations blé-culture de coupure n'a pas
confirmé ces résultats. L'effet bénéfique sur la culture de blé vient essentiellement de 1'effet
plante de coupure, Brassicacée ou non. Le canola (= colza sélectionné au Canada) ou la
moutarde n'apportent pas d'effet significatif de biodésinfection supplémentaire, méme avec
des plantes a fortes teneurs en glucosinolates (Smith et al., 2004).

La biodésinfection n'est pas uniquement utilisée en grandes cultures ou cultures annuelles,
mais également sur cultures pérennes. Dans une étude en conditions contrdlées, I'amendement
de sol de verger avec de la farine de graines de colza a permis d'améliorer la croissance de
plants de pommier et de diminuer significativement l'infection des racines par R. solani et
Pratylenchus penetrans (Mazzola et al., 2001). Cependant, il semble que le contrdle de
R. solani ne soit pas uniquement di a l'action biocide directe des produits d'hydrolyse des
GSL, mais aussi a d'autres facteurs, tels que des modifications de la structure des
communautés microbiennes du sol. Ces modifications peuvent cependant étre une
conséquence de cette action biocide sur d'autres microorganismes. Ces amendements n'ont par
contre pas permis de limiter les populations de Pythium spp. dans le sol, ni l'infection des
plants par cet agent pathogene (Mazzola et al., 2001).

Des résultats prometteurs ont aussi ¢été obtenus sur fraisier. L'utilisation d'engrais verts
sélectionnés (B. juncea et Eruca sativa = roquette) a permis d'augmenter le rendement en
fruits, par rapport a un engrais vert habituel (avoine) ou un sol sans traitement. Par contre, les
résultats restent supérieurs avec une fumigation au bromure de méthyle (Lazzeri et al., 2003).

L'amendement du sol avec des résidus de brocoli permet de diminuer la population de
microsclérotes de V. dahliae dans le sol, d'améliorer la croissance des choux-fleurs en culture
suivante, et de diminuer les symptomes de décoloration vasculaire, dans les sols fortement
infestés (Subbarao et al., 1999 ; Shetty et al., 2000). Ce méme type de résidus donne de bons
résultats pour réduire les dégats dus a S. sclerotiorum et S. minor sur culture de laitue.

Les amendements en Brassicacées peuvent se faire par incorporation des résidus de culture,
mais pas uniquement. Les glucosinolates et la myrosinase sont présents dans les semences de
ces plantes. Celles-ci peuvent donc aussi étre utilisées comme amendements, une fois réduites
en farine (Mazzola et al., 2001). Lazzeri et al. (2004) ont montré que dans certaines
conditions de séchage, les tissus de Brassicacées gardent une teneur résiduelle en GSL et une
activité myrosinase suffisantes pour produire, aprés addition d'eau, les produits d'hydrolyse
biocides. Cette efficacité a été vérifiée in vitro sur P. irregulare et R. solani. Il serait ainsi
envisageable de produire des "granulés de biodésinfection", pour utiliser le potentiel des
Brassicacées sans avoir a cultiver les plantes in situ.
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De facon similaire, il a été démontré que certaines plantes de la famille des Alliacées générent
des composés soufrés pouvant avoir des effets biocides. Comme pour les Brassicacées, les
produits actifs découlent du catabolisme de précurseurs végétaux par des enzymes, activées
lors de la décomposition des tissus (Auger et Thibout, 2005). Les thiosulfinates sont dégradés
en disulfides et trisulfides, qui sont des composés aussi toxiques que le bromure de méthyle
(Arnault et al., 2004). Ces molécules ont des propriétés bactéricides (Yu, 1999), fongicides
(Martin, 2003 ; Kim et al., 2006) et insecticides (Auger et al., 2002).

Ainsi, in vitro, des extraits de Tulbaghia violacea, de la famille des Alliacées, ont une activité
antifongique contre Botrytis cinerea, P. ultimum et R. solani (Lindsey et van Staden, 2004).
En conditions semi-contrdlées, le poireau (Allium porum) s'est montré globalement moins
efficace que la moutarde brune ou le radis fourrager, en particulier sur R. solani (Villeneuve et
al., non publié).

11.3.3 / Autres méthodes de biodésinfection

L'utilisation des propriétés toxiques des glucosinolates des Brassicacées n'est pas la seule voie
¢tudiée. La désinfection biologique des sols, telle que définie par Blok et al. (2000), consiste a
induire des conditions anaérobies dans le sol en augmentant la respiration microbienne grace a
l'incorporation d'amendements organiques frais tout en réduisant le réapport d'oxygeéne par
une couverture du sol avec du film plastique imperméable a l'air. Dans ces conditions, la
survie de plusieurs agents pathogenes telluriques, que ce soient des champignons, des
bactéries ou des nématodes, a été fortement réduite ou ils ont été complétement éradiqués.
Cela concerne par exemple F. oxysporum, Meloidogyne sp., R. solani, R. tuliparum, S.
sclerotiorum, V. dahliae et R. solanacearum (Blok et al., 2000 et non publié ; Goud et al.,
2004 ; Messiha et al., 2007).

Il ressort de 1'étude de Blok et al. (2000) que le bachage aprés incorporation de maticre
organique est nécessaire pour obtenir un effet significatif sur la viabilité des propagules
d'agents pathogenes. Les amendements ou le bachage seuls ne donnent pas de résultats
significatifs. Par contre, il n'y a pas d'effet significatif du type d'amendement, brocoli ou
Poacées. Cela suggere que ce sont plus sirement des produits de décomposition non-
spécifiques qui sont impliqués, plutdt que des ITC. Mais le bachage permet d'obtenir des
concentrations plus importantes de ces produits, en limitant la perte des composés volatiles. Il
indique également qu'il faut une accumulation minimale de températures élevées.

De la méme fagon, Messiha et al. (2007) ont montré que la désinfection biologique des sols,
par incorporation de Poacées puis bachage, permet de réduire les populations de
R. solanacearum et de réduire la survie de 'agent pathogéne sur les tubercules de pomme de
terre. La production de composés toxiques pendant la fermentation anaérobie est une
hypotheése pour expliquer ce phénoméne. La production d'une vaste gamme de composés
potentiellement toxiques, notamment des alcools, des aldéhydes et des acides organiques, lors
de la décomposition en conditions anaérobies de matiere organique, a déja été démontrée
(Ponnamperuma, 1972 ; Strandberg, 1987).

Dans une étude menée sur le centre Ctifl de Lanxade (Dordogne), 'incorporation de matiere
organique a ¢été testée en utilisant différentes especes végétales, et en couvrant ou non le sol
avec différents types de film plastique. Les résultats montrent que 1'efficacité contre R. solani
dépend de I'espéce utilisée et du type de film plastique. Le radis fourrager (Raphanus sativus),
I'herbe du Soudan (Sorghum sudanense) et la moutarde brune (B. juncea) sont efficaces,
contrairement au poireau. La couverture du sol est efficace, surtout avec un film VIF
(virtually impermeable film).

Plusieurs études ont utilis¢é des combinaisons des méthodes citées précédemment. La
combinaison du traitement "thermique" par des températures de 45 a 55°C, par longue
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exposition aux radiations solaires, avec un amendement de Brassicacées et une irrigation
pendant 1'ét¢é a permis de réduire significativement la population des sclérotes de
M. phaseolina (Lodha et al., 2003). Un amendement organique suivi d'une solarisation a
permis de réduire les niveaux d'inoculum de P. aphanidermatum dans les sols, et de réduire
l'incidence des fontes de semis en conditions contrdlées (Deadman et al., 2006). Des résultats
positifs ont aussi été obtenus sur S. rolfsii (Flores-Moctezuma et al., 2006), F. oxysporum
f. sp. cumini (Israel et al., 2005), P. cinnamomi et V. dahliae (Pinkerton et al., 2000).

11.4 / Conclusion

Pour protéger les cultures contre les maladies, une large gamme de méthodes alternatives est
déja disponible. Certaines de ces méthodes sont déja utilisées, plus ou moins empiriquement,
par les producteurs. C'est le cas par exemple des amendements organiques, sans que la
protection des cultures soit forcément l'objectif principal. Traditionnellement, l'apport
d'amendement organique est déconseillé en culture de carotte. Mais il s'agit surtout d'une
recommandation vis-a-vis des risques de défauts de formes, si cet amendement est réalisé trop
pres du semis de carotte. Les effets en termes de protection contre les maladies ont peu été
étudiés pour cette culture. Cependant, des résultats positifs ont déja été obtenus sur des agents
pathogénes susceptibles d'attaquer la carotte, notamment Pythium spp. et R. solani. En outre,
l'utilisation par le monde agricole des déchets organiques est amenée a se développer. D'une
part, cela contribue au recyclage des déchets et diminue les quantités incinérée. En outre, les
amendements organiques pourraient se substituer aux intrants chimiques traditionnels (engrais
minéraux, produits phytosanitaires). La diminution de ces intrants non renouvelables est une
volonté politique affichée dans de nombreux pays, notamment en France (Plan
interministériel de réduction des risques liés aux pesticides, www.ecologie.gouv.fr
/IMG/pdf/Plan_interministeriel pesticides.pdf).

La biodésinfection, telle que mise en ceuvre dans cette étude, est pour l'instant beaucoup
moins répandue que les apports d'amendements organiques. Cependant, elle est déja testée
dans des parcelles en production, et son efficacité a déja ét¢ démontrée. Ainsi le Ctifl travaille
sur cette thématique depuis plusieurs années. Un intérét de cette méthode est qu'elle implique
en général la culture de la plante sur la parcelle. Il est donc possible de combiner plusieurs
propriétés intéressantes, selon la plante cultivée, pendant une méme période entre les cultures
d'intérét. Par exemple, il serait envisageable de cumuler un effet "biodésinfection" avec un
effet "culture intermédiaire pieége a nitrates" ou "engrais vert", ou encore un effet de
couverture du sol, intéressant pour limiter I'érosion.

Enfin, il est nécessaire, avant de promouvoir l'utilisation de telles pratiques aupres des
producteurs, de valider non seulement leur efficacité biologique, mais aussi leur faisabilité
technique et économique. C'est pourquoi le Ctifl a choisi de s'investir dans ce programme
portant sur (i) l'appréciation et I'amélioration de la santé des sols par la réhabilitation de
pratiques culturales respectueuses de l'environnement et (ii) 1'établissement de grilles de
parametres biotiques et abiotiques facilitant la prise de décisions quant aux itinéraires
techniques a appliquer pour améliorer la santé des sols.
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VARIABILITE SPATIO-TEMPORELLE DES DESCRIPTEURS DU SOL
DANS UNE PARCELLE EXPERIMENTALE ET EFFETS D'UN
APPORT D'AMENDEMENT ORGANIQUE ET D'UNE
BIODESINFECTION
MATERIELS ET METHODES

Cinq parties composent ce chapitre. Le dispositif expérimental est présenté, puis les méthodes
de mesure des caractéristiques abiotiques. Les analyses biologiques sont ensuite présentées,
qu'elles soient quantitatives ou qualitatives. La mesure de la qualit¢ phytosanitaire est
présentée, puis les méthodes d'analyse des données utilisées dans cette étude.

I / Parcelle expérimentale et prélévements

1.1 / Localisation

La parcelle expérimentale est située sur le centre Ctifl de Lanxade (Dordogne, 24). Sa
dimension totale est de 100 m par 70 m. La parcelle est orientée Nord-Sud. Pour la culture de
carotte, elle est divisée en 37 planches, longues de 63 m et larges de 1,5 m, avec 0,40 m entre
deux planches. Trois doubles rangs distants de 0,35 m sont semés sur chaque planche
(Planche photo 2).

Pour la mise en place des traitements, la parcelle est divisée dans le sens Est-Ouest en trois
sous-parcelles de 11 planches chacune, avec une planche entre les sous-parcelles et en
bordures (Figure 1).

1.2 / Traitements et conduite de la parcelle

Un tiers de la parcelle est soumis a une biodésinfection. Cette sous-parcelle sera identifiée
sous l'acronyme Bd dans la suite du manuscrit. Les différentes étapes de la biodésinfection
sont illustrées dans la planche photos 2. Du radis fourrager (Raphanus raphanistrum subsp.
sativus L.), variété Commodore (Alpha semences”), est semé mi-avril 4 une densité de 20 kg
de graines/ha. Au moment de la montée a fleurs, fin juin, les plantes sont broyées sur la
parcelle. Un apport complémentaire de radis broyé (cultivé sur une autre parcelle) est
effectué, de manicre a apporter une quantité totale de matiere fraiche de 30 t/ha. Un disquage
permet d'enfouir le radis fourrager broy¢, sur une profondeur de 8 a 12 cm. La sous-parcelle
est ensuite roulée, puis bachée avec un film plastique transparent multicouche, type Virtual
Impermeable Film, de 37 pm d'épaisseur (Bromostop NFT54-195%). Apres 4 semaines, la
bache est retirée de la sous-parcelle.

Un tiers de la parcelle regoit un apport de mati¢re organique sous forme de fumier composté.
Cette sous-parcelle sera identifiée sous l'acronyme MO dans la suite du manuscrit. Le
compost, a base de fumier de bovin, est un produit commercial (Génética™, composition en
Table 3). Environ 33 t/ha de produit frais sont épandus, mi-avril.

Le 3™ tiers de la parcelle sera identifié¢ sous l'acronyme Té. Il ne regoit pas d'amendement
organique mais uniquement la fertilisation minérale classique (N-P-K a 33,5, 72 et 120 U/ha),
qui est aussi appliquée sur les autres sous-parcelles.
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Planche photos 2

Itinéraire technique dans la sous-parcelle biodésinfectée :

A-Radis Fourrager, B-Radis fourrager en fleur, C-Broyage du radis sur la parcelle, D-Récolte a
I’ensileuse du radis fourrager sur une autre parcelle, E-Epandage du radis broyé, F-Enfouissement du
radis broyé, G-Roulage du sol, H-Sous-parcelle bachée, I-Débachage, J-Semis de carottes, K-Culture
de carotte en place et L-Récolte des carottes.

Source F.Villeneuve
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En dehors des traitements spécifiques des sous-parcelles MO et Bd, la parcelle est conduite
selon l'itinéraire technique présenté¢ dans l'annexe 3. Pour éviter le développement des
adventices, les sous-parcelles Té et MO sont régulierement disquées pendant la période de
biodésinfection. Les carottes, variété en Puma (Syngenta Seeds) en 2004 et Nanco (Vilmorin)
en 2005, sont semées fin juillet et récoltées entre fin octobre et mi-novembre.

1.3 / Prélévements

Durant toute la durée de 1'étude, six préleévements ont eu lieu, trois en 2004 et trois en 2005
(Figure 2). Les prélévements sont réalisés aux mémes périodes pour les deux années. Le
prélevement TO est réalisé en avril, quelques jours avant I'épandage du compost et le semis de
radis. En 2004, il correspond a un point "zéro". En 2005, il permet de suivre les modifications
pouvant intervenir durant 1'hiver, au cours duquel toute la parcelle est nue. Le prélevement T1
est réalisé¢ en juillet, le jour méme du débachage de la sous-parcelle biodésinfectée. Le
prélevement T2 a lieu en fin de culture, avant la récolte.

La zone d'échantillonnage de chaque sous-parcelle est limitée aux 7 planches les plus internes.
Vingt et un points de prélevements sont répartis dans chaque sous-parcelle (Figure 1). Ces
points sont clairement repérés, et échantillonnés séparément a chaque date de prélévement.
Les prélévements sont réalisés avec un transplantoir a bulbe, sur une profondeur maximale de
20-30 cm. A chaque date d'échantillonnage, entre 1 et 2 kg de sol sont prélevés en chaque
point. Pour le prélévement avant récolte, autant que faire ce peut, les prélévements sont faits
sur les buttes, mais entre les carottes.

Les échantillons de sol sont conservés dans des sacs fermés pour le transport. Avant le
tamisage & 6 mm, ils peuvent, si nécessaire, &tre étalés a l'air libre pour sécher. Apres
tamisage a 6 mm, les prélevements de sol sont conservés a 4°C. Une partie est ensuite tamisée
a 2 mm et répartie en plusieurs aliquotes pour les différentes analyses. Pour les analyses
biologiques (densités, biomasse et activité microbienne), les sols sont conservés a 4°C. Pour
les analyses physico-chimiques, ils sont mis a sécher, au minimum 24 h a 105°C. Pour les
analyses moléculaires, ils sont conservés en cryotubes de 2 ml a -80°C (7 tubes par
prélévement).

Les analyses portent soit sur tous les échantillons (3 x 21 = 63 échantillons par date de
prélevement), soit uniquement sur les échantillons "impairs" (3 x 11 = 33 échantillons par
date de prélevement).

1.4 / Suivi de la biodésinfection

Pendant que la sous-parcelle biodésinfectée est bachée, plusieurs caractéristiques du sol et de
son atmospheére sont mesurées. La composition en dioxygene et dioxyde de carbone de
l'atmosphere du sol est mesurée par un analyseur de gaz portatif (TS12-E/TS12-P, Absorger,
précision 0,3%). Dix sondes sont réparties sur l'ensemble de la sous-parcelle, a une
profondeur de 10 cm. La jonction entre la bache et la sonde est refermée a 1'aide de silicone
afin d'éviter les échanges gazeux avec l'extérieur (Planche photos 3). Une sonde témoin est
disposée dans le sol nu, a 10 cm de profondeur. Les mesures sont réalisées tous les jours.

La température du sol sous la bache est mesurée grace a un enregistreur Hobo (précision
0,7°C, au dessus de 20°C). Les sondes sont disposées a 10 cm sous la bache. Deux sondes
témoins sont disposées a l'extérieur et a 10 cm de profondeur dans un sol non baché. La
fréquence des mesures est de 30 min.
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Planche photos 3

Suivi de la composition de I'atmosphére du sol dans la sous- parcelle biodésinfectée :
A-Sonde, B-Analyseur de gaz

Mesure de la densité apparente

C-Mise en place des cylindres, D-Récupération des cylindres, E-Arasage du sol
Source F.Villeneuve
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La teneur en azote nitrique (NO;) et ammoniacal (NH4) du sol est suivie dans toute la
parcelle, avec une mesure par semaine pendant la période de bachage, puis une mesure dans la
semaine qui suit le débachage. Deux échantillons composites sont réalisés pour chaque sous-
parcelle (un pour la moitié Nord de la parcelle, un pour la moiti¢ Sud). Les prélévements sont
faits sur I'horizon d'implantation racinaire, soit jusqu'a 20 cm de profondeur. Les échantillons
de sols sont conservés dans une glaciére et emmenés au laboratoire (Laboratoire de Conseils
et d'Analyses, Bordeaux) pour analyse le jour méme.

I1 / Caractéristiques abiotiques

1.1 / Granulométrie et densité apparente

La granulométrie est mesurée sur les 63 échantillons, uniquement pour le prélévement TO de
2005. L'analyse est réalisée par le laboratoire d'analyse des sols de I'INRA d'Arras (Table 4).
Des prélévements spécifiques sont réalisés pour mesurer la densité apparente du sol. La
technique utilisée est celle des cylindres de volume connu (Tessier et Steppuhn, 1990;
Planche photos 3). Trois prélévements sont réalisés a chaque point, sur les 15-20 premiers cm.
Les sols frais sont pesés dés que possible. Les sols sont ensuite pesés apres séchage a 105°C
pendant 3 jours au moins.

Plusieurs informations peuvent étre obtenues a partir de ces mesures :

- la densité apparente = masse solide / volume total

- 'humidité pondérale = masse d'eau / masse solide

Ces mesures ont été réalisées en 2005, sur 21 points par sous-parcelle aux temps TO et T1, et
11 points par sous-parcelle au temps T2.

11.2 / Analyses physico-chimiques

Pour les analyses physico-chimiques, réalisées sur tous les prélévements, les sols tamisés a 2
mm sont séchés a 105°C pendant 24 h au moins. Ils sont ensuite analysés par le laboratoire
d'analyse des sols de I'INRA d'Arras, selon les normes présentées dans la table 4.

I11 / Caractéristiques biotiques

I11.1 / Analyses quantitatives

La microflore et la microfaune des sols sont quantifiées en utilisant deux approches : d'une
part une mesure globale de la biomasse, et d'autre part le dénombrement des bactéries,
champignons et nématodes. L'activit¢ microbienne est appréhendée par la mesure de la
respiration basale des sols.
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[11.1.1 / Biomasse microbienne

La mesure de biomasse microbienne est réalisée selon la méthode de fumigation-extraction
décrite par Jenkinson et Powlson (1976a, b et c¢) et revue par Anderson et Domsch (1978).
L'équivalent de 20 g de sol sec est mis en suspension sous agitation (40 min, 180 rpm) dans
100 ml d'une solution de K,SO4 a 0,05N, afin d'extraire le carbone organique soluble. Apres
centrifugation (6000 g, 5 min), les surnageants sont récupérés et conservés a 4°C avant d'étre
analysés, le jour méme. Les échantillons sont décarbonatés a 1'acide orthophosphorique et par
oxygénation. Le carbone organique est dosé par oxydation au peroxodisulfate de potassium
sous catalyse UV (Dorhman DC 80). La mesure est réalisée sur les échantillons non traités et
sur les mémes échantillons fumigés par des vapeurs de chloroforme pendant 16 h dans une
enceinte a vide. La différence de carbone organique soluble entre les échantillons fumigés et
témoins équivaut a la quantité de carbone extractible d'origine microbienne/microfaune. Cette
quantité¢ est directement proportionnelle a la biomasse microbienne/microfaune, ou matiére
organique vivante (MOV), en tenant compte du fait que seulement 38% du carbone microbien
est extractible (dans un sol limono-sableux ou limono-argileux de pH>6, Wu et al., 1990).

En 2004, une seule répétition de chacun des 63 échantillons de la parcelle a été analysée. En
2005, les mesures ont été répétées trois fois sur 33 échantillons.

[11.1.2 / Densités de bactéries et champignons

Les densités de bactéries et champignons cultivables sont évalué¢es par la méthode de
suspension-dilution. Des dilutions sériées au 1/10°™ sont réalisées a partie d'une suspension
mere de 5 g de sol équivalent sec dans 45 ml d'eau stérile. Pour les bactéries, des aliquotes de
100 pl des dilutions appropriées, 107, 10 et 107, sont étalées a l'aide de billes sur milieu
LPGA'? (Levure Peptone Glucose Agar, Annexe 2). Pour les champignons, des aliquotes de 1
ml des dilutions 1072, 107 et 10™ sont inclus dans du milieu Malt gélosé (Annexe 2)
complémenté (acide citrique 250 mg/L, streptomycine sulphate 100 mg/L, chlortetracycline
hydrochloride 50 mg/L). Pour chaque niveau de dilution, trois boites sont préparées pour les
bactéries et cinqg pour les champignons. Les boites de Petri sont incubées a 25°C et les
colonies dénombrées apres 3 et 5 jours.

Pour chacun des 33 échantillons, trois répétitions indépendantes sont réalisées. Les densités
de microorganismes exprimées en CFU (colony forming unit) par g de sol sec sont
transformées en log(x+1) avant analyse.

[11.1.3 / Densités de nématodes

Les nématodes sont extraits par ¢lutriation du sol a partir d'échantillons de 250 ml de sol frais
(Seinhorst, 1962). Cette technique comprend quatre étapes principales. L'échantillon est
d'abord préparé par homogénéisation manuelle du sol dans de I'eau et élimination des débris
grossiers, racines et graviers. L'extraction est basée sur le principe de la sédimentation des
particules de sol dans une colonne soumise a un courant d'eau ascendant. Les nématodes sont
récupérés dans la fraction la plus légére dans la colonne d'eau. Le tamisage permet la
concentration du produit d'¢élutriation. Enfin, la purification consiste a séparer les nématodes
mobiles des impuretés immobiles par passage actif des nématodes a travers un filtre de papier
cellulosique.

L'échantillon de sol est tamis¢ a 1 mm et préparé dans 2 litres d'eau. Apres 30 min
d'¢lutriation, tamisage sur 4 tamis superposés de maille 50 pm et purification de la suspension
sur papier cellulosique, les nématodes sont recueillis dans des tubes de comptage.

Aprés décantation et ajustement des volumes d'eau, une aliquote de 5 ml est prélevé et versé
dans une cellule de comptage quadrillée (Merny et Luc, 1969). La cellule est déposée sous un
stéréomicroscope a lumicre transmise pour observation, identification et dénombrement des

60



Chapitre 2 : Variabilité spatio-temporelle des descripteurs du sol et effets d'un apport
d'amendement organique et d'une biodésinfection : matériels et méthodes

nématodes. L'identification morphologique des genres est réalisée a 1'aide de la clé illustrée de
Mai et Lyon (1975). Cette clé est basée principalement sur les caractéristiques des femelles
adultes, sauf dans le cas des espéces sédentaires des genres Meloidogyne, Heterodera et
Globodera, présentes uniquement sous forme de juvéniles dans le sol. L'identification des
especes est réalisée a 'aide de clés spécifiques.

Les effectifs de nématodes sont ensuite rapportés & un nombre d'individus pas dm’ de sol. Une
analyse est réalisée pour chacun des 63 échantillons de la parcelle. Avant analyse, les densités
de nématodes sont transformées en log(x+1).

[11.1.4 / Activité microbienne

L'activité microbienne est mesurée par la méthode de respiration basale, selon une technique
adaptée de Carpenter-Boggs et al. (2000). Cinquante grammes de sol frais sont placés dans
des fioles a Plasma. Les fioles sont ensuite fermées hermétiquement, et mises en incubation a
20°C a l'obscurité. Juste apres la fermeture puis apres 3 et 8 h, pour les échantillons de 2004,
ou 3, 5 et 8 h pour ceux de 2005, des prélévements de l'atmosphére de la fiole sont réalisés
dans des tubes sous vide a prélevement sanguin (Venoject). Le CO, est ensuite dosé par
chromatographie en phase gazeuse (Portable Micro Gas Chromatograph P200, MTI
Analytical Instruments). La quantit¢ de CO, dégagé est calculée grace a une courbe de
calibration préparée avec des quantités connues de CO,. Les résultats sont exprimés en pl de
CO,/g sol sec/h. Pour chacun des 33 échantillons, trois répétitions indépendantes sont
réalisées.

II1.2 / Analyses qualitatives : structure des communautés microbiennes

Les caractéristiques microbiennes du sol représentent une clé pour la compréhension des
impacts de facteurs environnementaux et anthropiques. La diversité microbienne des sols peut
représenter la capacité d'un sol a résister aux perturbations et a été proposée comme un
indicateur de la qualité des sols (OCDE). Ainsi, les analyses de la diversité et de la structure
des communautés microbiennes apparaissent essentielles pour le suivi de la qualité des sols.
Différentes méthodes générant des empreintes moléculaires ou "fingerprint" ont été
développées pour analyser la structure des communautés microbiennes, directement a partir
de I'ADN extrait du sol (Tiedje et al., 1999