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INTRODUCTION



Dans les sols, sous le vocable de "mati¢re organique du sol" (MOS), on rassemble un
continuum de formes vivantes et mortes allant du résidu végétal, animal ou microbien frais
aux substances humiques associées ou juxtaposées a des particules minérales. Cette matiere
organique joue un role fondamental dans le fonctionnement des écosystémes terrestres et dans
la productivité végétale. Elle participe a la fertilité des sols par ses effets sur la structure et par
la fourniture d’éléments minéraux indispensables a la nutrition et la croissance des plantes. La
matiere organique constitue également une source de nutriments et/ou d’énergie pour les
organismes vivants du sol. C’est un déterminant principal de 1’activité biologique dans
I’écosysteme €daphique.

Les sols tropicaux sont, pour I’essentiel, caractérisés par une dégradation progressive, c’est le
cas des sols ferrallitiques argileux des tanety sur les Hautes Terres de Madagascar. Les causes
majeures de cette dégradation sont principalement liées a la baisse de leur réserve organique.
Dans ces sols, le labour intensif entraine une minéralisation rapide des stocks organiques et
expose le sol nu. Cette surexploitation des terres favorise 1’érosion hydrique qui entraine une
perte importante de terres arables, de matiére organique et de nutriments. Ce phénoméne
conduit inexorablement a une baisse de la fertilité¢ et des rendements agricoles. Face a cette
situation, 1’¢laboration de stratégies adaptées pour assurer une bonne protection des sols et
augmenter la rentabilité agricole s’avere indispensable.

C’est ainsi que de nouvelles alternatives de modes de gestion des sols sont en
expérimentation depuis une dizaine d’années dans la région d’ Antsirabe sur les Hautes Terres
a Madagascar. Il s’agit des systémes de semis direct sur couverture végétale permanente
(SCV) qui visent la régénération et le maintien de la fertilité des sols par un apport continu en
mati€re organique. Dans ces systemes le travail du sol est réduit et une couverture morte ou
vivante est maintenue en permanence. Les semis sont réalisés directement dans la couverture
aprés ouverture d’un petit trou ou sillon.

Les systemes de semis direct sur couverture végétale permanente offrent de multiples
avantages notamment :

- apport continu de matiéres organiques

- contrdle de 1’érosion des sols

- contrOle des adventices

- réduction des pertes en eau et en éléments minéraux .

- réduction des émissions de gaz a effet de serre (CO,) par la séquestration du C dans

les agrégats (Wright et al., 2005) etc.
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L’action de la couverture permanente du sol favorise 1’accumulation du carbone, la
formation des agrégats et améliore la porosité des sols (Schutter et Dick., 2002). La protection
des sols contre 1’érosion se fait par une production de biomasse aérienne a partir des résidus
de récolte et/ou a partir de la biomasse annuelle de couverture associées a leurs systémes
racinaires. Elle se fait également par la protection des agrégats de surface contre les effets
déstructurant des gouttes de pluies (Perret, 1992).

Les SCV interviennent dans les activités biologiques dans lesquelles sont impliquées
les communautés microbiennes. Cependant, peu d’études permettent d’intégrer dans une
approche hiérarchique en classe d’agrégats I’impact de ces modes d’usage des terres sur
I’activité et la structure génétique des communautés bactériennes des sols. Il apparait donc
indispensable d’entreprendre des études permettant une meilleure compréhension du
fonctionnement microbiologique des sols en particulier celle des microorganismes dans les
agrégats des sols sous SCV.

Les microorganismes des sols, par ’intermédiaire de leurs activités enzymatiques
jouent un role majeur dans les processus de décomposition des résidus organiques et dans les
cycles biogéochimiques. Des études de Dick (1994) ont montré que les enzymes des sols sont
sensibles aux perturbations. Les mesures des activités enzymatiques peuvent étre utilisées
pour évaluer la qualité des sols et la durabilité¢ des écosystemes agricoles.

Les pratiques agricoles modifient les activités, et la structure génétique des
microorganismes du sol. Or les communautés microbiennes, composantes essentielles de la
stabilité des écosystémes, peuvent étre considérées comme un indicateur du statut biologique
des sols. Mais I’évaluation du role de ces communautés microbiennes dans le fonctionnement
global dus ol présente une difficult¢ majeure liée a leur distribution trés hétérogene.
L’amélioration d’une production agricole durable passe par une meilleure compréhension de
la dynamique spatio-temporelle de la matiére organique et des acteurs impliqués dans sa
décomposition et de leur environnement.

Le sol est un milieu complexe qui comprend une mosaique de micro-environements
hétérogenes qui représentent une variété d’habitats. Les microorganismes qui colonisent le sol
ne se répartissent donc pas au hasard. Ils sont intimement associés aux unités structurales du
sol appelées agrégats ou habitats microbiens. La colonisation se fait a la fois selon leur taille,
leur métabolisme, et selon 1’organisation des particules minérales et organiques et les vides
associés. Cette distribution organisée des microorganismes dans le sol traduit une relation
étroite entre la dynamique structurale des sols et celle des microorganismes associés. La

localisation des microorganismes dans les habitats microbiens, dépend de leur résistance aux
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différentes contraintes environnementales (Chotte et al., 1998). Des travaux de Torsvik et
Ovreas (2002) montrent que plus 80% des populations bactériennes totales sont
préférentiellement localisés dans les micropores qui se trouvent dans les micro-agrégats 2-20
um. Cet agrégat limoneux offre des conditions favorables ala croissance et a l’activité
microbienne avec la disponibilité de 1’eau et des substrats, la diffusion des gaz et une bonne
protection contre les prédateurs.

Par ailleurs, des travaux conduits par Chotte et al., (2002) montrent que I’impact des
pratiques de jachére sur de la diversité génétique des communautés microbiennes est plus
variable au niveau du macro-agrégat > 2000 um. L’allongement de la période de jachere est
favorable a la formation de cet habitat > 2000 um qui héberge des microorganismes dont
I’activité contribue au fonctionnement microbiologique du sol. La poursuite de la recherche
sur les modes de gestion qui favorisent sur de courtes périodes la formation du macro-agrégat
> 2000 um et la mise en ceuvre d’itinéraires techniques lors de la phase de culture qui
perturbent le moins possible ces habitats sont recommandés (Ndour et al., 2003). ). Les deux
fractions (2-50 um et > 2000 um) sont trés sensibles par rapport aux itinéraires techniques liés
aux modes de gestion des sols.

Ces différents résultats soulignent 1’étroitesse des relations entre 1’organisation
physique du sol et la localisation des communautés microbiennes.

L’objectif de cette ¢tude est de déterminer 1’impact des modes de gestion de systémes de
semis direct sur couverture végétale permanente (SCV) sur Iactivité et la structure génétique
des communautés bactériennes dans les fractions 2-50 pum et > 2000 pum des sols. L’objectif
finalis¢ est d’identifer parmi ces d ifférentes pratiques de gestion des sols, celles qui
permettent non seulement de maintenir la fertilité des sols mais également de lutter contre la
dégradation et la vulnérabilité de ceux-ci face aux conditions et changements climatiques.

Pour atteindre notre objectif deux hypothéses sont posées :

1 - les modes de gestion (semis direct sur couverture végétale, labour et jachére) modifient

I’activité et la structure génétique des communautés bactériennes dans le sol des habitats

2-50 pm et >2000 pum.

2 - le semis direct augmente la microflore associée aux agrégats 2-50 pm et > 2000 um et

favorise I’activité enzymatique.

Ce mémoire s’articule autour de quatre chapitres.
1 - Le premier chapitre est consacré a une synthese bibliographique.

2 - Le deuxieéme chapitre porte sur le matériel et les méthodes.



3 - Le troisiéme chapitre présente les résultats de nos travaux,

4 - le dernier chapitre est consacré a la discussion.



CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



1. Le sol

Le sol représente la couche superficielle meuble de la crofite terrestre a 1’interface entre la
lithosphére et I’atmosphére. C’est un milieu vivant qui renferme une grande diversité
d’organismes et constitue le support des activités humaines. Il représente pour les organismes
qui y vivent un milieu trés complexe et trés hétérogeéne. Il est constitué d’une phase solide
dominante formée de particules de tailles et de natures variables (particules minérales et
organiques), d’une phase aqueuse et d’une phase gazeuse. Le mode de disposition de ces
différentes particules forme des vides ou pores. Ce milieu minéral poreux est une voie de

circulation des phases liquides et gazeuses du sol.

1.1. Les constituants du sol
1.1.1. La fraction minérale

C’est la fraction qui représente en proportion 93 a 95% du poids total du sol. Elle est formée
d’¢léments minéraux de diverses tailles issus de 1’altération d’une roche-meére sous-jacente.
Ces ¢léments minéraux de formes et de diamétres différents définissent par leur
prépondérance, la nature texturale d’un sol. Ainsi, on di stingue les cailloux ou bl ocs a
¢léments de tailles supérieures a 2 mm, les sables a ¢léments de tailles comprisent entre 2 mm
et 50 um, les limons entre 50 um et 2 um et les argiles formés d’¢léments dont la taille est

inférieure ou égale a 2 um.

1.1.2. La fraction organique
La fraction organique comprend I’ensemble des substances biologiques d’origine animale et
végétale que I'on retrouve dans le sol. On peut distinguer deux fractions : une fraction

organique vivante et une fraction organique inerte (Theng, 1987).

1.1.2.1. Le compartiment organique inerte
Ce compartiment est défini par divers stades de décomposition de la matiere organique. Les
débris végétaux (feuilles et rameaux morts) et animaux (excréments, cadavres etc.) de toute
nature qui arrivent au sol constituent la fraction organique inerte. Ces débris qui représentent
une source importante de mati€re organique sont plus ou moins rapidement décomposés des
leur retour au sol sous I’influence de I’activité biologique. Parmi ces débris, la litiére constitue
une importante masse végétale qui recouvre le sol minéral. Dans les premicres étapes de sa
décomposition, la litiere donne naissance d’une part, a des éléments minéraux solubles ou
gazeux, tels que, CO,, NHs, NO3", SO4 etc. (c’est la minéralisation). D’autre part, cette

litiere donne des composés amorphes (fraction organo-argileuse) qui peuvent contracter des



liaisons avec la fraction minérale chimiquement active du sol (argiles) pour former le
complexe argilo-humique. Cette matiere organique dont la minéralisation est plus lente
constitue I’humus. L’humus est relativement plus stable et plus résistant a la biodégradation
que la matiére organique fraiche. L’humification désigne 1’ensemble des processus de

transformation de la matiére organique fraiche en humus.

1.1.2.2. La fraction organique vivante
La fraction organique vivante comprend les organismes vivants dans le sol. Il s’agit d’abords
de la faune constituée par la macrofaune et la microfaune du sol, les organismes
microscopiques ou micro-organismes, et enfin les organes souterrains des plantes. Dans cette
revue, nous parlerons uniquement des microorganismes.
a) Les microorganismes

Les microorganismes du sol sont les acteurs principaux des processus de
décomposition de la matiére organique du sol et du recyclage des nutriments. Ils sont
principalement représentés par les bactéries et les champignons, qui assurent des fonctions

essentielles pour la nutrition minérale des plantes.

- Les Bactéries
Ce sont des organismes procaryotes unicellulaires a paroi rigide et de diverses formes.

L’un des aspects écologiques les plus saillants chez les bactéries est leur caractére ubiquiste
(Horner-Devine et al., 2003). Les bactéries sont présentes dans le sol en proportions variables.
Elles apprécient les milieux a p H neutre ou alcalin, riches en azote, et a une température
variant entre 20 et 40°C (bactéries mésophiles). Cependant, Thermus aquaticus, une bactérie
des eaux thermales reconnue pour sa contribution a la Taq polymérase en biologie
moléculaire, a son optimum de croissance a une température variant entre 70 et 79°C, une
gamme de température 1étale pour les plantes et les animaux (Brock et Freeze., 1969).

Les bactéries sont abondantes dans la rhizosphére des graminées et des légumineuses
et possédent une grande diversité spécifique et fonctionnelle. Certaines sont capables
d’utiliser le carbone sous forme minérale CO, comme substrat énergétique. Ce sont les
bactéries autotrophes. D’autres ont besoin d’une source de carbone organique pour leur
métabolisme énergétique et leur croissance. Ce sont les bactéries hétérotrophes. On trouve
¢galement parmi les bactéries, des organismes saprophytes qui vivent aux dépens de la
nécromasse. Les hétérotrophes et les saprophytes sont les plus nombreuses dans le sol.
Certains groupes de bactéries du genre Rhizobium sont capables d’entrer en symbiose avec les

plantes de la superfamille des Légumineuses pour la fixation biologique de ’azote. Cette



symbiose est d’une importance agronomique considérable. Elle permet de subvenir aux
besoins des plantes pour la nutrition azotée (NOs, NH4+) et de réduire la fertilisation
chimique azotée.

D’autres groupes bactériens comme les actinomycétes (Eubactéries gram +, High G-C)
possedent des filaments ramifiés et émettent des conidies (Davet, 1996). Ils sont proches de
certains champignons avec lesquels ils partagent quelques caractéres (filaments et conidies).
Cependant leur filament ramifi¢ présente un diametre plus petit que celui des champignons
(0,5 a 1 um). Ces microorganismes ont généralement les exigences des bactéries aérobies (pH
voisin de la neutralité, bonne oxygénation). Les actinomyceétes participent activement a
I’humification en s’attaquant a la lignine composé biochimique récalcitrant. Mais surtout, ils
sont capables de s’attaquer aux humus pour qu’ils libérent a la fois 1’azote qu’ils contiennent,
mais aussi les éléments échangeables qu’ils avaient fortement adsorbé.

Certains actinomycetes vivent en symbiose avec des espéces végétales de la famille des
Casuarinacées (Davet, 1996). Cette symbiose actinorhizienne est définie comme étant
I’association entre environ 260 especes d’ Angiospermes et les bactéries fixatrices d’azote du
genre Frankia qui aboutit a la formation de nodules au niveau du systéme racinaire de la
plante hote (Dommergues et al., 1998). Des genres comme Streptomyces et Nocordia sont
aussi fréquemment rencontrés dans le sol et sont particuliérement aptes a décomposer les
composés récalcitrants.

Par ailleurs les bactéries participent a la structuration du sol par la sécrétion de
polysaccharides qui lient les particules minérales et contribuent a la stabilité des micro-
agrégats.

- Les champignons
Ce sont des organismes eucaryotes hétérotrophes stricts. Ils sont généralement

filamenteux (Champignons supérieurs : Ascomycetes, les Basidiomyceétes etc.), mais peuvent
étre unicellulaires (levures, moisissures). Ils supportent les milieux a pH acide et pauvres en
oxygene. La plupart des levures sont saprophytes et vivent aux dépens de la nécromasse. Les
champignons participent activement a la structuration du sol en assurant la stabilit¢ des
macro-agrégats (Gupta et Germida, 1988; Tisdall 1994; Bossuyt et al., 2001). IIs interviennent
également dans la décomposition de la matiére organique et sont particuliérement aptes a la
dégradation de composés biochimiques récalcitrants a faible teneur en azote (ratio C/N élevé).
Les champignons ont la capacité d’entrer en symbiose avec les racines des plantes pour
former des mycorhizes (Read, 1991). Cette symbiose est cosmopolite et permet I’amélioration

de la nutrition hydrique et phosphaté des plantes.



1. 2. L’organisation du sol

L’organisation des constituants du sol est fonction de la taille des particules minérales
et organiques et des contraintes physiques subies par le sol. Trois principaux ¢léments sont
habituellement retenus pour décrire les propriétés physiques d’un sol. Il s’agit de la texture, de

la structure et de la porosité.

1.2. 1. La texture

La texture d’un sol ou sa composition granulométrique est la caractéristique qui fait
référence a la taille des éléments minéraux qui la compose. La texture peut étre définie par la
proportion de chaque classe de grosseur des particules minérales élémentaires du sol. Les
¢éléments constitutifs intervenant dans la définition de la texture d’un sol sont les sables, les
limons, et les argiles. La proportion relative de chacun de ces trois éléments permet de définir
la nature du sol.

La texture est définie par un nom lorsqu’un seul des ¢léments est nettement dominant.
On parle dans ce cas de texture argileuse, limoneuse, ou sableuse. La texture peut étre définie
par deux noms quand un élément ne domine pas de facon tres nette; elle est ainsi nommeée par
les deux éléments les plus importants. Dans ce cas, on parle par exemple de texture argilo-
limoneux, argilo-sableux, limono-sableux etc. Le premier constituant nommé indique le
caractere le plus marqué.
La texture peut avoir une influence importante sur 1’agrégation du sol. Dans les sols a texture
sableuse, le contenu en carbone organique du sol influence la structure, puisque le sable n’est
pas une fraction chimiquement active. Contrairement aux sols sableux, les sols argileux en
particulier le type d’argile jouent un role trés important dans la formation des agrégats. Les
propriétés et la nature des argiles en font un élément important de la structure du sol (Oades,
1993). Les argiles ont une grande propriété électrostatique et une capacité de se gonfler en
présence d’eau. Cette plasticité des particules d’argiles leur confére une capacité de rétention
d’eau ¢levée. Leur charge négative leur permet de nouer des liaisons chimiques avec les
cations comme les ions magnésium, fer, calcium, etc. IIs peuvent constituer par la une réserve
importante en éléments minéraux en assurant la régulation et I’approvisionnement de la phase
liquide du sol. Une augmentation de la concentration en argile est souvent associé¢e a une

augmentation de la stabilité¢ du carbone organique du sol.
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1.2 .2. Lastructure

La structure et la porosité, contrairement a la texture qui ne se modifie pas facilement,
sont des ¢éléments dynamiques des propriétés physiques d’un sol. La structure traduit le mode
d’assemblage des particules solides (sables et limons) avec les agents liants organiques ou
minéraux (humus et argiles).

La structure d’un sol fait référence ala taille, ala forme et al ’arrangement des
particules minérales élémentaires, a la continuité des vides ou pores, a la capacité a retenir et a
transmettre les substances organiques et inorganiques, et a su pporter la vigueur et le
développement des racines (Lal et al., 1991). Les substances humiques peuvent se lier a la
fraction minérale du sol pour former des complexes et des agrégats qui caractérisent la
structure du sol. Les agrégats constituent les éléments structuraux de base du sol. Ils résultent
de I’association entre les particules de sables et des limons avec les ciments minéraux et les
liants organiques. L’agrégation des particules du sol ainsi que 1’incorporation de la maticre
organique résultent a la fois de phénomenes biotiques et physico-chimiques. Des facteurs
biotiques comme les exsudats des racines des plantes, 1’action des vers de terres, ou les
hyphes des champignons jouent un rdle prépondérant dans la structuration du sol en
particulier dans la formation des agrégats. Ainsi la formation de la structure d’un sol est due
principalement a 1’agrégation des particules par les vers de terres et la création de pores par
les réseaux formés par les racines et les hyphes des champignons. Ces agrégats ont une
certaine résistance physique aux agressions mécaniques naturelles (érosion, gouttes de pluies
etc.) ou artificielles (actions anthropiques comme les pratiques agricoles). La capacité d’un
sol a résister a ces agressions constitue la stabilité structurale. Cette stabilité¢ des agrégats est
importante sur les processus qui maintiennent une agriculture durable par la formation de
réservoirs de nutriments. Une bonne structure d’un sol traduit une porosité¢ élevée et des
agrégats grumeleux, ce qui améliore les réserves en eau, l’aération et la perméabilité,
I’enracinement et la résistance aux agressions. La structure peut étre un indicateur de 1’état de
santé d’un sol. La détérioration de la structure est un symptome de dégradation d’un sol. La
stabilité des agrégats est souvent utilisée comme un indicateur de la structure du sol (Six et al,
2000). Les pratiques agricoles inadaptées et la baisse du stock de matiére organique suite a
une minéralisation accrue sont a 1’origine de la déstructuration des sols.

1.2 .2 1- Les agrégats : biotopes hétérogénes
De nombreux microorganismes comme les bactéries vivent dans le sol au sein d’unités
structurales appelées agrégats ou h abitats microbiens. Plusieurs définitions sont proposées
pour décrire la notion d’habitat microbien. Pour Odum (1971), I’habitat microbien constitue
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I’adresse des microorganismes. Les agrégats sont des niches écologiques dont les propriétés
physiques et chimiques contribuent a [’hétérogénéité de la distribution spatiale des
microorganismes dans le sol (Schutter et Dick, 2002).

Les agrégats sont des particules secondaires formées atravers la combinaison de
particules minérales avec des substances organiques et inorganiques. L’agrégation est un
processus complexe et dynamique qui résulte de l’interaction de plusieurs facteurs tels
I’environnement, la gestion du sol, I’influence des plantes, les propriétés physiques du sol
comme sa composition minéralogique, a la concentration en carbone organique du sol, les
processus de pédogeneése, 1’activité microbienne, les réserves en nutriments, 1’humidité (Kay,
1998; Six et al., 2004). Les agrégats se forment d’abord a la suite de processus physiques puis
’activité biologique et les réactions chimiques assurent sa stabilisation.

Ils sont souvent groupés par taille et on peut distinguer les micro-agrégats (<250 pum) des
macro-agrégats (> 250 um) (Tisdall et Oades, 1982). Les différents groupes peuvent étre
distingués par la convenance des agents liants mais aussi par la distribution du carbone et de
I’azote (Bronick et Lal, 2005). Guckert et al., 1975 ont montré qu’un marquage du glucose au
' C permet de montrer que les composés responsables de ’accroissement du taux d’agrégats
stables sont essentiellement des chaines de polysaccharides néo-synthétisés par les
microorganismes. Un effet stabilisateur équivalent est observé si I’on ajoute seulement au sol
des polysaccharides extraits des cultures bactériennes. Les bactéries et les algues
unicellulaires sont entourées de capsule épaisse constituée de glycoprotéines et de
polysaccharides. Le role de ces polymeres dans la constitution et la stabilité des micro-
agrégats est largement confirmé alors que ce sont les champignons et les racines des végétaux
sont des acteurs principaux dans la stabilité¢ des macro-agrégats.

1.2 .2.2 - Les micro-agrégats

Les micro-agrégats sont constitués essentiellement de particules de sable fin, de limon
fin et grossier, de particules d’argiles et de matiéres organiques. L’action conjuguée des
ciments minéraux et des liants organiques assure une cohésion de ces microstructures et leur
conférent une résistance en présence d’eau (Davet, 1996). Les ciments minéraux sont
constitués principalement par les argiles et les hydroxydes métalliques. Les argiles ont de
grandes propriétés électrostatiques et peuvent contracter des liaisons chimiques complexes
avec des ions comme le calcium ou le fer et les substances humiques pour former des
composés stables. Les liants qui comprennent des produits de nature essentiellement
polysaccharidique, directement liés a la présence des racines et des microorganismes (Davet,

1996), jouent un ro6le majeur dans la liaison des unités structurales du sol. Les substances
12



humiques peuvent elles aussi provenir des exsudats des racines des plantes qui libérent des
polysaccharides, mais aussi des microorganismes. Il peut s’agit des capsules des bactéries du
mucus des algues ou des champignons.
1.2 .2.3 - Les macro-agrégats

Les macro-agrégats se forment par la réunion de plusieurs micro-agrégats (Wei et al.,
2006). Leur formation est souvent liée en partie a d es actions mécaniques comme le
tassement, la mobilité des organismes (celle des vers de terres par exemples), le mouvement
des racines des plantes et surtout les hyphes des champignons. Ces derniers jouent un role
important dans la formation et la stabilisation des macro-agrégats (Gupta et Germida, 1988;
Tisdall 1994). Les hyphes des champignons produisent des polysaccharides extracellulaires
qui se lient aux micro-agrégats pour former des macro-agrégats. Certaines études (Miller et
Jastrow., 1990; Tisdall., 1994) montrent que la stabilitité des macro-agrégats dans plusieurs
types de sol est li¢e a la taille des hyphes des champignons. La suppression de la croissance
des champignons par 1’addition de fongicides conduit & une réduction de la formation des
macro-agrégats (Bossuyt et al., 2001). La formation de ces m acro-agrégats est donc

positivement corrélée a ’activité fongique (Bossuyt et al., 2001).

1.2.3. La porosité

La porosité est la quantité de vides qui résulte de I’empilement des particules de sol

dans les agrégats, et celui des agrégats dans le sol. C’est la fraction du volume de sol qui n’est
pas occupé par la matiere solide. Elle dépend du mode d’arrangement des constituants solides
du sol et de leur nature. La porosité est une propriété physique trés importante. Elle controle
la circulation des fluides et des gaz dans le sol et exerce ainsi une influence sur I’activité
biologique.
L’organisation des espaces vides dans le sol définit des pores de diamétre différent qui
peuvent €tres répartis en trois groupes. Les macrospores dont le diameétre est compris entre
200 pm et 6 pum), les micropores de diametre compris entre 6 pm Luh.] etfl9 Porosité
matricielle formée de pores trés fins de diamétre inférieur a 0,2 um (Callot et al., 1982).

La macroporosité caractérise les pores les plus gros dans lesquels 1’eau circule
librement sous 1’effet de la gravité. Elle résulte de 1’activité biologique et des mouvements
internes liés au gonflement et a la dessiccation du sol. Elle ne retient pas I’eau sauf dans le cas
des sols hydromorphes et permet les échanges gazeux. Contrairement a la macroporosité, la
microporosité retient I’essentiel de la réserve en eau utilisable par les plantes. Ses pores sont

accessibles aux bactéries et peuvent permettre la pénétration des poils absorbants. La phase
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liquide retenue dans la microporosité contient I’essentiel des solutés provenant des
phénomeénes de dissolution ou d’échanges avec les ¢léments de la phase solide environnante.
La porosité matricielle est difficilement exploitable par les racines. Dans ce cas 1’extraction de

I’eau ne peut se faire que par succions inférieures a — 15 bars (Callot et al., 1982).

2. Activités enzymatiques

Les activités enzymatiques jouent un role essentiel dans le fonctionnement
biochimique des sols. Elles participent ala formation et ala dégradation de la maticre
organique, au cycle des nutriments et a la décomposition des composés xénobitiques
(Martinez et al., 2007). Des études ont montré que les enzymes des sols sont sensibles aux
perturbations (Dick, 1994) et peuvent étre utilisées comme indicateur de la qualité des sols
(Roldan et al., 2004). L’étude des activités enzymatiques nous permet également de mieux
comprendre le fonctionnement biochimique des écosystémes édaphiques. En effet, les
microorganismes sont responsables d’innombrables processus qui se produisent dans le sol.
Ils constituent les principales sources d’enzymes retrouvées dans le sol (Tabatabai., 1994).
Les enzymes peuvent également provenir des plantes et des animaux. Au cours de notre
étude, les mesures de deux activités enzymatiques ont été déterminées : la B-glucosidase et la

phosphatase acide.

2. 1. La 3-glucosidase

La B-glucosidase fait partie du groupe des enzymes extracellulaires qui interviennent
dans le cycle du carbone. Elle joue un réle clé dans la dégradation des hydrates de Carbones
ayant des liaisons B-glucosides pour la production du glucose qui est la source principale
d’énergie pour les microorganismes hétérotrophes (Deng et Tabatabai, 1996 ; Martinez et al.,
2006). La B-glucosidase est retrouvée dans le sol et provient de 1’activité des bactéries, des
champignons et des plantes. Elle intervient dans la dernicre étape qui limite la dégradation de
la cellulose. La mesure de I’activité de cette enzyme dans le sol peut fournir des informations
sur 1’état de la décomposition de la matiére organique. Plusieurs études montrent que
I’activité B-glucosidase est trés sensible aux modes de gestion des terres (Dick et al., 1996 ;
Dick et Tabatabai., 1999; Madejon et al., 2001) et constitue un indicateur précoce de
changements dans la qualité des sols (Ndiaye et al., 2000).
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2. 2. La phosphatase

Des études (Eivazi et Tabatabai 1977; Dick et Tabatabai, 1984) montrent que deux
activités phosphomonoestérases peuvent étre retrouvées dans le sol, 'une dite acide (pH
optimun 6,5) et I’autre alcaline (pH optimum 11). Le type d’activité enzymatique existant ou
prédominant et sa distribution sont déterminés par le pH du sol (Eivazi et Tabatabai 1977;
Dick et Tabatabai., 1984; Dick et al., 2000). L e pH peut avoir une influence sur la
concentration des activateurs ou des inhibiteurs des enzymes dans le sol. Il peut également
agir sur la concentration effective des substrats enzymatiques.

Les phosphomonoestérases (phosphatases acide et alcaline) sont des enzymes
extracellulaires qui jouent unr 6le important dans le cycle du phos phore. Les activités
phosphatases acides sont largement retrouvées dans le sol, elles catalysent le clivage
hydrolytique des esters d’acides phosphoriques (H3POy) et libérent du phosphore disponible
pour les plantes a partir du phosphore organique. La phosphatase acide est un bon indicateur
de changements dans la quantité et dans la qualit¢ du s ubstrat phosphaté et du statut
biologique dus ol. Elle est principalement produite par les microorganismes (les

champignons, certaines bactéries) et les plantes supérieures.

3. Les modes de gestion des terres

Les modes de gestion du sol peuvent étre définis comme étant I’ensemble des travaux
du sol, des pratiques culturales, des traitements de fertilisation, d’amendement du s ol et
d’autres interventions visant a accroitre la production végétale (Brady, 1974). Les modes de
gestion du sol qui influencent la répartition et 1’incorporation des résidus organiques peuvent
profiter ou nuire aux organismes qui y vivent. Ces derniers jouent un role important dans le

recyclage des ¢léments minéraux indispensables a la nutrition minérale des plantes.

3.1. Le labour

Le labour est un systeme conventionnel de culture basé sur le travail dusol dont
I’objectif est d’assurer un lit meuble pour I’enracinement des plantes, d’aérer le sol, et
d’¢liminer les adventices. Le labour méme s’il améliore temporairement 1’infiltration, expose
le sol a nu a I’agressivité des pluies et réduit la stabilité et la cohésion des macro-agrégats. 11
facilite I’incorporation de la mati¢re organique dans les horizons profonds et accélere sa
minéralisation. Les perturbations liées a ce mode de gestion et I’aération du sol qu’il engendre

ont une influence sur 1’activité biologique dans le sol. Le labour entraine une minéralisation
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rapide de la matiére organique et provoque une déprotection physique du carbone dans les

macro-agrégats (Balesdent et al., 2000).
3. 2. Le semis direct sur couverture végétale (SCV)

Le semis direct sur couverture végétale est un systéme conservatoire de gestion des
sols et des cultures dans lequel la semence est placée directement dans le sol qui n’est “jamais
travaillé”. Seul un petit trou ou sillon est ouvert, de profondeur et de largeur suffisantes avec
des outils spécialement congus a cet effet pour garantir une bonne couverture et un bon
contact de la semence avec le sol (Seguy et al., 2001). Le semis direct recouvre un grand
nombre de pratiques agricoles qui pronent le non-labour, la pratique du “Mulch” végétal et

des successions ou rotations culturales en associations avec les plantes de couverture.

3. 2. 1. Les principaux systemes SCV
L’agriculture de conservation comprend plusieurs systémes de semis direct sur
couverture végétale (SCV). Des auteurs distinguent trois grands types de SCV (Séguy et
Bouzinac., 1996) :

1- des systemes a couverture morte (SCVm),

2 - des systémes a couverture vive (SCVv)

3 - et des systémes mixtes.

Les systémes de semis direct sous couverture morte ont ¢té les premiers a étre adoptés
pour lutter contre I’érosion et la dégradation des sols. Par la suite des systemes de semis direct
sous couverture vive ont été proposés pour faire face a des situations ou les résidus de récoltes
disparaissaient rapidement suite a une minéralisation rapide de la mati¢re organique ou dans
les régions ou le bétail est en paturage.

1 - Dans les systémes a couverture morte (SCVm), la couverture du sol est assurée par
les résidus de récoltes ou par une culture de renfort qui peut fournir une importante
quantité¢ de masse végétale. L’origine du paillage est variable et peut provenir de la culture
principale, il peut étre importé d’une autre parcelle ou provenir d’une culture secondaire
qui est soit implantée avant ou apres la culture principale. La plante de couverture est
desséchée aux herbicides avant I’implantation de la culture commerciale.

2 - Dans le systéme a couverture vive (SCVv), la plante de couverture peut-&tre soit
une graminée fourragére pérenne ou une légumineuse. Pour éviter la compétition entre la
culture commerciale et la plante de couverture, cette dernicre est desséchée avec 1'usage
d’herbicides spécifiques. Dans ce systéme, le choix de la plante de couverture est

important. Il prend en compte le type de systéme racinaire et la puissance de 1’espéce non
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seulement pour sa contribution a I’enrichissement en matiere organique du sol, mais aussi
pour sa cap acité a faire remonter et arecycler les éléments minéraux. Cette fonction
particuliérement recherchée est appelée "pompes biologiques" (Séguy et al., 2001) et peut
permettre de restaurer la fertilité des sols pauvres et d’améliorer leur rendement.

3 - Les systémes mixtes comportent des successions annuelles d’une culture principale
avec une seconde culture avec un minimum d’intrant associée a une espéce fourragere.
Les cultures sont récoltées ala saison des pluies et la culture fourragere permet une

production animale en saison s¢che.

3. 2. 2. Les avantages des SCV

3.2.2. 1. Les SCV: source de MO
Les SCV sont une source importante de matiére organique des sols. La restitution se
fait a partir des résidus de récolte des cultures, de la biomasse aérienne et racinaire des plantes
de couverture associées aux résidus organiques des cultures. La mati¢re organique provient
¢galement des exsudats des racines des plantes et de la masse des organismes morts dans le
sol. Ces systémes SCV, en augmentant ainsi la teneur en matiére organique, permettent la
restauration de la fertilité¢ des sols (Séguy et al., 2001; Six et al.,2002) et I’accroissement de la
teneur en ¢léments nutritifs notamment 1’azote (Donias, 2001). Les apports de fumier,
indispensables en sol nu, peuvent étres réduits (Michellon, et al., 1996) ainsi que les fumures
minérales. Les légumineuses de couverture constituent une importante source d’azote pour les

cultures associées et permettent de réduire la fertilisation azotée.
Les résidus de récoltes, ou la plante de couverture, favorisent 1’activit¢é macro et
microbiologique du sol (Kushwaha et al., 2000). La matiére organique, et les organismes qui
s'en nourrissent contribuent a améliorer la capacité de rétention d'eau et a accroitre la présence

de substances nutritives. Ils participent a la protection du sol contre 1'érosion.

3.2.2.2.SCV et protection des sols.

La couverture permanente du sol par les SCV assure une protection directe du sol
contre 1’érosion et réduit de maniére significative les pertes en matiére organique. Ces
systetmes améliorent la stabilité structurale du sol et la porosité et entrainent ainsi une
augmentation du niveau d’infiltration de ’eau (Scopel et al., 2005). Cette augmentation de
I’infiltration se traduit par une réduction du ruissellement qui enléve a I’eau sa fonction de

transport des particules minérales. Ceci contribue a diminuer considérablement les pertes en
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sol et en ¢léments nutritifs. Les SCV permettent donc une meilleure valorisation des
ressources hydriques en assurant une bonne conservation de 1’eau.
3.2.2.3.SCV et stockage du C

Le stockage et la libération du C par le sol présentent a la fois un enjeu agronomique
et environnemental considérable. En fonction des modes de gestion adoptés, le sol peut agir
comme une source de dioxyde de carbone atmosphérique, (Sa et al., 2004). Du point de vue
agricole, le sol devient une source de CO, pour I’atmosphére quand les pertes par oxydation
sont supérieures aux apports de carbone. Les modes de gestion qui emploient le travail du sol
comme le labour entraine les plus fortes pertes (Balesdent et al, 2000).

Le sol se comporte comme un puits de CO, atmosphérique quand les entrées de C sont
plus élevées que les pertes par oxydation. Pour que le C soit stocké durablement dans le sol, il
faut qu’il soit protégé de la minéralisation microbienne. Six et al (2002) distinguent trois
principaux mécanismes de stabilisation du C dans le sol : une stabilisation physique, une
stabilisation physico-chimique, et enfin une stabilisation biochimique.

- La stabilisation physique est liée a un emprisonnement du C dans les agrégats
stables. Dans les systémes de culture sous SCV la fracture systématique des agrégats est
fortement réduite ou restreinte a la ligne de semis. Ce qui permet aux agents d’agrégation de
fonctionner sans perturbations majeures. Ce mécanisme favorise une protection physique de
la matiere organique qui, en se comportant comme agent de liaisons entre les micro-agrégats,
contribue a la formation des macro-agrégats (Six et al., 2002).

- La stabilisation physico-chimique résulte de I’association du C et N des matiéres
organiques avec les particules minérales chimiquement actives du sol (particules d’argiles et
de limons). Les agrégats contenant duF ¢*" de AI’" et ayant une cap acité d’échange
cationique (CEC) ¢élevée tendent a augmenter I’incorporation du carbone organique dans le
sol (Bronick et Lal, 2005). Plusieurs études rapportent les relations entre les particules
d’argiles et de limons et la préservation du C et N des mati¢res organiques (Feller et Beare,
1997 ; Hassing, 1997). La nature des argiles (smectites, kaolinites, haloysites, goetites,
hématites) peut avoir une influence sur la stabilit¢ du C et de N dans le sol. Ces particules
possédent des propriétés €lectrostatiques et une CEC différentes qui leur permet de contracter
des liaisons chimiques avec les cations provenant de la dégradation de la matiére organique. I1
s’agit essentiellement des hydroxydes métalliques (fer, aluminium) du C a**, Mg”" etc. La
précipitation des oxy-hydroxydes (Fer **, AI’") des phosphates, et des carbonates augmente

I’agrégation (Six et al., 2004 ; Bronick et Lal, 2005).
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- La stabilisation biochimique est liée ala récalcitrance des composés organiques
déterminée par leur qualité. La récalcitrance des substances humiques est liée a leur résistance
chimique a la biodégradation et a leur association avec la matrice du sol (Bronick et Lal,
2005). La nature des résidus organiques joue un role important dans la séquestration du C et
N dans les agrégats (Potter et al., 1998). Sall et al (2004) trouvent que les résidus riches en
lignine et en polyphénols favorisent I’immobilisation de 1’azote par complexation dans le sol.
Ce qui milite en faveur d’une stabilisation a long terme de la matiére organique dans les
agrégats.

3.2.2.4.SCV et adventices

Avec la présence d’une couverture végétale, morte ou vivante, la prolifération des
adventices est réduite a cause des effets physiques (réduction de la luminosité) et/ou
chimiques (effets allélopathiques) des plantes de couvertures. En effet, les études de Tsanuo
et al. (2003) montrent que la présence d’isoflavones dans les exsudats racinaires de
Desmodium uncinatum inhibe la germination des graines de Striga hermothica parasite des

graminées .
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CHAPITRE 2: MATERIEL ET METHODES
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1. MATERIEL

1. 1. Présentation des sites d’étude

L’étude est menée a Madagascar dans la région d’Antsirabe (19°52' S, 47°04' E)
située a1l 68 Km au Sud de la capitale Antananarivo sur les Hautes Terres Centrales
Malgaches. Cette région a une altitude qui varie entre 1300 et 1600 m avec une densité de
65,8 habitants-km”. Le climat est de type subtropical d’altitude caractérisé par deux saisons
contrastées :

- une saison froide et séche de 5 mois (Mai a Septembre) avec une pluviométrie

mensuelle inférieure a 30 mm et une[température]mensuelle inférieure 14°C.

- une saison chaude et humide de 7 mois (Octobre a Avril) avec une pluviométrie

mensuelle supérieure a S0 mm et une température mensuelle supérieure a 19°C.
Deux sites d’expérimentations ont ¢été étudiés: le site de Bemasoandro et celui
d’ Andranomanelatra situés respectivement a 12, et 17 km au Nord de la région d’Antsirabe.
Ces sites ont ¢ét¢ mis en place par 'ONG TAFA (Terre et développement) avec ’appui
technique du CIRAD (Centre de coopération International de Recherche Agronomique pour
le Développement).

Les dispositifs de Bemasoandro et d’Andranomanelatra sont complétement
randomisés et comprennent chacun trois répétitions (nommeées a, b, ¢) par traitement avec des

parcelles élémentaires de 20 m®.

1.1.1. Le dispositif de Bemasoandro
Le site de Bemasoandro est localisé¢ a 1500 m d’altitude sur les hautes terres centrales
malgaches. Le sol est ferralitique argileux sur dépdt fluviaux-lacustre. Le pH du sol est acide,
voisin de 5.

Les modes de gestion des terres étudiés dans ce dispositif comportent trois systémes

associant des rotations de culture.

1 - un systéme de labour (LB) qui comprend une culture de riz (Oryzea sativa) en
rotation annuelle avec une culture de soja (Glycine max). Dans ce systéme, les résidus de
récolte sont exportés de la parcelle expérimentale a la fin de chaque culture.

2 - un systéme de semis direct (SD) qui comprend une culture de riz (Oryzea sativa)
en rotation annuelle avec une culture de soja (Glycine max). Les résidus de récolte sont

laissés sur la parcelle expérimentale pour couvrir le sol.
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3 - Un systéme de jachere a Aristida rufescens (J) localement appelée “bozaka”.

Pour les systémes de labour et de semis direct, un niveau F1 de fertilisation est apporté. Il

correspond a un apport de fumier de bovin a raison de 2t/ha/an et de 1’engrais minéral N, P, K

a raison de 30, 30, 40 kg/ha/an respectivement.

Les systémes de labour et de semis direct ont ét¢ mis en place en 1997 et 1998, le systéme

jachere en 1994 (Tableau 1).

Tableau 1 : Récapitulatif du dispositif de Bemasoandro

Date de mise en Situations ou mode de gestion | Systémes de culture et | Nombre de
place des terres ¢étudiés niveau de fertilisation | répétitions
Jachére naturelle a bozaka (J) Jachere a Aristida
Depuis 1994 rufescens (F0) 3
Labour (LB) Rotation riz-soja (F1)
Depuis 1997-1998 3
Semis direct sur résidus de Rotation riz-soja (F1)
récolte (SD) 3

1.1.2. Le dispositif d’Andranomanelatra

Le dispositif d’Andranomanelatra est localis¢ a 1500 m d’altitude sur les hautes terres

centrales malgaches. Le sol est ferrallitique argileux sur dépdt fluviaux-lacustre. Le pH du sol

est acide (pH voisin de 5).

Les modes de gestion des terres étudiés dans ce dispositif comportent cing systémes :

1 - un systeme de labour (LB) qui comprend une culture de mais (Zea mays) en rotation
avec une culture de soja (Glycine max). Les résidus de récolte sont exportés de la parcelle
expérimentale a la fin de chaque culture.

2 - un systeme de semis direct sur résidus de récolte (SD) qui comprend une culture de
mais (Zea mays) en rotation annuelle avec une culture de soja (Glycine max). Les résidus
de récolte sont laissés sur la parcelle expérimentale pour couvrir le sol.

3 - un systetme de semis direct sur couverture vive (SDK) composé d’une culture de
haricot (Phaseolus vulgaris) en rotation avec une culture de soja (Glycine max). Le sol est
recouvert en permanence par une graminée localement appelé Kikuyu (Pennicetum
clandestinium). Les résidus de récolte sont laissés sur la parcelle expérimentale.

4 - un systeme de semis direct sur couverture vive (SDD) composé d’une monoculture de
mais (Zea mays) en rotation. Le sol est recouvert en permanence par une légumineuse
Desmodium uncinatum. Les résidus de récolte sont laissés sur la parcelle expérimentale.

5 - un systéme de jachére (J) a Aristida rufescens localement appelée bozaka.
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Un niveau F1 de fertilisation est appliqué aux systémes de culture de labour et de semis direct
. Il correspond a un apport de fumier de bovins a raison de 2t/ha/an et de 1’engrais minéral
sous forme de N, P, K. Le soja et le haricot sont fertilisés chimiquement a raison 30, 30, 40
kg/ha/an de N, P, K et le mais a 70, 30 et 40 kg/ha/an de N, P, K respectivement. Les
systemes de cultures de labour et de semis direct sur couverture morte ou vivante ont été mis

en place en 1995 et la jachére a Aristida rufescens en 1994 (Tableau 2)

Tableau 2 : Récapitulatif du dipositif d’ Andranomanelatra

Date de mise | Situations ou mode de gestion des | Systémes de culture et | Nombre de

en place terres étudiés niveau de fertilisation répétitions
Jacheére naturelle a bozaka (J) Jachere a  Aristida
Depuis 1994 rufescens (FO) 3
Labour (LB) Rotation mais-soja (F1) 3

Depuis 1995

Semis direct sur résidus de récolte | Rotation mais-soja (F1)
(SD) 3

Semis direct sur couverture vive de | Rotation haricot-soja
kikuyu (SDK) (F1) 3
Depuis1995

Semis direct sur couverture vive de | Rotation mais-mais (F1)
Desmodium uncinatum (SDD) 3

Le niveau FO de fertilisation appliqué a la jachére a Aristida rufescens (bozaka) ne correspond

a aucun apport de fertilisation dans les deux dispositifs expérimentaux.

1. 2. L’échantillonage
L’¢échantillonnage de sol aét ¢ réalisé en mars 2003 dans I’horizon de sol 0-5 cm. Le
prélevement a été effectué¢ grace a un cylindre métallique de 5 cm de diamétre et 5 cm de
hauteur. Les sols ont été séchés a 1’air libre avant leur stockage. Les échantillons prélevés ont
subi un fractionnement granulométrique par la méthode de Chotte et al. (1994) pour séparer

les habitats microbiens en classes d’agrégats.

2. METHODES

2. 1. Fractionnement physique du sol
Le fractionnement granulométrique, utilisée pour caractériser les habitats microbiens,

est un moyen d’appréhender 1’hétérogénéité de la distribution spatiale des microorganismes
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dans le sol. Elle permet ainsi de mieux comprendre les interactions entre les microorganismes
et celles des microorganismes avec leur environnement.

Aprés une semaine d’incubation et une rehumectation a 100% de leur capacité de

rétention, les sols ont été¢ fractionnés en utilisant la méthode de Chotte et al. (1994) afin
d’isoler les habitats microbiens des sols.
Le principe du fractionnement est 1’utilisation d’une faible énergie (méthode dite douce) de
dispersion afin de limiter la désagrégation et la dispersion des colloides organo-minéraux. En
effet, selon Chotte et al., (1992), I’utilisation d’une énergie importante (méthode agressive) ne
permet pas de conserver l’intégrité des habitats microbiens. Cing principales classes
d’agrégats ont été retenues a la suite du fractionnement physique :

- la fraction > 2000 pum,

- la fraction 50-2000 pum,

- les résidus végétaux > 200 um,

- la fraction 2-50 pm,

- la fraction 0-2 um.

R”humectation [1100% de
leur capacit™ de r” tention

Immersion dans 1’eau 24h a 4°C

Fractionnement granulométrique

!

L Tamisage a 2000 pm J

______ R

P Fraction > 2000um

|_____Tf‘_12?i_s_?$_e__é_‘_5_9__#%£1}____l » Fraction 50-2000 pum
Centrifugation » Fraction 2-50 pm

| > Fraction O0-2 um

Figure 1: Schéma du protocole de fractionnement granulométrique du sol

Le sol est préalablement immergé dans 1’eau distillée stérile pendant 24 h a 4°c afin de
dissocier les structures les plus faiblement liées. Les racines et la fraction >2000 pum sont

récupérées sur un tamis apres dissection manuelle du sol et ringage a 1’eau distillée sous jet de
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pissette jusqu’a ce que 1’eau qui s’écoule du tamis soit claire, ce qui signifie que les agrégats
retenus sont stables.

La fraction 50-2000 um est isolée par tamisage. Les fractions fines 0-2 pum et 2-50 um
sont récupérées par sédimentation a la suite de centrifugations. Apres une premicre étape de
centrifugation le culot constituant la fraction 2-50 um est dispersé puis centrifugé a nouveau
pendant 8 mn a 10°C (90 g) jusqu’a I’obtention d’un surnageant limpide a la suite de 8
ringages. La fraction 0-2 pm contenue dans le surnageant est floculée par centrifugation
pendant 10 mn a 10°C (a2 2700 g).

Chaque fraction est récupérée dans un bécher préalablement taré et une étape d’¢limination de
I’eau résiduelle par succion capillaire avec du papier-filtre est nécessaire. Les fractions,

débarrassées de leur eau, sont ensuite conservées a 4°C.

2. 2. Dosage du carbone total et de I’azote total

Le principe du dosage est basé sur une oxydation catalytique a 1’aide d’un analyseur
¢lémentaire (LAMA : laboratoire des Moyens Analytiques US 122, Centre IRD-Bel-Air).
La procédure adoptée comprend un séchage des échantillons de sol durant une nuit a I’étuve a
105°C. 11 s’en suit une étape de refroidissement pendant 1h au dessiccateur. Les analyses sont
effectuées a partir de 1’appareil CHN (CHNSO EA 1112 Thermofinnigan Series, France). Cet
appareil est équipé d’un brileur, des nacelles en étain et d’un détecteur a conductibilité
thermique. L’étain assure I’élimination de la matiére organique par augmentation de la
température jusqu’a 1800°c. Ce qui permet I’obtention du carbone et de 1’azote. Ces deux
composés passent successivement dans le catalyseur d’oxydation (900°C) et dans la colonne
de réduction (750°C). Le carbone se transforme en dioxyde de carbone (CO,) et I’azote en
azote moléculaire (N,). La séparation des deux composés est faite par chromatographie en
phase gazeuse utilisant I’hélium comme gaz vecteur qui accélére I’extraction des gaz (CO; et
N3). Dans le chromatographe, les différents constituants gazeux sont séparés par le détecteur a
conductibilité thermique.
Les résultats sont exprimés en mg C/g de fraction de sol sec pour le carbone total et en mg

N/g de fraction de sol sec pour 1’azote total.

2. 3. Détermination des activités enzymatiques
Les deux principales enzymes étudiées sont la B-glucosidase (Annexe 1) et la

phosphatase acide (Annexe 2).

25



Le principe de la mesure de I’activit¢ de ces deux enzymes est basé sur la
détermination de I’intensité colorimétrique qui résulte de la libération du para-nitrophénol. Le
para-nitrophénol est obtenu aprés incubation d’une quantité de sol en présence de substrat et
de tampon. Les incubations sont également effectuées en présence de témoin enzyme et de
témoin substrat. Le témoin substrat permet de vérifier qu’il ne doit pas y avoir de réaction
d’hydrolyse chimique lorsque le tampon et le substrat sont mélangés en 1’absence du sol. Le
témoin enzyme permet de montrer qu’en I’absence de substrat, la coloration obtenue ne dérive
pas uniquement dup roduit libéré par D’activité enzymatique mais d’autres réactions
supplémentaires qui peuvent étre liées aux composés humiques présents dans le sol.

L’activité enzymatique est calculée ap artir de la densité optique lue au

spectrophotometre.

2. 3. 1. Activité de la R-glucosidase
L’activité de la B-glucosidase a ét¢ mesurée en incubant 100 mg de sol pendant 2h a
37°C, avec 100 pl de para-nitrophényl B-D-glucopyranoside SmM (Sigma) et 400 ul de
tampon citrate phosphate (Mac Ilvain) a pH 5.8 (Hayano, 1973). La réaction est arrétée en
alcalinisant le milieu avec 3 ml de carbonate de sodium (Na,CO3) 0.2%. Le para-nitrophénol
libéré par ’activité de la B-glucosidase a été mesuré au spectrophotomeétre (spectonic 401) a la
longueur d’onde de 400 nm apreés 15 min de stabilisation a la température ambiante. Les

résultats sont exprimés en pug pNP/g de fraction de sol/h.

2. 3. 2. Activité de la phosphatase acide

L’activité de la phosphatase acide a été¢ mesurée en incubant 100 mg de sol pendant 1
h a 37°C avec 100 ul para-nitrophenyl phosphate et 400 ul de tampon citrate phosphate (Mac
Ilvain) a pH 5.8 (Tabatabai et Bremner, 1969). La réaction est arrétée en alcalinisant le milieu
avec 400 ul de NaOH et 100 pl de CaCl,. Le CaCl, permet de complexer les substances
humiques qui sont présentes dans le milieu réactionnel. Le NaOH permet de rendre le milieu
basique afin d’obtenir la coloration jaune correspondant a la libération du para-nitrophenol.
La densité optique est lue au spectrophotometre (spectronic 401) a la longueur d’onde de 400

nm. Les résultats sont exprimés en mg pNP/g de fraction de sol /h.
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2. 4. Structure génétique des communautés bactériennes totales.

2. 4. 1. Extraction de I’ADN total du sol.

L’ADN total a été extrait des fractions du sol en utilisant la méthode de lyse physique
adoptée par Porteus et al. (1997) avec cependant quelques modifications. C’est une procédure
simple adaptée aux échantillons de sol (Annexe 3).

Des aliquotes de 0.5 g de sol broyés ont été¢ mis en présence de billes de zirconium
stériles et mélangés avec 1 ml de tampon de lyse (NaCl 0.25 M et EDTA 0.1 M, pHS) filtré et
stérilisé. Le mélange est homogénéis¢ a 1’aide de I’agitateur BeadBeater a une vitesse de 25
tours/s (Reatsch) pendant 2 mn, suivi d’une incubation de 2 mn a 65°C au bain-Marie. Ces
deux étapes sont réalisées 2 fois. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 13000g pendant
15 mn a 4°C. Le surnageant est récupéré et I’ADN est précipité al’aide du polyéthyléne
glycol 8000 (40 %) et de I’acétate de potassium pendant 2 h 4 —20°C. 1l s’en suit une nouvelle
étape de centrifugation a 13000 g pe ndant 15 mn a 4°C. Le culot est récupéré et suspendu
dans 600 pl de CTAB 2 % (1.4 M NaCl, 0.1 M EDTA, 2 % CTAB) et incubé pendant 15 mn
a 68°C. Le mélange est homogénéisé par retournement manuel toutes les 2 mn jusqu’a ce que
le culot soit entierement dissout. Apres ajout de 600 ul de chloroforme au culot, le mélange
est centrifugé a la température ambiante pendant 10 mn a 13000 g. Le culot est suspendu a
nouveau dans 450 pl d’acétate d’ammonium (2.5 M) et 1 ml d’éthanol 95° puis précipité a —
20°C pendant 15 mn. Le mélange est centrifugé a 13000 g pendant 15 mn a 4°C. La phase
supérieure qui contient ’ADN est remise dans 600 pl d’isopropanol et précipitée a —20°C
pendant 15 mn par centrifugation a 13000g pendant 15 mn a 4°C.

Le lavage final est effectu¢ avec 0.5 ml d’éthanol 70°C suivi d’une centrifugation a
13000 g pendant 5 mn a 4°C. A la suite de cette étape I’ADN est séché par évaporation sous
vide et conservé a —20°C dans un volume variant entre 10 et 50 pl de TE 1X (Tris-HCl 10M,
EDTA 1mM, pH 8,5) en fonction du culot d’ADN.

L’ADN extrait est ensuite quantifi¢ a I’aide des gammes ¢étalons (Annexe 3) afin de
mesurer sa concentration dans chaque échantillon. Il est ensuite conservé a —20°C. Cet extrait
d’ADN a servi a 1’étude de la structure génétique des communautés bactériennes totales par

PCR-DGGE dans les sols des fractions 2-50 pm et >2000 pum.

2.4.2. PCR-DGGE
La structure des communautés bactériennes totales a ¢t¢ é¢tudi¢e par la méthode PCR-

DGGE (Réaction en Chaine par Polymérisation - Gel Electrophorése en Gradient de
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Dénaturation). La technique DGGE permet de séparer des fragments d’ADN de méme taille

mais de composition en bases différentes.

2.4.2.1. LaPCR (réaction en chaine par polymérisation)

La PCR (Mullis et al., 1985) est une technique d’amplification in vitro utilisant la Taq-
polymérase qui est une enzyme thermostable et des oligonucléotides complémentaires d’un
geéne cible au sein d’un génome. Le fragment d’ADN ciblé est amplifi¢ de fagon exponentielle
en plusieurs millions d’exemplaires. Ainsi, au bout de n cycles PCR on obtient 2" copies

(Figure 2).

PCR: Réaction de polymérisation en Chaine

/’Tha'{ H Etape 1 : naturation
it . M{*}x{r MW 30 sec 64°C
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Etape 2 : Hybridation des

ST e T | -IrﬂHTT“I—n'ﬂTﬂ—rm AT '|"‘|'|—'_|'_"[‘"|—| 3 amorces 30 sec a 55°C
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a J.”_pu'LLLuJ_L-LLl‘lLu_/IJJ”Jx I I“L_L__‘_JILLJL__U_ LL_J—_JULLL‘L“"\ . (anti-sens) primers
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| - | - - . - 1-2 min 72°C
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d’NTP’s

Figure 2 : La réaction en chaine par polymérisation (PCR).

Dans notre étude, nous avons ciblé la région V3 du gene 16S rDNA en utilisant un
couple d’amorces universelles EUB338f (5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3") muni de
GC "Clamp" (Muyzer et al., 1993) et UNIV518r (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) (Ovreas
et al.,1997). En effet, la région V3 de I’ADNr 16S est assez bien conservée chez toutes les
bactéries (Muyzer et al., 1993). Néanmoins, elle est suffisamment variable au niveau de sa

séquence nucléotidique pour discriminer les individus d’especes différentes.

Composition du mélange réactionnel de la PCR

Pour chaque cycle PCR, le mélange réactionnel de 25 pul est composé de :
- 10 ng d’ADN,
- des amorces EUB338f et UNIV518r a une concentration finale de 0.5 mM,
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Nous avons utilisé la Touchdown PCR pour I’amplification de I’ADNr 16S des communautés

- Taq Ready-to-Go (Amersham biosciences, USA)

bactériennes. Elle comprend plusieurs cycles de température :

une premicre étape de dénaturation de ’ADN de 5 mn a 94°C.

20 premiers cycles constitués de :

0 30 sec a 94°C (dénaturation)

0 30 sec de 65°C a 55°C (hybridation; la température d’appariement

diminue de 0.5°C a chaque cycle jusqu’a atteindre 55°C

0 1 mna 72°C (¢élongation ou synthése)

- 10 derniers cycles

0 30 sec a 94°C (dénaturation)

0 30 sec a 55°C (hybridation)
0 1 min a 72°C (synthése)

un dernier cycle de synthése finale a 72°C pendant 10 mn.

Les fragments d’ADN amplifiés (environ 200 pb) sont visualisés sur un gel d’agarose

2% pendant 35mn a 100 V. Les gels sont ensuite colorés pendant 30 mn au bromure

d’éthydium (1 pg/ml), puis rincés a 1’eau déminéralisée et photographiés sous UV a ’aide du

logiciel BIO-Capt (Ets Vilber Lourmat).
La figure 3 présente une description schématique des différentes étapes du cycle

thermique PCR utilisées lors de I’amplifiction de I’ADNr 16S des communautés bactériennes

totales.
!
i .
9414C: 94[4C 72[4C: 941:C 720:CI72[:C
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Figure 3 : Différentes étapes du cycle thermique de la PCR pour I’amplification de I’ADNr 16S des

communautés bactériennes totales.
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2.4.2.2. La DGGE (Gel Electrophorese en gradient de dénaturation)

Les fragments d’ADN obtenus (environ 200 pb) apreés amplification par PCR sont
séparés sur un gel de polyacrylamide a 8% [acrylamide-bisacrylamide 40 % (37.5 :1)] avec
des gradients de dénaturants chimiques de 45% a 70 % (100 % dénaturant contient 7 M Urée
et 40% formamide). La migration dure 18 hda ns une cuve (INGENY phorU) sous une
tension de 100V. Elle s’effectue dans un tampon TAE 1X a une température de 60°C. A la fin
de la migration, le gel est coloré au SYBR Green (1/20) pendant 20 mn puis rincé a I’eau
pendant 5 mn. La visualisation du gel est faite par photographie sous UV a I’aide du logiciel

BIO-Capt (Ets Vilber Lourmat).
Principe de la DGGE :

La DGGE est une technique d’empreinte génétique qui consiste en une séparation des
séquences amplifiées par PCR sur un gel d’acrylamide contenant un gradient linéaire de
dénaturants de I’ADN. Il s’agit de dénaturants chimiques (urée et formamide) dont le gradient
de concentration utilisé¢ varie en fonction de la taille des amplifiats a séparer. Les variations de
séquences entre les différents amplifiats vont influencer leur dénaturation et par conséquent
leur distance de migration électrophorétique. Ainsi les séquences d’ADN ayant une plus forte
concentration en bases G et C (high G+C avec une triple liaison hydrogene) vont migrer plus

loin dans le gel avant d’atteindre leur point de dénaturation. On obtient ainsi des profils
complexes représentatifs de la diversité des fragments d’ADN amplifiés. La figure 4 présente

une description schématique de la technique DGGE.
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Figure 4 : Description schématique de 1’¢lectrophorése en gradient de gel de dénaturation (DGGE).
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2. 5. Analyses statistiques

Nous avons utilis¢ les méthodes classiques de comparaison des moyennes des
traitements (test de Fisher; p< 0.05) a partir de 1’analyse de la variance superAnova (Version
1.041) pour estimer les variations des parameétres chimiques (C et N totaux) et biochimiques
(mesures des activités enzymatiques) dans les sols.

Pour I’analyse des profils DGGE, nous avons utilisé le logiciel TotalLab (TL120,
version 2006) pour déterminer les similarités et les distances entre les différents traitements.
Ce méme logiciel a servi a I’établissement des dendrogrammes de similarité en calculant le
coefficient de Dice (intervalle de confiance de 0.05%) avec la méthode de I’algorithme

UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Algorithm).
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CHAPITRE 3 : RESULTATS
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A. Site de Bemasoandro

1. Teneurs en C et N totaux du sol
Les figures SA et 5B présentent les résultats des teneurs en C et N totaux obtenues
dans les différentes fractions (2-50 um et > 2000 um) des sols sous les différents modes de

gestion pratiqués.
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Figure 5 : Teneurs en C total (Fig 5A ) et N total (Fig 5B ) dans les fractions 2-50 pm et > 2000 um des sols sous

les situations de jachere a Aristida rufescens (J), de labour (LB) et semis direct sur résidus de récolte (SD).
Pour chaque fraction, les lettres différentes indiquent une différence significative (test de Fischer p<0,05). Chaque histogramme représente la

moyenne de trois répétitions.

Dans la fraction >2000 um, les résultats indiquent des teneurs en C total et N total
significativement plus élevés dans les sols sous semis direct sur résidus de récolte (SD) par
rapport au labour (LB).

Quant a la fraction 2-50 um, les teneurs de ces somposés sont équivalentes pour tous

les différents modes de gestion des terres.
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Dans le site de Bemasoandro, les résultats obtenus sur les teneurs en C et N n’ont pas permis
de mettre en évidence des différences significatives entre les impacts des différents modes de
gestion des sols dans 1’habitat microbien 2-50 um.

Cependant, dans I’habitat >2000 um, le labour (LB) a entrainé¢ une forte diminution des
teneurs en C et N totaux par rapport au semis direct sur résidus de récolte (SD). Les variations
les plus importantes sont enregistrées pour la fraction >2000 pm qui constitue I’habitat le plus

sensible aux effets des différents modes d’usage des sols sur la teneur de ces composés.

2. Activités enzymatiques

2. 1. Activité de la R-glucosidase
La figure 6 présente les résultats de 1’activité de la B-glucosidase dans les fractions 2-

50 pum et >2000 pum des sols sous les différents modes de gestion étudiés.
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Figure 6 : Activité de la B-glucosidase dans les fractions 2-50 um et > 2000  [ulh]des sols sous jachére (J),

labour (LB) et semis direct (SD). Pour chaque fraction, les lettres différentes indiquent une différence significative entre les

situations ou modes de gestion des sols (test de Fischer p<0,05). Chaque histogramme représente la moyenne de trois répétitions.

Dans les deux fractions, les résultats montrent une forte augmentation de 1’activité B-
glucosidase dans les sols soumis au semis direct sur résidus de récolte (SD). Le semis direct
induit donc un e ffet positif et significatif sur I’activit¢ de la B-glucosidase par rapport au
labour (LB) et a Ia jachére (J). Cette forte activité B-glucosidase enregistrée par le semis direct
montre 1’aptitude de ce mode de gestion des sols a reconstituer 1’habitat microbien > 2000

pm.
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2. 2. Activité de la phosphatase acide
La figure 7 montre les résultats de 1’activité de la phosphatase acide également dans

les fractions 2-50 pm et > 2000 um des sols.
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Figure 7: Activité de la phosphatase acide dans les fractions 2-50 um et > 2000 um des sols des situations de

jachére (J), labour (LB) et semis direct (SD). Pour chaque fraction, les lettres différentes indiquent une différence significative
entre les situations ou modes de gestion des sols (test de Fischer p<0,05). Chaque histogramme représente la moyenne de trois répétitions.

Les résultats indiquent une forte activité phosphatase acide dans la fraction 2-50 pum
des sols soumis au semis direct sur résidus de récolte (SD) contrairement aux situations de
jachere a Aristida rufescens (J) et de labour (LB) qui présentent des activités phosphatases
acides équivalentes entre elles. Les résultats ont montré un effet positif significatif du semis
direct (SD) sur I’activité de la phosphatase acide dans la fraction 2-50 um.

Dans la fraction > 2000 pum, un effet dépressif du labour (LB) sur I’activité
phosphatase acide a été enregistré par rapport au semis direct (SD) qui présente une activité
plus forte. Mais ce d ernier n’est pas significativement différent de celle obtenue pour la

jachére Aristida rufescens (J).
3. Structure génétique des communautés bactériennes totales.

La structure génétique des communautés bactériennes totales dans les sols avec les

différents modes d’usage des terres a été étudiée par PCR-DGGE.
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Figure 8 : Profils DGGE de I’ADNr 16S des communautés bactériennes totales dans les fractions de sol 2-50 pm
et > 2000 um de jachére a Aristida rufescens (J), de labour (LB) et de semis direct sur résidus de récolte (SD).

Les lettres a, b, ¢ indiquent des répétitions, les chiffres affectés indiquent les numéros des pistes DGGE.

L’analyse des profils DGGE (Fig 8) montre que la structure génétique des
communautés bactériennes totales est différente suivant le mode de gestion des terres adopté
et le type d’habitat considéré. Des bandes communes aux 2 f ractions sont identifiées
indépendamment des modes de gestion des terres. Ce résultat démontre 1’existence des
communautés bactériennes stables dans les deux habitats qui n’ont pas subi les impacts des
différents modes d’usage des terres.

Une ¢étude approfondie des profils révele que quel que soit le mode d’usage des terres
le micro-agrégat 2-50 um présente plus de bandes DGGE que le macro-agrégat >2000 pum.
Ce résultat montre que I’habitat microbien 2-50 um abrite plus de communautés bactériennes
que le macro-agrégat > 2000 pm.

Les sols labourés (LB) présentent un faible nombre de bandes DGGE dans les deux
habitats microbiens (2-50 um et > 2000 um) contrairement aux sols de jachére a Aristida
rufescens (J) et de semis direct sur résidus de récolte (SD). Ce résultat montre ’effet de
réduction importante des communautés bactériennes par le labour. Cet effet du labour (LB)

est beaucoup plus sensible dans I’habitat > 2000 um. Ce résultat fait apparaitre une plus
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grande vulnérabilité et une sensibilité des communautés bactériennes présentes dans I’habitat
> 2000 um vis-a-vis des modes d’usages des sols.
Nos résultats ont ainsi démontré un impact négatif du labour sur la structure génétique des
communautés bactériennes des sols de Bemasoandro.

L’analyse des dendrogrammes de similarité (Fig 9A et Fig 9B) effectuée a partir des
profils électrophorétiques permet de distinguer deux niveaux de regroupement des

communautés bactériennes en fonction des modes de gestion des terres pour chaque fraction.
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Figure 9: Dendrogramme de similarité (UPGMA) obtenus a partir des profils DGGE dans les fractions 2-50 um
(Fig 9A) et > 2000 um (Fig 9B) des sols de jachére (J), labour (L) et semis direct (SD).
Les lettres a, b, ¢ sont des répétitions, les chiffres indiquent les numéros des pistes DGGE.

L’analyse des résultats de la fraction de sol 2-50 um (Fig 9A) montre la subdivision
des communautés microbiennes en 2 clusters (ou regroupements) en fonction des modes de
gestions des sols. Le premier cluster (A;) regroupe les communautés bactériennes des sols
sous jachére a Aristida rufescens (J) et semis direct sur résidus de récolte (SD) avec 65% de
similarité. Quant aux communautés des sols sous labour (LB), elles forment un cluster (A2)
isolé qui se distingue du groupe (Al). Ces résultats montrent que la jachere et le semis direct
ont des impacts similaires sur les communautés bactériennes des sols puisque leurs structures
génétiques sont plus proches que celle obtenue avec les sols sous le labour.

Concernant les sols de I’habitat >2000 um (Fig 9B), le dendrogramme de similarité a montré
les mémes regroupements des communautés bactériennes selon les modes de gestion que ceux

obtenus dans la fraction 2-50 pm.
37



Les dendrogrammes de similarité ont également permis de montrer que I’impact du labour sur
les communautés bactériennes se distingue nettement du semis direct (SD) et de la jachére a

Aristida rufescens (J).

B. Site d’Andranomanelatra

1. Teneurs en C et N totaux du sol

Les figures 10A et 10B présentent les résultats des teneurs en C et N obtenues dans les

2 fractions (2-50 um et > 2000 um) de sols des différents modes de gestion pratiqués.
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Figure 10 : Teneurs en C total (Fig 10A) et N total (Fig 10B) dans les fractions 2-50 um et >2000 um des sols de
jachére a Aristida rufescens (J), de labour (LB), de semis direct sur résidus de récolte (SD), de semis direct sur

couverture vive de Kikuyu (SDK), de semis direct sur couverture vive de Desmodium uncinatum (SDD). Pour
chaque fraction, les lettres différentes indiquent une différence significative entre les situations ou modes de gestion des sols (test de Fischer
p<0,05). Chaque histogramme représente la moyenne de trois répétitions.

Dans la fraction 2-50 pum, les résultats indiquent que les sols sous jachére a Aristida rufescens
(J) présentent les teneurs en C total les plus élevées. En effet, les teneurs en C total sont

significativement plus ¢élevées dans ce mode de gestion des sols par rapport au labour, au
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semis direct sur résidus de récolte (SD), au semis direct sur couverture vive de Kikuyu (SDK)
et au semis direct sur Desmodium uncinatum (SDD) (Fig 10A). Des résultats similaires sont
obtenus pour le N total dans la méme fraction avec néanmoins une différence non
significative entre le semis direct sur Kikuyu (SDK) et la jachére a Aristida rufescens (J).
Quant a la fraction > 2000 um, les résultats ont montré que ce sont les sols de labour
qui enregistrent les faibles teneurs en C et N avec des différences significatives par rapport au
sol de jachére. Par contre, les résultats n’ont pas montré de différences significatives entre les

sols de jachére a Aristida rufescens et les sols de semis direct (couverture vive et morte).

2. Activités enzymatiques

2. 1. Activité R-glucosidase
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Fig 11 : Activité B-glucosidase dans les fractions 2-50 um et > 2000 um des sols de jachére a Aristida rufescens
(J), de labour (LB), de semis direct sur résidus de récolte (SD), de semis direct sur couverture vive de Kikuyu

(SDK), de semis direct sur couverture vive de Desmodium uncinatum (SDD). Pour chaque fraction, les lettres différentes
indiquent une différence significative entre les situations ou modes de gestion des sols (test de Fischer p<0,05). Chaque histogramme
représente la moyenne de trois répétitions.

La figure 11 présente les résultats de 1’activité B-glucosidase dans les sols soumis aux
différents modes de gestion. Ces résultats montrent que 1’activité B-glucosidase est plus
importante dans les sols de semis direct sur couverture vive de kikuyu (SDK) au niveau des 2
fractions. Cependant, la différence observée n’est pas significative entre ce d ernier et les
autres sols soumis également au semis direct (SD, SDD).

Aucune différence n’a été observée dans ’activité B-glucosidase entre les situations de

SD, SDD, SDK et celle de jachére a Aristida rufescens (J) dans la fraction 2-50 pm. Par
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contre dans la fraction > 2000 um cette activité B-glucosidase est significativement tres faible
dans le sol de jachére comparé aux sols soumis aux semis directs (SD, SDD, SDK).

De toutes les situations étudiées, c’est dans le sol de labour que Dactivité B-
glucosidase est la plus faible quelles que soient les fractions de sol étudiées contrairement aux
modes de gestion des sols qui utilisent le semis direct sur couverture végétale (SD, SDK,
SDD) qui montrent des aptitudes favorables a 1’activité 3-glucosidase dans les fractions 2-50

pum et > 2000 pm des sols.

2. 2. Activité phosphatase acide

Fig 12 900 -
goo1 Py
[—
700 | B ab
600 | == abrzm
500 | = a | i
400 | = Lyl
300 - = o e
[— r
200 | 4,
1
100 4 = II _€='
0 — !I =5
F2-50 F>2000

=J LiLB & SD [LiSDK f:] SDD

Figure 12 : Activité phosphatase acide dans les fractions 2-50 pm et > 2000 pum des sols de jachére a Aristida
rufescens (J), de labour (LB), de semis direct sur résidus de récolte (SD), de semis direct sur couverture vive de
Kikuyu (SDK), et de semis direct sur couverture vive de Desmodium uncinatum (SDD). Pour chaque fraction, les

lettres différentes indiquent une différence significative entre les situations ou modes de gestion des sols (test de Fischer p<0,05). Chaque
histogramme représente la moyenne de trois répétitions.

La figure 12 présente les résultats de 1’activité phosphatase acide dans les sols soumis
aux différents modes de gestion étudiés. Les résultats montrent globalement une plus forte
activité phosphatase acide dans la fraction 2-50 um par rapport a la fraction > 2000 pm des
sols de toutes les situations étudiées.

Dans la fraction 2-50 um, les résultats indiquent une forte activité phosphatase acide
dans les sols de jachére a Aristida rufescens (J) et de semis direct (SD, SDK, SDD) par
rapport au labour. Aucune différence significative n’est néanmoins observée entre 1’activité
phosphatase acide dans les sols de jachére et celle des sols soumis au semis direct (SD, SDK,

SDD). Des résultats identiques ont été obtenus dans les fractions de sols > 2000 um.
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La fraction 2-50 um semble constituer un habitat ou I ’activité phosphatase acide est plus

soutenue quelles que soient les situations étudiées.

3. Structure génétique des communautés bactériennes totales.

La figure 13 présente les profils DGGE de I’ADNr 16S des communautés bactériennes

totales dans la fraction de sol 2-50um.
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Figure 13 : Profils DGGE de ’ADNr 16S des communautés bactériennes totales de la fraction 2-50 um des sols
de labour (LB), de semis direct sur résidus de récoltes (SD), de semis direct sur couverture de kikuyu (SDK), de
semis direct sur couverture vive de Desmodium uncinatum (SDD), de jachére a Aristida rufescens (J) et d’un

échantillon de sol témoin de la fraction > 2000 pm. Les lettres a, b, ¢ indiquent des répétitions, les chiffres affectés
indiquent les numéros des pistes DGGE.

Les résultats montrent que tous les profils DGGE sont différents selon les différents modes de
gestion des sols. On observe donc une structuration génétique des communautés bactériennes
des sols en fonction des différentes situations.

Les profils des sols de jacheére (J) et semis direct (SD, SDK, SDD) présentent de
nombreuses bandes intenses en haut du gel correspondant a d es communautés a f aible
pourcentage de G+C. Ces bandes sont par contre absentes ou faibles dans les profils DGGE
des sols de labour (LB). Le nombre total de bande par profil est plus faible dans les sols de
labour que dans les sols SD, SDK, SDD et de jachere. Ce résultat indique 1’effet de réduction
de la structure génétique qu’exerce le labour sur des communautés bactériennes. De plus, les
sols de semis direct (SD, SDK, SDD) et de jachére montrent de nombreuses bandes intenses

indiquant la présence de nombreuses communautés dominantes dans ces sols.
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Figure 14 : Dendrogramme de similarit¢ (UPGMA) obtenus a partir des profils DGGE des différentes situations
de jachére a Aristida rufescens (Jach), de labour (LB), de semis direct sur résidus de récolte (SD), de semis direct
sur couverture vive de Kikuyu (SDK), de semis direct sur couverture vive de Desmodium uncinatum (SDD) des
sols de la fraction 2-50 Wm. Les lettres a, b, ¢ indiquent des répétitions, les chiffres affectés indiquent les numéros des pistes.

L’analyse de similarité effectuée sur I’ensemble des profils DGGE du gel de la fraction 2-50
um a montré une nette séparation des profils en 2 clusters. Le premier cluster (C1) est
constitué uniquement par les profils des sols de labour (LB) tandis que le 2¢éme cluster C2
regroupe tous les profils des communautés bactériennes des sols SD, SDD, SDK et Jachere.
Ce résultat indique que les profils SD, SDD, SDK et Jachéere bien que n’étant pas identiques
partagent plus de communautés bactériennes semblables au niveau de leur structuration
génétique. On note que les communautés des sols SDK, SD, SDD sont distinctes entre elles et

se distinguent également de celles du sol de Jachére au sein du cluster C2.

La figure 15 présente les profils du gel DGGE des échantillons de la fraction > 2000 um de

sol des différents modes de gestion pratiqués.
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Figure 15 : Profils DGGE de I’ADNr 16S des communautés bactériennes totales des situations de labour (LB),
de semis direct sur résidus de récoltes (SD), de semis direct sur couverture de kikuyu (SDK), de semis direct sur
couverture vive de Desmodium uncinatum (SDD), de jachére (J) a Aristida rufescens pour les sols de la fraction
>2000 pm et un échantillon de sol témoin de la fraction 2-50 pm (F2-50 pm).Les lettres a, b, ¢ indiquent des répétitions,

les chiffres affectés indiquent les numéros des pistes.

Les résultats montrent également des profils DGGE différents en fonction des
différents modes de gestion du sol. Le nombre total de bandes DGGE est plus important pour
les situations de semis direct sous couverture végétale (SD, SDK, SDD) que pour les autres
situations (J et LB). En effet, onr etrouve de nombreuses bandes correspondant a des
communautés a faible pourcentage de G+C dans les sols sous semis direct sur couverture
végétale (SD, SDK, SDD) qui sont absentes dans les sols de labour (LB), absentes ou de
faibles intensités dans les sols sous jachere (J).

Les profils DGGE des communautés bactériennes des sols de semis direct (SD, SDK,
SDD) sont donc plus proches de celles des communautés des sols de jachére (J) que de celles
des communautés des sols labourés (LB). N éanmoins, des bandes communes atous les
profils ont été identifiées quel que soit le mode de gestion du sol pratiqué. Ce qui révele
I’existence des communautés bactériennes stables dans la fraction >2000 um qui n’ont pas

subi les impacts des différents modes d’usage des terres.
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Figure 16: Dendrogramme de similarit¢ (UPGMA) obtenus a partir des profils DGGE des différentes situations
de jachere a Aristida rufescens (Jach), de labour (LB), de semis direct sur résidus de récolte (SD), de semis direct
sur couverture vive de Kikuyu (SDK), de semis direct sur couverture vive de Desmodium uncinatum (SDD) des
sols de la fraction >2000 pm. Les lettres a, b, ¢ indiquent des répétitions, les chiffres affectés indiquent les numéros des pistes.

L’analyse du de ndrogramme de similarit¢ montre une séparation des profils des
différents modes de gestion des sols en 2 grands clusters. On distingue un premier cluster
(D1) qui est formé par les profils des communautés bactériennes des sols de jachére et de
semis direct (SDD, SD, SDK) et un second cluster D2 uniquement constitué par les profils
des communautés bactériennes des sols de labour (LB). Une analyse plus approfondie
effectuée au sein du cluster D2 fait apparaitre d’autres sous groupes. Notamment, le sous-
groupe Dla constitué uniquement par les communautés bactériennes des sols de jachere et le
sous-groupe D1b formé par les communautés bactériennes des sols de semis direct au sein
duquel une différence de similarité est aussi observée entre les différents types de semis direct
(SD, SDD, SDK).

Ces différents résultats soulignent I’impact variable que les modes de gestion des sols

entrainent sur la structure génétique des communautés bactériennes totales. Les modifications
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structurales majeures observées sont caractérisées par la présence ou I1’absence, et les
variations d’intensité des fragments DGGE sur les gels.

Le mode de gestion labour (LB) a des effets de réduction des communautés microbiennes
(réduction du nombre de bandes DGGE dans son profil) contrairement au systéme de semis

direct sur couverture végétale (SD, SDK, SDD).
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CHAPITRE 4: DISCUSSION
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Dans ce travail, nous avons étudié¢ les activités et la structure des communautés
bactériennes dans 2 fractions (2-50 pm et >2000 pm) de sols soumis a différents modes de
gestion a savoir le semis direct, le labour et la jachére.

Les résultats obtenus nous ont permis d’apprécier I’impact des effets de différentes pratiques
culturales sur les microorganismes qui sont souvent utilisés comme indicateurs de la qualité
des sols. Ces résultats montrent une variabilité de réponses des communautés microbiennes
vis-a-vis des modes d’usage des terres, soulignant les effets de ces différentes perturbations

sur le fonctionnement biologique du sol.

1. Effets des modes de gestion du sol sur les teneurs en C et N totaux.

Les systemes de semis direct sur couverture végétale réduisent significativement les
pertes en C par rapport au labour et augmentent la stabilité des agrégats (Razafimbelo, 2005).
L’usage du labour favorise 1’érosion et la minéralisation qui sont des facteurs majeurs
contribuant a une diminution des stocks de matieére organique des sols.

Nos résultats montrent que les différences dans les teneurs en C et N totaux entre les
systémes de semis direct a couverture morte (SD) et a couverture vivante (SDK, SDD) ne sont
pas significatives. L’ensemble des résultats enregistrés montrent que dans les sols sans labour,
les teneurs en C et N séquestrés dans les deux habitats microbiens sont plus ¢levées. Elles
apparaissent généralement similaires a celles de la jachére a Aristida rufescens (J). Les modes
de gestion des sols ont des effets variables sur les teneurs en C et N totaux dans les agrégats.

Par ailleurs, la variabilité des réponses sur les teneurs en C et N totaux obtenue semble
moindre pour le micro-agrégat 2-50 pm par rapport aux macro-agrégats > 2000 um dans les
différents systemes de culture. Ainsi, le C et N contenus dans les micro-agrégats 2-50 um sont
mieux protégés et plus stable. La fraction > 2000 pm est connue par sa sensibilité¢ aux
pratiques agricoles (Chasstrusse, 1998 ; Ndour, 2003). Il est important de souligner que dans
les sols que nous avons utilisés, il n’existe pas de particules minérales de la taille de cette
fraction (>2000 pm). Cet habitat microbien est constitué¢ de particules minérales et organiques
agrégées. L’instabilit¢ de ce macro-agrégat est liée certainement ala nature des liaisons
impliquées dans sa structuration et sa stabilisation (Beare et al., 1994). Dans les systémes de
culture avec labour, les perturbations périodiques dues a 1’action mécanique entrainent la
désagrégation des macro-agrégats > 2000 um et leur conférent une durée de vie courte. La
matiere organique (C et N) perdue par la fraction > 2000 pum lors de ces cycles de

perturbations serait regue au niveau de la fraction 2-50 um (Chastrusse, 1998).
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La concentration des résidus végétaux dans le sol est plus importante dans les systemes de
cultures avec apport organique (J, SD, SDD, SDK) que ceux qui sont sans restitution de MO
(LB). La formation des macro-agrégats relativement stables de la taille de la fraction > 2000
um s’éffectue autour de ces résidus végétaux frais appelés matiére organique particulaire
(MOP) et a leur dynamique. En effet, ces macro-agrégats dans les systémes de culture a
apport de résidus sont plus riches en C jeune (Puget et al., 2000) li¢e a ’arrivée des MOP
dans le sol. La décomposition des MOP dans les macro-agrégats aboutit a la formation MOP
plus fines qui se lie pour former le cceur de nouveaux micro-agrégats internes aux macro-
agrégats. Ce qui explique que les macro-agrégats soient plus riches en MO facilement
accessible a I’activité minéralisatrice microbienne par rapport aux micro-agrégats libres. Ainsi
Le C et N contenus dans les micro-agrégats libres sont plus anciens et mieux protégés contre
les attaques microbiennes. Six et al., 2002 soulignent que la matiére organique particulaire
joue unr O0le d’agent de liaison entre les micro-agrégats et contribue ainsi a une bonne
structuration du sol en favorisant la formation de macro-agrégats. La destruction des macro-
agrégats par le biais du labour accélére la dynamique de minéralisation du C et N des MOP
fines et entraine un flux de CO, dans I’atmospheére. Ce qui entraine un turnover plus élevé des
macro-agrégats dans les systémes de labour par rapport aux sytémes de semis direct avec
couverture du sol li¢ essentiellement al ’effet de la destructuration du sol et a la
minéralisation. Nos résultats corroborent ceux de Six et al (1999) qui montrent que
I’augmentation du turnover des macro-agrégats dans les systémes de labour est le principal
facteur impliqué dans la diminution des stocks de C et N des matiéres organiques dans le sol.
En ce qui concerne la fertilisation, I’apport ne semble pas avoir d’effets significatifs au
niveau des fractions 2-50 pm et > 2000 pm. En effet, 8 Andranomanelatra les teneurs en C et
N totaux sont plus élevées dans la jachére a Aristida rufescens (J) par rapport aux autres
systémes de culture malgré I’absence de fertilisation. Ces résultats corroborent ceux d’autres
auteurs (Potter et al., 1998, Rabary et al., 2008) qui montrent que 1’apport de fertilisation n’a
pas d’effets sur la séquestration du C et N dans le sol. Ceci pourrait s’expliquer également
par la qualité biochimique des résidus d’Aristida rufescens et a I’absence de travail du sol.
Ainsi, nos résultats ont montré que les modes de gestion sans travail ou avec travail réduit du
sol assurent une meilleure protection de la MOS li¢e a une porosité du sol plus faible et une

I'absence de déstructuration du sol.
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2. Effets des modes de gestion du sol sur les activités enzymatiques

Les activités enzymatiques jouent un rdle clé dans le fonctionnement biochimique des

sols. Les enzymes du sol interviennent dans la décomposition des composés xénobiotiques et
dans le cycle biogéochimique. Les mesures des activités enzymatiques peuvent étre utilisées
comme indicateur de la qualité des sols dues a I’usage des pratiques agricoles mais aussi pour
comprendre le fonctionnement de 1’écosystéme édaphique.
Les résultats des activités B-glucosidase et phosphatase acide montrent que les modes de
gestion des sols modifient les activités enzymatiques dans les agrégats 2-50 um et > 2000 pm
des sols. Une augmentation significative de 1’activité de ces enzymes sous semis direct sur
couverture végétale (SD, SDD, SDK) par rapport au labour (LB) est notée. Une corrélation
positive et significative existe entre le contenu en C organique des sols et I’activité de la B-
glucosidase (Ndour et al., 2001a; Knight et al., 2004). La mise a disposition de substrats
carbonés dans les agrégats serait favorable a I’activité de cette enzyme. Ces résultats
corroborent ceux observés par d’autres auteurs (Banick et Dick., 1999; Roldan et al., 2003;
Balota et al., 2004; Roldan et al., 2005) qui montrent que ’activité B-glucosidase est stimulée
par I’apport des résidus végétaux. Les variations dans ’activité B-glucosidase refletent une
modification de la disponibilit¢ des substrats carbonés par les communautés microbiennes
dans les différents modes de gestion relatifs aux différents systémes de culture. Ainsi
I’augmentation de D’activité B-glucosidase sous semis direct serait inhérente a une forte
disponibilit¢é dus ubstrat dans les agrégats dus ol par Dactivit¢ des communautés
microbiennes.

La qualité des apports organiques (résidus ou produit d’exsudations) constitue I'un des
déterminants majeurs qui affecte la composition, et 1'activité de la microflore du sol (Ndour et
al., 2001a; Nsabimana et al., 2004). Les composés phénoliques comme les tanins (Skerman et
al., 1988) et les isoflavones issus des exsudats racinaires de Desmodium uncinatum (Tsanuo
et al.,, 2003) ont une ffet inhibiteur sur la composition et sur 1’activité microbienne
(Hattenschwiler et Vitousek 2000). Cependant, en comparant les deux types de semis direct
sur couverture vivante de kikuyu (SDK) et de Desmodium uncinatum (SDD), nos résultats ne
montrent pas une différence significative dans les activités enzymatiques (phosphatase acide
et B-glucosidase) dans les fractions 2-50 um et > 2000 pum. Néanmoins, sur les mémes sols
constituant notre dispositif d’étude, des travaux de Rabary et al (2008) montrent que la
biomasse microbienne et la respiration basale sont significativement plus faibles pour le semis
direct sur couverture vive de Desmodium uncinatum par rapport a celle sous Kikuyu et sur

couverture morte.
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Par ailleurs, les résultats que nous avons obtenus pour 1’activité phosphatase acide
montrent une activité significativement plus élevée dans la fraction 2-50 um comparée a la
fraction > 2000 um quelle que soit la pratique culturale. Ces résultats sont en accord avec
ceux de Wang et al. (2000) qui trouvent que la concentration du phosphore en solution est
plus ¢élevée dans les micro-agrégats que les macro-agrégats. Ce qui est attribuable a 1’effet de
I’apport de résidus organiques a la surface du sol en qualité et en quantité importantes et aux
caractéristiques des micro-agrégats favorables a I’activité des microorganismes. De Prado et
al. (1982) ont montré une corrélation positive entre la teneur en matiére organique et les
activités phosphatasiques. Cependant, il est important de souligner que le phosphore
phytodisponible ou la fraction de phosphore totale susceptible d’étre absorbée ou prélevée par
les organismes vivants (Morel et al., 2001) reste faible dans le sol malgré 1’accumulation des
résidus végétaux en surface sous semis direct (Roldan et al., 2005). En effet, 1’activité
phosphatase est corrélée négativement a la disponibilté du P assimilable. La biodisponibilté
du phosphore phytodisponible est sous I’influence de la nature des sols. Les travaux de
Rabeharisoa (2004) montrent que les sols ferrallitiques des hautes terres de Madagascar sont
caractérisés par la présence d’oxydes et d’hydroxydes de fer et d’aluminium. Ces sols
ferrallitiques acides se distinguent par une capacité de la phase solide a réagir avec les ions
phosphates. En effet, la déficience en phosphore assimilable est un facteur limitant majeur de
la productivité des cultures dans les sols tropicaux acides (Johnson et al., 2006) malgré une

teneur potentielle en phosphore élevée.

3. Effets des modes de gestion du sol sur la structure génétique des communautés
bactériennes totales.

Les microorganismes du sol jouent un rdle important dans la qualité des sols et la
productivité des plantes (Hill et al., 2000). Les nouvelles techniques employées en biologie
moléculaire pour caractériser les communautés microbiennes sont basées sur l'analyse de
I'"ADN microbien directement extrait a partir des échantillons environnementaux. L utilisation
de ces techniques permet de s’affranchir des étapes d’isolement et de culture sur milieux
sélectifs. De plus, ces derniers sont non-représentatifs de l'ampleur de la diversité réelle des
bactéries (Hill et al., 2000).

La DGGE est une technique particuliecrement adaptée a la caractérisation de la
structure génétique des communautés microbiennes complexes a partir de produits PCR des
ADN extraits (Muyzer et al., 1993; Teske et al., 1996; Felske et al., 1998). Elle permet aussi
un suivi rapide des changements dynamiques des communautés microbiennes complexes
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(Muyzer et al., 1993; Santegoeds et al., 1998). Cependant, il est important de souligner qu’il
existe certaines étapes de I’analyse (extraction d’ADN, PCR) qui peuvent étre une source de
biais (Muyzer et al., 1993; Duineveld et al., 2001; Maarit-Niemi et al., 2001). Plusieurs
séquences sont certainement contenues dans une bande unique du profil électrophorétique
(Kirk et al., 2004) et inversement, un or ganisme unique peut étre représenté par plusieurs
bandes (Jensen et al., 1993).

La technique PCR-DGGE utilisée dans notre étude évalue I’impact des modes de
gestion du sol sur la structure génétique des communautés bactériennes totales dans les
habitats microbiens 2-50 um et >2000 pum.

L’analyse des résultats des profils et des dendrogrammes de similarité montre une

différence significative entre les communautés bactériennes des sols sous semis direct (SD,
SDD, SDK) et jachere (J) a celle des communautés bactériennes des sols labourés quel que
soit 1’habitat microbien. Ces résultats sont confortés par ceux de Peixoto et al (2006) qui
montrent une différence de population bactériennes en réponses aux différentes pratiques
culturales. Les modifications structurales majeures observées sont caractérisées par 1’absence
de plusieurs bandes DGGE sur les sols labourés. Cet effet est plus apparent au niveau du
macro-agrégat > 2000 pm par rapport au micro-agrégat 2-50 pm.
En plus, des différences sont également observées dans la structure des communautés
bactériennes dans les sols de jachére, de semis direct sur couverture vive de Desmodium
uncinatum (SDD) acel le des communautés bactériennes des sols sous semis direct sur
couverture vive de Kikuyu (SDK). Ce résultat pourrait s’expliquer par la qualité de la matiére
organique issue des différentes couvertures végétales et/ou de leurs exsudats racinaires
suscepetibles d’exercer une influence sur la composition des communautés bactériennes. En
effet, les composés phénoliques comme les isoflavones contenus dans les exsudats racinaires
de Desmodium uncinatum (Tsanuo et al., 2003) sont reconnus pour leur effet inhibiteur sur la
croissance microbienne (Hattenschwiler et Vitousek 2000; Nsabimana et al., 2004). Ainsi, on
pourrait alors supposer qu’il y a des communautés spécifiques qui seraient éventuellement
affectées par la nature de ces composés phénoliques. Ce résultat, conforté par d’autres travaux
(Niisslein et al., 1999; Sall et al., 2004; Richard et al., 2007), montre un changement dans la
structure des communautés microbiennes en fonction de la qualité des résidus organiques.

En comparant la structure génétique des communautés bactériennes totales des 2
fractions 2-50 um et > 2000 u m, (profil DGGE), on remarque une distinction entre les
communautés bactériennes de ces deux types d’habitats microbiens. Ce résultat corrobore
d’autres ¢études (Chotte et al., 1993; Ranjard et al., 1997; Ranjard et al., 2000; Sessitch et al.,
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2001; Viisdnen et al., 2005) qui montrent des différences dans la structure des communautés
bactériennes et une répartition différente des microorganismes dans le sol en fonction des
classes d’agrégats.

En effet, la dégradation des agents de liaisons des macro-agrégats >2000 um par le biais
du labour contribue a une modification des caractéristiques de ces habitats microbiens. Ce
macro-agrégat >2000 um représente un ha bitat instable (Chastrusse, 1998; Ndour, 2003;
Diallo, 2005) et sa déstructuration s’accompagne d’une réduction des activités microbiennes
et d’une modification de la diversité (Chotte et al., 2002; Ndour, 2003). La désagrégation de
cet habitat microbien s’accompagne d’une libération des particules minérales organiques de
taille inférieure. Cette matrice organo-minérale associée aux microorganismes est transférée a
la fraction fine du sol. Le micro-agrégat 2-50 pm, du fait du turnover plus faible que celui du
macro-agrégat > 2000 um (Six et al., 2000), mais également par ses capacités a concentrer et
a stabiliser le carbone des mati¢res organiques, représente un habitat privilégi¢ et pérenne
pour les bactéries (Chotte et al., 1998; Ndour, 2003; Diallo, 2005 ; Ndour et al., 2008). En
plus, Torsvik et Ovreas (2002) montrent que plus de 80% des populations bactériennes totales
sont préférentiellement localisées dans les micropores qui se trouvent dans les micro-agrégats
2-20 um. La porosité de ces micro-agrégats les définit comme des habitats ou la prédation est
faible avec une humidité du sol relativement stable et une disponibilité en oxygeéne et en
nutriment faibles (Ranjard et al., 2000).

Les caractéristiques de ces différents habitats microbiens favorisent une répartition des
populations bactériennes différentes en leur sein. La structure ou la composition des
communautés microbiennes est donc significativement affectée par la taille des agrégats

(Torsvik et Ovreas, 2002; Ndour et al., 2001b).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Notre étude a montré que les systemes de semis direct sur couverture végétale peuvent
étre considérés comme une alternative dans la perspective de trouver des moyens efficaces
pour remédier a la vulnérabilité des sols et pour assurer la restauration et le maintien de la
fertilit¢ des sols tropicaux. Le potentiel de ces pratiques agricoles réside dans leur capacité de
restitution de la matieére organique, et dans la régénération et le maintien de la structure du sol.
A travers les résultats de cette étude, on note que les teneurs en C total et N total pour les
systemes de semis direct sur couverture végétale (SD, SDD et SDK) sont semblables a celles
qui sont observées dans la jachére a Aristida rufescens (J). En plus, les activités microbiennes
sont plus soutenues dans les systémes de semis direct sur couverture permanente du s ol
comparés a la jachére a Aristida rufescens (J).

La réponse des microorganismes face aux variations des modes de gestion des sols
dépend aussi bien de la qualité biochimique des résidus, de leur quantité, que du type des
habitats microbiens.

En comparant les différents systémes de semis direct sur couverture végétale, la
couverture morte présente des effets stimulateurs sur les propriétés microbiennes du sol.
Cependant, elle n’assure pas une couverture permanente dus ol. Ses limites sont donc
certainement liées a une utilisation concurrentielle de ces paillis de résidus de récolte comme
fourrage, a leur exposition au feu et a une vitesse de minéralisation de la matiére organique
plus importante par rapport aux systémes de semis direct sur couverture vivante. Ces derniers
possédent un potentiel énorme d'accomplir les fonctions de couverture permanente du sol et
de fourrage pour I’alimentation du bétail.

Par contre, dans ces systemes le choix de la plante de couverture est important. En
effet, les résultats montrent que les exsudats racinaires de Desmodium uncinatum influencent
la composition des communautés bactériennes dans les agrégats. Ainsi le choix de la plante de
couverture dans les systémes de semis direct a couverture vivante exigerait davantage d'étude
pour mieux optimiser leur potentiel en tant que moyens a mettre en place pour répondre a la
productivité agricole et aux soucis environnementaux.

Nos résultats montrent que les activités enzymatiques et la structure génétique des
communautés bactériennes sont les indicateurs sensibles de la qualité des sols dans les modes
de gestion relatifs aux systémes de culture que nous avons étudiés.

Au vue des résultats encourageant obtenus dans notre étude, nous suggéront une
application des systémes SCV dans des régions du Sénégal ou les sols sont en proie a une

dégradation intense.
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Néanmoins les ¢études doivent se poursuivre afin de cerner davantage le
fonctionnement microbiologique des sols sous ces différents systtmes SCV. Il faudra
envisager plusieurs pistes de recherche pour mieux comprendre le fonctionnement
microbiologique des sols dans ces modes de gestion.

- Etudier les amendements organiques ou minéraux qui pourront réduire la capacité

d’absorption du phosphore et qui permettront la libération du phosphore biodisponible

par diffusion de la phase solide vers la solution du sol pour la nutrition phosphaté des
des plantes.

- Comprendre ’activité et la structure des communautés fongiques dans les systémes

de SVC

- Déterminer les effets des SCV sur les émissions de N,0 qui constitue un gaz a effet

de serre en étudiant 1’activité et la structure génétique des communautés dénitrifiantes

a l’origine de ces émissions de N;0.
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Annexe 1: Mesure de I’activité de la R-glucosidase
1. Principe

Le principe du dos age de I’activité B-glucosidase est basé sur ’estimation de I’intensité
colorimétrique qui résulte de la libération du Para-nitrophénol aprés incubation d’une quantité
de sol en présende de tampon et de substrat.

2. Réactifs

2. 1. Tampon Mac Ilvain ou tampon Citrate Phosphate

Il est préparé a partir d’un mélange de 19.7 ml d’une solution A 0.1 M (solution d’acide
citrique) avec 30.3m 1 d’une solution B 0,2M (solution de dibasique de sodium
phosphate). Le mélange est titré a un pH = 5.8 dans un volume final de 100 ml avec de 1’eau
déminéralisée. Le tampon Mac Ilvain pH 5.8 est également utilisé pour le dosage de la
phosphatase acide. Elle est ensuite conservée a 4 C.

Préparation des solutions:

*Solution A a 0.1 M: dissoudre 19.21g d’acide citrique dans 1000 ml d’eau déminéralisée.
*Solution B & 0.2 M : dissoudre 53.65g de Na,HPO,4, 7H,0 (dibasic sodium phosphate) ou
dissoudre 71.7g de Na,HPOg4, 12H,0 dans 1000 ml d’eau déminéralisée.

Préparation du substrat.

Le substrat de la B-glucosidase est le Para-Nitrophényl-B-D-Glucopyranoside (Ref sigma
N7006). Pour préparer le substrat, ondi ssout 97 mg de Para-Nitrophényl-B-D-
Glucopyranoside dans 10 ml d’eau déminéralisée.Il est conservé a —20 °C dans un flacon
fumé ou enveloppe dans un flacon avec du papier aluminium.

2. 2. Solution de carbonate de Sodium Na,CO3 0.2%

Cette solution est préparée en dissolvant 200 mg de carbonate de sodium dans 100 ml d’eau
déminéralisée. Le volume peut varier en fonction du nombre d’échantillons a doser.

3. Dosage

Un (1) témoin substrat : 400 pl de tampon+ 100 pl de substrat

Un (1) témoin enzyme : 400 ul de tampon +100mg de sol+100 pl H,O déminéralisée

Trois (3) essais : 400 pl de tampon+100mg de sol+100 pl de subtrat

- Vorterxer et incuber pendant 2 h a 37° C sous agitation.

- Centrifuger avant I’arrét de la réaction avec 3 ml de Na,COs.

- Vortexer et laisser stabiliser pendant 15 mn a la température ambiante.

Le paranitrophénol libéré par Dactivit¢ de la B-glucosidase est mesuré au
spectrophotométre (spectonic 401) a la longueur d’onde de 400 nm aprés 15 minutes de
stabilisation a la température ambiante. La lecture se fait contre un témoin blanc H,O.
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Annexe 2: Activité de la Phosphatase acide

1. Principe

Le principe du dos age repose sur I’estimation de 1’intensit¢ de la coloration jaune
résultant de la libération du para-nitrophénol aprés 1 h d’incubation a 37 C avec du para nitro-
phenylphosphate en présence de tampon et de substrat.

2. Réactifs
2. 1. Tampon Mac Ilvain ou tampon citrate phosphate (cf activité B-glucosidase)

2. 2. Substrat

Le substrat de la phosphatase acide est le para-nitrophenyl phosphate 5 Mm (PNPP) (réf 104-
0 Sigma). Le substrat est préparé a partir de la dissolution de 100 mg PNPP dans 10 ml d’eau
déminéralisée. La solution est conservée a —20°C dans un flacon fumé avant utilisation ou
avec du papier aluminium.

2. 3. Chlorure de calcium 0,5 M

Cette solution est préparée par la dissolution de 73,5 gd’ hypochlorure de calcium
CaCl2,2H20 dans un litre d’eau déminéralisée.

24 - Hydroxyde de sodium NaOH 0,5 M:

Préparation : Dissoudre 20 g de NaOH dans 1 1 d’eau déminéralisée.

Les deux solutions (CaCl2 et le NaOH) sont conservées a la température ambiante.

3. Dosage

Pour le dosage de la de la phosphatase acide nous avons adoptés la procédure suivante :

Un (1) témoin substrat : 400 pl de tampon+ 100 pl de substrat

Un (1) témoin enzyme : 400 ul de tampon +100mg de sol+100 pl H,O déminéralisée

Trois (3) essais : 400 pl de tampon+100mg de sol+100 pl de PNPP

- Vorterxer doucement et incuber pendant 1 h a 37° C sous agitation.

- Ajouter 100 pl de CaCl, agiter et ajouter 400 ul de NaOH pour arréter la réaction.

- Verser le contenu dans des tubes eppendorfs et Centrifuger pendant 5 mn a 10000 tours.

- Récuperer le surnageant et laisser passer au spectrophotometre.

Le paranitrophénol libéré par 1’activit¢ de la phosphatase acide est mesuré au
spectrophotometre (spectonic 401) a la longueur d’onde de 400 nm. La lecture se fait contre
un témoin blanc H,O. Lire ensuite le témoin substrat, en changeant de cuve lire le témoin
enzyme et les essais.
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Annexe 3 : Extraction d’ADN

L’extraction de I’ADN total du sol est réalisée sur un échantillon d sol broy¢ et séché.

Lyse physique : 0,5g de sol est mis en présence de billes de zirconium stériles (0,1
mm) et 1 ml de tampon de lyse (NaCl 0,25 M et EDTA 0,1 M, pHS) filtré et stérilisé. On
alterne 2 fois 2 minutes de lyse physique a I’aide de ’agitateur beadbetter (25 tours/sec) et 2
minutes d’incubation au bain-marie a 65°C. L’échantillon est ensuite centrifugé 15 min a
13000 g a 4°C et I’on récupere le surnageant.

Précipitation: L’ ADN est précipité avec I’acétate de potassium 5 M (75 ul) auquel on
ajoute 250 pl de PEG 8000 a 40%, qui permet d’alourdir I’ADN (les volumes indiqués sont
pour 600 pu1 de surnageant), pendant au moins 1 h a —20°C. L’échantillon est ensuite
centrifugé 15 minutes a 4°C a 13000 g.

Purification CTAB: On jette le surnageant et 1’on ajoute au culot 600 ul de CTAB 2%
(1,4 M NaCl ;0,1 M EDTA; 2% CTAB). On laisse incuber a 65°C en mélangeant toutes les
deux (2) minutes jusqu’a ce que le culot soit enticrement dissout. Le CTAB fait précipiter les
polysaccharides.

Extraction: On ajoute 600 ul de chloroforme, aprés agitation du mélange, on sépare
les phases par centrifugation a 13 000g pendant 10 minutes et a température ambiante. Ainsi
on distingue une phase aqueuse surnageante contenant les acides nucléiques en solution, une
phase organique au fond dutube et a I’interface un ““gateau” de protéines précipiées. On
recueille la phase aqueuse.

Précipitation: L’ADN est précipité par 600 pul d’isopropanol : on mélange et on laisse
incuber 15 min a -20°C. L’échantillon et ensuite centrifugé 15 min a 13 000g.

Pré-purification: Onjette le surnagenat, le culot est remis en suspension par 450 pl
d’acétate d’ammonium (2,5M), et on ajoute 1 ml d’éthanol absolue. On laisse précipiter a 15
min a —20°C puis on centrifuge (15 min a 13 000g).

Lavage: On ajoute 0,5 ml d’éthanol 70°C et 1’on centrifuge & nauveau a 13 00 Og
pendant 5 min. On jette le surnageant et on évapore le culot sous vide.

Récupération de I’ADN: L’ADN extrait est resuspendu dans un volume variant entre
10 et 50 pl de tampon TE 1X suivant la taille du culot d’ADN. L’ADN est enfin conservé a —
20°C avant toute utilisation

Quantifiacation de I’ADN.

Il s’agit de connaitre la concentration en ADN dans chaque échantillon, afin de
déterminer la méme quantité a apporter pour I’amplification par PCR.
Sur un gel d’agarose 2% on fait migrer 5 pl d’échantillon mélangés avec 3 ul de bleu de
charge ainsi 10 pl de chacun des gammes-étalons. Les gammes-étalons sont des ADN dont les
concentrations sont connues:

G1:6,25 ng d’ADN dans 10 pl

G2:12,5ng d’ADN dans 10 pl

G3 : 25 ng d’ADN dans 10 pl

G4 : 50 ng d’ADN dans 10 pl

G5:100 ng d’ADN dans 10 pl

G6 : 200 ng d’ADN dans 10 pl
Aprés coloration au bromure d’éthidium (BET 1pg/ml), la concntration en ADN de nos
extraits est ensuite déterminée grace au logiciel Molecular Analyse.
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Préparation des solutions d’extraction d’ADN

Tampon de lyse: 0.25M NaCl ; 0.1 M EDTA ; pH 8

Peser 1.461 gde NaCl (MM= 58.44) et ajouter 20 m1 d’EDTA a pH 8 (ou peser 3.722¢g
d’EDTA et ajuster le pH a 8).

CTAB 2% Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide: 1.4M NaCl; 0.1 M EDTA ; 2% CTAB
Peser 8.18g de NaCl et 3.722 g d’EDTA, faire dissoudre dans de 1’eau distillée.

Compléter a 100 ml avec de I’eau distillée. Filtrer a 0,2 um. Ajouter 2g de CTAB. Autoclaver
Conserver a la température ambiante.

PEG 8000 a 40%
Peser 10 g de PEG (PolyEthylne Glycol). Ajouter environ 10 ml d’eau progressivement car le
volume augmente quand le CTAB se dissout. Completer a 25 ml. Concerver a 4°C.

Acétate de potassium 5M :
Peser 49.07g de KAc (MM =98.14); faire dissoudre dans de 1’eau distillée. Completer a 100
ml. Filtrer a 0,2 um. Conserver a 4°C.

Acétate d’ammonium 2,5M :
Peser 19.27g de NH4 Ac (MM=77.08), faire dissoudre dans de 1’eau distillée. Compléter a
100 ml. Filtrer a 0.2 um. Conserver a 4°C.

TE (Tris-EDTA) 1X :
Tris-HCI 10 M
EDTA 1 mM
Ajuster le pH a 8,5

EDTA : Ethylene Diamine Tetra Acetique acide

Autres solutions
Bleu de charge 10 X

Bleu de bromophénol 0,25% (p/v)
Glycérol 30%
EDTA 10 mM
H,O qsp

A utiliser au 1/10°™

Tampon TBE (Tris-borate) 10X

Tris-base 121 ¢
Na,EDTA, H,0 18,51 g
Acide borique 55¢g

H20 qsp 1 litre

Filter, stériliser a I’autoclave

BET (Bromure d’éthidium): Solution a 1 mg.I"

Composition de la Taq ready-to-go pour un volume final de 25 pl

Taq DNA polymérase 2,5U

DNTP 200 uM
Tris-HC1 10 mM, pH 9
KCl 50 mM
MgCl, 1.5 mM
BSA
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Tampon TAE 50X

Tris-base 242.2¢g
Na,EDTA (pHS8) 18.51g
Acide acétique glacial 57.1 ml
H,0O gsp 1 litre

Solutions pour gel 8% d’acrylamide/Bis-acrylamide 40%

Réactifs Dénaturants

Dradients 45% 70%
acrylamide/bis 40% 20 ml 20 ml
TAE 50 X (ml) 2 ml 2 ml
Formamide (ml) 18 ml 18 ml
Urée (g) 189 ¢ 294 ¢
Glycérol 2% 2%
Qsp H20 100 ml




Resume
Dans le cadre de la lutte contre 1’érosion et la dégradation des sols, différents modes de

gestion du sol (semis direct sur couverture végétale permanente (SCV), labour et jachére) sont
expérimentés sur les hautes terres malgaches. Sur le site de Bemasoandro, les modes de
gestion des sols concernent le labour conventionnel dans une rotation de culture riz (Oryzea
sativa L) - soja (Glycine max L), le semis direct sur résidus de culture dans une rotation riz-
soja et la jachere naturelle a Aristida rufescens (Stend). A Andranomanelatra, les modes de
gestion des sols portent sur le labour conventionnel dans une rotation de culture mais (Zea
mays L)-soja (Glycine max), le semis direct sur résidus de récolte dans une rotation de culture
mais-soja, le semis direct sur une couverture vive de Kikuyu (Pennicetum clandestinium
Hochst. Ex chiov) dans une rotation de culture haricot (Phaseolus vulgaris L)-soja (Glycine
max L), le semis direct sur une couverture vive de Desmodium uncinatum (Jacq) dans la
rotation mais-mais et la jachére naturelle (J) a Aristida rufescens (Stend). Les effets de ces
modes de gestion sur les propriétés chimiques des sols, 1’activité enzymatique et la structure
génétique des communautés bactériennes sont déterminés dans les habitats microbiens 2-50
um et > 2000 pm. Les résultats révelent que les teneurs en C et N totaux ainsi que les activités
B-glucosidase et phosphatase acide sont significativement plus ¢élevées dans les sols sous
semis direct (SD) et jachére que dans les sols labourés (LB). Par contre, aucune différence
significative n’est observée entre les modes de gestion de semis direct sur couvertures vives
de Kikuyu (SDK) et de Desmodium uncinatum (SDD). L’analyse de la structure génétique des
communautés bactériennes totales par PCR-DGGE montre une forte réduction des
communautés bactériennes dans les 2 habitats microbiens (2-50 um et >2000 um) des sols
labourés contrairement aux sols de jachére et de semis direct (SD, SDD et SDK). La diversité
en terme de nombre de bandes DGGE est plus abondante dans le micro-agrégats 2-50 um par
rapport au macro-agrégat > 2000 pm. Des différences significatives sont observées dans la
structure génétique des communautés bactériennes des deux types de couvertures vives dues
aux différences de compositions des exsudats racinaires et des matiéres organiques du sol.
Cette étude montre que les semis directs (SCV) constituent un moyen efficace de lutte contre
la dégradation des sols mais également une alternative de régénération et de maintien de la

fertilité des sols.

Mots clés : Mode de gestion des sols, habitats microbiens 2-50 pm et >2000 um, semis direct
sur couverture végétale (SCV), activité , structure génétique des communautés
bactériennes, PCR-DGGE.
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