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RESUME

En Afrique de I'Ouest, les sols de savanes humides se caractérisent par des concentrations
relativement basses de matieéres organiques, d'azote minéral, de phosphore et de cations
basiques, ce qui limite la production primaire. Ce travail a analysé comment des changements
particuliers dans les utilisations des terres peuvent influencer le fonctionnement et la fertilité
des sols, pour in fine soutenir la production des agroécosystemes dans cette zone de savane.
Six différents types d'utilisation des terres sur 9 parcelles expérimentales répartis a I’échelle
du paysage du centre-sud de la Cote d’Ivoire ont été comparé : (i) le briilis comme pratique
traditionnelle ; (ii) la fertilisation chimique comme pratique conventionnelle ; et le mulching
comme pratique innovante, testée (iil) sans insertion de légumineuses ou (iv et v) avec
insertion de niébé ou soja vert dans des cycles de rotations culturales ; (vi) le sol nu était
considéré comme une situation de référence (le témoin). Le sol a été prélevé dans 54 sous-
parcelles, avant et 3 fois aprés la mise en place des traitements. Sept activités enzymatiques
(activités dénitrifiante, nitrifiante, B glucosidase, N-acétyl-B-D-glucosaminidase, phosphatase
acide et alcaline, déshydrogénase) du sol, les principales variables édaphiques du sol
(humidité, carbone organique, azote total, pH et Phosphore assimilable), I'abondance et la
diversit¢ des communautés microbiennes impliquées dans le cycle de 1’azote (archées et
bactéries oxydatrices de I’ammonium ; les genres Nitrobacter et Nitrospira qui jouent un role
clé dans la production de nitrate ; les bactéries réductrices du nitrite porteuses des genes nirS
ou nirK ; et les bactéries réductrices du N,O porteuses de genes nosZl ou nosZIIl) ont été
mésurées. Les résultats ont montré que (i) le C. org, le K, le Mg et les activités enzymatiques
du sol ont diminué¢ avec la profondeur du sol, indiquant un faible taux d’accumulation
d’¢léments nutritifs dans les profondeurs les plus importantes du sol. Par ailleurs, les durées
de jachere (0 a 10 ans) n’ont pas significativement affecté¢ la majorité des propriétés du sol, a
l'exception de I’N et du K du sol qui étaient élevés dans les vieilles jacheres. De plus, le C.
org a diminué lorsque la durée de la jachére augmentait tandis que le Mg a suivi une tendance
inverse ; (i) le type d'utilisation des terres a affect¢ fortement la plupart des activités
enzymatiques du sol et les communautés microbiennes impliquées dans le cycle de I’azote;
(ii1) les pratiques de mulching pourraient avoir un impact positif sur les caractéristiques du sol
et les communautés microbiennes, avec pour conséquence le renforcement de la fertilité des
sols et la durabilité de la production agricole a long terme. D’aprés les résultats obtenus, la
pratique de paillage, possiblement avec insertion de légumineuses, pourrait étre plus adaptée
et moins onéreuse pour augmenter progressivement et de fagon durable la disponibilité en
azote dans ces agroécosystemes.

Mots clés : savanes humides, Chromolaena odorata, microorganismes du sol, enzymes du
sol, légumineuses, paillis
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Abstract

In West Africa, humid savanna soils are characterized by extremely low concentrations of
organic matter, mineral nitrogen, phosphorus and basic cations, which limit primary
production. We analyzed how particular changes in land-uses can influence the functioning
and fertility of soils, to support the production of agroecosystems in this savanna zone. We
compared six land-use types at 9 experimental plots across a landscape: traditional slash-and-
burn; conventional chemical fertilization; and innovative use of mulching (tested with or
without inserting legumes in the crop rotation). Bare soil was also considered as a reference
situation. Soil was sampled on the 54 sub-plots, before and 3 times after treatment inception.
We surveyed seven soil enzyme activities (denitrification, nitrification, B-glucosidase, N-
acetyl-B-D-glucosaminidase, acid and alkaline phosphatase, dehydrogenase), key soil
variables (moisture, organic C, mineral and total N, pH, and ,yailabie P) and the abundances and
diversity of microbial communities involved in the N cycle (archaeal and bacterial ammonia
oxidizers; Nitrobacter; Nitrospira; and nirS-, nirK- and nosZ-like denitrifiers). Our results
showed that (i) Soil Organic C, K, Mg and soil enzymes activities decreased with soil depth,
reflecting a low rate of nutrient accumulation in soil depth. In contrast, fallow periods (0 to 10
years) did not significantly affect the majority of soil properties, excepted soil N and K,
which were high in old fallows. In addition, Soil Organic C decreased as a function of the
fallow period, but Mg follow-up an inverse trend; (ii) the land use type strongly affects most
soil enzymatic activities and the microbial communities involved in nutrient cycling; (iii)
innovative mulching practices have a positive impact on soil characteristics and microbial
communities, thereby maintaining the maintenance of soil fertility and the sustainability of
agricultural production in the long term. According to our results, the practice of mulching,
possibly with the insertion of legumes, could be more appropriate to progressively and

sustainably increase nitrogen availability in these agro-ecosystems.

Keywords: humid savana, Chromolaena odorata, soil microorganisms, soil enzymes,

leguminous, mulch
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Introduction

Les rythmes de croissance de la population mondiale ne cessent d’augmenter et le scénario
moyen prévoit que cette population atteindra pres de 10 milliards de personnes en 2050, soit
une augmentation de preés de 30 % par rapport aux 7,55 milliards relevés en 2017 (Catalon,
2017). Cet accroissement trés rapide de la population, touche surtout les pays en voie de
développement. En Cote d’Ivoire, les bases de données démographiques de I'Organisation des
Nations Unies, ont estimé qu’en 2040, la population ivoirienne aura dépass¢ 50 millions
d’habitants (UN DESA, 2017). Pour nourrir cette population, il est impérieux d’accroitre la
production agricole afin d’atteindre 1’autosuffisance et la sécurité alimentaire des populations.
Selon la déclaration de Rome sur la sécurité alimentaire mondiale et le Plan d’action du
Sommet mondiale de 1’alimentation (FAO, 1996), le concept de la sécurité alimentaire trouve
une définition adéquate lorsqu’aux niveaux individuel, familial, national, régional et mondial,
tous les étres humains ont, a tout moment, un acces physique et économique a une nourriture
suffisante, saine et nutritive leur permettant de satisfaire leurs besoins énergétiques et leurs
préférences alimentaires. Ceci leur est nécessaire pour mener une vie saine et active. La
sécurité alimentaire est un concept qui recouvre quatre dimensions principales dont la
premiere est en rapport avec la disponibilité en quantités suffisantes de nourriture de nature et
de qualité approprié¢e. Par ailleurs, I’atteinte de la sécurité alimentaire passe d’abord par
I’augmentation de la production agricole. En outre, la production alimentaire mondiale doit
augmenter de 70 % pour pouvoir nourrir 2,3 milliards de personnes de plus d'ici a 2050 (FAO,
2009).

La Coéte d’Ivoire dispose de ressources agraires susceptibles de soutenir une production
agricole importante. Toutefois, la croissance démographique explosive a entrainé une
augmentation de la pression sur les ressources agraires disponibles (Kon¢, 2009). La zone de
contact forét-savane communément appelée le "V Baoulé" ou zone préforestiére était
initialement une mosaique de foréts galeries et de savanes humides herbeuses et boisées. Cette
région est confrontée au manque de terres cultivables a cause du faible niveau de fertilité de la
plupart des sols de savanes humides (Oorts et al., 2003), I’augmentation de la croissance
démographique de cette zone (+ 2,7 % par an, AIP 2013) et surtout des pratiques agricoles
utilisées par les populations (Bouadi, 2009). En effet, la pratique traditionnelle de 1’agriculture
itinérante sur brllis a entrainé la disparition des ilots de foréts et une expansion de la plante

Chromolaena odorata. Cette plante adventice a tige ligneuse constitue une des espéces
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dominantes des jachéres naturelles dans la zone des savanes humides de la Cote d’Ivoire et est
considérée comme une mauvaise herbe redoutable. Plusieurs travaux menés en Afrique et
ailleurs, ont proposé des moyens pour son éradication a cause de ses dommages dans les
champs et les plantations industrielles (Slaats, 1995 ; Goodall et Erasmus, 1996 ; Koutika et
Rainey, 2010). Cependant, s’il est vrai que cette plante était autrefois considérée comme une
peste dans cette zone, cette perception a changé puisse qu’elle est aujourd’hui utilisée comme
un indicateur de la fertilit¢ des sols par les paysans. En effet, ces derniers utilisent
majoritairement les jachéres a base de Chromolaena odorata pour établir leurs champs.
Néanmoins, les sols de la zone restent toujours aussi peu fournis en N. Dans ce contexte,
Koné et al. (2012a) ont évalué I’utilisation de quatre légumineuses herbacées (Mucuna
pruriens (L.) DC., variété utilis ; Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth ; Lablab purpureus
(L.) Sweet ; Cajanus cajan (L.) Millsp. (C. indicus Spreng) pour améliorer la fertilité¢ des sols
dans cette zone. Malgré les effets significatifs de ces 1égumineuses sur la fertilité des sols, les
paysans ont du mal a utiliser les l1égumineuses de couverture dans la mesure ou leur mise en
place nécessite un temps de travail supplémentaire et un colit sans retombée directe en termes
de production agricole a court terme. Face a ce constat, il est donc nécessaire d’expérimenter
en milieu paysan des stratégies incluant I’intégration des légumineuses alimentaires,
susceptibles de relever la production agricole en vue de contribuer a la sécurité alimentaire
avec l'intérét double; d’utiliser les Iégumineuses pour leur effet sur le cycle de 1'azote, sur la
fertilité sols, et la productivité du systéme les intégrant mais aussi les utiliser directement dans
l'alimentation humaine. De plus, les sols de cette zone ont des teneurs relativement faibles en
maticres organiques, et sujets au phénoméne d’érosion lors d’événements pluvieux intenses
(fréquents dans cette zone). L’utilisation de la technique de paillage mérite donc ici d’étre
explorée dans sa capacité a contribuer a I’amélioration de la fertilit¢ du sol. Cette thése a
pour objectif principal la caractérisation d’un ensemble de pratiques sur le
fonctionnement biologique du sol et leurs incidences en termes de fertilité de sols. Dans
le but d’évaluer les pratiques agricoles innovantes (utilisation du paillage et/ou insertion
de légumineuses alimentaires) susceptibles de renforcer puis maintenir la fertilité des
sols de la zone des savanes humides, en comparaison avec des systémes traditionnels
existants (pratique de jacheére, culture sur briilis) et du systéeme d’agriculture plus
intensive basée sur des apports de fertilisants chimiques. Une approche systémique
prenant en compte les principales composantes de la notion de la qualité du sol (qualité
microbiologique, physico-chimique et enzymatique du sol) s’avére nécessaire pour
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comprendre les mécanismes par lesquelles les 1égumineuses alimentaires améliorent la qualité
des sols. Les potentialités des légumineuses alimentaires dans ce sens étant réelles
(Bodovololona et al., 2008).

La question générale de cette recherche se formalise de la maniére suivante : Quels sont les
impacts réels des pratiques agricoles dites innovantes et conventionnelles et faisant suite a un
systéme de jacheres a base de Chromolaena odorata sur la qualité des sols dans la zone des
savanes humides de Cote d’Ivoire ? De cette question centrale se dégagent trois questions
scientifiques majeures :

(1) Quel est 'impact de la pratique de la jachére a base de Chromolaena odorata sur la
fertilité des sols dans le contexte de la zone de savanes humides ?

(2) La fertilisation chimique est-elle adaptée au contexte de la zone des savanes humides de la
Cote d’Ivoire caractérisée par des sols a faible teneur en azote ?

(3) Comment ces types de sol répondent aux pratiques agricoles innovantes (agriculture sur
paillis et intégration des légumineuses) en termes d’amélioration et de maintien de la fertilité
des sols ?

Pour répondre a ces interrogations, une expérimentation a ¢ét¢ menée dans des parcelles
paysannes disséminées a 1’échelle d’un paysage en centre Cote d’Ivoire, aux alentours du
village d’Ahérémou 2 dans la zone de contact forét-savane (Toumodi, Cote d’Ivoire) en
utilisant le mais (Zea mays L.) comme culture test dans un systetme de rotation
mais/légumineuses alimentaires.

Cette étude s’appuie sur trois principales hypothéses :

(1) Dans cette zone d’étude, il existe un temps de jachére optimal qui serait a favoriser pour la
mise en culture des sols. Cette hypothése est supportée par le fait que bien que les jachéres a
base de Chromolaena odorata aient des potentialités agronomiques (Edoukou et al., 2013),
I’amélioration qu’elles apportent aux parametres de qualité des sols (qualité chimiques,
qualité microbiologique, qualité biochimique, et qualité¢ physique) de la zone des savanes
humides de Coéte d’Ivoire n’augmente pas simplement en fonction de la durée de mise en
jachere (Edoukou ef al., 2013). De plus, I’'impact de la durée de jachére peut varier en
fonction des paramétres sol considérés (Edoukou, 2015). En général, les microorganismes du
sol jouent un role fondamental dans la fertilit¢ du sol (production des minéraux nécessaires a
la plante : N, P, K, etc.). Aussi dans le cycle de I’azote, les microorganismes sont des acteurs

du fonctionnement de ce cycle.
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(i1) Dans les sols de la zone des savanes humides a faible niveau d’azote, les communautés
nitrifiantes sont adaptées aux faibles niveaux d’azote: face a des apports de fertilisants
chimiques, il est possible que ces communautés aient besoin de temps avant de devenir
performantes a de plus fortes teneurs en azote. Cette hypothése se base sur le fait que I’apport
d’engrais chimique soit généralement reconnu pour son effet positif et immédiat sur la
disponibilité en azote pour les cultures. Par ailleurs, il est possible que par le biais des
microorganismes nitrifiants du sol, la nitrification limite durant un temps significatif d’un
point de vue agronomique, la capacité du sol a transformer des apports d’ammonium et urée
en nitrate, ce qui peut s’avérer problématique si la culture dépend principalement du nitrate
pour sa nutrition azotée.

(ii1) Dans les sols de savanes humides, la pratique du paillage couplée a la rotation mais/nié¢bé
présente des caractéristiques de fertilité des sols trés proches de ceux de la fertilisation
chimique avec en plus une durabilité de ces systemes méme apres 5 cycles de culture. Pour
¢tayer cette hypothese, il conviendrait de vérifier (i) que l’intégration des légumineuses
alimentaires couplée a I’utilisation du paillis dans des systémes de rotation des cultures
pourrait contribuer de facon substantielle a améliorer et maintenir les parameétres de fertilité
dans ces types de sols. (i1) que le niébé couplé au paillage de niébé est une pratique de gestion
durable et est une bonne alternative a I’utilisation des engrais chimiques dans ces sols.

Le présent manuscrit est organisé en 4 parties :

La partie A est une synthése bibliographique des informations relatives aux différents types
d’agriculture, aux enzymes du sol et leur importance dans les agroécosystémes et aux
communautés microbiennes du cycle de I’azote.

De cet état de I’art découle la présentation du site, du matériel et des choix méthodologiques
pour mener a bien ce travail qui constitue la partie B.

Dans la partie C, les résultats et la discussion sont présentés en 4 chapitres distincts.

La partie D, est une conclusion générale sur I’ensemble des résultats obtenus. A la lumiere de
cette conclusion, les recommandations ont été proposées et les perspectives de recherche les

plus pertinentes ont été envisagées pour la suite de 1’étude.
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I. Notions d’agriculture traditionnelle, agriculture conventionnelle, agriculture

alternative
I.1. Agriculture traditionnelle: Cas de I’agriculture itinérante sur briilis

L'agriculture itinérante sur brilis englobe tout systéme agraire dans lequel le feu est utilisé
pour le défrichement des champs avant d’étre cultivés d’une manicre discontinue (Chaplot et
al., 2009). Cette pratique agricole historiquement répandu dans les régions tempérées
(Goldhammer et Bruce, 2004 ; Jaits et al., 2010) est la plus répandue dans les régions
tropicales et subtropicales (Giardina et al., 2000). L'agriculture itinérante sur brilis implique
des périodes de jachére régénératrice plus longues (Mitja et Puig, 1993) que la durée de mise
en culture qui en général dépasse rarement trois années. Le nombre de personnes qui
pratiquent ce type d’agriculture a travers le monde est estimé entre 200 et 500 millions (IRD,
2008). En fait, la pratique des feux de brousse pour le défrichement est courante dans les
savanes africaines, en raison de l’inaccessibilité des paysans a un matériel adapté pour le
travail de la terre, mais également en raison de variables classées selon des criteéres
personnelles, sociales, économiques, institutionnelles, et physiques, basée sur la littérature du
comportement d'adoption des agriculteurs (Adesina et Baidu-Forson, 1995 ; Pattanayak et al.,
2003 ; Mercer, 2004; Ellis, 2006). Cette pratique stimule 'amélioration rapide de la fertilité
du sol, détruit les mauvaises herbes, réduit le risque de parasites et de maladies : c’est en fait
une méthode simple et économique de nettoyage des parcelles (Jordan, 1989; Kato et al.,
1999). Elle se justifie d’une part par la diminution du travail, et d’autre part par son effet
positif sur le pH du sol et sur la mise a disposition rapide des éléments minéraux contenus
dans les cendres tels que Ca, Mg, K et P (Duponnois, 2012). Cet avantage majeur peut
néanmoins €tre de courte durée si le systetme du sol n'est pas en mesure de stocker cette
grande quantit¢ d'éléments nutritifs solubles contre une possible perte par lessivage,
¢coulement et érosion pendant la phase de culture (Beliveau et al., 2015). En fait, 1'agriculture
sur brilis est une pratique durable du point de vue du bon fonctionnement de
I’agroécosystéme sous une trés faible densité de population humaine (Juo et Manu, 1996). En
effet, depuis le Sommet de la terre de Rio, en 1992, 1’Organisation des Nations Unis (ONU)
pour l’alimentation et 1’agriculture (FAO) estime que ce modele agraire participe a la
déforestation et au réchauffement climatique global en facilitant la fuite de carbone dans
I’atmosphere. En effet, plusieurs études mettent en évidence les conséquences négatives de
I’agriculture itinérante sur brllis, notamment: les émissions de gaz a effet de serre, les

maladies pulmonaires causées par la fumée, les dommages accidentels avec destruction de
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cultures voire des habitations (Brady, 1996), la perte de biodiversité, le déboisement accéléré
(Fearnside, 1991), ainsi que la perte accélérée de nutriments (98 % de N, 90 % de P, 54 % de
K, 58 % de Ca, 69 % de Mg, 88 % de S) par volatilisation (Mackensen et al., 1996) et par
érosion des sols (Farella et al., 2006). Bien que cette pratique contribue a un enrichissement
du sol en ¢éléments minéraux (Ca, K, Mg, P etc.), elle détruit considérablement la matiere
organique. Pourtant, la matiére organique du sol contribue a la disponibilité¢ des éléments
minéraux et par conséquent a I’amélioration de la productivité¢ et de la qualité des récoltes

(Ibrahima et al., 2010).

Si certains auteurs ont noté un effet perceptible et durable de I'enrichissement du sol di aux
cendres (Jordan, 1989; McGrath et al, 2001), d'autres ont au contraire observé une
diminution immédiate et forte des stocks d’éléments nutritifs du sol liée a la pratique du brilis
(Ghuman et al., 1991). En plus des pertes majeures d’éléments nutritifs par volatilisation au
cours de la combustion, les sols souffrent d'une diminution progressive de leurs réserves en
¢léments nutritifs en raison de : (1) la lixiviation lorsque 'entrée soudaine d’¢éléments nutritifs
provenant des cendres ne peut pas étre rapidement assimilée par les plantes (Sanchez et al.,
1983), et (2) I’augmentation de la vulnérabilit¢ du sol a I'érosion et au ruissellement
superficiel (Vezina et al, 2006). L’équilibre en ¢éléments nutritifs dans les systémes
traditionnels d’agriculture itinérante sur brilis, qui intervient apres 1’abattage et le briilage du
couvert végétal, requiert de longues périodes de jachére, difficiles & maintenir dans le contexte

actuel de forte pression démographique (Sommer et al., 1999 ; Lawrence et al., 2010).

Certaines études suggerent que l'agriculture itinérante sur brllis peut étre associée a un
mauvais rendement des cultures et a une dégradation rapide des sols (El Moursi, 1984 ;
Christanty, 1986). En Cote d’Ivoire et principalement dans la zone de savanes humides, la
pratique culturale la plus répandue est la culture itinérante sur brilis (Gautier, 1992; Kassi et
al., 2017), malgré les conséquences négatives de ce systetme pour le milieu naturel
(destruction du couvert végétal, réduction de la diversité biologique de la macrofaune, etc.)
(Koné, 2009). Dans cette région, les champs sont de préférence, établis dans les savanes les
plus boisées, sur sols bien drainés ou dans les friches de Chromolaena odorata, plus riches en
matiere organique. Les zones de forét sont ainsi réservées pour une exploitation médicinale ou
¢conomique (charbon de bois, grumes) ultérieure (Kouamé, 2007). De méme, dans la plupart
des parcelles défrichées et briillées, certains arbres sont épargnés, parce que difficile a abattre,

ou fournissant un ombrage léger qui ne géne pas la culture, ou encore parce qu’ils présentent
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un intérét médicinale ou alimentaire (Gautier, 1992). Par ailleurs dans ce systéme, les terres
"fatiguées" étaient autrefois mises en jachere naturelle pendant de longues années (10 a 30
ans) afin d’en restaurer la fertilité, mais la forte pression agraire, conséquence de la croissance
démographique, a entrainé une réduction de cette durée a 4-5 ans (Gautier, 1992; Kouamé,
2007). Toutefois, lorsque les paysans manquent cruellement de terres cultivables, ils
¢tablissent les champs dans les massifs forestiers de haut de versant (Gautier, 1992). Dans
cette zone d’étude, la pratique du brilis permet de (1) débarrasser le sol des débris de
défrichement, (2) recycler une partie des éléments nutritifs immobilisés par ceux-ci (recyclage
qui passe également par la volatilisation de l'azote), (3) détruire les insectes nuisibles et les
agents pathogenes, et (4) éliminer (au moins en partie) les graines des adventices (Gautier,
1992; Kouamé, 2007). De plus, lorsque les sols sont cultivés de facon continue pendant

environ trois ans, leur remise en culture n’intervient pas avant une période de jachere.

1.2. Agriculture conventionnelle

I.2.1. Agriculture conventionnelle a base de Produits Résiduaires Organiques (PRO)

Les Produits Résiduaires Organiques sont un meélange de déchets d'origine animale ou
végétale. Ces engrais biologiques d’origine animale sont des déchets industriels tels que, les
déchets d'abattoirs (sang desséché, corne torréfiée, déchets de poissons, boues d'épuration des
eaux) (Zodomé, 2012). Les engrais biologiques d’origine végétale sont les résidus de cultures
provenant de 1’exploitation agricole comme des feuilles, tiges, pailles ou des racines, de
préférence transformés en compost de bonne qualité. Aux résidus de récolte s’ajoute le fumier
des animaux (fientes, lisier) provenant de I’¢levage, la fumure organique telle que les

tourteaux, et le compost (Ouédraogo et al., 2008).

Les engrais biologiques d’origine végétale contiennent la matiére organique qui joue un role
essentiel dans la rétention et la fourniture d’eau et de nutriments aux plantes (Chen, 2006 ;
Ouédraogo et al., 2008). La matiére organique contenu dans les produits résiduaires
organiques rend le sol friable, meuble avec une grande porosité, ce qui permet une bonne
infiltration de I’eau. Elle recupére les éléments nutritifs, les rendant ainsi accessibles a la
plante (Cissé, 2014). La matiére organique provenant de ces produits résiduaires organiques,
nourrit et abrite un grand nombre d’organismes du sol utiles, tels que les vers de terre et les

microorganismes, qui ceuvrent continuellement a 1’amélioration de la fertilité et, a la structure
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du sol (Ouédraogo et al, 2008). De plus, les engrais biologiques augmentent l'activité
biologique de sol, qui améliore la mobilisation nutritive des sources et la décomposition
organiques et chimiques des substances toxiques (Chen, 2006). Les Produits Résiduaires
Organiques augmenteraient la teneur en mati¢re organique du sol, donc améliorent la capacité
d'échange d'aliments, la conservation croissante de I'eau du sol, favorisant des agrégats de sol
et protégeant le sol contre ’acidité, 1’alcalinité, la salinité, les pesticides et les métaux lourds

toxiques (EL Hakim, 2017).

1.2.2. Agriculture conventionnelle a base de fertilisant chimique

La fertilisation est la pratique culturale la plus courante mise en ceuvre par les agriculteurs. La
fertilisation chimique consiste a effectuer des apports d’engrais nécessaires au bon
développement des végétaux. Les progres technologiques dans l'agriculture contribuent a
répondre aux besoins alimentaires d'une population mondiale toujours croissante. Des études
ont montré que la quantité totale d'engrais chimiques utilisée dans le monde a augmenté avec
la croissance de la population mondiale et la diminution des terres disponibles pour
l'agriculture, en raison de la nécessité¢ de produire plus de nourriture (Vitousek et al., 1997 ;
Frink et al, 1999 ; Anthony et Kloepper, 2009). A titre d'exemple, l'utilisation accrue
d'engrais a joué un rdle important dans 1’augmentation de la productivité alimentaire pendant
la période de la révolution verte (1960 a 1990) (Tilman, 1998) dans de nombreuses régions du
monde en développement et plus particuliecrement en Asie et en Amérique latine, en faisant
plus que doubler le rendement des principales cultures céréalieres comme le riz, le blé et le
mais. Cependant, Julio et Carlos (2006) ont noté¢ que I’utilisation d’engrais en Afrique
n’atteint pas le dixiéme de la production moyenne mondiale, qui est de 100 kilogrammes par
hectare. Ces auteurs affirment que les cinq pays Africains suivants I’Ethiopie, le Kenya,
I’Afrique du Sud, le Zimbabwe et le Nigéria consomment a eux seuls prés des deux tiers de
I’engrais utilisé en Afrique, principalement dans les secteurs de 1’agriculture commerciale et
d’exportation (Figure 1). Au niveau mondial, la Cote d'Ivoire a été classée 112°™ sur 159
pays consommateurs d’engrais. Par ailleurs, sur 12 enregistrements réalisés par la banque
mondiale depuis 2002, la moyenne de consommation d’engrais était de 25 kg. De plus, le
Tableau 1 du classement de la consommation d’engrais (kg par hectare de terres arables) pour
la période allant de 2004 a 2013 a révélé que 2013 était ’année la plus élevée de

consommation d’engrais en kg par hectare de terres arables, avec une consommation de pres
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de 36 kg. En revanche, 2009 était I’année la plus faible pour le méme indicateur avec une

consommation de pres de 15 kg.

Utilisation d'engrais

(kilogramme par hectare)

_al

Afrique Toute I'Afrique Amérique latine Asie du Sud Asie de I'Est et du  Pays insudtrialisés
subsaharienne Sud-Est

Figure 1. Comparaison de I’utilisation d’engrais entre grandes régions a I’échelle mondiale. Source
(ONU Afrique Renouveau d’aprés le programme intégré pour le dévéloppement de I’agriculture en
Afrique NEPAD, 2003)

Tableau 1. Quantité d’engrais utilisée en Cote d'Ivoire de 2004 a 2013. Source (Banque mondiale,

2015).

Données Date
(kg ha de terres arables) (années)
36 kg 2013
25 kg 2012
19 kg 2011
32 kg 2010
15 kg 2009
18 kg 2008
24 kg 2007
23 kg 2006
18 kg 2005
27 kg 2004

Au cours des cinq derni¢res décennies, le taux d'application d'engrais azoté, phosphaté et
potassique (NPK) a considérablement augmenté. Pourtant, plus de 50 % de 1’azote appliqué
peut étre perdu dans les systémes agricoles sous forme de diazote, d’autres gaz azotés ou de

nitrate lixivié (Vitousek ef al, 1997 ; Rabalais ef al., 1998). Selon Chen (2006), les engrais

11



PARTIE A : Synthése Bibliographique

chimiques présentent des avantages suivants : (1) les éléments nutritifs sont solubles et
immédiatement disponibles pour les plantes, par conséquent l'effet est généralement direct et
rapide; (2) les engrais chimiques sont tres riches en éléments nutritifs, et sont tres efficaces
sur la croissance des cultures méme en quantité relativement faibles. Selon cet auteur, le prix
des engrais chimiques est plus bas et plus compétitif que celui des engrais organiques, ce qui
explique qu’ils soient plus souvent appliqués par les utilisateurs en dépit de ses effets négatifs

sur 'environnement.

Cependant, des travaux ont montré qu’une faible efficacité dans l'absorption des engrais est
un facteur majeur qui aggrave les effets environnementaux négatifs (Barlog et Grzebisz,
2004). En relation avec ce point, des inconvénients liés a 1’utilisation d’engrais chimiques

peuvent étre observés :

(1) une surapplication d’engrais chimiques peut avoir des effets négatifs tels que la
perte des nutriments des sols par lixiviation, émission de gaz et ruissellement, en
particulier l'azote (N) et le phosphore (P), conduisant a la dégradation de
I'environnement (Tilman, 1998 ; Gyaneshwar ef al., 2002). Les raisons pouvant
expliquer ces problémes sont leur utilisation anarchique qualitativement et
quantitativement dans le temps (Adesemoye et Kloepper, 2009). Des cas de pollution
des ressources en eau, d’effets négatifs sur les micro-organismes et insectes utiles, de
sensibilité des cultures a l'attaque des maladies, d’acidification ou alcalinisation du sol
ou cuirassement du sol, ont également été évoqués (Chen, 2006) ;

(2) un sur-approvisionnement de 1’azote conduit a un ramollissement des tissus
végétaux, et rend certaines plantes plus sensibles aux maladies et aux ravageurs (Chen,
20006);

(3) ces engrais chimiques réduisent la colonisation du sol par les racines des plantes
par les champignons mycorrihizae, inhibant la fixation symbiotique de I’azote par les
Rhizobia (Chen, 2006);

(4) les fertilisants chimiques accélérent la décomposition de la matiére organique du
sol, ce qui conduit a la dégradation de la structure du sol (Chen, 2006); de plus, des
travaux antérieurs ont confirmés que la plupart des engrais azotés ont tendance a
acidifier le sol (Belay et al., 2002 ; Saha et al., 2008). Cette acidification entraine
l'apparition de conditions défavorables a de nombreux types de micro-organismes,

notamment les bactéries appartenant au groupe des actinomycetes (Kaur et al., 2008).
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En outre, des auteurs ont montré que 1'ajout d'engrais azotés uniquement peut entrainer
une carence en d’autres éléments nutritifs et un déclin des propriétés chimiques,
biologiques et physiques du sol (Hati et al., 2008 ; Liu et al., 2010). De méme, lorsque
le phosphore, un autre élément nutritif limitant la croissance, est appliqué en
pourcentage ¢levé, parfois jusqu'a 90 %, celui-ci est précipité par des complexes
métalliques dans le sol (Rodriguez et Fraga, 1999 ; Gyaneshwar ef al., 2002) et peut
plus tard conduire a la formation de complexes phosphatés non assimilables par la

plante (Rodriguez et Fraga 1999; Sharpley et al., 2003).

Une méta-analyse de travaux antérieurs relatifs aux effets de la fertilisation a long terme avec
des fertilisants azotés sur la nitrification dans des différents systémes de culture et de paturage
a ¢également ét¢ menée (Tableau 2). L’objectif de cette analyse était de pourvoir comparer
cette étude par rapport ce qui a déja été rapporté dans la littérature. Ainsi, les études ont été
selectionnées sur la base de différents critéres que sont :

- Le type d’écosysteme, la selection portait sur soit des terres arables, soit des prairies ou soit
des terres agricoles ;

- Le type de fertilisation, il s’est agit de faire des choix de travaux dans lesquels les
expérimentations sur le terrain avaient eu recours a de I’engrais de type azoté notamment de
I’ammonium, du nitrate, de I’ammo-nitrate et/ou de 'urée ;

- La durée de fertilisation, la durée minimale de 2 ans était exigée pour €tre siire de pouvoir
percevoir 1’effet de I’application des engrais dans le temps ;

- La quantité d’azote ajouté par saison de croissance ;

- Le pourcentage de variation de la nitrification, critére qui rendrait compte de I’effet de la

fertilisation sur cette activité enzymatique potentielle ;

13
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1.3. Agriculture alternative : Cas de ’agriculture de conservation

Selon la FAO, l'agriculture de conservation (AC) est une « méthode de gestion des
agroécosystémes qui a pour but une amélioration soutenue de la productivité, une
augmentation des profits ainsi que de la sécurité¢ alimentaire, tout en préservant et en
améliorant les ressources et I'environnement » (FAO, FIDA et PAM, 2015). Cette agriculture
se caractérise par trois principes reliés, a savoir: (1) un travail minimal du sol allant jusqu'a
son absence totale dans le cas des systémes de semi direct, (2) une couverture permanente du
sol par un paillage végétal frais ou sec, (3) une diversification des especes cultivées, en
association (diversité spatiale) et/ou dans la rotation (diversité¢ temporelle) (FAO, 2012 ;
Scopel et al., 2012). Dans 1’agriculture de conservation, les labours traditionnels utilisant une
pelle-béche pour le travail superficiel du sol sont remplacés par les " labours biologiques "
réalisés par la faune du sol (vers, punaises etc.). L'agriculture de conservation repose
¢galement sur des méthodes de lutte intégrée. Les rotations ou associations culturales
constituent un €lément important de cette stratégie. Elles permettent de briser le cycle des
pathologies tout en valorisant les interactions entre les propriétés physiques et chimiques de
différentes especes végétales cultivées de fagon alternative ou associées sur une méme
parcelle. L’agriculture de conservation regorge de plusieurs pratiques : cordons pierreux,
bandes enherbées, haies vives, bourrelets, associations culturales (céréales + légumineuses),
jachéres améliorées, paillage, techniques culturales simplifiées (labour minimum, semis-
direct), rotations culturales, fumure organique (Djamen et al., 2005) dont la mise en ceuvre

dépend des conditions pédoclimatiques et socio-€économiques.

Dans certains cas, le recours aux produits agro-chimiques, et plus particuliérement aux
herbicides, est courant pendant les premicres années, les infestations d'adventices étant parfois
massives a ce stade. Mais passée la période de transition qui aboutit a un équilibre entre les
organismes de 1’agrosystéme (notamment entre les ravageurs et les " organismes utiles ", la
plante et les mauvaises herbes) d'une part, et & une meilleure maitrise technique des
associations et des rotations culturales par le producteur d'autre part, l'utilisation des
pesticides et des engrais minéraux diminue et passe en dessous du niveau observé pour une

agriculture conventionnelle (Alaoui, 2011).

1.3.1. Pratique générale de la jachere et jachére a base de Chromolaena odorata

1.3.1.1. Pratique générale de la jachére
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En Afrique tropicale, une pratique des terres trés courant consiste en une phase de culture,
suivie d'un abandon du champ dés qu'une baisse de rendement du travail se fait sentir
(Foumier et al., 2001). Une jachére représente 1'état post-cultural, entre autre une phase de
restauration d'un écosystéme, dont 1'état final procure en principe des conditions renouvelées
pour la culture suivante. C’est un milieu assaini avec des éléments nutritifs plus abondants,
plus disponibles et plus accessibles pour les racines (Serpanti¢ et Ouattara, 2001). Les
modifications des caractéristiques du sol pendant la période de la jachére sont déterminées par
les modes de gestion. Le paturage, les divers prélevements ou les feux modifient la
dynamique végétale aprés abandon cultural. Certaines techniques agricoles (labour, brilis,
paillage du sol) utilisées au cours de la culture qui précéde la jacheére déterminent également
les dynamiques des différents parameétres d’évolution de la qualité des sols. La qualité¢ d’un
sol se définissant selon Doran et al. (1998) comme étant « la capacité pour un sol, dans un
¢cosysteme donné, a assurer une productivité végétale et animale ¢levée, maintenir ou
améliorer la qualité de ’air et de 1’eau et garantir la santé des plantes et des animaux qu’il

abrite ».

1.3.1.2. Jachere a base de Chromolaena odorata

En Afrique sub-saharienne, les jacheres naturelles ont fait 1’objet de plusieurs études tant au
niveau agronomique, écologique que socio-économique (Koutika er al, 2002, 2005b ;
Delmas, 2005 ; Bouadi, 2009). Ces travaux ont conclu que les jachéres naturelles sont
profitables a ’amélioration des parameétres chimiques du sol parce qu’elles favorisent une plus
grande accumulation de matiére organique du sol, et donc d’¢léments nutritifs, et ce en temps
record. Le cas de la jachére a base de Chromolaena odorata est le plus élaboré pour la zone
de savanes humides (Koutika ef al, 2001). En effet, I'espéce a de bons potentiels
agronomiques (Kassi et al.,, 2017). Bouadi (2009) dans des expérimentations menées en zone
de contact forét-savane de la Cote d’Ivoire, a démontré que 79 % des populations utilisent les
jacheres naturelles de Chromolaena odorata non seulement pour sa facilit¢ a la mise en
valeur, mais également pour son meilleur rendement agricole pour la culture qui suit aprés 2 a
5 ans d’abandon. Les arbustes qu'elle forme sont considérés comme améliorant a la fois la
fertilit¢ du sol dans les parcelles en jachére et les rendements subséquents des cultures
suivantes (Ngobo et al., 2004; Koutika et Rainey, 2010; Kon¢ et al., 2012a, b; Tondoh et al.,
2013). En outre, Chromolaena odorata est considéré comme un indicateur de fertilité des sols

(Norgrove et Hauser, 2016).
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En fait la composition des feuilles de Chromolaena odorata et leur role dans l'amélioration
des activités biologiques des sols ont été précédemment rapportés pour les activités
enzymatiques par Gonnety et al. (2012) et pour les vers de terre par Norgrove et al., (2008),
Hauser et al,, (2012) et Tondoh et al, (2013). De plus, dans une étude comparative au
Cameroun, Koutika et al. (2002) soulignent que la teneur en carbone est tres ¢élevée dans les
10 premiers cm des sols de jacheére a Chromolaena odorata, ce qui confere une bonne stabilité
de la matieére organique dans ces sols. En relation avec la teneur en carbone, Kassi et al.
(2017) ont montré que la prédominance de Chromolaena odorata dans les jachéres maintient

les stocks de C.

1.3.2. Rotation culturale

La rotation culturale fait référence a différentes cultures qui se suivent dans un certain ordre
sur la méme parcelle, la méme succession de cultures se reproduisant dans le temps en cycles
réguliers. Cette pratique ancienne est de plus en plus réintroduite par 1'agriculture durable car
ses avantages peuvent éEtre considérés comme des services naturels, permettant le
développement d'une agriculture plus autonome. Citons 1’exemple de I'intensification
¢cologique, parfois appelée agriculture écologiquement intensive (Bonny, 2010 ; Garibaldi et
al., 2011), concept d'agronomie visant la conception de systemes agricoles alliant un
rendement agricole élevé et une faible utilisation d'intrants. Ce concept s'applique notamment
dans les pays en développement caractérisés par des rendements faibles. C'est un concept
proche de celui de l'agriculture intégrée en agriculture, il se caractérise par 1’augmentation du
nombre de facteurs de production (travail et capitaux) par hectare. Ainsi, I’intensification
¢cologique vise une augmentation de la production agricole en augmentant au maximum le
nombre de processus ou de fonctions écosystémiques utilisés a I’hectare avant de recourir aux
intrants issus de I’industrie chimique (Chevassus-au-Louis et Griffon, 2008). Un exemple
classique est 1’utilisation de légumineuses pour fixer I’azote atmosphérique et diminuer

I’utilisation d’engrais azotés minéraux.

Les légumineuses, ont la capacité a améliorer la fertilité des sols tout en assurant une
production alimentaire. En effet, les légumineuses alimentaires ont la capacité de fixer ’azote
atmosphérique (Ny) et de le restituer au sol (Konaté et al., 2012) mais également de 1’utiliser
pour leur croissance. En fait, les 1égumineuses fixent 1’azote (N,) dans leurs nodules qui se

développent avec I’aide d’une bactérie spécifique appelée rhizobium et constituent de
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véritables petites fabriques a fixer 1’azote (N;). Les racines des légumineuses abritent et
nourrissent les bactéries qui fixent en retour de 1’azote pour la plante. Ce processus contribue

a ’enrichissement biologique des sols et a la préservation de I’environnement.

La rotation céréale/légumineuses offre de nombreux avantages agronomiques comme le
controle des maladies, ravageurs et mauvaises herbes, la gestion de la fertilit¢ des sols et
I’augmentation des rendements des cultures. Par exemple, plusieurs études visant a évaluer
I’utilisation des légumineuses herbacées pour améliorer la fertilité des sols dans les zones de
savanes soudaniennes ont été entreprises. Au Nigeria, ces é¢tudes ont montré une amélioration
du statut organo-minéral du sol sous I’effet des légumineuses herbacées, suivies d’une
augmentation des rendements de mais. Les apports de résidus de coupe d'arbustes par les
légumineuses peuvent correspondre a un gain de 50 a 100 kg ha™ d’azote (Tian et al., 2000).
En Cote d’Ivoire, une étude-test portant sur une cinquantaine d’especes de légumineuses
herbacées a permis de classer les especes Mucuna spp, Canavalia ensiformis, et Crotalaria
anagyroides comme les meilleures, selon les régions, dans la lutte contre les mauvaises
herbes et pour améliorer les rendements de riz de 30 % en moyenne (Becker et Jonhson,
1998). Kouassi (2000) indique une réduction de 67 a 92 % des adventices avec Crotalaria
Jjuncea et Mucuna pruriens et une amélioration des rendements d’une culture de canne-a-sucre
de 15 a 31 %. Dans le Nord du pays, la rotation mais/Iégumineuses (ni¢b¢, arachide, soja et
M. pruriens) a permis de tripler les rendements de mais (N’Goran et Kanga, 2000). Malgré les
effets significatifs et reconnus des 1égumineuses sur la fertilité des sols, les paysans ont du
mal a utiliser les 1égumineuses de couverture dans la mesure ou leur mise en place nécessite
un temps de travail supplémentaire et un colit sans retombées directes en termes de production

agricole.

Par ailleurs, parmi les différentes sources d’azote pour la plante il y’a celles provenant de la
maticre organique du sol. En effet, le sol contient une certaine quantité de matiere organique.
Lors de la minéralisation, 1’azote 1i¢ a la matieére organique se transforme, sous 1’effet de
I’activité microbienne, en azote inorganique (minéral). Les nitrates (NO;3') et ’ammonium
(NH,") sont les formes d’azote inorganique et les seules que les végétaux peuvent absorber en

quantités importantes de la solution de sol (N’Dayegamiye ef al., 2007).

En outre, il existe également 1’azote provenant de la fixation symbiotique de [’azote
atmosphérique (N) par les microorganismes du sol. En effet, durant leur croissance et leur

développement, les végétaux ont un besoin important en azote (constituant moléculaire des
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protéines, des polyamines, co-facteur enzymatique...). Il peut, tout comme I'eau, devenir un
facteur limitant de la production végétale car les plantes n'assimilent que les formes minérales
d'azote telles que le NO; et le NHy ~ qui sont tous deux des éléments présents en quantité
limitée dans le sol (Bayle, 1994). Par contre, certaines bactéries et cyanobactéries du sol,
fixatrices d'azote, peuvent réduire 1'azote atmosphérique (N;) en ammoniac (NH3) grace a une
enzyme spécifique, appelée la nitrogénase. Ces microorganismes peuvent vivre a l'état libre
dans le sol, en association ou en symbiose avec un végétal, permettant a celui-ci d'exploiter
une nouvelle voie de nutrition azotée par la fixation d'azote atmosphérique (N;). L'une de ces
symbioses avec les plantes permet de mettre en relation les Iégumineuses et les rhizobiums

(Bayle, 1994).
1.3.3. Paillage ou mulching

Le paillage ou mulching est une pratique agricole consistant a laisser ou a apporter les débris
végétaux sur le sol nouvellement défriché et a effectuer des semis directs (Tian et al., 1993a ;
2001). En effet, les paillis organiques sont généralement appliqués a la surface du sol pour
supprimer ou limiter la repousse (des mauvaises herbes) (Ramakrishna et al., 2006 ; Mulumba
et Lal, 2008) et réprimer les maladies des plantes (Robinson, 1988; Hoitink et Boehm, 1999).
Cette technique permet également de conserver I'humidité¢ des horizons de surface du sol
(Olasantan, 1999). De plus, l'augmentation de la porosité causée par le paillis organique
favorise l'infiltration et la rétention de I'eau (Sharma et al, 1990 ; Acharya et al., 2005). Le
paillis permet de réduire ou augmenter la température du sol en fonction du type de mulch
utilisé (Clarkson 1960 ; Schales et Sheldrake, 1966), modifiant ainsi le microenvironnement
du sol. 1l joue également un réle important dans 1’amélioration ou la protection de la stabilité
structurale du sol (Sharma et al., 1990 ; Mulumba et Lal, 2008), puisqu’il a la capacité

d’augmenter la teneur en matiére organique du sol (Tiquia ef al., 2002).

Le potentiel des paillis a établir des modeles de cycle des éléments nutritifs plus semblables
aux écosystémes naturels a également été reconnu (Tukey et Schoff, 1963; Roe, 1998).
Denich et al. (2000) ont également révélé sa capacité a réduire 1’effet des incendies
accidentels. Certains travaux ont montré que cette technique peut présenter les avantages
supplémentaires pour (1) préserver la biodiversité des sols (Acharya et al., 2005; Rousseau et
al., 2010), (2) réduire 1’érosion car le paillis organique recouvre la surface du sol (de

Vleeschauwer et al., 1978), (3) prolonger la période de croissance parce que les éléments
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nutritifs sont libérés lentement pendant plusieurs années a mesure que la biomasse végétale
d'origine se décompose (Vielhauer et al., 2000), et (4) empécher le compactage du sol de

surface résultant des chutes de pluies.

Pour une meilleure compréhension des avantages du paillis, d'autres études ont démontré les
mécanismes associés. En effet, des travaux antérieurs ont rapporté que divers organismes
vivants, allant des grands insectes aux bactéries et champignons microscopiques, trouvent
dans cette pratique culturale un habitat et des conditions idoines pour leur développement.
Certaines espéces de la macrofaune du sol telles que les vers de terre et les punaises, quant a
eux, participent a la structuration du sol en produisant des agrégats, en facilitant l'infiltration
de I'eau et en limitant ainsi le ruissellement et les risques d'inondations lors des averses (FAO,
2015). Par exemple, la dégradation des résidus de culture (paillis) par les microorganismes du
sol fournit des éléments nutritifs aux plantes en croissance. De plus, la différence de
température dans le sol sous certains type de mulch peut étre suffisante pour affecter la
croissance des micro-organismes, la quantité d'enzymes extracellulaires libérées dans le sol et
finalement le taux de dégradation des matieres organiques et la libération d’¢éléments nutritifs
pour les plantes (Hankin et al, 1982). Par leurs activités, ces organismes transforment,
incorporent et mélangent le mulch au sol, et vont in fine constituer 'humus dont le rdle est
important dans la stabilisation de la structure du sol. En outre, le paillis contribue a la
formation d'agrégats de sol stables, en raison de I'effet stimulant de la matiére organique sur
l'activité biologique du sol, conduisant ainsi a la formation d’agrégats (de Vleeschauwer et al.,
1978 ; Acharya et al., 2005) puisse que cette matiére organique figurée et/ou particulaire est

aussi constitutive des agrégats.

1.3.4. Biofertilisants

1.3.4.1. Définition

Les biofertilisants sont définis comme des préparations contenant des cellules vivantes ou des
cellules latentes de souches de micro-organismes efficaces qui aident a l'absorption des
¢léments minéraux par les plantes cultivées suite a leurs interactions dans la rhizosphere
lorsqu'ils sont appliqués sur les semences ou dans le sol (Mishra ef al., 2013). Ils accélerent
certains processus microbiens dans le sol impliqués dans I'augmentation de la disponibilité
des ¢éléments nutritifs dans une forme facilement assimilable par les plantes (Vessey, 2003).
Les biofertilisants interviennent dans un aspect crucial de l'agriculture biologique et sont des
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acteurs majeurs de I'économie et de la production agricole générale a I'échelle mondiale

(Pravin et al., 2016).

1.3.4.2. Différents types de biofertilisants utilisés en agriculture de conservation
1.3.4.2.1. Biofertilisants a base des bactéries fixatrices d'azote

Les bactéries fixatrices d'azote sont des bactéries qui peuvent exister soit sous forme libre
(seules ou en symbiose avec d'autres bactéries du sol), soit en symbiose avec des plantes tout
en assurant la fixation de I'azote atmosphérique (N>). En fonction de leur régime respiratoire,
ces micro-organismes peuvent étre soit aérobies, soit anaérobies. Il s’agit des bactéries
symbiotiques (notamment les rhizobium, les bactéries du genre Azospirillum, les
cyanobactéries et Azolla) et des bactéries non symbiotiques (Beijerinckia, algues bleues,

I’espece Azotobacter) (Alamri et al., 2014).

1.3.4.2.2. Biofertilisants a base des bactéries solubilisatrices des éléments minéraux

*Exemple des bactéries solubilisant le silicate

Les bactéries solubilisant le silicate sont des micro-organismes capables de dégrader les
silicates qui sont des minéraux formés a partir d'un motif élémentaire tétraédrique (Si0y). Ils
fournissent : (1) des ions H' dans le milieu favorisant ainsi I'hydrolyse; (2) les acides
organiques comme l'acide citrique, 1'acide oxalique, les acides aminés et les acides hydro-
carboxyliques dont le complexe avec des cations permet de promouvoir leur enlévement et
leur rétention dans le milieu a 1'état dissous (Agritech, 2014).

De manicre générale, les isolats bactériens fabriqués a partir de différents endroits ont un
potentiel variable de solubilisation des silicates. Des études d'inoculation avec des isolats
sélectionnés avec de la terre rouge, des sol argileux, des sols sableux et la terre vallonnée ont
montré que les organismes se multiplient dans tous les types de sol et libérent plus de silice

augmentant ainsi la disponibilité de la silice dans le sol et I'eau (Amutha et al., 2014).
*Exemple des bactéries solubilisant le phosphate

Les biofertilisants composés de bactéries solubilisatrices de phosphore, ont plusieurs
bénéfices agronomiques : (1) Amélioration de la disponibilité en phosphore inorganique. En

effet, grace a I’action des bactéries qui solubilisent les phosphates complexés dans le sol, le
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phosphore devient disponible sous une forme assimilable par la plante ; (2) Accélération des
premiers stades de développement. Le phosphore, une fois libéré et disponible pour la plante
grace a I’action des bactéries, entraine une accélération des premiers stades de développement
de la culture. (3) Augmentation de la croissance racinaire. En fait, I’action du phosphore sur la
plante entraine également une augmentation de la croissance racinaire principale et des
ramifications. (4) Rigidité¢ des tissus. L’augmentation du taux de phosphore augmente la
rigidité des tissus, amenant ainsi un meilleur port et une meilleure résistance aux stress. (5)
Amélioration de la formation des grains. Le phosphore intervient dans la formation des
inflorescences et par la suite dans la formation et la croissance des grains. (6) Augmentation
et sécurisation du rendement. A 1’instar des bactéries fixatrices d’azote, les bactéries
solubilisatrices du phosphore améliorent la qualité nutritionnelle et la résistance de la plante,

permettant ainsi a la culture d’assurer son rendement (Schiitz et al., 2018).

1.3.4.2.3. Biofertilisants a base de rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
(PGPR)

L'utilisation des engrais biologiques peut ¢également étre proposée pour améliorer les
rendements des cultures tout en assurant une meilleure durabilit¢ des systémes de culture
(Ohyama, 2006). Les rhizobactéries sont des bactéries qui colonisent les racines ou la

rhizosphére du sol et qui sont bénéfiques aux cultures (PGPR) (Beauchamp, 1993).

Ces bactéries sont actuellement commercialisées sous forme d'inoculum. Lorsque les
biofertilisants sont appliqués sur les graines, les surfaces des plantes ou le sol, ils colonisent la
rhizosphere ou l'intérieur de la plante, et semblent promouvoir la croissance des plantes en
augmentant 'offre ou la disponibilité des éléments nutritifs primaires a la plante hote (Vessey,
2003) ainsi que l'inhibition des agents pathogenes de croissance (Vessey, 2003 ; Waddington,
1998).

1.3.4.2.4. Biofertilisants a base des champignons mycorhiziens arbusculaires

La mycorhize représente une association symbiotique entre des champignons telluriques et les
racines des plantes. Ces associations mycorhiziennes concernent plus de 95 % des plantes
terrestres dont la plupart sont des plantes agricoles et horticoles (Barea ef al.,, 1980). Ce type
de symbiose est connu par sa capacité de fournir un meilleur accés aux éléments nutritifs du
sol aidant ainsi les plantes a mieux résister aux stress environnementaux (sécheresse, salinité,

attaque par des agents pathogenes etc.) de facon naturelle (Smith et Read, 2008). En effet, les
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mycorhizes arbusculaires jouent un role considérable dans I'amélioration de la nutrition du
végétal, notamment en phosphore. Bien que l'avantage principal apporté par les mycorhizes
soit nutritionnel, des effets non nutritionnels sont également observés. En effet, les
mycorhizes arbusculaires se comportent comme des bioprotecteurs en renforgant les défenses
naturelles de la plante contre les bactéries et champignons phytopathogénes, et en augmentant

la tolérance des végétaux a différents stress abiotiques (Van Vuuren ef al., 2010).

Au-dela de ces effets bénéfiques sur le développement et la santé des plantes, le réseau
mycélien extra-radiculaire qui se développe dans le sol favorise la rétention de ses agrégats,
en stabilisant ainsi sa structure et sa qualité. De ce fait, les mycorhizes arbusculaires peuvent

aussi étre considérées comme des biostabilisants (Gianinazzi et al., 2010).

L’¢évaluation de Defficacité et ’efficience de toutes les pratiques culturales susmentionnées
nécessite souvent un suivi de la qualité¢ des sols. A cet effet, plusieurs outils incluant les
analyses physiques, chimiques, biologiques (microorganismes, macrofaunes) et

particuliérement des enzymes du sol peuvent étre utilisés.

I1. Enzymes du sol et leur importance dans I’agroécosystéme

Les enzymes sont des protéines qui catalysent toutes les réactions biochimiques. Les enzymes
existent a D’intérieur de cellules prolifératives viables ou sous forme d'enzymes actives
libérées dans l'environnement par sécrétion, ou associées a des cellules mortes et a d'autres
fractions de sol non vivantes (Skujins, 1976 ; Burns, 1982 ; Nannipieri et al., 1983 ; Dick,
1994 ; Sinsabaugh, 1994).

Les enzymes du sol sont constamment synthétisées, accumulées et/ou décomposées dans le
sol (Trasar-Cepeda et al., 2007). Dans le sol, les enzymes du sol sont principalement d’origine
microbienne (Gao et al., 2010). C’est le cas pour les phosphatases, 1'uréase, les cellulases, les
pectinases synthétisées et sécrétées de maniere extracellulaire par des bactéries ou des
champignons (Aon et Coloneri, 2001) et qui peuvent alors faire partie de la matrice du sol
(Dick, 1994; Sinsabaugh, 1994). Cependant, les enzymes du sol peuvent aussi étre d’origine
animale et végétale (Tabatabai, 1994). Ces enzymes interviennent dans les réactions de
catabolisme indispensables a la vie des microorganismes et participent a la stabilisation de la
structure du sol et a la décomposition de polymeéres (cellulose, chitine, acide nucléique, et
protéines) en éléments simples (Nannipieri et al., 2002 ; Trasar-Cepeda et al., 2007). Les
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enzymes du sol ont un rdle important pour le fonctionnement de 1’écosysteme (Makoi et
Ndakidemi, 2008) car elles sont impliquées dans le cycle biogéochimique du carbone, de
I’azote, du phosphore, du soufre et d’autres nutriments essentiels (Tabatabai et Dick, 2002 ;
Caldwell, 2005 ; Floch et al, 2009). De plus, les enzymes du sol sont sensibles aux
différentes pratiques culturales (Garcia-Ruiz et al.., 2009). Elles sont en effet influencées par
des facteurs abiotiques (température, humidité, pH du sol et teneur en oxygene), la structure
chimique de la matiére organique et la localisation de cette mati¢re organique dans la couche
du sol (Pavel et al, 2004) qui sont eux mémes modifiées en fonction des pratiques. Par
exemple dans les sols agricoles, les activités enzymatiques sont une variable souvent utilisée
en recherche pour estimer 1’effet d’une pratique sur le fonctionnement biologique des sols. En
effet, les pratiques culturales entrainent des changements qui affectent les communautés
microbiennes et les activités enzymatiques du sol (Mangalassery et al., 2015). Globalement,
les pratiques culturales qui tendent a reduire le travail du sol et a augmenter la quantité de
matiere organique favorisent les activités enzymatiques sans doute du fait d’une plus grande
disponibilit¢ du substrat et d’une modification de ’abondance et/ou de la diversit¢ des

communautés microbiennes a 1’origine de leur synthése (Riah et al., 2012).

Les enzymes du sol sont aussi grandement affectées par le type de végétation a la surface du
sol (Tabatabai, 1994). Les oxydoréductases, les transférases et les hydrolases sont les
enzymes les plus largement étudiées (Skujins, 1976 ; Ladd, 1978 ; Dick, 1994). C’est le cas
des enzymes telles que I’amylase, 1’arylsufatase, la cellulase, les phosphatases acides et
alcalines, la B-glucosidase, la N-acétyl-B-D-glucosaminidase détectées et étudiées dans
plusieurs types de sol (Makoi et Ndakidemi, 2008). Par exemple, les cellulases contribuent a
la dégradation des résidus de récolte, de nature essentiellement ligno-cellulosique (ITAB,
2002). 11 existe actuellement un grand intérét agronomique pour l'utilisation des enzymes
extracellulaires comme indicateurs biologiques de la qualité du sol, car elles sont relativement
simples a déterminer, sont sensibles aux stress environnementaux et réagissent rapidement
aux changements de gestion des terres (Dick, 1997 ; Yakovchenko et al, 1996).
Généralement, les activités d'enzymes sensibles aux pratiques de rotations culturales peuvent

étre utilisées comme indicateurs de la qualité et de la durabilité des sols (Zhang et al., 2010).

I1.1. Phosphatases

Les phosphatases appartiennent au groupe des enzymes capables de catalyser les réactions
hydrolytiques des esters et des anhydrides de phosphore (Schmidt et Lawoski, 1961). Dans les
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¢cosystemes terrestres, en plus d'étre de bonnes indicatrices de la fertilit¢ des sols, les
phosphatases jouent un rdle clé¢ dans le fonctionnement du sol (Eivazi et Tabatabai 1977 ;
Dick et al., 2000). Dans la plupart des sols, la fraction de phosphore organique liée est plus
¢élevée que la fraction inorganique utilisable par la plante. Les phosphatases sont les enzymes
impliquées dans la transformation de ces composé€s organiques et inorganiques riches en
phosphore dans le sol (Spiers et McGill, 1979; Amador et al., 1997). En effet, les ions
orthophosphates (H,POy’, HPO42' et PO43') sont libérés dans le sol et la litiere lors du
processus de la minéralisation du phosphore organique (PO). Ce processus réactionnel est
catalysé par les phosphatases, principalement présentes dans les sols et les microorganismes
de la litiere, les racines des plantes. En effet, les activités phosphatase (phosphatase acide,
phosphatase alcaline encore appélées phosphomonoestérases, et phosphodiestérases) séparent
I'ion ortho-phosphate d'une molécule organique. Par ailleurs, la synthése de cette enzyme est
inhibée par I’ion orthophosphate. Cette activité est donc dépendante de la concentration en
ions PO4” dans le sol. Ainsi, un apport d'engrais phosphatés par exemple entraine une
diminution de cette activit¢, indépendamment de l'abondance et des autres activités des
populations microbiennes présentes (Riah et al, 2012). Au cours des processus de
décomposition des matieres organiques du sol, les phosphatases sont redistribuées dans

diverses fractions organiques et organo-minérales du sol (Rojo et al., 1990; Speir et Cowling
1991).

Par ailleurs, Gervy (1970), souligne qu'a pH égal a 7, il existe une proportion a peu prés
équivalente d'ions H,PO, et d'ions HPO,>, alors que l'ion PO,> n'apparait qu'a pH > 11.
Aussi, le pH optimum pour 1'assimilation du phosphore se situe au voisinage de la neutralité.
Par conséquent, les formes dissoutes dans la solution du sol facilement utilisable par les

plantes seraient les ions H,PO,™ et HPO4> (Gervy, 1970).

Les phosphatases du sol peuvent étre classées selon le pH optimal de leur activité catalytique,
leur spécificité pour un substrat donné, leur besoin de métaux, leur mécanisme de réaction et
leur origine dans le sol. Selon le pH optimal de leur activit¢é enzymatique, les
phosphomonoestéraes sont dites acides (E.C. 3.1.3.2. ; pH optimal <7) ou alcalines (E.C.
3.1.3.1. ; pH optimal >7). Bien que les sols contiennent essentiellement des phosphatases
acides et alcalines, des phosphatases avec un pH optimal autour de 7 ont été identifiées
(Turner, 2010). Selon le substrat, les phosphatases du sol sont classées en fonction de leurs
propriétés catalytiques, c'est-a-dire en fonction de la forme chimique de leurs substrats et des

liaisons chimiques qu’elles attaquent (Burns, 1982; Duff et al., 1994). Ces phosphatases du
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sol sont composées de phosphatases non spécifiques dont les phosphatases acides (EC
3.1.3.2) et alcalines (EC 3.1.3.1), mais aussi de phytases (EC 3.1.3.8 et EC 3.1.3.26) qui
hydrolysent spécifiquement les phytates (Wyss et al., 1999 ; Oh et al., 2004).

Certaines phosphatases catalysent a la fois 1’hydrolyse des phosphomonoesters et des
phosphodiesters (Yoshida et al., 1989 ; Bernard et al., 2002), se démarquant ainsi des
phosphatases qui, en regle générale, ne peuvent hydrolyser qu’un seul type d’ester de
phosphate. Cependant celles majoritairement retrouvées dans le sol sont les phosphatases
d’origine microbienne (Canarutto ef al.., 1995 ; Clarholm et Rosengren-Brinck, 1995 ; Balota
et al.., 2003). Selon leur origine, les phosphatases sont classées en phosphatases fongiques,
bactériennes et racinaires. Les phosphatases fongiques sont secrétés par les champignons des
symbioses mycorhiziennes qui ont un effet bénéfique sur la nutrition phosphatée des plantes
hotes dont elles stimulent la croissance par divers mécanismes dont la sécrétion de
phosphatases qui dégradent les phosphates organiques en Pi (Matumoto-Pintro, 1996 ; Joner
et al., 2000 ; Quiquampoix et Mousain, 2005). Les phosphatases bactériennes peuvent étre
produites par un certain nombre d’especes de bactéries, surtout celles qui sont associées aux

plantes dans la rhizosphere appelés « rhizobactéries » (Rodriguez et Fraga, 1999).

Les phosphomonoestérases ont été¢ largement €tudiées dans les €écosystemes terrestres. En
effet, elles sont considérées comme les phosphatases prédominantes dans la plupart des types
de sol et de litiere (Turner et al., 2002a; Criquet et al., 2004), probablement a cause de la
faible spécificité du substrat de ces enzymes. Des composés tels que le phosphate d'inositol,
les polyphosphates, les mononucléotides et les sucres phosphorylés représentent la plupart des
substrats naturels de ces enzymes dans les sols et la litiere (Reid et Wilson, 1971). L'activité
des phosphatases du sol peut étre influencée par de nombreux facteurs tels que les propriétés
des sols (Sarapatka, 2003), les interactions entre les sols, la couverture végétale, les lixiviats
et la présence d'inhibiteurs ou d'activateurs (Juma et Tabatabai, 1977 ; Hysek et §arapatka,
1998). Dans les terres cultivées, les phosphatases sont fortement affectées par les pratiques
agricoles telles que le labour, les systétmes de culture et la gestion des résidus de cultures

(Deng et Tabatabai, 1997 ; Zhang et al., 2010).

I1.1.1. Phosphatases acides

Les phosphatases acides sont principalement d'origine végétale et fongique (Tarafdar et

Marschner 1994). Les phosphatases acides, montrant des activités optimales en milieu acide,
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sont prédominantes dans les sols acides (Tabatabai, 1994). L'activité phosphatasique acide est
fortement liée a la libération de N et P dans la solution du sol (Boerner et al., 2000). Dans une
¢tude sur la décomposition du bois dans divers types d'écosystémes, Sinsabaugh et al., (1992)
et Sinsabaugh et al., (1993) ont constaté que les activités de la phosphatase acide et de la
chitinase sont contrdlées principalement par des facteurs micro-climatiques et édaphiques.
L'activité phosphomonoestérase acide a également été signalée comme étant inhibée par le
cadmium (Karaca et al., 2002). D'autres études ont montré des changements dans l'activité de
la phosphatase acide, dans une variété¢ d’écosystémes endommagés par des incendies (Saa et
al., 1993 ; Boerner et al., 2000 ; Hammon et al., 2008) et I'activité peut rester faible méme 4
ans apres le feu (Staddon ez al., 1998). Ces réductions peuvent résulter d'une forte intensité ou
sévérité du feu (Fioretto et al., 2005), du pH post-feu élevé (Acosta-Martinez et Tabatabai
2000) et des diminutions de la biomasse microbienne (Clarholm, 1993 ; Kandeler et Eder,
1993) et de la longueur des hyphes fongiques (Haussling et Marschner, 1989) induites par le

feu.

I1.1.2. Phosphatases alcalines

La phosphatase alcaline catalyse I'hydrolyse a la fois des esters organiques P et des
anhydrides d'acide phosphorique tels que le B-glycérophosphate, le phénylphosphate, le -
naphtylphosphate et le p-nitrophénylphosphate (Krdmer et Green, 2000). Cette activité
enzymatique a été étudiée en profondeur en raison de son importance dans le processus de la
minéralisation de la mati¢re organique du sol et dans la nutrition des plantes (Deng et
Tabatabai, 1997). La phosphatase alcaline est principalement d'origine microbienne et n’est
pas produite par les plantes (Krdmer, et Green, 2000). Ainsi, elle a pu étre utilisée comme
mesure de la taille et de I’activité des populations microbiennes (Pang et Kolenko, 1986) afin
d'analyser d'évaluer la toxicité des pesticides sur les micro-organismes du sol. Par ailleurs,
Speir et Ross (1978), Kandeler et al. (1999) et Klimanek (2000) ont rapporté que la
fertilisation organique stimule l'activit¢ de la phosphatase alcaline tandis que les engrais
chimiques sous forme phosphorylée ont un effet négatif sur cette activité. D'autres études ont
montré que la phosphatase alcaline est corrélée avec des facteurs biotiques (la respiration
microbienne et biomasse microbienne totale), montrant une relation trés étroite avec la

biomasse du sol (Frankenberger et Dick, 1983 ; Seugé ef al., 2000).

I1.2. Glycosidases
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Dans le sol, les glycosidases sont impliquées dans le cycle du C en catalysant la
décomposition et en libérant une source d'énergie telle que le glucose (Deng et Tabatabai.,
1996). Ces enzymes jouent un role majeur dans les phases initiales de la décomposition des
composés organiques en agissant sur des liaisons glycosidiques des glycosides, des
oligosaccharides et des polysaccharides et plus généralement des carbohydrates (Kiss et al.,
1975 ; Eivazi et Tabatabai, 1988). Il est bien connu que les glycosidases sont accompagnées
de polysaccharides qui stabilisent et fixent la protéine enzymatique a l'intérieur de la
membrane cellulaire (Flowers et Sharon, 1979). L’a et la B-galactosidase sont plus nombreux
et largement distribués dans la nature (Eivazi et Tabatabai, 1990). D'autres glycosidases tels
que l'a-D-galactosidase (EC 3.2.1.22) et la B-D-galactosidase (EC 3.2.1.23) hydrolysent
respectivement la mélibiose et le lactose (Dey et Pridham 1972 ; Eivazi et Tabatabai, 1988).
Une autre glycosidase importante, notamment la B-glucosaminidase (NAGase, EC 3.2.1.30),
catalyse l'hydrolyse du résidu N-acétyl-B-D-glucosamine des extrémités non réductrices
terminales des chito-oligosaccharides. Cette enzyme est également classée comme [-
hexosaminidase (EC 3.21.52) par I'Union Internationale de Biochimie car elle clive le N-
acétyl-B-D-galactosamine (Webb, 1984). De nombreux travaux ont été réalisés sur les effets
du travail du sol (Deng et Tabatabai, 1996 ; Curci et al,, 1997), de la rotation des cultures
(Bandick et Dick, 1999), de I'amendement des engrais (Sastre-Conde et al., 2007) sur les

activités de la glycosidase.

I1.2.1. B-glucosidase

La B-glucosidase (EC 3.2.1.21) est la plus abondante des glycosidases du sol (Eivazi et
Tabatabai, 1990) et est trés importante dans le cycle du carbone (Pan et al., 2010). En effet,
cette enzyme est impliquée dans la dégradation (Fan et Lee, 1983 ; Saddler, 1986) et la
saccharification de la cellulose (Tabatabai, 1994). Elle participe aux réactions hydrolytiques
des p-glucosides pour libérer du glucose, source ¢énergétique importante pour les
microorganismes. La B-glucosidase donne des indications sur I’activité antérieure du sol, ainsi
que sur la capacité du sol a stabiliser la mati¢re organique grace aux interactions entre cette
dernieére et les minéraux argileux du sol (Joanisse et al., 2007). La sensibilit¢ de la f-
glucosidase aux changements de pH peut servir d'indicateur biochimique fiable pour évaluer
les changements environnementaux causés par l'acidification du sol (Acosta-Martinez et

Tabatabai, 2000).
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Cette activité enzymatique est particulicrement utile pour la surveillance de la qualité des sols
en raison de son role central dans le cycle de la matiére organique du sol, qui est généralement
considéré comme un élément important de la qualité des sols. C’est ainsi que la biomasse
microbienne et les activités des glycosidases peuvent servir d'indicateurs précoces des
changements de propriétés du sol induites par le chaulage et les différents systemes de travail
du sol (Carter, 1986 ; Powlson et al., 1987 ; Acosta-Martinez et Tabatabai, 2000). Des travaux
antérieurs sur cette activité enzymatique ont montré que la B-glucosidase est la plus abondante
et la plus facilement détectée des trois enzymes impliquées dans la dégradation de la cellulose
dans le sol ; cette enzyme est rarement limitée par son substrat, ce qui est idéal pour examiner
I'influence des parameétres physico-chimiques sur la dynamique de la matiére organique
(Eivazi et Tabatabai, 1988 ; Debosz et al., 1999). Ceci fournit une indication précoce des
changements dans le statut de la matiére organique (Bandick et Dick, 1999 ; Monreal et

Bergstrom, 2000).

Les glucosidases sont largement répandues dans la nature et se retrouvent dans les
microorganismes, les animaux et les plantes (Eivazi et Tabatabai, 1988 ; Dick et al., 1996). La
B-glucosidase provient principalement des microorganismes hétérotrophes du sol, en
particulier de champignons généralement saprophytiques de 1'ordre des mucorales tels que les
Actinomucor ou les Mortierella (Hayano et Tubaki, 1985). Sa synthése dans de tels
organismes est induite par les produits de la décomposition cellulosique, y compris le
cellobiose, le glucose et leurs métabolites (Stewart et Leatherwood, 1976). Cette enzyme est
trés sensible aux changements de pH et aux pratiques agricoles (Madejon et al., 2001) et aux
différents modes de gestion du sol (Deng et Tabatabai, 1996 ; Bandick et Dick, 1999). De
plus, il a été rapporté d’une part que l’activit¢ de la P-glucosidase est corrélée a la
concentration en carbone organique du sol (Tabatabai, 1994). Selon Landgraf et Klose (2002),
l'activité PB-glucosidase est régie par les quantités de carbone organique facilement

minéralisable.

I1.2.2. N-acétyl- B-D-glucosaminidase

La N-acétyl-B-D-glucosamine (Nac) (E.C.3.2.1.30), aussi appelée hexosaminidase (EC
3.2.1.52) dans la nomenclature des enzymes (Braidman et al., 1974), est ’'une des trois
chitinases (B-glucosaminidase, chitobiosidase et endochitinase) capable de dégrader la chitine

du sol. La chitine est le deuxiéme bio-polymere le plus abondant sur terre et la ressource la
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plus importante de carbone organique et d’azote (Stryer, 1988 ; Wood et al., 1994). C’est
pourquoi la B-glucosaminidase est a la fois impliquée dans le cycle du carbone et de 1’azote
(Ekenler et Tabatabai, 2003). Dans la plante, elle est synthétisée en réponse aux infections
microbiennes. Elle participe ainsi a la défense de la plante contre les agents pathogeénes
(Boiler et al., 1983; Boiler, 1985). Des ¢études ont montré que Dactivité¢ de la B-
glucosaminidase du sol est affectée par les systémes culturaux (Ekenler et Tabatabai, 2002).
Cette activité est corrélée positivement avec 1’azote minéral du sol et peut ainsi étre utilisée

comme un indice de la minéralisation de I’azote (Tabatabai et al., 2010).

I1.3. Déshydrogénase

Parmi les diverses enzymes du sol, l'activit¢ déshydrogénasique a €té reconnue comme un
indicateur biochimique important dans le sol (Ryoichi et Senaratne, 2009). A l'origine,
l'activité déshydrogénasique a été utilisée comme test pour mesurer la respiration des
microorganismes du sol in situ (Casida et al., 1964). Certaines fonctions enzymatiques sont
associées aux microbes eux-mémes, comme l'activité déshydrogénasique dont la localisation
principale est la membrane plasmique des bactéries ou dans les membranes mitochondriales

des champignons (Aon et Coloneri, 2001).

Cette activité enzymatique est donc d’origine intracellulaire et est essentiellement produite par
les cellules microbiennes vivantes du sol. Les déshydrogénases du sol (EC 1.1.1) sont les
principaux représentants de la classe des oxydoréductases (Gu et al, 2009). Dans
'environnement, les déshydrogénases sont I'une des enzymes les plus importantes (Salazar et
al., 2011). L’activité déshydrogénasique est considérée comme I'un des meilleurs indicateurs
de I’activité microbienne dans le sol parce que les déshydrogénases ne se produisent qu’a
partir des cellules vivantes, contrairement aux autres enzymes qui sont des enzymes
extracellulaires (Skujins, 1973 ; Alef, 1995 ; Garcia et al., 1997). Elle est étroitement liée au
processus d'oxydoréduction des communautés microbiennes du sol (Moeskops et al., 2010) et
est ¢levée en conditions anaérobies (Wolinska et Stepniewska, 2012). Lenhard (1956) a
introduit le concept de la détermination de l'activité métabolique des micro-organismes dans
le sol et d'autres habitats en mesurant ’activit¢ déshydrogénasique. D’autres travaux ont
¢galement signalé que 1’activité déshydrogénasique variait fortement dans I'horizon de surface
du sol et que ce comportement ne correspondait pas a la distribution spatiale d'autres

propriétés tels que le carbone organique, I’azote total, et le pHxc) (Piotrowska et al., 2011). En
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outre, plusieurs facteurs édaphiques telles que I'humidité du sol, la disponibilité de 'oxygene,
le potentiel d’oxydo-réduction, le pH, le contenu de matiére organique, la profondeur du
profil de sol, la température, la saison de I'année, ou I'utilisation de pesticides peuvent affecter
de maniere significative 1’activité déshydrogénasique dans I'environnement du sol (Wolinska
et Stgpniewska, 2012). L'effet positif de I'augmentation de la teneur en eau sur cette activité
enzymatique du sol a été rapporté par Nannipieri et al., (1990), l'activité de cette enzyme étant

trés sensible aux légeres diminutions de la disponibilité en eau (Sardans et Pefiuelas, 2005).

Par ailleurs, la texture du sol affecte d'autres propriétés du sol, telles que la disponibilité en
eau, l'apport en ¢éléments nutritifs, et dans une certaine mesure les valeurs de pH, qui
déterminent a leur tour la croissance et l'activité microbienne (Ladd et al., 1996 ; Gorres et al.,
1998 ; Leiros et al., 2000). Beyer et al. (1992) ont trouvé une corrélation positive entre la
teneur en argile et l'activité déshydrogénasique. Quant a Li et Sarah (2003), ils ont signalé une
diminution significative de I’activit¢ déshydrogénasique avec l'aridité croissante le long d'un
transect climatique dans le désert de Judée en Isra€l. Il convient de souligner que
l'interprétation des résultats de 1’activité déshydrogénasique peut parfois s’avérer difficile
parce que la vie microbienne est affectée par de nombreux facteurs du sol, incluant le carbone

organique, le pH, l'engrais azoté, la gestion des cultures et la texture du sol.

ITI. Activités enzymatiques et communautés microbiennes du cycle de I’azote

IIL.1. Cycle de I’azote et ses principaux processus

L'azote (N) est un composant important des protéines et des acides nucléiques, et est donc un
¢lément nutritif essentiel pour tous les organismes. En outre, I'assimilation de 1'azote par les
organismes régule la productivité primaire dans de nombreux écosystémes naturels. L.’azote
existe dans de multiples états d'oxydation et de formes chimiques dans la nature, et les
transformations entre ces différentes formes sont souvent catalysées par des micro-organismes
(Hayatsu et al., 2008). Dans la nature, I'azote est présent sous deux états : a I'état libre c'est-a-
dire dans l'air (azote atmosphérique), il représente les 4/5 de gaz dans I’atmosphere, et a 1’état
combiné, sous la forme minérale (ammoniaque, nitrate) ou organique. Dans le sol, I’azote (N)
est essentiellement sous forme organique (Stevenson, 1982) mais existe également sous forme
minérale et sous forme gazeuse (N, ; N,O). Soderlund et Svensson (1976) ont estimé que

I’azote organique du sol compte pour 95 % du pool d’azote total du sol.
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ITI.1.1. Cycle de I’azote dans les écosystémes terrestres

Le cycle de I’azote est un cycle biogéochimique qui décrit la succession des modifications
subies par les différentes formes de 1’azote (diazote, nitrate, nitrite, ammoniac, azote
organique, oxydes d’azote gazeux). La plupart des étapes clés de ce cycle sont réalisées par
les communautés microbiennes et leur importance écologique et agricole est considérable
dans la mesure ou elles régissent le bilan de N dans le sol et conditionnent la mise a la
disposition des plantes des formes minérales. Généralement, les plantes absorbent 1’azote sous
forme d’ions nitrate (NO3") ou ammonium (NH;") plutot que des acides aminés (ou d’autres
monomeres) sauf dans les écosystémes ou la minéralisation de 1’azote est trés faible. Dans le
sol, I’azote joue également un role important dans la croissance des plantes et la production

primaire des écosystemes (Vitousek et Howarth, 1991).

Par ailleurs, les plantes sont incapables d’utiliser directement 1’azote moléculaire (N;) présent
dans I’air. Celui-ci est donc prélevé sous forme de nitrate et d’ammonium dans le sol par les
racines des plantes. Dans le cycle de 1’azote, quatre processus majeurs régulent sa
transformation : la fixation, la minéralisation (ammonification), la nitrification et la
dénitrification (Figure 2). La fixation et la conversion du diazote ou azote moléculaire (N;) en
NH," sont réalisées par les organismes diazotrophes, bactéries et archébactéries, possédant

une enzyme spécifique, la nitrogénase (Howarth ef al., 1988 ; Newton, 2007).

La minéralisation (ou ammonification) est une oxydation de 1’azote organique (protéines,
acides aminés) des matieres organiques « mortes » qui est réalisée par de trés nombreux
microorganismes hétérotrophes. Ceux-ci récuperent de I’énergie des réactions d’oxydation,
dont un produit final est I’ammonium. Cette étape clé est donc fortement liée au cycle du
carbone. La nitrification est définie comme la conversion biologique de I’azote minéral réduit
(NH; ou NH;") en azote minéral oxydé sous forme NO, ou NO;". L’ammoniac est d’abord
oxydé en hydroxylamine (NHs + O, + 2H" + 2¢” — NH,OH + H,0) sous 1’action de I’enzyme
ammoniac monoxygénase (AMO). C’est une enzyme membranaire a plusieurs sous-unités,
dont la sous-unité a est codée par le géne amoA (Rotthauwe et al., 1997 ; Treusch et al.,
2005). C’est une enzyme liée a la membrane externe de la bactérie oxydatrice de I’ammonium
(Hyman et Arp, 1992 ; Norton et al., 2002). L’hydroxylamine est ensuite oxydée en nitrite
(NH,OH + H,0 NO, + 4e + SH") sous I’action d’une autre enzyme associée au périplasme,

I’hydroxylamine oxydoréductase (HAO) (Prince et George, 1997 ; Arp et al., 2002). C’est
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une enzyme périplasmique située entre la membrane cytoplasmique et la membrane externe
(Hooper et al., 1997). Cette étape de nitritation, I’oxydation du NH;" en NO,", est réalisée par
les bactéries oxydatrices de ’ammonium (AOB représentées par exemple par les genres
Nitrosomonas et Nitrosospira) et les archées oxydatrices de I’ammonium (AOA du phylum

des Thaumarchaeota) (Kowalchuk et Stephen, 2001; Leininger ef al., 2006).

La nitratation, seconde étape de la nitrification, consiste en I’oxydation du NO, en NOs'. Elle
est réalisée par les bactéries oxydatrice du nitrite (NOB notamment représentés par les genres
Nitrobacter, et Nitrospira dans le sol) (Prosser, 1989 ; Attard et al., 2010). Il a longtemps été
admis que la nitrification était conduite seulement par des bactéries autotrophes qui
obtiennent leur énergie a partir de I’oxydation des formes inorganiques de N et utilisent le gaz
carbonique comme source de carbone. Il est désormais reconnu que certains nitrifiants sont
mixotrophes (capable d’utiliser de facon concomitante NO, et le carbone organique) par
exemple pour certains AOA (Prosser et Nicol, 2008) ou pour certains bactéries oxydatrices du
nitrite (NOB) (Le Roux et al.,, 2016). Il semble également que certains nitrifiants réalisent les

deux étapes de la nitrification (Daims ef al., 2015).

wp> sorties d'azote du sol

m Envses d'azote dans le sol

i

ssanip Transfert vers I'eau ou I'air

Figure 2. (a) Cycle de I'azote (N) et différents processus microbiens
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Nitrite réductase
- T narB | Nitrate réductase
nirK
nirS = NO,
”

NO

dénitrification

hao Hydroxylamine oxydoréductase
\"ao |

Ni " e réductase
nirA

NH,OH nitrification

Nitrite oxydo réductase |NOrB

amo A| Ammonium oxygénase
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Figure 2. (b) Cycle de l'azote (N) et génes impliqués. Nitrite réductase (nirK et nirS), nitrite
oxydoréductase (norB), oxyde-nitreux réductase (nosZ), nitrogénase (nifH), ammonium oxygénase (amoA
(amoA-AOA pour archées et amoA-AOB pour bactéries)), hydroxylamine oxydoréductase (hao), nitrate réductase
(nar) et oxydation anaérobie de ’ammonium anammox (aax). En rouge les étapes en anaérobie, en bleu les

étapes en aérobie et en violet I’étape de fixation (aérobie ou anaérobie) (Source Srikanthasamy, 2015).

Dans les environnements agricoles, alors que la nitrification fournit la source d'azote primaire
(NO3") pour de nombreuses plantes, le NOs™ excessif peut provoquer la pollution de I'eau par
lessivage du sol (Morimoto et al, 2011). La nitrification, sous certaines conditions, peut
produire également du protoxyde d'azote (N,O), qui est a la fois un puissant gaz a effet de
serre et une substance appauvrissant la couche d'ozone (Ravishankara et al, 2009). Les
facteurs proximaux qui affectent [’activité des bactéries nitrifiantes sont surtout: la
disponibilité de I’NH," (Malhi et McGill, 1982 ; Assémien et al., 2017), la température du sol
(Haynes (1986), la structure et la teneur en eau du sol (Malhi et McGill, 1982), les métaux
lourds et les engrais (Martin, 1979 ; Simonin et al., 2016 ; Assémien et al, 2017), la
concentration en oxygene (Bodelier et al., 1996) et le pH (Pietri et Brookes, 2008).

La dénitrification est une voie de respiration anaérobie microbienne a travers laquelle NOs™ ou
NO;" sont séquentiellement réduits en N, via les intermédiaires NO et N,O (gaz): NO3™ —
NO, —»NO —N,O —N,. Les principaux facteurs proximaux qui affectent 1’activité¢ des
bactéries dénitrifiantes sont surtout: la concentration en nitrate (Fillery, 1983 ; Sigunga et al.,

2002), la teneur en matiere organique du sol (Brettar et Hofle, 2002), I’humidité et la
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température du sol (Mahli et al, 1990; Weier et al, 1993 ; Dannenmann et al, 2008), la
concentration en oxygene (Pesek et al.,, 1971 ; Fillery, 1983) et le pH (Miiller et al., 1980 ;

Dannenmann et al., 2008).

La dénitrification est le processus biologique principal dans les sols qui renvoie I’'N, vers
l'atmosphere et ferme le cycle N (Philippot ef al,, 2007). La réaction de dénitrification est
catalysée par différentes enzymes spécifiques appelées réductases, a savoir la nitrate réductase
(NAR), la nitrite réductase (NIR), I’oxyde nitrique réductase (NOR) et enfin 1’oxyde nitreux
réductase (N,OR). C'est aussi la voie principale des émissions de NO et de N,O du sol
(Houlton et Bai, 2009). La nitrite réductase est I'enzyme clé de la dénitrification, car elle
catalyse la réduction du NO;,™ en produits gazeux (Henry et al., 2004) qui est la réaction qui
limite le taux de dénitrification (Zumft, 1997). Les marqueurs génétiques pour la
dénitrification sont narG et napA (marqueurs de la nitrate réductase), nirK et nirS (marqueurs
de la nitrite réductase), norB (marqueur de 1'oxyde nitrique réductase) et nosZ (marqueur de
I'oxyde nitreux réductase) (Henry et al., 2006 ; Kandeler et al., 2006 ; Smith et al., 2007 ; Yu
et al., 2014). Ces réactions enzymatiques sont réalisées par des bactéries hétérotrophes
anaérobies facultatives, comme Pseudomonas ou Bacillus (Philippot et al., 2007). En absence
d’oxygeéne (conditions anoxiques), ces bactéries utilisent les nitrates ou les produits
intermédiaires de la dénitrification comme accepteur final d’électron dans la respiration

cellulaire.

La dénitrification est d’une grande importance écologique puisse qu’il s’agit de la voie
majeure de perte d’azote fixé dans I’environnement. Elle occupe également une place
importante dans le bilan en N a 1’échelle de 1’écosystéme et a 1’échelle globale. Les bactéries

dénitrifiantes influencent a la fois le cycle du carbone et de 1’azote.

Il faut noter que le cycle de I’azote est plus complexe que cela, avec d’autres processus
possibles. Il a ainsi été prouvé que le nitrate ou le nitrite pouvait servir a oxyder I’ammonium
pour produire de I’azote gazeux dans un processus appelé¢ ’anammox (Mulder ef al., 1995).
Cette production de N, peut étre la conséquence de 1’activité des anammox (planctomycetes)
qui utilisent I’ammonium et le nitrite en conditions anaérobies (Op den Camp et al., 2007).
Cette dénitrification autotrophe a pour intermédiaires les produits toxiques hydroxylamine
(NH,OH) et hydrazine (N;Hs) (Hulth et al, 2005; Kirchman et al., 2008). Certains
champignons peuvent également réduire le nitrate en présence d’O,. Ils peuvent également

produire du N>O et du N, a partir de nitrite et de composés azotés (co-dénitrification). Enfin,
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le nitrate peut également subir une autre transformation via la réduction dissimilative vers
I’ammonium (DNRA) réalisée par certaines bactéries (anaérobes facultatifs, des réducteurs
anaérobiques du fer, du soufre ou des SO,*, ou par des bactéries anammox (Kraft et al.,
2011 ; Kirchman et al., 2008). La DNRA est une composante du cycle de 1'azote terrestre et
océanique (Preisler et al., 2007 ; Stief et al., 2014). Contrairement a la dénitrification, elle
oeuvre a la conservation l'azote biodisponible dans le systeéme, produisant de I'ammonium
soluble plutét que du gaz dinitrogéne non réactif (Marchant et al., 2014). Les processus de
fixation de 1’azote atmosphérique, DNRA et Anammox sont généralement peu importants
dans les agroécosystemes parce que la fixation biologique du N, est extrémement faible dans
les systemes ou la disponibilité en azote minéral est suffisamment forte (pour la fixation ;
Srikanthasamy, 2015) et ou il n’existe pas de sols riches en mati¢re organique subissant de
longues périodes d’anoxie (Anammox ; Mulder ef al., 1995). Bien que les sols de la zone
¢tudiée aient des teneurs relativement faibles en N minéral, les entrées d’azote par fixation

restent faibles (Abbadie et al., 1992).

II1.1.2. Limitation du fonctionnement et de la production primaire par 1’azote du sol

dans la zone de savanes humides en Afrique de I’Ouest

La disponibilité de 1’azote pour les plantes dépend principalement des activités microbiennes,
notamment des étapes clés de la fixation, ammonification, nitrification et dénitrification
(Figure 2). Tous ces processus sont des étapes clés pour le fonctionnement de 1’écosystéme,
car leurs produits et substrats interviennent dans la nutrition des plantes. Ces différents
processus microbiens ainsi que les interactions avec les végétaux et le sol vont moduler
I’efficacité du recyclage de D’azote et son temps de résidence dans les différents

compartiments épigés et hypogés.

Les sols de savanes étudiés sont des écosystemes limités en éléments nutritifs, principalement
en azote (N) et en phosphore (P) qui restreignent la production primaire (Leriche et al., 2003).
Cette limitation est due (1) a la texture (argilo-sableuse) ne favorisant pas 1’adsorption des
minéraux sur les surfaces minérales du complexe argilo-humique, (2) a différentes fortes
perturbations comme feux ou herbivorie, et (3) au climat de type intertropical humide
(alternance de saisons seches et pluvieuses) favorisant les pertes par lessivage ou 1’altération

de I’activité microbienne par cycles de sécheresse-humectation.
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II1.2. Communautés microbiennes du sol impliquées dans des étapes clés du cycle de

I’azote
I11.2.1. Ecologie des communautés ammonifiantes du sol

Les bactéries ammonifiantes décomposent les substances organiques azotées en ammoniac ou
en ions ammonium. Cette forme est transitoire et sera transformé ensuite en azote nitrique. Vu
la diversité des micro-organismes ammonifiantes, 'ammonification est un processus sans
exigence ¢écologique particuliere. En effet, quelles que soient les conditions de
I'environnement, il se trouve toujours dans les sols des espéces microbiennes ammonifiantes
adaptées a ces conditions, sauf bien sire s'il s'agit de conditions incompatibles avec la vie.
L’ammonification est la transformation de 1’azote organique par lyse enzymatique qui aboutit
a la production d’ammonium. Elle est assurée par la microflore ammonifiante (bactéries et
champignons), qui intervient a des conditions trés variées de pH, d’humidit¢ ou de
température (Roger et Garcia, 2001). L'ammonification: les molécules issues du métabolisme
et présentes dans le milieu aprés excrétion, sont décomposées en ammoniac (une forme
minérale de l'azote) par des bactéries (Achromobacter, bacillus, Clostridium,

Corynebactérium, Flavobacterium, Nitrococcus, Proteus, Pseudomonas, Sarratia).

I11.2.2. Ecologie des communautés nitrifiantes du sol

La niche écologique est un des concepts théoriques de 1'écologie (Pocheville, 2011). Aussi, la
niche écologique correspond au réle d’une espeéce dans le fonctionnement de I'écosystéme.
Dans les sols, il semble qu’il y ait un certain niveau de différenciation entre les niches
¢cologiques des communautés AOA et AOB, principalement en relation avec le pH, les
concentrations de NHj et les formes organiques de 1’azote. En effet, des travaux antérieurs ont
révélé une forte abondance de génes amo4 AOA dans de nombreux sols acides (Leininger et
al., 2006 ; Boyle et al., 2008 ; Chen et al., 2008 ; Stopnisek et al., 2010 ; Isobe et al., 2012)
notamment aux pH inférieurs a 5,5 (Nicol et al., 2008 ; Gubry-Rangin et al., 2010 ; Yao et al.,
2013). Dans les sols fortement acides, I'abondance de I'AOA augmente ou reste inchangée
avec la diminution du pH, tandis que I'abondance des AOB diminue (He et al., 2007 ; Yao et
al., 2011 ; Taylor et al., 2012). Les travaux de Wessén et al., (2010) et Verhamme et al.,
(2011) ont également indiqué une préférence des AOA pour les sols ayant de faibles
concentrations en NH," et des teneurs en éléments nutritifs combinés sous forme organiques

assez faibles (Erguder ef al., 2009). Les investigations menées sur des bases de données issues
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des sols des régions tempérées ont révélé une forte influence de la composante
biogéographique sur la distribution des phylotypes AOA et AOB. Ainsi, Prosser et Nicol,
(2012) ont mis en évidence I’'importance de la capacité des oxydatrices de ’ammonium a
réaliser un développement mixotrophique. La présence de ce type de nitrifiants pourrait
expliquer les taux appréciables de nitrification, observées dans certains écosystémes pour

lesquels les sols ont une teneur ¢élevée en carbone (Stark et Hart, 1997).

Cependant, dans les sols tropicaux, trés peu d'études révelent l'effet des facteurs
environnementaux sur [’activit¢ des nitrifiants. Par exemple, [’embranchement de
Nitrosospira cluster 2 a été trouvé en grande abondance dans les sols acides (Boyle et al,
2008), et il a été suggéré qu’il pourrait étre plus fréquent dans les sols forestiers tempérés
froids que dans les sols tropicaux chauds (Avrahami et Conrad, 2005 ; Fierer et al., 2009).
Jusqu'a présent, les séquences du gene amoA4 des AOA et AOB ont été décrites a partir de sols
de foréts tropicales humides de Trinidad (de Gannes et al., 2014), de Porto Rico (Pett-Ridge
et al., 2013) et du Costa Rica (Carney et al., 2004) ainsi que de deux différents sols forestiers
subtropicaux en Chine (Yao ef al.,, 2011 ; Isobe et al., 2012). Comme pour beaucoup de sols
forestiers tempérés acides, les auteurs ont déduit que les AOA sont le principal groupe a
conduire la nitrification dans les sols forestiers tropicaux (Yao et al., 2011 ; Lammel et al.,

2015).

D’une maniére générale, les AOB ont en commun la capacité¢ d'utiliser 'ammoniac comme
source unique d'énergie et de dioxyde de carbone comme principale source de carbone
(Hooper et al., 1997) : ce sont des chimiolitho-autotrophes et des aérobies strictes, bien que
certaines espeéces de bactéries oxydatrices de I’ammonium soient trés tolérantes aux
environnements peu oxygénés ou anoxiques (Bodelier ef al., 1996). Par ailleurs, des études en
milieu marin, puis dans différents sols, ont montré I’existence mais également 1’importance
potentielle des archées oxydatrices de I'ammonium (AOA). D’autres travaux ont également
rapporté que les AOA sont des acteurs potentiellement importants du cycle de 1'azote dans de
nombreux écosystémes, méme si certaines exceptions peuvent étre observées en termes
d'abondance d'AOA (Caffrey et al., 2007 ; Santoro et al., 2008). Par ailleurs, les auteurs ne
s’accordent pas sur la prédominance entre AOA et AOB, qui pourrait varier suivant les

conditions biotiques et abiotiques du sol (Prosser et Nicol, 2012).
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Des travaux antérieurs ont également montré que la salinité était un facteur important capable
de déterminer la diversité de la structure de la communauté d'AOA (Francis et al., 2005 ;
Mosier et Francis, 2008) et leur distribution spatiale (Sahan et Muyzer, 2008).

Selon ces auteurs, il est probable qu’en plus des especes AOA tolérantes a la large gamme de
conditions de salinité (en milieu marin ou y compris en sols salés), certains écotypes d'AOA
soient spécifiques a une niche étroite. En effet, il semble que les AOA aient une grande
diversité écologique et phylogénétique (Erguder et al., 2009). Des analyses quantitatives
moléculaires réalisées sur des échantillons de sol indiquent que les AOA sont plus dominants
que les AOB dans la majorit¢ des sols ayant des valeurs de pH aussi faibles que 3.7
(Leininger et al., 2006; He et al., 2007; Boyle et al., 2008). Il semble qu’en général les
¢cotypes d'AOA dans les terres arables soient plus tolérants aux valeurs de pH faibles que les
écotypes AOB (Erguder et al., 2009). De la méme maniére, il semble qu’il y ait une forte
différenciation de niche écologique entre les Nitrobacter et les Nitrospira dans les sols. Par
exemple, Le Roux et al., (2016) ont caractérisé et prédit les réponses de groupes fonctionnels
microbiens clés du sol aux changements globaux multifactoriels ; ils ont constaté des réponses
contrastées entre trois groupes de bactéries oxydtrices du nitrite. Selon ces auteurs, les
Nitrobacter affiliés a N. hamburgensis, les Nitrobacter non affiliés a N. hamburgensis et les
Nitrospira, pourraient constituer 3 groupes fonctionnellement bien distincts possédant des
traits écophysiologiques contrastés. Les NOB de type Nitrospira ont des constantes de demi-
saturation faibles pour NO, et O, alors que les NOB de type Nitrobacter se comporte mieux
dans des conditions de haute disponibilité en NO; et O, (Schramm ef al., 2000; Wagner et al.,
2002). Ainsi, Bock et al. (1983) ont également montré que certains Nitrobacter, comme N.
hamburgensis, peuvent avoir un meilleur développement en condition de mixotrophie
(capable d’utiliser de facon concomitante NO; et le carbone organique) et ont une meilleure

performance sous des teneurs en O, relativement faibles.

Toutefois, il existe une diversité parfois importante en termes d’écophysiologie et de traits
fonctionnels au sein de chacun de ces groupes. Cette diversité fonctionnelle a été suggérée par
French et al., (2012) et Prosser et Nicol (2012) respectivement pour les AOA et AOB. Plus
récemment, Xie et al. (2014) ont démontré 1’existence d’une diversité fonctionnelle
substantielle au sein des AOA et AOB. Ces auteurs ont ainsi rapporté que les abondances des
principaux groupes de AOB de sols du plateau Tibétain étaient correlés positivement au
paturage, notamment les groupes 3a et 1-1. Le groupe 3a a été précédemment identifi¢é comme

un groupe majeur d’AOB promu par le paturage dans le sol des prairies (Le Roux et al,
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2008). Xie et al. (2014) ont également rapporté qu’au niveau des principaux groupes d’AOA,
une forte diversité fonctionnelle intragroupe a été observée. En effet, I'un des 5 principaux
groupes (M1) représentant respectivement 81,1 %, 49,9 % et 8,7 % d'AOA a réagi
négativement au paturage soumis a différents traitements par perte d’abondance. En revanche,
les 4 autres principaux groupes d'AOA dans ce sol (M2, M4, M5 et arable) ont réagi
positivement au paturage par augmentation d’abondance. Xie et al, 2014 ont expliqué que,
I'augmentation apparente de l'abondance de 'AOA avec le paturage résulte en fait d'une
augmentation marquée de 1'abondance de plusieurs groupes AOA parallélement & une forte
diminution de 1'abondance relative d'AOA du groupe M1.

Par exemple au niveau des communautés nitrifiantes du sol, Yan et al. (2003) et Banerjee et
Siciliano (2012) ont révélé d’importantes différences dans 1'écophysiologie et les réponses des
communautés bactériennes porteuses des génes fonctionnels nirS et nirK. Par ailleurs, Xie et
al. (2014) ont affirmé que parmi les nirK, les abondances des communautés déterminées par
le biais des geénes fonctionnels codant pour de 4 groupes majeurs (I-2, II-1, II-3 et III) ont
¢galement été corrélées positivement au paturage (en continu et saisonnier) comparé a un
traitement sans paturage (témoin), leur abondance étant positivement liée a la concentration
de nitrate et négativement a la concentration de C du sol. En revanche, I'abondance des
dénitrifiants appartenant au groupe nirK I-1 a diminué avec le paturage et a été positivement

corrélée a I'humidité et au carbone.

Parallélement, la plupart des groupes de nirS n'ont pas répondu de maniere significative au
paturage, ou ont affiché des abondances les plus élevées. La plupart des derniers groupes (I-1,
I-2, TI1-3) ont été correlé¢ négativement au pH du sol et, dans une moindre mesure, au nitrate
du sol. En revanche, deux groupes majeurs de nirS (I1I-1 et I11-4) ont répondu négativement a
l'intensité¢ du paturdge. Cela demontre bien qu’une grande diversité fonctionnelle existe dans

le grand groupe des dénitrifiants de type nirK et nirS.

I11.2.3. Ecologie des communautés dénitrifiantes du sol

La dénitrification dépend d’un grand nombre de micro-organismes taxonomiquement divers
et qui ont acquis la capacité de dénitrifier par l'intermédiaire de différents mécanismes
évolutifs (Tiedje et al., 1983). La dénitrification dans le sol est principalement effectuée par
des bactéries hétérotrophes aérobies facultatives, telles que certaines espéces de
Pseudomonas, Bacillus et Paraccocus, et des bactéries autotrophes, comme Thiobacillus
denitrificanes (Philippot et al., 2007 ; Demaneche et al., 2009). La dénitrification se retrouve
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¢galement chez quelques archaea (Cabello et al., 2004, Bartossek et al, 2010) et des
champignons (Shoun et al, 1992 ; Hayatsu et al., 2008), Ascomycetes (par exemple
Fusarium oxysporum, Fusarium Solani, Cylindrocarpon tonkinense et Gibberella fujiuroii) et

Basidiomycétes (par exemple, Trichosporon cutaneum).

L'importance de la dénitrification en tant que voie significative de perte d'azote dans les
écosystemes. Cependant, les sols tropicaux sont considérés comme les plus grandes sources
naturelles de NO et de N,O en raison de la combinaison des facteurs climatiques, des
propriétés du sol et de I’importante rapidité avec laquelle 1’azote est recyclé (Davidson et al.,
2001; Neill et al., 2005 ; Stehfest et Bouwman, 2006). Toutefois, certaines études ont montré
que les sols forestiers tropicaux sont caractérisés par une capacit¢ de dénitrification
généralement plus faible que les sols forestiers tempérés, avec une plus grande variabilité
temporelle et spatiale due aux conditions ¢édaphiques (Robertson et Tiedje, 1988 ; Xu et Cai,

2007 ; Zhang et al., 2014).

Par ailleurs, des études indiquent que de nombreuses propriétés du sol peuvent affecter les
communautés dénitrifiantes et les taux de dénitrification dans les sols y compris tropicaux : le
pH, le potentiel redox, la pression partielle d'O,, les taux de C et N organiques disponibles et
la concentration de NOj;". Par exemple, les abondances des génes de dénitrification (nirS et
nosZ) plus élevées dans un inceptisol (classification taxonomique du sol) qu'un oxisol
(classification taxonomique du sol) en forét tropicales humides de Porto Rico, ont été
positivement corrélées avec les concentrations de C, N et P du sol (Stone et al., 2015). Yu et
al., (2014) ont constaté que 1'abondance des copies des genes norB et nosZ était positivement
corrélée avec le pH du sol. Ces auteurs ont également affirmé que les flux de NO et N,O des
sols forestiers acides (pH 4,4-4,7) étaient plus faibles que dans les sols de terres agricoles a
pH plus élevé (5,0-5,3) dans une région subtropicale de la Chine. La composition des especes
végétales a ¢galement été suggérée comme un facteur important dans la détermination de la
distribution et de 1'abondance des dénitrifiants dans le sol (Bremer et al., 2007 ; Le Roux et
al., 2013). Cependant, jusqu'a présent, une seule étude a examiné l'influence de la
composition des especes végétales (facteurs distaux vs facteurs proximaux) sur l'abondance
des genes fonctionnels du sol N dans les sols tropicaux (Reverchon et al., 2015). Lammel et
al., (2015) ont constaté que les sols de forét tropicale vierge en Amazonie présentaient une
teneur en N et une abondance plus importante de genes dénitrifiants (nirK et nosZ) que les
paturages et les champs de culture, cette abondance des geénes dénitrifiants (nirK et nosZ)

étant corrélée aux émissions de N,O.
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Par exemple, le pH du sol est I'un des principaux facteurs qui controlent 1'activité microbienne
a grande échelle et le rapport N,O/N, pour la dénitrification (Simek ez al., 2002 ; Liu et al.,
2010), apparemment en raison de l'affaiblissement du fonctionnement de la N,O-réductase a
faible pH (Simek et al., 2002 ; Zhu et al., 2013). A I’inverse, Xu et Cai (2007) ont montré que
la capacité de dénitrification n'était pas corrélée au pH du sol dans les sols subtropicaux
humides, mais a la teneur en carbone organique. En outre, aucune corrélation entre le pH du
sol et le taux de dénitrification n'a été observée dans six types de sols forestiers dans
différentes zones climatiques (foréts tempérées, tropicales et subtropicales (Zhang et al.,
2009). Toutefois, Yu et al., (2014) ont signalé que le faible pH du sol (<4,7) a diminué les
taux de dénitrification et les émissions de NO et de N,O dans les sols forestiers subtropicaux
de Chine. Zhang et al. (2014) ont montré que le potentiel redox, plutot que le pH du sol ou le
carbone organique, était la principale variable du sol influengant la capacité de dénitrification
et I'abondance des dénitrifiants dans les sols foréts subtropicales de Chine. Etant donné que la
dénitrification se produit lorsque 1’O, du sol devient limitant, les dénitrifiants sont
probablement plus répandus et plus résistants dans les sols tropicaux en raison de leur

environnement rédox (Pett-Ridge et al., 2000).

Pett-Ridge er al. (2006) ont effectu¢ une expérience d'incubation en condition redox
fluctuante et en utilisant des sols de foréts tropicales de Porto Rico. Ils ont constaté que la
dénitrification tendait a étre la plus ¢élevée dans les sols qui avaient été anoxiques pendant
plusieurs semaines. Ces résultats indiquent que les dénitrifiants pourraient dominer dans des
situations ou 1'O; est limitant de fagon constante, alors que les microbes qui sont a 1'origine de
la DNRA (réduction de nitrates en ammonium) peuvent étre plus compétitifs pour le NOs’
dans un environnement redox fluctuant (Tiedje, 1988). D'autre part, des transitions oxiques /
anoxiques fréquentes peuvent également inhiber l'expression de 1'oxyde nitreux réductase, car
son activité est plus sensible a O, comparée a d'autres enzymes dénitrifiantes (Morley et al.,

2008).

Les dénitrifiants peuvent avoir différents génes impliqués dans la dénitrification (Zumft et
Kroneck, 2006 ; Jones ef al., 2008). De méme, alors que certains micro-organismes hébergent
toutes les enzymes impliquées dans le processus de la dénitrification et peuvent
potentiellement réaliser la voie compléte, d'autres manquent du géne de 1'oxyde nitreux
réductase et ne produisent que du N,O comme produit final de dénitrification (Philippot et al.,
2011). Jusqu'a récemment, la dénitrification était le seul processus biologique connu qui

réduisait le N,O par la N,O réductase codée par le gene nosZ (Chapuis-Lardy et al., 2007).
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Cependant, une nouvelle lignée de la N,O-réductase (nosZ appartenant au clade II), abondante
et répandue dans les sols, a été identifiée (Jones et al,, 2013 ; Orellana ef al., 2014 ; Sanford et
al., 2012). En effet, Sanford et al., (2012) et Jones et al., (2013), ont identifi¢ ces geénes
comme ¢étant des réducteurs de N,O possédant des séquences nosZ atypiques, qui sont des
facteurs potentiels de la réduction du N,O dans les sols. Ainsi, la compréhension de 1'écologie
de ce groupe fonctionnel est potentiellement importante pour atténuer les émissions de N,O
des sols. Ce clade de réducteurs de N,O, nouvellement identifié, est diversifié et répandu dans
les environnements terrestres (Jones et al., 2013), mais 1'écologie de ce groupe est encore
largement inconnue. Les organismes dénitrifiants peuvent avoir différentes combinaisons de

genes impliqués dans la voie de dénitrification (Zumft et Kroneck, 2006 ; Jones et al., 2008).

I11.2.4. Ecologie des communautés fixatrices du diazote du sol

La fixation biologique de N est la plus grande nouvelle source naturelle d’azote dans la
plupart des écosystémes terrestres (Galloway et al., 2004). Cette fixation de l'azote est en
réalit¢ la réduction biologique de l'azote atmosphérique en ammonium, une étape qui est
essentiellement réalisée par des bactéries qui hébergent le géne nifH, un géne clé codant pour
la partie structurelle de la nitrogénase, la nitrogénase réductase (Reed et al., 2011). Au cours
de ce processus, les microorganismes diazotrophiques symbiotiques et libres réduisent 1’azote
atmosphérique (N,) sous sa forme biologiquement active et disponible. Par ailleurs, le géne
nifH, codant pour la sous-unité reductase de la nitrogénase, l'enzyme qui catalyse cette
réaction, a ¢été¢ largement utilis€ comme marqueur génétique pour étudier la diversité et
'abondance des diazotrophes (Zehr et al., 2003; Gaby et Buckley, 2011). Des études réalisées
dans la forét tropicale humide du Costa Rica ont montré que les sols étaient dominés par des
clones nifH apparentés au genre Heliobacterium (Phylum Firmicutes), ainsi que
Gluconacetobacter, Methylobacterium, Azospirillum et Zymomonas (toutes des alpha-
protéobactéries; Reed et al., 2010).

Par exemple, des études antérieures réalisées sur des communautés diazotrophes des foréts
tropicales primaires et secondaires de 1’ouest du bassin de I'Amazonie (Brésil), ont rapportées
que celles-ci étaient généralement ubiqitaires. De plus, ces auteurs ont montré que ces
communautés étaient principalement composées de nombreuses alpha et béta-protéobactéries

(par exemple, celles des genres Azospirillum, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
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Meéthylobactérie, Burkholderia), Firmicutes (par exemple, Paenibacillus, Heliobacterium), et
de cyanobactéries (par exemple, Nostoc, Anabaena ; Mirza et al., 2014). En outre, jusqu'a ces
derniéres années, les diazotrophes libres étaient la forme dominante des bactéries fixatrices
d'azote dans les sols forestiers tempérés et les diazotrophes symbiotiques étaient la forme
dominante des bactéries fixatrices d'azote dans les foréts tropicales, ou les [égumineuses sont
communes (Cleveland et al., 1999). Cependant, des études récentes réalisées dans les foréts
tropicales indiquent que les bactéries fixatrices de I'azote vivant librement dans la litiére et
dans le sol peuvent étre plus importantes qu'on ne le pensait (Hobbie et Vitousek, 2000 ;
Hedin et al., 2009, Reed et al., 2013). Par ailleurs, les écosystémes tropicaux sont caractérisés
par des taux de fixation de I'azote beaucoup plus élevés que la moyenne qui peuvent refléter
I'hétérogénéité spatiale treés faible des facteurs abiotiques affectant la dynamique de la
communauté diazotrophique (Reed et al.,, 2010). Alors que de nombreux sols tropicaux ont
généralement des teneurs faibles en éléments nutritifs, il existe une grande hétérogénéité
spatiale et temporelle de la disponibilit¢ des éléments nutritifs, méme pour des sols fortement
altérés (Townsend ef al., 2008). La distribution et I'activité¢ des organismes fixant 1'azote dans
les sols forestiers tropicaux sont principalement régies par I'humidité (Cusack et al., 2009), le
rapport C/N (Vitousek et al., 2002) et la disponibilité du P et du molybdéne (Pearson et
Vitousek, 2002 ; Wurzburger ef al., 2012). Par ailleurs, Stone et al. (2015) ont trouvé que les
Inceptisols (classification taxonomique) (sols riches en minéraux primaires) peuvent fournir
un environnement plus favorable aux communautés diazotrophes mais également aux
communautés dénitrifiantes par rapport aux Oxisols (sols acides, riches en minéraux
secondaires Fe et Al) dans deux foréts tropicales typiques de Porto Rico. En effet, des taux de
perte d'azote plus élevés dus a la lixiviation dans les horizons profonds des Inceptisols
pourraient produire une rétroaction sur les processus du cycle N de surface, augmentant la
demande microbienne en N et stimulant finalement la fixation de l'azote. De plus, les
conditions anaérobies peuvent augmenter significativement les taux de fixation de l'azote
biologique car 1'0; inhibe l'activité de 1'enzyme nitrogénase. La teneur en eau est un facteur
important dans la régulation des taux de fixation de l'azote biologique (Hicks et al., 2003).
Les concentrations en P et les oligo-éléments jouent un role important dans la régulation de la
fixation de 1'azote dans les foréts tropicales. La forte demande en P des diazotrophes pour
fournir les grandes quantités d'énergie requises par ce processus crée un potentiel de
limitation de la fixation symbiotique de I'azote. En outre, dans de nombreuses foréts tropicales
de basse altitude, le phosphore est 1i¢ a des minéraux et a de la mati¢re organique tres altérés.

Les microorganismes sont capables de libérer ce P en exsudant des enzymes notamment des
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des phosphatases et leur synthése nécessite de grandes quantités de N (Pajares et Bohannan,

2016).

Ainsi, la fixation d'azote dans les foréts tropicales peut conférer un avantage compétitif aux
diazotrophes en facilitant l'absorption de P (Houlton et al., 2008). En accord avec ces
affirmations, certaines études expérimentales ont montré que le phosphore stimule ce
processus (Reed et al., 2007), et augmente 1'abondance et la diversité des diazotrophes libres
dans ces écosystémes (Reed et al., 2010). Par ailleurs, la phylogénie du geéne nifH se
diversifie trés rapidement et de nouveaux organismes diazotrophes sont régulierement

découverts (Zehr et al., 1998; Zehr et al., 2000).

IV. Estimation de I'abondance de séquences de génes microbiens
IV.1. ADN environnementale (ADNe)
IV.1.1. Définition et historique

L’ADN environnemental (ADNe) est défini comme I’ADN pouvant étre extrait a partir
d’échantillons environnementaux, tels que 1’eau, le sol ou les feéces, sans avoir besoin d’isoler
au préalable des organismes cibles. Il a été cité pour la premiére fois en 1987 par des

microbiologistes (Ogram et al., 1987).

Ce terme a réellement émergé dans les années 2000, avec diverses études menées sur les
microorganismes présents dans le sol et dans I’eau (Rondon et al., 2000). Ce n’est que bien
plus tard que les études ont été étendues a la méiofaune puis a la macrofaune (Bhadury et al.,
2006 ; Ficetola et al, 2008). L'ADNe est constitué d'un mélange d'ADN intracellulaire
provenant de cellules vivantes et d'ADN extracellulaire issu de cellules dont la structure a été
dégradée (Taberlet ef al., 2012). 11 est caractérisé par un mélange complexe d'ADN nucléaire,
mitochondrial ou chloroplastique provenant de différents organismes. La technique de
détection d’espéces par I’ADNe est aussi bien utilisée pour les milieux terrestres (avec entre

autres l'analyse des feces, des poils ou méme du sol) que pour les milieux aquatiques.
IV.1.2. Persistance

Par ailleurs, une fois libéré dans I’environnement, I’ADN va étre dégradé par des facteurs
biotiques (bactéries, champignons, endonucléases, etc.) et abiotiques (radiations UV, acidité,

température, etc.), ou persister dans le milieu en étant adsorbé sur des particules organiques
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ou inorganiques (Dejean et al., 2011) capabes de le protéger de la dégradation (Pedersen et
al., 2015). En général, des conditions froides et seches permettent de ralentir la dégradation de
I’ADNe. Dans des sols ou dans des sédiments lacustres ou marins, la persistance de I’ADNe
peut varier de quelques mois a plusieurs milliers d’années en fonction des conditions

environnementales (Dejean ef al., 2011).

IV.1.3. Importance et application en microbiologie du sol

La détection de 'ADN d'un organisme dans un environnement témoigne de la présence
actuelle ou trés récente de cet organisme dans le milieu échantillonné. En effet, L'ADNe peut
étre utilis¢ a de multiples fins. Par exemple dans le cas (1) d'une approche spécifique
(barcoding ADNe) afin de détecter une espece cible (espeéce rare, cryptique, menacée ou
invasive) ou bien dans le cas (2) d'une approche multispécifique (metabarcoding ADNe) afin
d'évaluer la biodiversité d'un milieu terrestre ou aquatique en s'intéressant a un ou plusieurs
groupes taxonomiques (Taberlet et al,, 2012). Il permet la détection d’une espéce quel que

soit son stade de vie ou son sexe.

IV.2. PCR quantitative (QPCR)
IV.2.1. Définition

La réaction en chaine par polymérase en temps réel (PCR en temps réel) ou PCR quantitative
(qPCR) est une méthode particuliere de réaction en chaine par polymérase permettant de
mesurer la quantité initiale d'ADN présente dans un échantillon. En réalité, la PCR
quantitative mesure le nombre d'amplicon, qui est la portion d'ADN définie par un couple

d'amorces (Coulpier, 2006).

IV.2.2. Historique

Russell Higuchi fut 'un des premiers a faire I’analyse des cinétiques de la PCR (polymerase
Chain Reaction) en élaborant un systéme qui détectait le produit de la PCR au fur et a mesure
qu’il s’accumulait. Ce systéme en « temps réel » utilisait le bromure d’éthidium comme agent
intercalant dans chacune des réactions d’amplification et un thermocycleur modifié¢ pour

stimuler 1’émission des échantillons par rayonnements ultra violet. L’émission de la
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fluorescence était détectée a l’aide d’une caméra CCD (charge-coupled device). Une
augmentation de I’émission de la fluorescence était observée lorsque le bromure d’éthidium
se fixait a I’ADN double brin produit au cours de I’amplification. En tragcant I’augmentation
de I’émission de fluorescence en fonction du nombre de cycles, le systéme produit des
courbes d’amplification exhibant un schéma plus complet du processus de la PCR que la
simple détermination d’amplicons (produits d’amplification) accumulés en fin d’amplification

(Higuchi et al., 1992).

IV.2.3. Importance et application en microbiologie du sol

La réaction en chaine par polymérase en temps réel est une technologie ayant de nombreuses
applications, basée sur une réaction enzymologique, la PCR et sur la mesure en continue de
son produit. A chaque cycle d’amplification, la quantit¢ d’ADN total ou d’amplicon est
mesurée grace a un marqueur fluorescent. L’obtention de la cinétique complete de la réaction
de polymérisation permet d’obtenir une quantification absolue ou relative de la quantité
initiale d’ADN cible, ce qui était trés difficile a obtenir sans biais en PCR en point final.

L’intensité de fluorescence émise a chaque cycle PCR est mesurée par un thermocycleur
couplé a un spectrofluorimétre. En réalité, une expérience de qPCR exprime une « expression
relative », c’est-a-dire une variation de I’expression d’un gene entre deux échantillons. Par
ailleurs en cas de mesure de I’expression d’un gene, la méthode qPCR révele le nombre
d’ARNm spécifique des échantillons. Ainsi, cette méthode permet 1’amplification d’une

région de I’ARNm avec des oligos et une sonde fluorescente (Coulpier, 2006).
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I. Présentation de la mise en place des expérimentations

1.1. Localisation de la zone d’étude

L'étude a ét¢ menée dans la zone de savane guinéenne du centre de la Cote d’Ivoire, pres de la
réserve de Lamto (6 °13 latitude Nord et 5 °02 longitude Ouest, 105 m d’altitude) (Lamotte et
Tireford, 1988), précisément dans le village d’Ahérémou 2 (Figure 3). Des parcelles de
jacheres ont été mises a la disposition du projet « Valorisation des jacheres a base de
Chromolaena odorata par la pratique d’une agriculture soutenable dans la zone des savanes
humides en Cote d’Ivoire » (PAES-UEMOA) par les paysans sur la base du volontariat.
Ainsi, neuf parcelles de jachére a base de Chromolaena odorata consécutive a une succession
de culture vivriere (banane plantain, igname, manioc), et dont 1’age variait de 1 a 10 ans

(Figure 3), ont été sélectionnées pour cette étude.
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Figure 3. Image montrant ’emplacement de la zone d’étude en Cote d’Ivoire (Ville de Toumodi) et
I’emplacement des parcelles d’étude dans la zone (Source : Traoré, 2016)

I.2. Caractéristiques du milieu naturel de la zone d’étude

1.2.1. Climat
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Le climat de la région de Lamto est de type intertropical & pluviométrie bimodale, caractérisé

par deux saisons des pluies et deux saisons seches (Pagney, 1988 ; Le Roux, 2000) :

- (1) une grande saison des pluies, de mars a juillet;
- (i1) une petite saison se¢che, en aoit ;
- (ii1) une petite saison des pluies, de septembre a novembre ;

- (iv) une grande saison se¢che, de décembre a février ;

Ce schéma classique de répartition des saisons est susceptible de connaitre d’importantes
modifications d’une année a 1’autre, en raison de I’irrégularité du régime hydrique de la zone.
Les données climatologiques recueillies a la station de Géophysique de la réserve de Lamto,
couvrant la période 2002 a 2015 ont permis de décrire clairement I’évolution du climat. Ainsi,
le diagramme ombrothermique de la zone d’¢tude (Figure 4 a, b, ¢) montre 1’occurrence
effective de quatre saisons climatiques bien marquées. Les précipitations moyennes annuelles
oscillent autour de 1200 mm et la pluviométrie moyenne sur les dix années (2002-2012)
précédant la phase expérimentale de notre étude est de 1258 mm (Figure 5). La pluviométrie
annuelle observée est de 1106 mm, 992 mm et 1436 mm respectivement en 2013, 2014 et

2015 (Figure 4).
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Figure 4. Diagramme ombrothermique de la région de Lamto sur les 3 années d’experimentations :
() 2013; (b) 2014 (c) 2015 (Source : Station géophysique de Lamto, Cote d’Ivoire)
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Figure 5. Diagramme ombrothermique de la région de Lamto sur les 10 ans avant 1’étude (2002-2012)
(Source: Station géophysique de Lamto, Cote d’Ivoire)

1.2.2. Humidité de ’air

Les fluctuations des moyennes mensuelles de I’humidité de ’air sont fortes. En effet, les
valeurs moyennes obtenues avec les données de 2002 a 2015, représentant les 13 années,
varient entre 64 et 83 %, avec une moyenne de 77 %. Les moyennes les plus faibles sont
enregistrées en janvier et février, et les plus fortes entre juin et juillet, période ou les

précipitations sont les plus abondantes (Figure 6). Les variations interannuelles sont faibles.
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Figure 6. Variation de la valeur moyenne mensuelle de I’humidité de 1’air de la région de Lamto, de
2002 a 2015 (Source: Station Géophysique de Lamto, Cote d’Ivoire)
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1.2.3. Température

La température de 1’air est généralement élevée, avec une moyenne annuelle de 28 °C, des
minima mensuels variant entre 23,49 et 24,50 °C, et des maxima entre 29,54 et 32,87 °C
(données de la Station Géophysique de Lamto, Cote d’Ivoire). Les températures les plus
¢élevées se situent en février et en mars. Les plus basses sont observées en juillet et aott, c'est-
a-dire entre les deux pics pluviométriques (Figure 7). Entre 2002 et 2015, la température
mensuelle moyenne est restée relativement constante d’une année a I’autre sauf pendant le

mois d’avril ou une Iégére baisse est observée.

40

35

Température de I'air (°C)

20 ce-M--- Minima
15 - = ® = Maxima
10 - ~—l— Moyenne
5 -

0

Figure 7. Variation de la valeur moyenne mensuelle de la température de 1’air de la région de Lamto,
pour la période 2002-2015 (Source: Station géophysique de Lamto, Cote d’Ivoire)

L.3. Végétation

Les parcelles d’étude sont des jachéres dont 1’dge varie entre 1 a 10 ans, consécutive a une
succession de cultures d’igname, de banane et de manioc. Ces jacheres sont des brousses a
Chromolaena odorata qui, malgré leur apparente homogénéité, abrite environ 78 espéces
végétales (Koné, 2009). Ces espeéces sont réparties en 40 familles d’Angiospermes (32
Dicotylédones et 8 Monocotylédones). Le groupe le plus représenté est celui des

légumineuses, avec 14 taxons dont 10 Papilionaceae, 2 Caesalpiniaceae et 2 Mimosaceae.
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1.4. Pédologie

Les sols de cette région sont majoritairement des acrisols (World Reference Base - IUSS
Working group, 2015) moyennement désaturés (Riou, 1974) reposant sur une roche meére
granitique. Les couches supérieures sont généralement de texture sableuse (60 a 80 % des
¢léments ont des tailles supérieures a 500 um). Les argiles sont constituées d'illites et de
kaolinites 1égerement cristallisées, avec une faible capacité d'adsorption (Delmas, 1967). Ces
sols sont des lixisols ou luvisols, accessoirement acrisols ou nitisols de la classification WRB
avec des couches supérieures de limon argileux (0-30 cm) et argile sablonneuse (30-70 cm) et
horizons pierreux (70 cm) (Koné et al, 2008a). Dans la classification frangaise CPCS
(Commission de Pédologie et de Cartographie des Sols) (1967), les sols sont considérés
comme des sols ferrugineux peu lessivés, jeunes, et des sols ferralitiques remaniés modaux a

appauvris (Perraud, 1971).

I1. Matériel végétal et choix méthodologiques

I1.1. Matériel végétal

Dans cette ¢tude, trois cultures ont été pratiqués soit en rotation, soit en continu. Ce sont le

mais et deux légumineuses alimentaires.

Le mais (Zea mays) a été choisi comme culture-test, en raison de son cycle de developpement
relativement interessant. La variété utilisée pour ces travaux est le «mais jaune, type
PIONEER ». Il s’agit d’un type de mais tres utilisé par les paysans de la zone d’étude. Cette
variété de mais a cycle semi tardif (110 a 130 jours) est issue du croisement entre le mais
jaune variété Bouaké et le mais blanc variété IRAT 8 (EXECO Agriculture, Abidjan, Cote

d’Ivoire).

Notre choix s’est porté sur le niébé (Vigna unguiculata (L.) Walp.) et le soja vert (Vigna
radiata (L.) R. Wilczek, 1954), légumineuses alimentaires appartenant a la famille des
Fabacées et trés répandues dans le monde notamment dans la plupart des pays d’Afrique
subsaharienne. En Cdte d’Ivoire et principalement dans la zone de savanes humides, ces
légumineuses sont cultivées pour la consommation familiale, la vente ainsi que le fourrage
des animaux. Par exemple, le soja vert est particuliérement proposé aujourd’hui comme une

précieuse source de protéines alternative au manque de protéines animales. En outre, elles
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sont prisées sur le marché local et entrent dans la confection de plusieurs mets (gateau, pain,
aliments infantiles, lait et yaourt etc.). Il est important de souligner que la valeur économique
des graines de soja vert sur le marché local (300 a 600 FCFA le kg) est quelque fois
supérieure a celle du café. D’une maniere générale, 1’utilisation des légumineuses dans la
présente étude avait pour objectif d’accroitre a la fois les rendements des cultures et la

diversification des sources de revenus des paysans.

I1.2. Choix méthodologiques

I1.2.1. Enquéte et sélection des parcelles paysannes

Ces travaux ont débuté par une enquéte informelle aupreés des autorités villageoises
d’Ahérémou 2, en vue d’identifier les paysans possédant des jachéres a base de Chromolaena
odorata dont 1’age est compris entre 1 a 10 ans. A I’issue de cette enquéte, 9 parcelles de
jachéres a Chromolaena odorata dont 3 jachéres agées de 1-3 ans, 3 autres de 4-6 ans et enfin
les 3 derni¢res agées de 7-10 ans ont été sélectionnées, début juin 2013. Par ailleurs ces
regroupements d’age de jacheres se sont appuyés sur les travaux de Bouadi (2009) réalisés
dans cette zone. Selon cet auteur, une enquéte sur I’utilisation des jachéres a base de
Chromolaena odorata a révélé que 4 % de la population interrogée pratique des jacheres de
plus de 10 ans, tandis que 44 % utilise des jacheres de 5 a 10 ans. Le reste de la population
active (52 %) se contente ou préféere des jachéres de 2 a 5 ans. Selon cette frange de la

population, cette période est suffisante pour régénérer la fertilité des sols.

I1.2.2. Délimitation des parcelles

Les parcelles expérimentales ont été délimitées a I’aide d’un décameétre de 50 m (Proact,
France) puis géo-référencées a 1’aide d’un GPS (Garmin, Oxford, Royaume Uni). Ces
parcelles (19 m x 12 m) étaient situées dans des zones en friche envahie par Chromolaena

odorata (Figure 10) et implantées sur les domaines d’exploitation de paysans.
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Figure 8. Apergu de la délimitation d’une parcelle de jachére a base de Chromolaena odorata agée de
5 ans avant le semis et la mise en place des itinéraires agricoles

I1.2.3. Dispositif expérimental

Les parcelles de Chromolaena odorata sélectionnées ont ét¢ marquées a 1’aide de pancartes
indiquant les différents traitements qui ont ét€¢ mis en place sur chacune d’entre elles. Ces
parcelles, réparties a 1’échelle du paysage, s’étendaient sur une superficie de 228 m? (12 m x
19 m) chacune. Chaque parcelle comprend six sous-parcelles de 20 m* (4 m x 5 m),
représentant chacun un traitement. Ces sous-parcelles étaient séparées par des allées larges de
2 m (Figure 9). 1l s’agit d’un dispositif en blocs aléatoires complet de 9 parcelles, composées

de 6 sous-parcelles composées chacune d’un traitement.

Sur chaque parcelle, le dispositif mis en place comprenait les six traitements (Figure 9)

suivants:

- 1 traitement : Sol désherbé cultivé en mais (témoin) + mais (bMM), caractérisé par le semis
de mais (1 cycle) sur le sol entiérement desherbé et débarassé des débris végétaux; puis de 3
cycles supplémentaires de mais en continu sans aucun apport sur le sol ; ce traitement
constitue le traitement-témoin.

- 2 “™ traitement : Brilis + mais, caractérisé par le semis du 1% cycle de mais aprés brilis de
Chromolaena odorata dont les cendres ont été réparties sur toute la surface de la parcelle
(sMM); puis trois cycles supplémentaires de mais, le brilis étant pratiqué avant chaque cycle

cultural;
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- 3°™ traitement : Mulching + mais, technique de paillage avec une rotation de mais continu

(mMM) ou la biomasse présente sur le terrain avant la plantation est coupée et répandue a la
surface du sol sur toute la superficie de la parcelle. Ainsi le semis pour le 1% cycle de mais est
pratiqué sur le mulch de Chromolaena odorata ; Et les 3 cycles de mais suivants sur les
résidus de récolte de la culture de mais précédente ;

- 4°™ traitement : Mulching + mais, technique de paillage avec une rotation mais-soja vert
(mMS); Le 1 cycle est une culture de mais sur le mulch de Chromolaena odorata, le second
cycle une culture de soja vert sur mulch de mais, puis mais sur résidus de soja vert et
finalement soja vert sur résidus de mais, pour respectivement les 3™ et 4™ cycles;

- 5™ trajtement : Mulching + mais, technique de paillage avec une rotation mais-niébé
(mMB); caractérisé par le semis pour le 1% cycle de mais sur le mulch de Chromolaena
odorata ; Le cycle suivant semé en nié¢bé sur résidus de mais et puis mais sur résidus de niébé
et enfin niébé sur résidus de récolte du mais;

- 6™ traitement : Sol nu + mais + engrais (fMM), caractérisé par le semis de mais pour le 1¢
cycle, sur le sol nu, prépar¢ comme dans le traitement témoin, c'est-a-dire désherbé et
débarass¢ des débris végétaux; puis suivi par trois autres cycles de mais. Chaque cycle
cultural dans ce traitement regoit un épandage d’engrais NPK (15-15-15) + 13 SOs + 9CaO

(15g-N m-*, N étant du sulfate d'ammonium) la veille du semis puis d’urée (10g-N m-?) le

40°™ jour aprés chaque semis de mais (Figure 10).
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Figure 9. Dispositif expérimental présentant la taille des sous-parcelles et les traitements appliqués :

(a)  Sol

Mulching+Mais+Mais+Mais+Mais
Mulching+Mais+niébé+Mais+niébé

nu

(témoin)

+Maist+Mais+Mais+Mais;
(d)

® Sol

Mais+H(NPK+Urée)+Mais+(NPK+Urée).

Mulching+Mais+Soja

(b)

vert+

Brilis+Mais+Mais+Mais+
Mais+Soja

Mais
vert

(c)
(e)

nut+Mais+(NPK+Urée)+Mais+(NPK+Urée)

I1.2.4. Préparation des parcelles et semis des cultures

11.2.4.1. Préparation des parcelles
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Le sol des parcelles a été préparé avant la mise en place des différents traitements. Cette
préparation a consisté a défricher a la machette les friches de Chromolaena odorata. Les
souches de Chromolaena odorata ont été déterrées. Les arbustes peu abondants, ont ensuite
¢té abattus, les troncs et les branches ont été¢ ramassés et jetés a I’extérieur des limites des
parcelles. La biomasse végétale de Chromolaena odorata obtenue aprés défrichage a été
utilisée différemment d’une sous-parcelle a une autre, en fonction des traitements mis en
place. Les résidus végétaux de Chromolaena odorata ont été séchés, puis brulés et la cendre
obtenue a été répartie sur toute la surface de toutes les sous-parcelles du traitement brilis. La
biomasse de Chromolaena odorata a été répandue sur toute la surface des sous-parcelles des
traitements de mulching. Les sous-parcelles témoins et fertilisées ont été défrichées et

débarrassées toute la biomasse végétale.

11.2.4.2. Semis des cultures et entretien des parcelles

Le mais a été semé a raison de 50 poquets par sous-parcelle ce qui correspond a 5 lignes de 10
poquets chacun. Ces poquets €taient espacés de 75 cm x 50 cm, soit 75 cm entre les lignes et
50 cm sur la ligne, avec 2 a 4 grains semés par poquet. Le semis a été réalisé a une profondeur
d’environ 3 a 4 cm. Deux semaines environ apres les premiers semis, un second et dernier
passage a ¢été effectué pour les poquets ou il n’y avait pas eu de germination. Par ailleurs,
deux semaines apres la germination, les plants excédentaires les moins vigoureux ont été
arrachés de fagon a obtenir la densité recherchée (2 savoir un pied de mais par poquet). Les
parcelles ont été sarclées manuellement trois fois, pendant la phase végétative des plants afin
d’¢éliminer les mauvaises herbes et permettre une bonne levée des jeunes plants. Le premier
sarclage a été réalisé pendant le démariage (15 jours aprés semis JAS). Le second sarclage a
été réalisé sur toutes les parcelles 40 a 45 jours apres le semis, c'est-a-dire au méme moment
que l'intervention pour 1’apport d'urée dans le traitement avec engrais. Enfin, un troisiéme
sarclage a été réalisé avant la récolte (a2 70 JAS). Un cycle de culture de mais a été réalisé¢
pendant la premiére année de culture (2013) sur toutes les parcelles, a partir du mois
d’octobre 2013 correspondant a la petite saison des pluies. Au cours de la deuxiéme année
d’expérimentation (2014), le mais a ét¢ semé uniquement sur quatre des six sous-parcelles
expérimentales, correspondant aux traitements (témoin-bMM), brilis (sMM), mulch-mais
(mMM) et fertilisant (fMM) en juin 2014 et octobre 2014.

Les légumineuses alimentaires (soja vert et niéb¢) ont été semées respectivement aux mois de

juin 2014, octobre 2014 et octobre 2015 (Figure 11) périodes correspondant respectivement a
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la grande et petite saison des pluies. Sur chaque parcelle, le niébé a été semé sur I’une des
sous-parcelles, a raison de 4 a 5 grains pour chacun des 250 poquets (poquets distants de 40
cm entre les lignes et 20 cm sur la ligne ; soit 10 lignes de 25 poquets) 3 & 4 mois apres la
récolte du mais. Sur les sous-parcelles de soja vert, 4 a 5 grains de soja vert ont été semés sur
les 400 poquets par sous-parcelle (poquets distants de 50 cm entre les lignes et 10 cm sur la
ligne ; soit 8 lignes de 50 poquets). Avant la mise en place de la culture de soja vert et de
niébé aux périodes indiquées ci-dessus, les résidus de récolte de la culture du mais ont été

utilisés pour recouvrir ces sous-parcelles en guise de paillage.

Pour les sous-parcelles fertilisées avec 1’engrais chimique, le NPK (avec N sous forme
d’ammonium) a été appliqué a une dose de 150 kg-N ha ™' (soit 15 g-N m-?) la veille du
semis. L application de ’urée s’est faite a la dose de 100 kg-N ha ' (10 g-N m-?) environ 40 a
45 jours apres le semis. L’épandage du NPK s’est fait sur toute la surface a cultiver le jour
précédent le semis et I'urée autour de chaque plant de mais. L’entretien des sous-parcelles a
¢té effectué a la houe, le premier étant intervenu entre 10 et 21 jours apres semis (Kling,
1991). Une mise en défend des sites de culture contre les attaques de rongeurs a également été

réalisée pour les derniers cycles de cultures (Figure 12).

Juin - Juillet s Octobre — Mars Juin—Juillet Octobre—Novembre
2013 2013 2014 2014 2014
l l l . l ) 28me Semis de mais,
Echantillonnage T0 : samis de mais sur Préparation 1¢ Semis de mais, s;?\?eﬁcttlsnisbrgals

Caractérisation toutes les parcelles des parcelles sojavertet niébe

initiale puis défriche
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3éf‘l¥e .
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3 éme cycle de mais sur toutes 4 éme cycle de culture mais 5eémecycle de culture  3eme Semis de
culture les parcelles soja \’/ert mais sur toutes les
et nidbé parcelles

Figure 10. Frise temporelle des différentes dates de prélévement et de succession des cultures
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JiRuLIS
B2 C v

Figure 11. Apercu de six sous-parcelles expérimentales: (a) brilistMais+Mais+Mais+Mais (b)
Mulch+Mais+Mais+Mais+Mais (¢c) Mulch+Mais+Niébé+Mais+Niébé (d) Mulch+Mais+Soja vert+ Mais+Soja
vert (e) Sol nu (témoin) +MaistMaist+tMais+Mais, et (f) Sol nu+MaistH(NPK+Urée)+Mais+(NPK+Urée)
Mais+(NPK+Urée)+Mais+(NPK+Urée), 20 jours apres les semis
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Figure 12. Vue d’ensemble des sous-parcelles expérimentales sur I'une des 9 parcelles lors du suivi et
entretien des parcelles

Figure 13. Apercu de cultures de soja vert (a) et de niébé (b) se développant sur paillis de
légumineuses (soja vert et niébé) 20 jours apres le semis

I1.3. Stratégie d’échantillonnage du sol

Pour caractériser 1’état initial du sol sur chaque parcelle c’est-a-dire avant application des
traitements, des sous-échantillons de sol ont été recueillis a 'aide d'une tariére (5 cm de

diamétre) a quatre profondeurs (0-10 cm, 10-20 cm, 20-30 cm, 30-40 cm) du sol au hasard a 5
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endroits distincts et mélangés pour obtenir un échantillon composite (Figure 14). Soit au total
quatre échantillons composites (un par profondeur) par parcelle. Les échantillons composites
ont ét¢ emballés dans des sacs en plastique a fermeture hermétique et transportés en
conditions réfrigérées dans une glaciére au laboratoire. Une fois au laboratoire, les
¢chantillons ont été séchés a 4 °C pendant 72 heures dans un réfrigérateur et tamisés a (2
mm). Des sous-échantillons ont été utilisés pour les mesures des activités enzymatiques, des
parametres chimiques (pH, phosphore assimilable, carbone organique et azote total) et des

¢léments nutritifs du sol (Ca, Mg, K).

Pour étudier I’effet des 6 traitements, trois autres échantillonnages ont été réalisés aux mois
de décembre 2014 (aprés 3 cycles de culture), juin 2015 (apres 4 cycles de culture) et
décembre 2015 (apres 5 cycles de culture) généralement dans les 24 h a 48 h avant I’epandage
d’urée. Les échantillons ont eté prélévés, transportés et conditionnés comme précédemment.
A chacune de ces dates de prélevement, et pour 1’horizon 0-10 cm seulement, un premier
sous-échantillon de chaque échantillon composite frais a été utilisé pour les mesures des
activités nitrifiantes, dénitrifiantes et pour 1’extraction du nitrite, nitrate et ammonium du sol,
alors qu’un second sous-échantillon a été conditionnné a -20 °C pour ’extraction d’ADN des
microorganismes du sol. Par ailleurs, a chaque date de prélévement et pour chacune des 4
profondeurs du sol, un sous-échantillon a été séché a 4 °C pendant 72 heures dans un
réfrigérateur et tamisé comme précédemment pour les mesures des activités enzymatiques
(phosphatasiques, glycosidasiques et deshydrogénasiques) et des mesures des parameétres

chimiques (pH, phosphore assimilable, carbone organique et azote total) du sol.

Figure 14. Technique de prélévement du sol a 1’aide d’une tariere
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II1. Mesures des activités enzymatiques potentielles des sols

I1.1. Activités phosphatasiques

Les échantillons de sol acheminés au laboratoire et conservés a 4 °C ont été utilisés pour la
mesure des activités phosphatasiques acides et alcalines dans le milieu réactionnel suivant :

- 400 pl de tampon (acétate 100 mM pH 5,6 ou Tris HCI pH 8) ;

- 100 pl de substrat (para-nitrophényl-phosphate 10 mM) ;

- 0,1g de sol.

L’incubation a 37 °C est conduite pendant 30 min avec un bain marie (Zhengji, Instruments
Co., Ltd. Jiangsu, China Model HH-W600). L’arrét de la réaction s’est fait par 1’ajout
successif de 1 ml de CaCl, (0,5 M) et de 2 ml de NaOH (0,5 M). Ce nouveau milieu
réactionnel obtenu a été centrifugé a 12.000 tours/min pendant 15 min dans une centrifugeuse
de marque SIGMA 3-16P selon la méthode de Tabatabai (1969) légeérement modifice. La
quantité¢ de para-nitrophénol libérée a ét¢ dosée au spectrophotometre (HACH DR/2010) a
410 nm. L’activité enzymatique a été exprimée en pmol de para-nitrophénol g de sol h™.

Les essais ont été réalisés en triple pour chaque échantillon de sol.

IIL.2. Activités glycosidasiques

Les activités N-acétylBD-glucosaminidasique et B-glucosidasique ont été mesurées dans le
milieu réactionnel suivant :

- 400 pl de tampon (acétate 100 mM pH 5,6 ou phosphate pH 5,6) ;

-100 pl de substrat (para-nitrophényl-fD-glucosaminide ou para-nitrophényl-pD-
glucopyranoside 10 mM)

- 0,2 g de sol.

L’incubation a 37 °C a duré 1 heure. L’arrét de la réaction et le dosage du para-nitrophénol
ont été réalisés selon les méthodes décrites par Eivazi et Tabatabai (1988) et Parham et Deng
(2000). L activité enzymatique a été exprimée en pmol de para-nitrophénol g de sol h™'. Les

essais ont été réalisés en triple pour chaque échantillon de sol.

IIL.3. Activité déshydrogénasique

Pour la mesure de I’activité déshydrogénasique, les échantillons de sol ont été utilisés dans le

milieu réactionnel suivant :
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-1g de sol
-1 ml de substrat (lodophenyl-nitrophényl-phenyltétrazolium chloride 0,5 %)

La solution a été vortexée, puis incubée a 25 °C pendant 24 heures. L’arrét de la réaction s’est
fait par 1’ajout de 5 ml d’acétone. Le nouveau milieu réactionnel obtenu a été vortexé, puis
homogénéisé a température ambiante a 120 tours/min pendant 2 heures grace a un agitateur
mécanique et centrifugé a 120 tours/min pendant 15 min selon la méthode de Thalmann
(1968) légerement modifiée. La quantit¢ de triphenylformazan libérée a été dosée au
spectrophotomeétre (HACH DR/2010) a 546 nm. L’activité enzymatique est exprimée en ug

de triphenylformazan g de sol h™'. Les essais ont été réalisés en triple.

111.4. Activité nitrifiante

La mesure de la nitrification du sol s’est faite selon les méthodes décrites par Niboyet et al.
(2011). La nitrification potentielle est définie par la production de nitrites et de nitrates pour
I’échantillon mesurée apres 0, 5, 24, 48 et 72 heures d'incubation dans des conditions aérobies
et d’ammonium non limitant. L incubation s’est déroulée dans une étuve agitatrice maintenue
a 28 °C, I’agitation permettant de maintenir I’aérobiose. Pour chacun des échantillons de sol a
chaque date (soit 6 traitements X 1 profondeur X 9 parcelles), un sous-échantillon de sol frais
(3 g de masse séche équivalente de sol) a ét¢ placé dans un flacon plasma de 150 ml. Du
sulfate d’ammonium (NHy),SOs, 2pug (NH4),SO4 g sol sec est ajouté dans une solution de 24
ml d’eau distillée. 1 ml de la suspension de sol est prélevé dans chaque flacon d’analyse a
chaque temps. Pour stopper toute activité microbienne, chaque suspension est filtrée a 0,2 um
et stockée a -20 °C avant analyse des teneurs en nitrites et nitrates avec un chromatographe
ionique (Thermo Scientific™ Dionex™ ICS-900 passeur AS, France). La cinétique obtenue
est quantifiée par une régression linéaire dont la pente a permis de rendre compte de la
production de NO;3 en pg N- NO; g’ de sol sec h'. D’aprés des analyses préliminaires
effectuées sur certains sols pour différents traitements aprés 3 cycles de culture, la quantité
d'ammoniaque ajoutée (2 pg de N-NH4 * g de sol) a été identifiée comme étant celle
permettant un taux de nitrification maximal. Pour la derni¢re date seulement, l'activité de
nitrification a également été mesurée pour chacun des 54 échantillons a un niveau
d'ammonium 5 fois plus élevée, c'est-a-dire 10 ug de N- NH4 * g de sol pour tester la

sensibilité de la nitrification a de plus forts niveaux d’ammonium.
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Par ailleurs, le Tableau 2 (partie A-synthése bibliographique) a permis de mettre en évidence
pour chaque étude, I'effet de la fertilisation sur la nitrification. Aussi cet effet a été exprimé
comme la variation en pourcentage par rapport a la nitrification dans des sous-parcelles
témoins non fertilisées, et traduit par le calcul suivant :

100 * ((Nitrif fertilisé — Nitrif non fertilis¢) / Nitrif non fertilisé¢) avec
Nitrif fertilisé = nitrification mesurée dans les sous-parcelles fertilisées

Nitrif non fertilisé= nitrification mésurée dans les sous-parcelles non fertilisées

II1.5. Activité dénitrifiante

La mesure de I’activité¢ de dénitrifiante du sol s’est faite selon le protocole décrit par Patra et
al. (2005). La dénitrification potentielle est quantifiée par la cinétique de production de
protoxyde d’azote (N,O) durant une incubation de 6 heures a 28 °C, dans des conditions
anaérobies (c’est-a-dire sans oxygene) et de substrats non limitants pour les dénitrifiants du
sol (c’est-a-dire apport de sources de carbone organique et de nitrate), en utilisant un
chromatographe en phase gazeuse (Agilent P200, Santa Clara, CA, USA). Pour chacun des
¢chantillons de sol a chaque date, un aliquote de sol frais (10 g de sol équivalent de masse
seche) a été placé dans un flacon de 150 ml. Pour parvenir aux conditions anaérobies, 1’air de
chaque flacon a été remplacé par de I’hélium (He). De plus, un ajout d’acétylene (C,H») a
permis d’inhiber 1'activité de I'oxyde nitreux réductase et éviter la production de diazote (N,).
Par ailleurs, la source d’azote a été réalisée par 1’ajout de nitrate de potassium (KNOs), a
raison de 50 pg N-NOs g sol sec (c'est-a-dire 50 ppm). Le glucose (500 pg C. g™ sol sec) et
l'acide glutamique (500 pg C. g de sol sec) ont été utilisés comme sources de carbone et
d’azote et apportés en solution dans chaque échantillon. L'humidité du sol a été portée a 100
% de la capacit¢ de rétention d'eau par ajout d’eau distillée dans chaque flacon. La
concentration de N>O atmosphérique contenu dans le flacon plasma a été mesurée toutes les
0,5 h pendant 6 heures d’incubation. La cinétique obtenue est quantifiée par une régression
linéaire dont la pente rend compte de la production de N,O en pg N-N,O g™ de sol sec h™'. La
production nette de N,O a également ét¢ mesurée sur les échantillons de sol gelé (soit 3,5 g de
sol équivalent de masse séche) en utilisant les mémes conditions expérimentales que la

dénitrification potentielle mais sans ajout d’acétylene (C,H,).

IV. Mesures des paramétres édaphiques du sol
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IV.1. Humidité du sol

L’humidité pondérale du sol a ét¢ mesurée selon la méthode d’Anderson et Ingram (1996).
Pour chacun des échantillons de sol de chaque date de prélévement, un sous-échantillon de 10
g de sol a été pesé dans un creuset de masse connue, porté a I’étuve ventilée a 105 °C pendant
24 h. Puis, I’ensemble creuset-échantillon a été refroidi dans un dessiccateur (pyrex, France)
et pesé a I’aide d’une balance électronique (denver instrument S-234 ; Fishersville, Virginia,
United States). Les résultats ont été exprimés en pourcentage (%). Trois répétitions ont été

réalisées.
IV.2. pHeau du sol

Les échantillons de sol ont été séchés pendant 72 heures a température ambiante puis tamisés
a I’aide d’un tamis a mailles de 2 mm (AFNOR, prolabo France). Le pHe,, du sol a été mesuré
pour chacune des quatre strates (0-10 ; 10-20 ; 20-30 ; 30-40 cm) lors du premier prélévement
puis uniquement pour la strate 0-10 cm aux trois autres dates de préleévements. Vingt (20)
grammes de sol ont été ajoutées a 50 ml d’eau distillée, représentant ainsi un rapport sol:eau
de 1:2,5. Apres 30 min d’agitation, la mesure du pHe,, du sol a été faite selon la méthode de

Anderson et Ingram (1993). Trois répétitions ont été réalisées.

IV.3. Concentrations en ammonium, nitrite et nitrate du sol

L’ammonium (NHy"), les nitrites (NO,") et les nitrates (NO3") des échantillons de sols ont été
extraits des sols sous agitation avec une solution de chlorure de calcium (CaCl,) a raison de
12 ml de solution pour 3 g de sol en équivalent masse seche, a 140 tours/min pendant 2
heures, a 10 °C. Ces suspensions sont filtrées avec des filtres avec la taille des pores allant de
0,8 um a 2pum et conservées a -20 °C. Celles-ci sont analysées par chromatographie ionique

afin de mesurer les quantités de NH,;", NO, et NO;'.

IV .4. Phosphore assimilable du sol

Le phosphore assimilable (Pagsimilable) @ €t€ extrait des échantillons, selon la procédure Bray-1
(Olsen et Sommers 1982). Sa concentration a été déterminée en utilisant un auto-analyseur
Technicon (Industrial Systems Technicon 1977 Tarrytown, New York, USA). Trois

répétitions ont été réalisées.

67



PARTIE B : Site d’étude, matériel et choix méthodologiques
IV.5. Carbone organique et azote total du sol

Le carbone organique (C. org) du sol a été déterminé apres calcination des échantillons de sol
au four a moufle suivant la méthode de Walkley et Black (1934). L’azote total (Ni) a été
déterminé apres minéralisation du sol suivant la méthode du Kjeldahl (BUCHI Speed Digester

K-425, Allemagne). Trois répétitions ont été réalisées.

IV.6. Composition en minéraux du sol

Le potassium (K), le magnésium (Mg) et le calcium (Ca) et d’autres oligo-minéraux ont été
analysés au microscope ¢€lectronique a balayage (SEM) a pression variable (SEM FEG Zeiss
Supra 40 VP). Ce microscope est équipé d'un détecteur de rayons X (Oxford Instruments)
relié¢ a une plateforme de microanalyse a spectrométrie de diffusion d'énergie (EDS) (Inca
cool dry, sans azote liquide). Environ 10 mg de 1'échantillon de sol ont été broyés puis
appliqués uniformément sur une plate-forme apprétée avec du carbone adhésif double face
pour analyse. Ces mesures ont ¢été réalisées uniquement pour les 36 échantillons de la

caractérisation initiale du sol dans les 4 profondeurs du sol (0-10 ; 10-20 ; 20-30 ; 30-40 cm).

V. Mesures des parameétres chimiques des plantes

V.1. Détermination de la concentration en azote dans les grains, les gousses, les feuilles,

les tiges et les racines des cultures

Pour la troisiéme date d'échantillonnage, environ 50 jours (correspondant au stade de la sortie
de l'inflorescence) avant la fin du 5°™ cycle de culture, trois plants de mais, de soja vert et de
niébé ont ¢été recueillis sur 18 des 54 sous-parcelles expérimentales (3 sous- parcelles par
traitement). Les racines, les tiges, les feuilles, les graines et les coques ont été triés et séchés a
45 °C dans une étuve ventilée (New Brunswick Scientific, EDISON, USA) pendant une
semaine. Les compartiments des plantes séchées ont été broyés individuellement pour obtenir
une poudre fine en utilisant un broyeur TissueLyser II (Qiagen, France) et des billes
métalliques. Trois (03) mg de poudre de chaque échantillon ont été placés dans des capsules
en ¢étain "Ultra Clean" de 5 x 8 mm (Elemental Microanalysis, Royaume Uni) et la
concentration en N a été mesurée a l'aide d'un analyseur élémentaire (Thermo FlashEA 1112,
ThermoElectron, USA). L'acide aspartique (10,52 % de N) a été utilisé pour la droite

d’étalonnage, et des étalons internes de feuilles de bouleau (2,12 % de N) ont été insérés tous
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les dix échantillons. Par ailleurs un dernier semis de mais a été réalisé juste aprés le 5™ cycle
de culture sur toutes les parcelles (fMM, sMM, bMM, mMM, mMS, mMB). A la fin de ce
cycle, un prélevement d’échantillons a également été réalisé a raison de trois plants de mais
par traitement (soit 3 plants de mais X 6 traitements) sur les 18 sous-parcelles expérimentales
échantillonnés ci-dessus. Cet échantilonnage complémentaire a été réalisé afin de déterminer
les concentrations de N dans les compartiments des plants de mais (racines, tiges et feuilles)
et les comparer a ceux du cycle précédent. Par ailleurs, ces mesures de concentration en N ont

¢galement été mesurées comme décrit précédemment.
V.2. Détermination des préférences nutritionnelles azotées de la variété de mais étudiée

Une manipulation en pots, en conditions controlées a ¢été réalisée afin de déterminer les
préférences nutritionnelles de la variété de mais étudiée. Ainsi, vingt (20) pots de 10 cm de
diametre x 21,5 cm de profondeur contenant 1,8 kg de sable ont été utilisés. Trois (3) grains
de mais ont été plantés par pot, et les plantes ont été cultivées dans une chambre climatique a
21 °C, araison de 16 heures d'ensoleillement par jour. Pendant 5 semaines, les plants de mais
ont été arrosés trois fois par semaine: 2 fois avec 80 ml d'eau distillée et une fois avec 80 ml
de solution hydroponique contenant 6 ppm de nitrate d'ammonium (quantités égales des deux
formes N). Aprés 5 semaines de culture, correspondant au stade 6 feuilles, les racines des trois
plantes gardées intactes de chaque pot ont été lavées délicatement avec de 1'eau distillée et ont
¢té¢ placées dans un bocal de 0,5 | rempli d'une solution nutritive avec un rapport
nitrate:ammonium de 5:1. Deux concentrations en N minéral total ont été utilisées: 6 ppm de
N minéral (5 ppm de N-NOs™ et 1 ppm de N-NH; *) et 17 ppm de N minéral (14,15 ppm de N-
NOs et 2,83 ppm de N-NH, ). 5 répétions ont été réalisées par concentration. Pour chaque
flacon, la solution a été prélevée avec une seringue (1,5 ml) au début de I'expérience et apres
25, 50, 75 et 100 minutes. Les échantillons ont été filtrés a 1’aide d’un filtre de 25 um et
stockés a -20 °C avant analyse par chromatographie ionique (Thermo Scientific ™ Dionex ™
ICS-900, France). Les taux d'absorption d'ammonium et de nitrate par les racines ont été
calculés a partir des diminutions linéaires des concentrations d'ammonium et de nitrate dans la

. ror . r -1 -1 . . \
solution avec le temps, et ont été exprimés en mg-N h™ g de racine de mais seche.

V1. Mesures des abondances et de la diversité des communautés nitrifiantes et
dénitrifiantes des sols

VI.1. Extraction et quantification de ’ADN des microorganismes du sol
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L’ADN des microorganismes du sol a été extrait a partir de 0,5 g de chacun des échantillons
(profondeur 0-10cm) pour chacune des 3 dernic¢res dates de prélévement (apres 3, 4 et 5
cycles de culture) a I’aide d’un Kit commercial Power Soil DNA Isolation Kit (MO BIO
laboratories, Carlsbad, CA, USA), suivant le protocole fourni par le fabricant. L’ADN extrait
a été quantifié¢ grace au Kit commercial Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Reagent and kit
(Molecular Probes, USA). La quantification de I’ADN a ¢été réalisée a I’aide d’un
spectrophotomeétre UV Xenius (Safas, Monaco) a 520 nm (Simonin ef al., 2016), et ’ADN

conservé a -20 °C pour les analyses ultérieures.

VI1.2. Quantification des abondances des nitrifiants et des dénitrifiants du sol

Toutes les quantifications ont été¢ effectuées en utilisant une gamme réalisée a 1’aide de
plasmides contenant les différents genes cibles : un plasmide contenant les geénes A0A-
amoA/AOB-amoA/nxrA/16S-Nitrospira et un autre plasmide contenant les geénes nirK, nirsS,

nosZ, narG et napA.
VI1.2.1. Quantification des abondances des nitrifiants du sol

Les abondances des microorganismes nitritants, AOA et AOB (respectivement Archaea
Oxydatrices de I’Ammonium et Bactéries Oxydatrices de I’Ammonium), ont ét¢ mesurées a
I’aide d’une réaction de polymérisation quantitative en chaine (qPCR). L’amplification du
gene cible a été réalisée a partir de 10 ng d’ADN du sol en utilisant respectivement les
amorces CrenamoA23f (5’-ATGGTCTGGCTWAGACG-3’) et CrenamoA6lér (5°-
GCCATCCABCKRTANGTCCA-3’) pour les AOA (Tourna et al., 2008) ; et AmoA 1F (5°-
GGGGHTTYTACTGGTGGT-3") et AmoA 2R (5’-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3)
pour les AOB (Rotthauvewe et al., 1997). Le volume réactionnel final était de 20 pl pour une
concentration de 0,75 uM de CrenamoA23f et 1 uM CrenamoA616r pour les AOA et 0,5 uM
pour chacune des amorces des AOB. A ce milieu réactionnel ont été ajoutés 2 % de sérum
d’albumine (BSA) et du Sybergreen Master Mix Qiagen dilu¢ de moiti¢. Les essais ont été
analysés en double sur le lightcycler 480 (Roche, Diagnostics, Meyland, France). Les
protocoles utilisés étaient les suivants : pour les AOA 15 minutes a 95 °C, 45 cycles
d’amplification (45sa 94 °C,45sa55°Cet45sa72°C)et 10sa 40 °C; pour les AOB 15
minutes a 95 °C, 45 cycles d’amplifications (30 s 294 °C,45sa 54 °Cet45sa72°C)et 15s
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a 80 °C. Les abondances des Nitrobacter sont mesurées par qPCR ciblant le géne de fonction
nxrA (Attard et al, 2010). L’amplification est réalisée a partir de 40 ng d’ADN de sol en
utilisant les amorces FlnorA (5’-CAGACCGACGTGTGCGAAAG-3’) (Poly et al., 2008) et
R2norA (5’-TCCACAAGGAACGGAAGGTC-3’) (Wertz et al, 2008). Le volume
réactionnel final est de 20 pl pour une concentration de 0,5 uM pour chacune des amorces. A
ce milieu réactionnel est ajouté du Sybergreen Master Mix Qiagen dilué de moitié. Les essais
ont été réalisés en double pour chaque échantillon sur un lightcycler 480 (Roche, Diagnostics,
Meyland, France), selon le protocole suivant : 15 minutes a 95°C, 45 cycles d’amplifications
(30sa95°C,45sas55°Cet45sa72°C). Les abondances des Nitrospira ont été mesurées
par pPCR ciblant un fragment du 16 S (71 paires de bases) de Nitrospira. L’amplification du
gene est réalisée a partir de 10 ng d’ADN de sol, en utilisant les amorces Ns675f (5°-
GCGGTGAAATGCGTAGAKATCG-3) et Ns646r (5°-
TCAGCGTCAGRWAYGTTCCAGAG-3") (Graham et al., 2007). Le volume réactionnel
final était de 25 pl pour une concentration de 0,4 uM pour chacune des amorces. A ce milieu
réactionnel sont ajoutés du Sybergreen Master Mix Qiagen (Qiagen, Courtaboeuf, France)
dilué de moitié. Les essais ont été réalisés en double sur un lightcycler 480 (Roche,
Diagnostics, Meyland, France), selon le protocole suivant : 15 minutes a 95 °C, et 45 cycles
d’amplifications (30 s 2 95 °C, 30 s a 66 °C et 1 min a 72 °C). Les abondances sont exprimées
en logarithme du nombre de copies du gene (amoA-AOA, amoA-AOB, nxrA, 16S-Nitrospira)

par gramme de sol sec.

VI1.2.2. Quantification des abondances des dénitrifiants du sol

Les abondances de 4 groupes de bactéries dénitrifiantes ont été estimées par qPCR ciblant des
geénes codant des enzymes clés de la voie de dénitrification (Figure 2). L’amplification du
géne nirK a été réalisée a partir de 5 ng d’ADN, en utilisant les amorces nirK876 (5’-
ATYGGCGGVCAYGGCGA-3’) et nirK1040 (5’- GCCTCGATCAGRTTRTGGTT-3")
(Henry et al., 2004). Le volume réactionnel final était de 20 pl pour une concentration de 1
UM pour chacune des amorces. A ce milieu réactionnel ont été ajoutés du Sybergreen Master
Mix Qiagen (Qiagen, Courtaboeuf, France) dilué¢ de moitié et 0,1 % de T4 géne 32 Qbiogene.
Les essais ont été réalisés en double sur un lightcycler 480 (Roche, Diagnostics, Meyland,
France), selon le protocole suivant : 15 minutes a 95 °C, et 45 cycles d’amplifications (15 s a
95 °C, 30 s a 63 °C et 30 s a 72 °C). L’amplification du gene nirS a été réalisée a partir de
12,5 ng d’ADN de sol, en utilisant les amorces nirSCd3aF (5’-AACGYSAAGGARACSGG-
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3’) (Kandeler et al, 2006) et nirSR3cd (5’-GASTTCGGRTGSGTCTTSAYGAA-3’)
(Throback et al., 2004). Le volume réactionnel final était de 25 pl pour une concentration de 1
UM pour chacune des amorces. A ce milieu réactionnel ont été ajoutés du Sybergreen Master
Mix Qiagen (Qiagen, Courtaboeuf, France) dilu¢ de moitié et 0,1 % de T4 géne 32 Qbiogene.
Les essais ont été réalisés en double sur un lightcycler 480 (Roche, Diagnostics, Meyland,
France), selon le protocole suivant : 15 minutes a 95 °C, puis 45 cycles d’amplifications (15 s
a95°C,30sa59°C,30sa72°Cet30sa 80 °C). L’amplification du géne nosZI a été
réalisée a partir de 12,5 ng d’ADN du sol, en utilisant respectivement les amorces nosZ2F (5°-
CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT-3’) et nosZ2R (5°-
CAKRTGCAKSGCRTGGCAGAA-3’) (Henry et al., 2006). Le volume réactionnel final était
de 25 pl pour une concentration de 1,25 uM pour chacune des amorces. A ce milieu
réactionnel ont été ajoutés du Sybergreen Master Mix Qiagen (Qiagen, Courtaboeuf, France)
dilué de moitié et 0,1 % de T4 gene 32 Qbiogene. Les essais ont été réalisés en double sur un
lightcycler 480 (Roche, Diagnostics, Meyland, France), selon le protocole suivant: 15
minutes a 95 °C, 6 cycles de touchdown (15 sa 95 °C,30sa65°C,30sa72°C, 15sa80
°C), et 40 cycles d’amplification (15 s a 95°C, 15s a 60 °C, 30s a 72°C et 15 s a 80 °C).
L’amplification du gene nosZ-II a été réalisée a partir de 20 ng d’ADN du sol, en utilisant
respectivement les amorces nosZ-1I-F (5'-CTIGGICCIYTKCAYAC-3') et NosZ-II-R2 (5'-
IGARCARAAITCBGTR-3") (Jones et al., 2013). Le volume réactionnel final était de 25 pl
pour une concentration de 1 uM pour chacune des amorces. A ce milieu réactionnel ont été
ajoutés du Sybergreen Master Mix Qiagen (Qiagen, Courtaboeuf, France) dilué¢ au trois quart
et 3,75 % de sérum d’albumine (BSA). Les essais ont été réalisés en double sur un lightcycler
480 (Roche, Diagnostics, Meyland, France), selon le protocole suivant : 15 minutes a 95 °C,
45 cycles d’amplifications (30 s a2 95 °C, 60 s a 53 °C, 60 s a 72 °C) et 30 s a 40 °C. Les
abondances sont exprimées en logarithme du nombre de copies du gene (nirS, nirK, nosZI,

nosZII) par gramme de sol sec.

V1.3. Diversité des nitrifiants

Un séquengage des genes amoA des AOB a été réalisé sur une plate-forme Illumina MiSeq®
(Molecular Research DNA) USA pour les 54 échantillons de la derniere date
d'échantillonnage (c'est-a-dire aprés 5 cycles de culture). Une combinaison des outils
disponibles sur le sitte Web RDP FunGene (Fish ef al., 2013) et le logiciel open source Mothur

(v.1.33.3) (Schloss et al., 2009) a été utilisée pour traiter et analyser les séquences obtenues.
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Les produits de séquencage ont d'abord été appariés en extrémités de paires se chevauchant.
Les données de séquences brutes résultantes ont ensuite été triées afin de n’en retenir que les
séquences de bonne qualité. C’est-a-dire les séquences ayant moins deux erreurs (<2 erreurs)
au niveau de I’amorce, moins d’une erreur dans les codes barres (<1 erreur) nucléiques de
multiplexage. La formation de chimeres potentielles a été recherchée en utilisant UCHIME
(Edgar et al., 2011) mis en oeuvre dans Mothur. Les chiméres putatives ont été retirées de
I'ensemble de données. Les séquences de nucleotides amoA ont été traduites en acides aminés
et les problemes de trame de lecture ont été détectés et corrigés en utilisant 1'algorithme
FRAMEBOT (Wang et al., 2013). Les séquences amoA ont alors été regroupées en unités
fonctionnelles opérationnelles (OFUs) en fixant un seuil de regroupement a 5 % (Kim et al.,
2011). La similarité entre les séquences amoA extraites des sols et des séquences de référence
a ¢té évaluée en utilisant 15212 séquences d'AOB amod extraites de la base de données
FunGene. Pour chaque échantillon, des courbes de raréfaction basées sur des OFUs identifiées
et un estimateur de richesse spécifique ACE (Abundance-based Coverage Estimator)
representant le niveau de couverture de 1'échantillonnage (Good, 1953) en utilisant le logiciel

Mothur ont été générés.

VII. Analyses statistiques

Dans le chapitre I, pour tester les effets de la profondeur du sol et de la durée de la jachere sur
les variables édaphiques et les activités enzymatiques, des analyses en composantes
principales (ACP) ont été effectuées, en utilisant le logiciel ADE 4 (Thioulouse ef al., 1997).
Par ailleurs, les données ont été transformées en logarithmes avant 'analyse pour garantir la
conformité avec les hypothéses de normalité et d'homogénéité des variances lorsque cela s’est

avéré nécessaire.

Dans une premiére analyse anova, seule la profondeur du sol a été prise en compte. Une
deuxieme analyse a été effectuée pour tous les échantillons de chaque couche de sol, en tenant
compte de la durée de la jachére. Cette analyse a permis de caractériser l'effet de profondeur

du sol et I'effet de la durée de la jachere.

Des régressions linéaires et non linéaires ont été testées pour déterminer la relation la plus
significative entre les paramétres chimiques du sol ou les activités enzymatiques et la

profondeur du sol ou la durée de la jachére. Des analyses de corrélation de Pearson ont été
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utilisées pour tester la significativité de ces relations au seuil a = 5 %. Toutes les régressions

ont été réalisées a I'aide du logiciel JMP® (version 12, SAS Institute Inc., Cary, NC, 2007).

En ce qui concerne les résultats obtenus au chapitre II, toutes les analyses statistiques ont été
effectuées avec le logiciel JIMP® Pro (version 12, SAS Institute Inc., Cary, NC, 2007) au seuil
o =5 %. Des ANOVA a un facteur ont été utilisées pour tester les effets possibles du
traitement agronomique sur les variables édaphiques du sol (humidité du sol, pHea et N
minéral), l'activité de nitrification, et les abondances des AOB, AOA, Nitrobacter et
Nitrospira. Une des ANOVA a un facteur a également permis d'evaluer le taux d'absorption
d'azote (ammonium et nitrate) par les racines séches de mais a 2 concentrations différentes
d'azote minéral. Pour chaque date, les tests Tukey HSD ont été appliqués pour les
comparaisons moyennes entre les paires de traitement. Des différences significatives ont été
considérées pour p <0,05. Pour la derni¢re date d'échantillonnage, la corrélation linéaire entre
(1) le pourcentage de changement de nitrification mesuré avec 10 ppm par rapport a 2 ppm
d'ammonium (c'est-a-dire 100 * (Nitrif;o - Nitrif;) / Nitrif,) et (ii) le rapport AOB / AOA ou le
rapport Nitrobacter / Nitrospira a été testée. De plus, I’identification de quelques clusters de
séquences amoA réalisée ont montré une abondance relative accrue dans les sous-parcelles
fertilisées par rapport aux sous-parcelles de référence. Le pourcentage de changement de
nitrification mesuré pour 10 ppm par rapport a 2 ppm d'ammonium a ét¢ comparé a la somme

des abondances relatives de ces groupes d’AOB promus par fertilisation.

Dans le chapitre III, des analyses de corrélation ont été effectuées pour étudier les relations
entre les abondances des 4 groupes de dénitrifiants et les variables édaphiques du sol (nitrate,
PHeau, C. org, humidité du sol). Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le
logiciel JMP® Pro (version 12, SAS Institute Inc., Cary, NC, 2007). Des analyses de
corrélation de Pearson ont été utilisées pour tester l'importance des relations entre ces
variables édaphiques et les abondances étudiées. Une ANOVA a un facteur a été utilisée pour
tester les effets éventuels des traitements agronomiques sur les abondances nirK, nirS, nosZl
et nosZII et sur les variables édaphiques du sol (pHeay, Corg, humidité du sol, nitrate). Une
Path Analysis (Shipley, 2002) a également été utilisé avec le logiciel Amos18® (Amos
Development Corporation, Crawfordville, FL, USA) pour examiner les relations causales
possibles entre les variables édaphiques du sol, 1'abondance des groupes microbiens et
I’activité enzymatique de dénitrification. Les voies de ce modele ont été considérées

significatives au seuil de p <0,05.
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Dans le chapitre IV, une analyse en composantes principales (ACP) un test a été réalisée afin
de mettre en évidence les effets des traitements agronomiques sur les sept activités
enzymatiques et sur les variables édaphiques du sol a l'aide du logiciel ADE 4 (Thioulouse e?
al., 1997). Dans une premicre analyse, seules les activités enzymatiques potentielles ont été
prises en compte. Une deuxiéme analyse a été effectuée en tenant compte des variables
environnementales. Des régressions linéaires et non linéaires ont été réalisées pour étudier les
relations entre les activités enzymatiques du sol, le nombre de cycle de culture et les
traitements. Les analyses de corrélation de Pearson ont été utilisées pour tester le niveau de
significativité et 1'importance des relations. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a

l'aide du logiciel IMP® (version 12, SAS Institute Inc., Cary, NC, 2007).
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CHAPITRE 1 : EFFET DE LA PRATIQUE DE LA JACHERE A BASE DE
CHROMOLAENA ODORATA SUR LES CARACTERISTIQUES CHIMIQUES ET
ENZYMATIQUES DES SOLS

I.1. Introduction partielle

L’effet de la jacheére a base de Chromolaena odorata sur les caractéristiques chimiques et
enzymatiques du sol a été évalué en fonction de la profondeur du sol et de la durée de mise en
jachere. Ce chapitre "préliminaire" a concerné les échantillons de sols collectés avant la

préparation des parcelles. Les hypothéses suivantes ont été testées vérifiées :

(1) Les activités des enzymes du sol telles que les hydrolases et les oxydoréductases sont plus
sensibles aux jacheéres a Chromolaena odorata car la litiere dérivée des feuilles de

Chromolaena odorata est un substrat favorable pour ces enzymes ;

(2) La durée de la jachére module donc I’effet de la jachere sur la qualité du sol, et I'influence
de la durée de jachere differe selon les paramétres chimiques du sol et les activités
enzymatiques considérées. Cette hypothese a été faite en supposant que carbone organique (C.
org), I’azote totale (Ni) et la concentration de nombreux minéraux du sol augmenteraient
avec l'augmentation de la durée des jachéres en raison de I'accumulation de la litiere produite
par les jacheres a base de Chromolaena odorata et sa dégradation par les organismes du sol.
Cependant, cette hypothése a été faite en craignant d'observer une diminution du C. org dans
les anciennes jacheéres, car celles-ci sont particulierement exposées aux feux de brousse étant

donné le fait que la biomasse aérienne augmente pendant la période de jachére ;

Et (3) l'effet de la jachére et de la durée de la jachére est principalement détecté dans la
couche superficielle du sol, tandis que les couches sous-jacentes du sol ne sont pas tellement
influencées, méme pendant une longue période de jachere. Si cette derniere hypothése était
vérifiée, cela aurait une implication importante, par exemple pour les pratiques de culture de

l'igname qui dépendent également de la fertilité de la couche de sol de 20 a 40 cm.

1.2. Résultats

1.2.1. Effet de la profondeur du sol sur les parametres chimiques et les activités

enzymatiques du sol
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1.2.1.1. Analyse des parametres chimiques du sol et des activités enzymatiques en

fonction de la profondeur du sol

Les tests statistiques (anova a 1 facteur) utilisés pour comparer les quatre profondeurs, ont
montré que les paramétres chimiques et enzymatiques étudiés dans la couche arable (0-10 cm)
étaient significativement différents des trois autres profondeurs (10-20 cm, 20-30 cm et 30-40
cm) du sol (p=0,0001).

Par ailleurs, I’analyse en composantes principales (ACP) réalisée pour évaluer 1’influence
globale de la profondeur du sol sur les paramétres chimiques et les activités enzymatiques est
présentée dans la Figure 15. Les axes 1 et 2 expliquent respectivement 34,4 et 19,7 % de la
variance totale, soit plus de 54 % de l'inertie totale. La profondeur 0-10 cm diffeére fortement
des 3 autres profondeurs (10-20 cm, 20-30 cm, 30-40 cm) du sol, avec une distribution claire
des échantillons le long du premier axe de I’ACP (Figure 15).

Tous les parametres étudiés ont permis de discriminer les échantillons des quatre couches du
sol le long du premier axe, avec un role prépondérant de la B-Glu et de la DH. Pour chaque
profondeur de sol donnée, la variance observée le long du deuxieme axe de I’ACP, discrimine
2 groupes de variables contraste entre le premier groupe de variables (K, Mg, Ca, pHcau,
C.org) et le deuxiéme groupe (Pac, Pal, Nac, B-Glu, DH, N, Passimitabie) (Figure 15). Par
ailleurs, ces résultats montrent une influence significative de la strate 0-10 cm du sol sur le
groupe de variables composé de Pac, Pal, Nac, B-Glu, DH, Ny, €t Passimilable (2<0,05).

De plus, cette influence donne un excellent indice sur la connaissance de la qualité des strates

des sols de cette zone.
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Figure 15. Analyse en composantes principales (ACP) des profondeurs du sol en fonction des cing
activités enzymatiques du sol et de sept paramétres chimiques des neuf parcelles de jachéres a base de
Chromolaena odorata. (a) Cercle de corrélation et (b) projection des différents échantillons de sol dans le plan
factoriel défini par les axes 1 et 2. Pac: phosphatase acide; Pal: phosphatase alcaline; B-Glu: B-glucosidase; Nac:
N-acétyl-B-glucosaminidase; DH: déshydrogénase; pH..,: potentiel d'hydrogéne; Ny azote total; P,similable:
phosphore assimilable; Mg: Magnésium; K: potassium; Ca: Calcium; C.org: carbone organique du sol. Les
profondeurs du sol sont : 0-10 cm (rouge); 10-20 cm (jaune); 20-30 cm (violet); et 30-40 cm (bleu).

1.2.1.2. Effet de la profondeur sur les paramétres chimiques du sol

Les paramétres chimiques du sol mesurés ont eu tendance a diminuer en fonction de la
profondeur du sol. En effet, la teneur en C.org (Figure 16a ; p =0,012) et en Mg (Figure 16d ;
p = 0,0003) ont significativement diminué avec des valeurs allant respectivement de 3,02 a
2,23 % et de 0,09 a 0,04 % pour le C.org et le Mg. La teneur en K quant a elle, a diminué de
maniére non significative (Figure 16¢ ; p = 0,06) avec des valeurs allant de 0,28 a 0,17 %. En
revanche, Ny, n'a pas été significativement influencé par la profondeur du sol (Figure 16b ;

p = 0,34), avec des valeurs comprises entre 0,27 et 0,30 %. En ce qui concerne les autres
paramétres, le P,gimianie @ varié entre 0,27 et 0,29 mg kg'l, cependant aucune différence
significative n’a été observée en fonction de la profondeur du sol (Figure 16g ; p = 0,53) idem
pour le pHea du sol (Figure 16h ; p = 0,19). Par ailleurs, la Figure 16 a montré que pour la
plupart des paramétres chimiques observés notamment le C.org, Mg, Ca et K, lorsque la strate
du sol augmente ces parameétres chimiques ont tendance a diminuer. Par contre pour les
paramétres telles que le pHeay du sol, Niot et le Pagsimilable 12 tendance était plutdt mitigée, puisse

I’augmentation de la strate n’a pas entrainé d’augmentation ou de baisse de ces parametres.
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Figure 16. Variables édaphiques des neuf parcelles de jachéres a base de Chromolaena odorata en

fonction de la profondeur du sol. Lorsque p <0,05, les corrélations étaient considérées comme significatives.

Les ages des parcelles de jachéres a base de Chromolaena odorata sont : 1 a 3 ans (A), de 4a 6 ans (®) etde 7 a

10 ans (¥).
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1.2.1.3. Effet de la profondeur du sol sur les activités enzymatiques

Les résultats des mesures des activités enzymatiques révelent que toutes les activités
enzymatiques étudiées ont été détectées sur le site d'étude et ont montré une tendance a la
baisse en fonction de I’augmentation des profondeurs du sol considérés (Figure 17). En effet,
l'activité phosphatasique acide (Pac) (Figure 17a ; p = 0,0001), I’activité B-Glucosidasique (p3-
Glu) (Figure 17c; p< 0,0001) et I’activité déshydrogénasique (DH) (Figure 17d ; p<0,0001)
ont montré une baisse tres significative en fonction de I’augmentation de la profondeur du sol.
Une tendance similaire a la baisse a été également observée pour 1’activité phosphatasique
alcaline (Figure 17b; p = 0,06). Ces résultats montrent que lorsque la profondeur du sol

augmente les activités enzymatiques ¢tudiées diminuent.
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Figure 17. Activités enzymatiques du sol des neuf parcelles de jachéres a base de Chromolaena
odorata en fonction de la profondeur du sol. Lorsque p <0,05, les corrélations étaient considérées comme
significatives. Les ages des parcelles de jachéres a base de Chromolaena odorata sont: 1 a 3 ans (A), de 4 a 6

ans (*) et de 7 a 10 ans (¥). Les lettres a, b, c, d et e désignent respectivement les activités enzymatiques (Pac,
Pal, B-Glu, DH, Nac) mesurées.
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1.2.2. Effet de la durée de la jachére sur les parameétres chimiques et les activités

enzymatiques de 1'horizon de surface du sol

1.2.2.1. Analyses des parameétres chimiques et des activités enzymatiques en fonction de

I'dge des jachéres

L’influence de la durée de mise en jachere a été évaluée sur tous les parameétres chimiques et
enzymatiques mesurés. Ainsi, une seconde ACP a été effectué¢ en tenant compte des
parametres chimiques et des activités enzymatiques du sol mesurés pour examiner l'effet
global de la durée de jachére sur les deux premieres profondeurs du sol (0-10 cm et 10-20 cm)
(Figure 18). En observant la profondeur 0-10 cm du sol, il a été remarqué que la durée de la
jachére a influencé I'emplacement des échantillons le long du premier axe de I’ACP, ce qui a
expliqué 34,6 % de la variance totale (Figure 18a;.,). Les jachéres d'age compris entre 1 et 5
ans sont pour la plupart regroupées au niveau de la partie gauche du premier axe. En
revanche, les échantillons dont 1’age de mise en jachere est compris entre 6 et 7 ans sont
situés sur la partie droite du premier axe. Les teneurs en K, Mg et le pHe,, du sol avaient les
valeurs les plus ¢élevées dans les jacheres de 1 a 6 ou 7 ans et étaient corrélées positivement a
I’axe 1. La Nac avec les valeurs les plus élevées observées dans les jacheres de 4 a 5 ans
¢taient négativement corrélé a ’axe 1. Le long du deuxieme axe, le contraste principal a été
observé entre les jachéres de 1 an et 10 ans, avec un role prépondérant des teneurs en Ny et
C.org (Figure 18a;,). Autrement dit, les teneurs en K, Mg et le pHe,, sont liés aux jachéres de
1 a 6 ou 7 ans. Tandis que la Nac, aux jachéres de 4 a 5 ans et le Ny et C.org, aux jachéres de
I an et 10 ans.

L’observation des autres profondeurs c'est-a-dire des strates de sol inférieures (10-20 cm ; 20-
30 ; 30-40 cm) notamment la strate 10-20 cm, a révélé que le premier axe de I’ACP n'explique
que 25,2 % de la variance totale (Figure 18b;_;). Aucun regroupement clair n’a pu s’observer

en fonction de 1’age a partir de cette strate.
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Figure 18. Analyse des composantes principales (ACP) des cinq activités enzymatiques du sol et des
sept variables édaphiques des neuf parcelles de jacheres a base de Chromolaena odorata. a, et a, : ACP
effectuée avec les données de la profondeur 0-10 cm. b; et b, : ACP réalisée avec les données de la profondeur
10-20 cm. (a; et by) cercles de corrélation et (a, et b,) projections des différents échantillons de sol dans le plan
factoriel. Pac: phosphatase acide; Pal: phosphatase alcaline; B-Glu: p-glucosidase; Nac: N-acétyl--
Glucosaminidase; DH: déshydrogénase; pHe,,: potentiel d'hydrogeéne; Ny azote Total; P ,imilanie: phosphore
assimilable; Mg: Magnésium; K: potassium; Ca: Calcium; C.org: carbone organique du sol. L'dge des jachéres
est compris entre 1 a 3 ans (rouge), 4 4 6 ans (vert) et 7 a 10 ans (bleu).

1.2.2.2. Effet de la durée de mise en jachére sur les parametres chimiques du sol

Les résultats ont indiqué que quatre des parametres chimiques mesurés ont significativement
été influencés par la durée de la jachére (Figure 19). Parmi ceux-ci, la Ny a augmenté
linéairement avec des teneurs allant de 0,28 a 0,34 % (Figure 19b; p = 0,021). Le Mg a

¢galement eu tendance a augmenter avec des valeurs allant de 0,07 a 0,13 % (Figure 19d ;
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p=0,06). Par contre, le C.org a diminué de 3,02 a 2,23 % avec 1’augmentation de la durée de
mise en jachere (Figure 19a ; p= 0,06). Le K du sol a montré une réponse plus complexe en
fonction de I’augmentation de la durée de la jachére. En effet, la teneur en K a brusquement
chuté pour les jachéres dont 1’dge est compris entre de 2 et 5 ans et a augmenté dans celles
dont 1’dge est compris entre 6 et 10 ans (Figure 19c; p<0,001). Cependant, les autres
parametres chimiques étudiés n'ont pas été affectés par la durée de la jachere. Par exemple,
pour le P,gimilable des teneurs comprises entre 0,28 et 0,30 mg kg'l ont été enregistrées sans
effet significatif en fonction de la durée de la jachere (Figure 19g; p= 0,25). Cette méme
observation a été faite pour le Ca qui a varié de 0,25 a 0,33 % (Figure 19¢; p=0,80) et le pHeau
du sol de 6,90 a 7,26 (Figure 19h ; p = 0,24). Par ailleurs, la Figure 19 a montré que pour la
plupart des parametres chimiques observés (C.org, Ca, pHeay et K), plus la durée de jachére
augmente plus les paramétres chimiques observés diminuent. En revanche, pour les
parametres tels que Mg et Ny, 1’augmentation de la durée de jachére entraine 1’augmentation

de ces parametres dans le sol.
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Figure 19. Variables édaphiques du sol de neuf parcelles de jachéres a base de Chromolaena odorata
en fonction de la durée des jachéres dans la strate 0-10 cm. Lorsque p <0,05, les corrélations étaient
considérées comme significatives.
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1.2.2.3. Effet de la durée de mise en jachére sur les activités enzymatiques

Concernant les activités enzymatiques du sol, les résultats ont montrés que celles-ci n’ont pas
¢été influencées par la durée de la jacheére en générale méme celle de la profondeur 0 & 10 cm
(Figure 18). Aussi la figure 18 révele que la Nac, la Pac, la Pal et la DH sont regroupés dans
un méme quadra et sont sans doute gouvernées par des facteurs partagés. La Figure 22 a
montré que pour la plupart des activités enzymatiques observées, I’augmentation de la durée

de la jachere n’a pas entrainé de changements de ces activités enzymatiques dans le sol.
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Figure 20. Activités des enzymes du sol des neuf parcelles de jachéres a base de Chromolaena

odorata en fonction de la durée de la jacheére dans la strate 0-10 cm. Lorsque p <0,05, les corrélations
¢taient considérées comme significatives.
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1.2.3. Corrélations entre les parametres chimiques et les activités enzymatiques du sol

Les tests de corrélations de Pearson réalisés entre tous les parametres du sol étudiés ont révélé
des corrélations positives et significatives entre certains parametres. En effet, toutes les
activités enzymatiques, hormis la Pal, ont été positivement et significativement corrélées (o=
5 % ; r=0,48) entre elles. Cette activité n'est pas significativement corrélé a la B-Glu et a la
Nac (Tableau 3), mais fortement a la Pac. De plus, une corrélation plus faible de la Pal avec la
DH (r = 0,37) a également été observée. En outre, Pac et Pal sont positivement corrélés a
C.org. Les activités Nac et B-Glu sont principalement liées a la teneur en Mg dans le sol,
tandis que la DH est principalement corrélée positivement au Mg et au C.org (Tableau 3). Le
tableau 3 a montré que la corrélation entre la plupart des activités enzymatiques étudiées (Pac,
Pal, Nac, B-Glu) et I’activité DH est significative. Lorsque 1’activité DH augmente dans le sol,

le pourcentage des activités enzymatiques (Pac, Pal, Nac, B-Glu) augmentent.
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PARTIE C : Résultats et discussion

1.3. Discussion

1.3.1. Effet de la profondeur du sol sur les propriétés chimiques et les activités

enzymatiques du sol

L'influence de la profondeur du sol a fortement varié d’un parameétre chimique du sol a un
autre dans les jachéres a base de Chromolaena odorata. La teneur en Carbone organique
(C.org) a diminu¢ avec I’augmentation de la profondeur du sol pour toutes les parcelles de
jachere ¢étudiées. La diminution du C.org en fonction de la profondeur du sol est
communément rapportée dans de nombreux écosystemes (Jobbagy et Jackson, 2000). Cette
diminution s'explique par le rdle clé que jouent les plantes dans la répartition verticale du
C.org par leurs apports en litiere au sol (Jobbagy et Jackson, 2000). Contrairement au C. org,
aucune variation significative de la teneur en Azote total (Ni) et du Phosphore assimilable
(Passimilable) N’a €té observé en fonction de la profondeur du sol. Ce résultat suggere que les
¢léments nutritifs ne s'accumulent pas ou que ce taux d'accumulation est trés lent au cours du
temps dans les couches supérieures du sol, probablement en raison de la forte intensité de la
lixiviation et du lessivage dans cette zone d’étude. En effet, le brilis est une pratique agricole
courante dans cette zone de savane, qui se caractérise également par des précipitations tres
¢levées, qui accélerent les processus de lixiviation de I’azote, de lessivage du Phosphore, et

I'érosion des sols par ruissellement.

Ajouté a ce constat, notons que la nature argilo sableuse de ce sol est la conséquence du
niveau élevé de la lixiviation des cations basiques, notamment le calcium des horizons

superficiels (Abua et al., 2010).

Toutefois, les résultats contrastés pour ce qui concerne le C.org et le Ny peuvent également
suggérer que l'apport de C.org dans les sols pourrait étre principalement due a I'apport de

litiere se trouvant au-dessus du sol c’est-a-dire dans la profondeur 0-10 cm du sol.

Les résultats ont également montré que dans les jachéres a base de Chromolaena odorata, les
activités enzymatiques du sol étaient plus intenses dans la couche superficielle du sol, avec
des valeurs relativement ¢élevées dans la couche 0 a 10 cm comparée a celles des trois autres
couches (10-20 cm ; 20-30 cm ; 30-40 cm). Ces résultats sont conformes a ceux rapportés par

Zaman et al. (2002) et Moreno et al. (2003) sur la distribution de différentes activités
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enzymatiques (protéase, désaminase, uréase, phosphatase et -glucosidase) selon des profils
(0-5 cm; 10-20 cm) de sols dans différents écosystémes. La diminution des activités
enzymatiques avec la profondeur du sol a été¢ également rapportée par plusieurs auteurs
(Taylor et al., 2002; Venkatesan et Senthurpandian, 2006; Snajdr ef al., 2008b; Gelsomino et
Azzellino, 2011; Steinweg et al., 2013). Sardans et Pefiuelas (2010) ont, en effet, signalé que
la plus grande quantité¢ de litiere et la bonne aération des sols observée dans la couche
supérieure sont a 1’origine des plus fortes activités enzymatiques dans les profondeurs 0-15
cm a 15-30 cm du sol. Okpamen et al. (2013) ont également indiqué que la profondeur
influence I'absorption des nutriments par les racines des plantes, car la plupart des plantes ont
leurs racines fonctionnelles situées dans la partie supérieur du sol. En outre, la biomasse
microbienne et les pools de substrats diminuent généralement avec la profondeur du sol
(Blume et al., 2002; Fierer et al, 2003a; Fang et Moncrieff, 2005; Kriamer et al, 2013).
Dr’ailleurs, il a été observé dans cette strate du sol, les valeurs de 1’activité déshydrogénasique
(DH) dans la profondeur 0-10 cm du sol étaient en fait 4 fois plus élevées que dans la
profondeur 30 a 40 cm. Ces résultats sont en accord avec ceux de Xiang et al. (2008) qui ont
observé une activité DH approximativement 4 fois plus élevée dans la couche supérieure du
sol (5 cm de profondeur) que dans (90-100 cm de profondeur). Les résultats de la présente
¢tude suggerent donc que la profondeur 0-10 cm est le siege d'une activité biologique intense,

probablement synonyme d’une disponibilité en éléments nutritifs.

1.3.2. Effet de la durée de la jachére sur les propriétés chimiques et les activités

enzymatiques du sol

Les résultats obtenus ont montré des effets significatifs et parfois inattendus de la durée de
mise en jachére sur les paramétres chimiques du sol (Nyo, rapport C/N) en particulier dans la
profondeur de 0 a 10 cm du sol. De toute évidence, Ny et Mg ont eu tendance a augmenter
avec la durée de la jachére, méme si cette augmentation n’était pas significative au seuil 5 %
pour le Mg. Ce résultat était prévisible en supposant une accumulation progressive des débris
végétaux en fonction de 1’augmentation de la durée de mise jachére. Il a été inattendu
d’observer que la teneur en C.org soit restée plutot stable au cours des six premicres années
de jachére et, a méme eu tendance a diminuer pour les jacheres de 7 & 10 ans. En revanche,
des études antérieures ont montré une accumulation de maticres organiques et d’éléments

nutritifs du sol aprés la mise en place de prairies ou de jachéres sur des systemes
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précédemment cultivés (Feller er al, 1993 ; Koné et al, 2012b; Attard et al., 2016) en
particulier pendant les cinq premiéres années apres l'abandon des cultures (Ibrahim et al.,
2010). Par exemple, Koné et al. (2012b) ont noté que la durée minimale requise pour une
amélioration significative du stock de matiére organique du sol était de 4 a 8 ans. Koutika et
al. (2004) ont rapporté des valeurs ¢levées de C.org dans une jachére de 2 ans dominée par
Chromolaena odorata au Cameroun, par rapport aux jacheres de Pueraria phaseloides et
Calliandra calothyrsus. Slaats (1995) a signalé de grands changements dans la biomasse de
brousse de Chromolaena odorata au fil du temps, avec des valeurs de 8, 14 et 18t ha' de
biomasse seche respectivement pour les jacheres de 1, 2 et 3 ans, révélant ainsi une
augmentation de 1’apport de litiére et de nutriments en fonction de la durée de la jachére.

En outre, Manlay (2000) a mis l'accent sur I'efficacit¢ des jeunes jachéres a restaurer
rapidement au sol de grands stocks N et P,simiable. Cet auteur a indiqué que le taux
d'augmentation des stocks de N et P était maximal aprés un an de jacheére et quasiment nul
apres 10 ans. Les résultats de cette étude différent donc de ceux de ces études antérieures.
Cela pourrait étre di a plusieurs raisons. Premic¢rement, les vieilles jachéres sont
généralement composées de brousses que les agriculteurs exploitent pour le fourrage et le bois
(Gillon, 1993), ce qui diminue l'apport de biomasse dans le sol. Deuxiémement, dans la zone
d'étude, les jachéres sont éventuellement exposées aux feux de brousse et la probabilité pour
celles-ci de briiler augmente avec la biomasse au fur et a mesure que la période de jachére
augmente. En effet, de nombreux auteurs ont signalé que la fréquence et l'intensité du feu de
brousse augmentaient avec la biomasse disponible lorsque le feu survient. Il est donc probable
que les jacheres de 7 a 10 ans soient plus propices a la combustion, ce qui entraine une perte
importante de biomasse, en particulier de la litiére présente de la couche superficielle du sol.
La tendance temporelle observée pour les teneurs en K et en Mg dans la couche supérieure du
sol (avec les valeurs les plus faibles mesurées pour les jachéres de 2 a 6 ans) est compatible
avec celle-ci. En effet, alors que la pratique du brilis fournit des apports annuels de cendres
dans couche supérieure du sol (les cendres étant riches en K et Mg), les jacheres
correspondent pendant les premieres années a ’arrét de cette pratique et des apports en
cendres. Chromolaena odorata présente des teneurs foliaires relativement élevées en N, P et
K (Saxena et Ramakrishnan 1983b ; Vanderwoude et al., 2005). La probabilité croissante
pour les vieilles jacheres ayant des biomasses plus ¢levée de briler explique les nouveaux
apports de cendres dans la couche supérieur du sol et donc des concentrations accrues de K et
Mg dans la couche supérieure du sol. En fait, de nombreux auteurs ont révélé que les plants
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secs de Chromolaena odorata, deviennent un combustible qui peut favoriser les feux de forét
et les feux de brousse (Moore, 2004; PIER, 2003; PIER, 2004a, Ministére des Ressources
Naturelles et des Mines, 2005). Ces raisons, associées a la composition boisée spécifique de la
végétation des jachéres (Harmand ef al., 2000 ; Manlay, 2000) expliquent les différences
observées.

En outre, les sols de la zone d'étude qui sont treés sableux avec des teneurs en limon et en
argile tres faibles (respectivement entre 14 et 7 % en générale) favoriseraient ce processus. La
quantité de Calcium (Ca) du sol a généralement eu tendance a baisser en fonction de 1’age de
la jachere, cependant cette baisse n’était pas significative (p=0,49). Ce résultat est contraire a
ceux rapportés par Amiolemen et al. (2012) dans leur étude sur 1’évaluation de 1'état nutritif
du sol sous jacheres a base de Chromolaena odorata L. (siam weed) a moniya, (état d'Oyo
sud-ouest du Nigéria). En effet, ces auteurs ont rapporté que les quantités de calcium
¢changeable (Ca) augmentaient sensiblement avec l'dge de Chromolaena odorata. Par
ailleurs, Edoukou ef al. (2013) en observant les parameétres de diversité des vers de terre
soumis a un systéme de jachere (L. purpureus vs Chromolaena odorata) ont constaté que
malgré la quantité¢ de litieres plus élevée et moins riche en carbone sous L. purpureus, la
densité des vers de terre (globale et par catégorie écologique) n’a pas montré de différence
significative avec Chromolaena odorata. Selon ces auteurs, ce constat pourrait étre attribug,
en partie, a la teneur plus €levée en calcium des litieres de L purpureus par rapport a celles de
Chromolaena odorata, cet élément comptant dans la rigidité des litiéres de feuilles. Ainsi, il
semblerait que la teneur en Ca de la biomasse des feuilles de Chromolaena odorata soit

relativement moins importante.

Ce constat pourrait donc expliquer le fait que dans les résultats observés dans cette étude, la
teneur en Ca du sol ait tendance a baisser avec 1’age de la jachére et pourquoi cette baisse
n’est pas significative. Le pHeay @ eu tendance a baisser avec 1’age de la jachére, comme si le
sol s’acidifiait au fil des années de jachéres. Ce résultat laisse présager que de longues années

de jachere seraient capables in fine de conduire a une acidification progressive du sol.

1.3.3. Relations entre les propriétés chimiques et les activités enzymatiques du sol

Les résultats ont montré des corrélations significatives et positives entre le groupe d’activités
enzymatiques composés de la Pac, Pal, B-Glu, Nac et celle I’activit¢é DH. Cette corrélation

observée entre ce groupe d’activités enzymatiques et la DH pourrait trouver une explication
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dans l’origine de ces enzymes et le role de la DH. En effet, la DH est une activité
enzymatique intracellulaire répandue chez de nombreux microorganismes. Celle-ci est
considérée comme un indicateur de la biomasse microbienne viable dans les sols (Liu et al.,
2008 ; Wolinska et Stepniewska, 2012). Par exemple, Salazar et al. (2011) ont indiqué que les

activités DH sont utilisées comme indicateur de l'activité globale microbienne du sol.

Dans cette étude, la forte corrélation entre I’activité de la DH et le C. org traduit effectivement
que la DH est I’expression de 1’activité de la fraction microbienne du C. org mesurée dans la
zone de 1’étude. Les corrélations observées entre la DH et les autres activités suggerent donc
que ces enzymes détectés dans les sols de la zone de savanes humides de la Céte d'Ivoire, sont
principalement d’origine microbienne. En outre, le fait que les activités B-Glu et Nac ont été
significativement et positivement corrélée entre elles suggere que ces deux activités ont une
origine et une persistance similaires dans le sol, ce qui est en accord avec des rapports
antérieurs (Bandick et Dick 1999 ; Acosta-Martinez et al., 2007). En effet, cette corrélation
observée entre ces deux activités glycosidasiques du sol pourrait s’expliquer par l'action
synergique de ces deux enzymes, car celles-ci interagissent dans le processus de
décomposition de la mati¢re organique et libérent des molécules (tel que le glucose), source

d'énergie pour les microorganismes du sol (Deng et Tabatabai, 1996).

Les résultats ont également montré une corrélation importante entre les activités Pac, Pal, DH
et la teneur en C. org. En effet, le C.org de la zone d'étude pourrait contenir des glucides
riches en sucres phosphorylés qui sont des substrats spécifiques des phosphatases. Une étude
récente sur les sols forestiers tempérés en Allemagne a aussi démontré que les
microorganismes du sol utilisaient la fraction organique des composés phosphorylés comme
source de carbone, tout en minéralisant le P sans pour autant en faire usage (Spohn et
Kugyakov, 2013). Par ailleurs, la corrélation entre ces enzymes et C. org pourrait s'expliquer
par la disponibilité du substrat, c'est-a-dire la matiére organique qui induit la synthése de ces
enzymes par les microorganismes du sol. Zhang et al. (2010) ont aussi rapporté que les
déshydrogénases jouent un role important dans I'oxydation biologique de la matiére organique
du sol grace a leur capacité a transférer 1'hydrogéne des substrats organiques aux accepteurs
inorganiques. En outre, plusieurs résultats ont également révélé que l'activité de la
phosphatase alcaline était corrélée avec la matiére organique du sol (Guan, 1989 ; Jordan et

Kremer, 1994 ; Aon et Colaneri, 2001).
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Une corrélation significative a été observée entre les glycosidases (B-Glu et Nac) et le Mg
d'une part, et entre la DH et Mg d'autre part. Ce résultat suggére que les ions Mg” " présents
dans la solution du sol augmenteraient 1'activité de ces enzymes. En effet, le role activateur du
Mg”" chez les glycosidases (Cristobal ef al., 2016) et les oxydoréductases (Cowan, 2002 ;
Green et al., 1983) a souvent été rapporté. Prises ensemble, toutes ces observations indiquent
que l’activité des enzymes étudiées serait gouvernée a la fois par le pool de la maticre
organique et la teneur en Mg2+ du sol. Or, ces deux parameétres chimiques varient dans le sens
contraire en fonction de la durée de mise en jachere. Cela explique le fait que les activités

enzymatiques n’aient pas été influencées par la durée de mise en jachere.

I.4. Conclusion partielle

L’objectif de ce chapitre était d’étudier I’impact de la jachére a base de Chromolaena odorata
sur les propriétés chimiques et les activités enzymatiques du sol en fonction de la durée de la
mise en jachere et de la profondeur du sol, dans la zone de savanes humides de la Cote
d'Ivoire. Les résultats n'ont pas permis de conclure a un effet de I'age des jachéres sur les
parametres considérés, a 1'exception de 1’Nyy et du K du sol qui étaient €levés dans les vieilles
jachéres. Le C. org a diminué en fonction de la durée de la jachere tandis que le Mg a suivi

une tendance inverse.

En outre, le C. org, le K, le Mg et les activités enzymatiques du sol ont diminué avec la
profondeur du sol, indiquant un faible taux d’accumulation des éléments nutritifs en
profondeur. Sur la base des parametres mesurés, 1’analyse en composante principale a permis
de discriminer les parcelles de jachére seulement dans la premicre couche de sol (0-10 cm), en
mettant en évidence une trajectoire des propriétés du sol en fonction de I’age des jachéres.
Ainsi, la fertilit¢ des sols des jacheéres de Chromolaena odorata de la zone de savanes
humides de Coéte d'Ivoire dépendrait principalement de la composition de la couche de sol de
0-10 cm, car l'accumulation des éléments nutritifs dans les couches inférieures du sol ne
semble pas étre efficace. Cela pourrait poser un probléme, par exemple pour la culture de
l'igname (aliment principale dans cette région) qui nécessiterait une amélioration de la qualité

du sol, méme dans les couches plus profondes du sol. L'hypothése des feux de brousse
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justifierait ces résultats. Ainsi, l'accumulation de mati¢re organique et le processus de

fertilisation seraient perturbés par I'apparition de feux de brousse.

Pour mieux apprécier le type de pratique appropriée a cette zone d’étude dont la fertilité des
sols dépend principalement de la strate 0-10 cm, I’'impact de six pratiques agricoles dites
traditionnelles (le brllis), conventionnelles (la fertilisation avec engrais chimique) et
innovantes (le paillage avec insertion ou non de légumineuses alimentaires) sur la fertilité¢ des
sols a été évalué. Dans un premier temps, cet impact a été étudié sur les microorganismes du
sol impliqués dans le cycle de 1’azote notamment les nitrifiants et les dénitrifiants, dans un
deuxiéme temps a travers ces différents systémes de culture sur les parameétres chimiques et

enzymatiques des sols.
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CHAPITRE II : EFFET DES PRATIQUES AGRICOLES SUR LES NITRIFIANTS DU
SOL ET LEUR ROLE SUR L’EFFICACITE DE LA
FERTILISATION CHIMIQUE

I1.1. Introduction partielle

Cette partie du travail avait pour but de comparer et de comprendre les effets de six pratiques
agricoles sur les nitrifiants du sol (couche superficielle, 0-10 cm) en zone de savanes humides.
Les six pratiques étudiées étaient : (1) brilis avec culture continue du mais; (2) fertilisation
chimique avec culture continue du mais; (3) mulching avec culture continue du mais; (4)
mulching avec la rotation mais-soja vert; (5) mulching avec la rotation du mais-nié¢b¢; et (6)
sol nu avec culture continue du mais (témoin). Ces pratiques ont été appliquées 2,5 ans avec 2
cycles de culture par an (soit 5 cycles). La réponse des quatre principaux groupes de
nitrifiants du sol (A0B, AOA, Nitrobacter et Nitrospira) a été observée en termes d’activité
(nitrification), d’abondance, et de diversité. Les variables édaphiques clés associées
(humidité, ammonium, nitrate, pHca,) ont également ét¢ mesurées.
Trois hypothéses ont été émises :
(1)) les communautés nitrifiantes dans les sols de la zone de savanes humides résultent
d'une adaptation a des niveaux de N trés faibles, de sorte que la fertilisation pourrait

influencer négativement la nitrification dans ces sols.

(2) la stimulation de la nitrification par fertilisation chimique nécessite d'abord des
changements profonds dans la communauté nitrifiante, c'est-a-dire le remplacement
des nitrifiants dominants adaptés a des niveaux de N trés faibles par des nitrifiants
adaptés a des niveaux de N plus élevés. L hypothese de travail est celle selon laquelle,
le temps requis pour observer ces changements dans la communauté nitrifiante apres
la fertilisation ou l'utilisation de légumineuses peut étre si important qu'il aurait des
implications agronomiques (c'est-a-dire que ce délai correspondrait & un ou plusieurs

cycles de culture).

(3) la technique de mulching avec insertion de légumineuses dans les rotations culturales
pourrait permettre une augmentation plus progressive de la disponibilité d’azote dans
le sol, ce qui serait favorable a I’adaptation des nitrifiants a de plus fortes teneurs en

N et in fine a la nutrition azotée des plantes.
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11.2. Résultats

11.2.1. Effet des pratiques agricoles sur les variables édaphiques du sol apres différents
cycles de cultures

I1.2.1.1. Humidité du sol

L'humidité du sol dans sa couche superficielle (0-10 cm) était la plus élevée (13-14 %) apres 4
cycles de culture (juin 2015 ; Figure 10), intermédiaire (7-8 %) aprés 3 cycles de culture
(décembre 2014 ; Figure 10) et plus faible (4-5 %) apres 5 cycles de culture (décembre 2015 ;
Figures 10 et 21). A chacune des dates d’échantillonnage, 'humidité du sol n'a pas été
influencée de facon significative par les traitements (p = 0,99, 0,94 et 0,33 respectivement
apres 3, 4 et 5 cycles de culture). Les pratiques agricoles n’ont donc pas eu d’effet sur

I’humidité du sol.

3 cycles de culture

NS

Humidité du sol (%)

4 cycles de culture

Humidité du sol (%)

5 cycles de culture

Humidité du sol (%)
oo

bMM sMM mMM mMS mMB fMmM
Traitements

Figure 21. Teneur en eau gravimétrique du sol en fonction des traitements apres 3, 4 et 5 cycles de
culture. Les barres d'erreur sont des erreurs standard (n = 9). NS (non-significatif) signifie qu’il n’y a pas de
différence significative entre les traitements. Six traitements ont été étudiés: bMM : rotation mais-mais sur sol
nu; sMM : rotation mais-mais sur brilis ; mMM : rotation mais-mais sur mulch ; mMB : rotation du mais-niébé
sur mulch; mMS : rotation mais-soja vert sur mulch ; fMM : rotation mais-mais avec fertilisation chimique.
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11.2.1.2. pHeay du sol

Le traitement statistique appliqué a chaque date révele que le pHeay du sol (0-10 cm) n'a pas
¢été influencé de fagon significative par les traitements (p = 0,97, 0,94 et 0,52 respectivement
apres 3, 4 et 5 cycles de culture). Les valeurs de pHea (tous traitements confondus) étaient

comprises entre 6,5 et 6,7 (Figure 22). Les pratiques agricoles n’ont pas eu d’effets sur le

PHeau du sol.
8
3 cyeles de culture NS
=
=7
6
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o
2.6
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o
26

bMM  sMM  mMM  mMS  mMB  fMM
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Figure 22. pHe,, du sol en fonction des traitements apres 3, 4 et 5 cycles de culture. Les barres d'erreur
sont des erreurs standard (n = 9). NS (non-significatif) signifie qu’il n’y a pas de différence significative entre les
traitements. Six traitements ont été étudiés: bMM : rotation mais-mais sur sol nu; SMM : rotation mais-mais sur
brilis ; mMM : rotation mais-mais sur mulch ; mMB : rotation du mais-niébé sur mulch; mMS : rotation mais-
soja vert sur mulch ; fMM : rotation mais-mais avec fertilisation chimique.

11.2.1.3. Ammonium et nitrate du sol
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Pour chacune des trois dates d'échantillonnage, aucun effet significatif des traitements n'a été
observé sur la concentration en ammonium dans la couche superficielle du sol (p toujours >
0,43 ; Figure 23). La concentration en ammonium a été inférieure & 0,8 et 0,4 pg N-NH,'g-'
sol sec respectivement aux premicre et seconde dates. A la derniére date d'échantillonnage
(apres 5 cycles de culture), la concentration d'ammonium a été plus élevée (de 1,5 a 3,0 pg N-
NH,' g-' sol sec) qu’aux deux premiéres dates (aprés 3 et 4 cycles de culture), et elle tendait a
étre la plus ¢élevée dans les sous-parcelles fertilisées et la plus faible dans les sous-parcelles
témoins. Cependant, cette tendance n’était pas statistiquement significative (Pseme cycle de
culture=0,91 €t Pagme cycle de cuture=0,70 ; Figure 23). Aprés 5 cycles de culture, la concentration en
NOj" du sol n’a pas varié entre les différents systémes de culture (p = 0,80) (Figure 24) avec
une valeur moyenne de 1,68 + 0,24 ug N- NO;g-' sol sec. Pour une date donnée, les pratiques
agricoles n’ont pas eu d’effets sur les concentrations en ammonium et en nitrate dans le sol.

Seules les teneurs en ammonium ont varié entre les cycles de culture.

3,5 3 cycles de culture NS

2,5

1

4 cycles de culture

NH," (ug N g sol sec)

NH," (ug N g sol sec)

35 5 cycles de culture

3
2,5
2
15
1
0,5

Traitements

NH," (ug N g sol sec)

Figure 23. Concentration en ammonium en fonction des traitements apres 3, 4 et 5 cycles de culture.
Les barres d'erreur sont des erreurs standard (n = 9). NS indique 1’absence de différence significative entre
traitements pour une date. Six traitements ont été étudiés: bMM : rotation mais-mais sur sol nu; SMM : rotation
mais-mafis sur brilis ; mMM : rotation mais-mais sur mulch ; mMB : rotation du mais-niébé sur mulch; mMS :
rotation mais-soja vert sur mulch ; fMM : rotation mais-mais avec fertilisation chimique.
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Scycles de culture

NO; (ug N g1 sol sec)
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Figure 24. Concentration en nitrate du sol en fonction des traitements aprés 5 cycles de culture. Les
barres d'erreur sont des erreurs standard (n = 9). NS signifie qu’il n’y a pas de différence significative entre les
traitements pour une date. Six traitements ont été¢ étudiés: bMM : rotation mais-mais sur sol nu; sSMM : rotation
mais-mafis sur brilis ; mMM : rotation mais-mais sur mulch ; mMB : rotation du mais-niébé sur mulch; mMS :
rotation mais-soja vert sur mulch ; fMM : rotation mais-mais avec fertilisation chimique.

11.2.2. Effets des pratiques agricoles sur ’activité nitrifiante potentielle du sol

I1.2.2.1. Activité nitrifiante potentielle

L’activité nitrifiante a varié généralement de 0,12 a 0,31 ug de N g de sol h™'. Elle n'a
toutefois pas été influencée de facon significative par les traitements quelle que soit la date
d'échantillonnage (p = 0,27, 0,09 et 0,71 respectivement apres 3, 4 et 5 cycles de culture)
(Figure 25). En particulier, I’activité nitrifiante était similaire dans toutes les sous-parcelles,
méme aprés 5 cycles de culture, soit 2,5 ans aprés la mise en place des différents itinéraires

agricoles. Les pratiques agricoles n’ont pas eu d’effets sur ’activité nitrifiante potentielle.
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Figure 25. Activité nitrifiante potentielle en fonction des traitements apres 3, 4 et 5 cycles de culture.
Les barres d'erreur sont des erreurs standard (n = 9). NS signifie pas de différence significative entre les
traitements (p >0,05). Six traitements ont été étudiés: bMM : rotation mais-mais sur sol nu; SMM : rotation mais-
mais sur brdlis ; mMM : rotation mais-mais sur mulch ; mMB : rotation du mais-ni¢bé sur mulch; mMS :
rotation mais-soja vert sur mulch ; fMM : rotation mais-mais avec fertilisation chimique.

11.2.2.2. Comparaison des effets de la fertilisation sur la nitrification avec des études sur

d’autres agroécosystémes

Les résultats de ces travaux ont montré une absence de stimulation de la nitrification apres
fertilisation. Autrement dit la fertilisation n’a eu aucun effet aprés 2,5 ans, malgré les apports
de 25 g-N m™ par saison de croissance. Ce résultat est plutdt inhabituelle (Figure 26) en
comparaison a la revue de littérature menée (rapportée dans la partie A-synthese
bibliographique) sur les effets des engrais sur la nitrification dans les cultures et dans les
prairies (Tableau 2). En effet, la nitrification a tendance a étre fortement stimulée par la
fertilisation azotée dans la plupart des prairies et dans les systémes de culture. Les niveaux de

stimulation signalés varient de + 45 % a + 182 % pour des apports d'engrais variant de 5 a 7
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g-N m™ par saison de croissance; et de + 72 % a + 220 % pour des apports d'engrais de 10 a
30 g-N m™ par saison de croissance, a l'exception d'une des deux valeurs rapportées par

Philipps et al. (2000) (Figure 27).
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Nitrification
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E\ Concentration Na S ppm
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Figure 26. Comparaison des réponses de la nitrification a la concentration en ammonium du sol entre
un sol tempéré cultivé et fertilisé, un sol de savane sud-africain, et le sol étudié. Pour chaque sol, le taux
de nitrification est exprimé par rapport au taux observé pour 5 ppm d'ammonium (une extrapolation linéaire
entre 2 et 10 ppm a été utilisée pour le sol étudié). Les barres d'erreur sont des erreurs standard (elles sont
masquées par le symbole pour la savane Sud-africaine).
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Figure 27. Comparaison des effets de la fertilisation azotée sur la nitrification rapportés pour
différentes terres cultivées et prairies, y compris les agroécosystémes étudiés. Pour chaque étude, l'effet
de la fertilisation est exprimé comme la variation en pourcentage par rapport a la nitrification dans des sous-
parcelles témoins non fertilisées, c'est-a-dire : 100 * ((Nitrif fertilis€ — Nitrif non fertilisé) / Nitrif non fertilis¢).
Chaque symbole correspond a une étude publice.
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11.2.3. Effet des pratiques agricoles sur I’abondance des communautés nitrifiantes du sol

I1.2.3.1. Abondance des archées et bactéries oxydatrices de ’ammonium

Dans les sols étudiés, I'abondance des archées oxydatrices de I’ammonium (AOA) a été
supérieure a celle des bactéries oxydatrices de I’ammonium (AOB) (environ 100 fois plus
d’AOA que d’AOB). L’abondance des AOA a toujours été autour de 10° copies du géne
amod AOA g de sol sec, et n'a pas été influencée de fagon significative par les différentes
pratiques agricoles quelle que soit la date d'échantillonnage (p > 0,05 ; Figure 28a). En outre,
l'abondance des AOB était beaucoup plus faible (environ 10° copies du géne amo4 AOB g
de sol sec) et tendait a étre plus élevée dans les sous-parcelles fertilisées ce qui était non

significatif (p = 0,078) a la derni¢re date d'échantillonnage (Figure 28b).
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Figure 28. (a) Abondance des archées oxydant I'ammonium (AOA) et (b) des bactéries oxydant
I'ammonium (AOB) en fonction des traitements apres 3, 4 et 5 cycles de culture. NS indique qu'il n'y a
pas de différence significative entre traitements pour une méme date (p > 0,05) ; l'effet du traitement est non
significatif (p = 0,078) pour les AOB apres 5 cycles de culture. Six traitements ont été étudiés: bMM : rotation
mais-mais sur sol nu; SMM : rotation mais-mais sur brilis ; mMM : rotation mais-mais sur mulch ; mMB :
rotation du mais-niébé sur mulch; mMS : rotation mais-soja vert sur mulch ; fMM : rotation mais-mais avec
fertilisation chimique.
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11.2.3.2. Abondance des bactéries oxydatrices du nitrite

Parmi les bactéries oxydatrices du nitrite, I’abondance des Nitrospira a été 300 a 1000 fois
plus élevée que celle des Nitrobacter. Par ailleurs, I'abondance des Nitrospira a toujours été
autour de 2 107 copies de 16S g de sol sec et n'a pas été influencée par les différentes
pratiques agricoles apres 3, 4 et 5 cycles de culture (p > 0,05 ; Figure 29a). L'abondance des
Nitrobacter a été d'environ 5 10* copies de nxrd g de sol sec. L’abondance des Nitrobacter
la plus ¢élevé a été enregistrée dans les sous-parcelles fertilisées et la plus faible dans les sous-
parcelles de sol nu a toutes les dates, cette tendance étant statistiquement significative (p =

0,028) a la derniére date d'échantillonnage (Figure 29b).
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Figure 29. (a) Abondance des bactéries oxydatrices du nitrite du genre Nitrobacter et (b) Nitrospira
en fonction des traitements apres 3, 4 et 5 cycles de culture. Les barres d'erreur sont des erreurs-types (n =
9). Les diagrammes portant la meme lettre ne sont pas statistiquement différents (p> 0,05); NS indique I’absence
de différence significative entre traitements pour une méme date (p> 0,05). Six traitements ont été étudiés: bMM
: rotation mais-mais sur sol nu; SMM : rotation mais-mais sur brilis ; mMM : rotation mais-mais sur mulch ;
mMB : rotation du mais-niébé sur mulch; mMS : rotation mais-soja vert sur mulch ; fMM : rotation mais-mais

avec fertilisation chimique.
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I1.2.3.3. Relations entre les abondances des différents groupes microbiens oxydant

I’ammonium et le nitrite

Les corrélations entre les abondances des différents groupes de nitrifiants ont changé avec le

temps (Figure 30). En effet, aucune corrélation significative n'a été observée entre les

abondances de Nitrobacter et AOB aprés 3 et 4 cycles de culture (Figure 30a ; Figure 30d),

mais la corrélation est devenue significative et tres forte apres 5 cycles (Figure 30g).

De méme, aucune corrélation significative n'a été observée entre les abondances de Nitrospira

et AOA apres 3 et 4 cycles de culture (Figure 30c ; Figure 30f), mais la corrélation est

devenue significative apres 5 cycles (Figure 301). En revanche, une forte corrélation a été

observée entre les abondances de Nitrobacter et de Nitrospira apres 3 cycles de culture, mais

cette corrélation est devenue plus faible aprés 4 cycles et n'était plus significative apres 5

cycles (Figure 29).
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Figure 30. Corrélations entre les abondances des différents groupes nitrifiants. Les corrélations sont
présentées entre les Nitrobacter et les bactéries oxydatrices de l'ammonium AOB, en (a) (d) et (g); les
Nitrobacter et les Nitrospira en (b) (e) (h); et entre les Nitrospira et les Archées oxydatrices de I'ammonium,
AOA en (c) (f) (1). Chaque point correspond a la moyenne pour un traitement (n = 9). Pour les corrélations
significatives, les valeurs R? et p sont indiquées. NS indique I’absence de corrélation significative.
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I1.2.4. Diversité et phylogénie des bactéries nitritantes (AOB) du sol

L'arbre phylogénétique obtenu pour les séquences amoA d’AOB des sols étudiés est présenté
a la Figure 31. L'abondance relative des séquences amoA de 17 clusters (cluster C1 ; cluster
C3 ; cluster C4 ; cluster C6 ; cluster C7 ; cluster C10 ; cluster C11 ; cluster C12abc ; cluster
C14 ; cluster C17 ; cluster C18 ; cluster C21 ; cluster C22a ; cluster C30 ; cluster C33 ; cluster
C35; cluster C36) a augmenté en réponse a la fertilisation (ces clusters apparaissent en noir
dans I’arbre présenté a la Figure 31). Ces séquences ont représenté plus de 17 % des AOB
dans les sous-parcelles fertilisées, et seulement 5,8 % et 6,7 % respectivement dans les sols
nus (témoins) et les sols soumis au brilis. Les séquences amoA de trois de ces 17 groupes
promus par la fertilisation sont affiliées a des AOB connues (Figure 31): les séquences d’un
cluster sont affiliées a celles de Nitrosospira multiformis ; pour un second cluster, les
séquences sont affiliées a celles de Nitrosospira briensis ; et les séquences d’un troisieéme
cluster correspondaient a celles d’une Nitrosospira sp. précedemment identifi¢ par He et al.

(2007) dans un ferrosol agri-udic sous un climat subtropical en Chine.
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Figure 31. Relations phylogénétiques entre les séquences amoA d’AOB issues des sols sous les six

traitements aprés 5 cycles de culture. Les triangles noirs et blancs correspondent respectivement a des
clusters de séquences dont l'abondance relative a augmenté et n'a pas changé ou a diminué en réponse a la
fertilisation. Les disques indiquent la distribution des séquences amod entre les six traitements pour chaque
triangle noir (la taille du disque correspond a l'abondance totale de ces séquences, suivant a une échelle
logarithmique). Les noms indiquent I'emplacement des séquences amod des souches cultivées et des séquences
de référence. Les encarts présentent le nombre total de séquences appartenant aux grappes blanches (a) et aux

grappes noires (b) par traitement.

11.2.5. Sensibilité de la nitrification a différents niveaux d'ammonium et lien avec la

composition des communautés nitrifiantes du sol

Le pourcentage de changement de la nitrification mesurée a un niveau moyen d’ammonium
comparée a la nitrification mesurée au faible niveau d'ammonium (c'est-a-dire 100 * (Nitrif}o-

Nitrif,) / Nitrify) a été significativement (p = 0,05) influencé par les traitements a la derniere
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date d'échantillonnage (mesure effectuée que pour cette derniere date) (Figure 32). Ce niveau
a varié de + 3 % pour les sous-parcelles fertilisées (la nitrification étant semblable avec 2 ou
10 ppm d'ammonium), a -9,3 % et -17,8 % respectivement pour les sous-parcelles avec mulch
de mais-mais et mais-niéb¢, a -22,6 %, -25,5 % et -26,8 % pour les sous-parcelles nu (bMM),
de brilis (sMM) et avec soja vert (mMS) ou la nitrification mesurée avec 10 ppm
d'ammonium était nettement plus faible que celle obtenue avec 2 ppm d'ammonium (Figure
32). Le pourcentage de changement de nitrification a 10 ppm par rapport a 2 ppm a été
significativement (p = 0,044) corrélé au rapport AOB / AOA. En effet, plus le rapport AOB /
AOA a ¢été ¢levé, meilleure a été la nitrification a des niveaux moyen d’ammonium comparé
au faible niveau d’ammonium (Figure 32a). Une corrélation significative (p= 0,018) a
¢galement ¢€té¢ observée entre le pourcentage de changement de nitrification et le rapport
Nitrobacter | Nitrospira (Figure 32b). En outre, le pourcentage de changement de nitrification
mesuré pour 10 ppm par rapport a 2 ppm d'ammonium a été fortement corrélé a la somme des
abondances relatives de tous les clusters d’AOB favorisés par la fertilisation chimique (Figure

32¢).
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Figure 32. Changement de la nitrification mesurée a un niveau moyen par rapport a un niveau bas
d'ammonium, en fonction de la composition des communautés nitrifiantes. Chaque axe Y correspond au
pourcentage de changement de nitrification mesuré a 10 ppm par rapport a 2 ppm d'ammonium ; ces valeurs sont
reliées (a) au rapport entre les abondances de bactéries oxydant 'ammonium et les abondances des archées
oxydant I’ammonium, AOB/AOA ; (b) au rapport Nitrobacter/Nitrospira ; et (c) l'abondance relative des
populations d’AOB favorisées par la fertilisation (clusters indiqués en noir dans la Figure 31).
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I1.2.6. Capacités d'absorption de I’Azote minéral de la variété de mais

Le taux d'absorption de N par le mais a été supérieur lorsque les mesures ont été faites avec
une concentration totale en azote total minéral dans la solution de 17 ppm par rapport a 6 ppm
(Figure 33). A 6 ppm, les taux d'absorption de NOs™ et de NH, ~ étaient respectivement de 35
et 4 pg-N h™' g de racine, alors qu'a 17 ppm ces taux étaient respectivement de 57 et 9 pug-N
h"' g de racine (Figure 33). Le rapport entre les taux d'absorption de nitrate / d'ammonium
¢tait respectivement de 8,7 et 6,1 pour la faible concentration et la concentration moyenne en

N dans la solution.
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=
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=2 004 a
g £
ﬁ 1, 003
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Figure 33. Taux d’absorption de I’azote par les racines de mais pour 2 concentrations en N minéral
total de la solution ou baignent les racines. Les mesures ont été effectuées sur des plantes de 5 semaines

cultivées en serre. Les barres d'erreur sont des erreurs standard (n = 5). Les diagrammes portant la méme lettre
ne sont pas statistiquement différents (p> 0,05).

I1.2.7. Concentration en Azote (N) dans les feuilles, les tiges et les racines des plantes

cultivées

Les concentrations en N de la tige et de la racine ont varié entre les traitements
respectivement de 0,67 a 1,3 % et de 0,95 a 1,4 %, sans effet significatif des traitements (p=
0,30 et p= 0,57 respectivement pour les tiges et racines) (Figure 34a). Cependant, la

concentration en N des feuilles a été significativement plus élevée (p <0,018) pour le niébé
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(traitement mMB) que celle du mais provenant du sol nu (bMM) et du brilis (sMM) avec des
valeurs allant de 1,3 4 2,6 %. En outre, un 6™ cycle de culture comportant uniquement du
mais a été réalisé sur toutes les sous-parcelles. L’analyse de la concentration en N des
différents compartiments (feuilles, tiges racines) de plants de mais issus de cette 6™ culture
n'a pas varié significativement entre tous les traitements (bMM, MM, mMB, mMS, mMM, et
sMM) méme pour les feuilles contrairement a ce qui avait été observé précédemment c’est-a-

dire au 5™ cycle (Figure 34b).
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Figure 34. Concentration totale en azote des feuilles (haut), tiges (milieu) et racines (en bas) en
fonction du traitement au 57" cycle (a) et pour un 6
erreurs standard (n = 3). Les diagrammes portant la méme lettre ne sont pas statistiquement différents (p> 0,05);
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cycle (b) de culture. Les barres d'erreur sont des

NS indique I’absence de différence significative.
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I1.3. Discussion
I1.3.1. Réponse des nitrifiants des sols de la zone d’étude aux pratiques agricoles

La plupart des sols des savanes humides d’Afrique de I’Ouest sont caractérisés par un faible

niveau de fertilité¢ (Oorts et al., 2003). Les résultats de la présente é¢tude appuient ceux de
Delmas (1967) et Gilot-Villenave (1994) qui ont observé que ces mémes sols (méme région)
¢taient pauvres en mati€res organiques, en phosphore et en cations basiques, avec des niveaux
d’azote et de phosphore faibles. Selon ces auteurs, dans ces sols, les argiles sont constituées
d’illite et de kaolinite et sont représentées en faible proportion. Cette composition leur procure

une faible capacité d’adsorption (Delmas, 1967; Bonvallot, 1968; Riou, 1974).

La faible teneur en argiles et en matiere organique de ces sols serait la cause de la faible
stabilité structurale avec pour conséquence, la grande sensibilité¢ de ces sols aux dégradations
physiques (I’érosion) et chimiques (la perte de nutriments, 1’acidification) (Delmas, 1967;
Bonvallot, 1968). Par ailleurs, les résultats obtenus dans cette étude corroborent le point de
vue selon lequel ces sols ont des niveaux d'ammonium particulierement faibles (Riou, 1974).
En effet, a I'exception des périodes seéches comme celle de la derniere date d'échantillonnage,
la concentration en ammonium du sol dans les systémes cultivés étudiés a €té toujours
inférieure 4 0,8 ugN g de sol sec. Ce résultat est cohérent avec le cycle particulier de I’azote
qui caractérise les sols cette zone. En effet, ces savanes sont considérées comme des
¢cosystemes limités en éléments nutritifs, principalement en N qui induit une limitation de la
production primaire (Leriche ef al., 2003). Cette limitation est essentiellement due a la texture
sablonneuse du sol, avec des teneurs en limons (14 %) et en argiles (7 %) et une capacité
d’échange en cation (environ 3 cmol kg™) trés faibles, ce qui ne favorise pas la rétention des

minéraux, de la matiére organique et des nutriments (Abbadie et Lata, 2006).

De plus, les différentes perturbations fortes comme les feux annuels et le climat sub-
équatorial avec des alternances de saisons seéches et pluvieuses favorisent les pertes de N par
combustion de la biomasse et par lixiviation principalement sous forme organique (0,5 g N m’
> an ') (Abbadie ef al.,, 1996). Ces perturbations ont une conséquence directe sur I’azote du
sol, puisqu’il n’a pas le temps d’étre stabilis¢ en humus du fait d’'une décomposition rapide
dans ces régions, et les ¢éléments nutritifs restent difficilement accessibles aux
microorganismes. Enfin, la fixation biologique du N, est extrémement faible, réduisant les

apports de N dans ces écosystemes (Abbadie ef al., 1996). Ces caractéristiques expliquent que
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ces sols de savane comptent parmi les sols supportant un couvert végétal ayant les plus faibles

niveaux d'ammonium de tous les écosystémes terrestres étudiés (Abbadie et al., 1996).

Bien que les concentrations d'ammonium dans le sol aient été les plus élevées dans les sous-
parcelles fertilisées ou amendées (paillis), cette tendance n'a pas été significative. En effet,
aux deux premieres dates d'échantillonnage, les concentrations d'ammonium étaient
inférieures 4 0,8 ugN g méme dans les sous-parcelles fertilisées, malgré la forte quantité
d'engrais azoté apportée au sol au début de chaque cycle de culture (0-7 jours) et apres 40 a 45
jours apres le semis. Ce résultat peut difficilement étre expliqué par la volatilisation de 1’azote
dans le sol, car la volatilisation de I'ammonium se produit principalement sur les sols alcalins
(Terman et Hunt, 1964; Terman, 1979) ; le pHc des sols étudiés se situant entre 6,5 a 6,8.
Une explication plus plausible serait que les concentrations d'ammonium et d'urée aient
augmenté apreés chaque apport d’engrais (au début du cycle de culture et 45 jours apres le
semis), mais une lixiviation relativement rapide du N serait intervenue en raison de la capacité
d'échange de cations particulicrement faible de ces sols et des fortes précipitations

caractéristiques de ce type de climat sub-équatorial.

Conséquemment au tres faible niveau d'ammonium, la communauté nitrifiante de ces sols est
dominée par des groupes connus pour étre le plus souvent adaptés a de faibles niveaux
d’azote. Par exemple, la communauté oxydatrice de ’ammonium est dominée par les archées
oxydatrices de I’ammonium (AOA), environ 100 fois plus abondante que les bactéries
oxydatrices de ’ammonium (AOB). Bien qu’il existe une diversité fonctionnelle au sein des
AOB et des AOA (Prosser, 1989 ; Xie et al., 2014), lors d’études écophysiologiques des
chercheurs ont souvent constaté que les AOB sont capables d’une plus grande production de
nitrite que les AOA (de la Torra ef al., 2008). De méme, les Nitrospira ont ét¢ 300 a 1000 fois
plus abondante que les Nitrobacter dans ces sols. Ceci s'expliquerait probablement par la
différence de niche entre ces deux groupes, principalement en ce qui concerne la disponibilité
de I’azote (Le Roux et al, 2016). En effet, Nitrospira et Nitrobacter ont respectivement de
faibles et hautes constantes de demi-saturation pour leur activité d’oxidation du nitrite, et les
Nitrobacter sont favorisés dans des conditions de forte disponibilité en azote (Schramm et al.,
2000; Blackburne ef al., 2007; Nowka et al., 2015). Ce résultat est conforté par les études sur
la dynamique des bactéries oxydatrices des nitrites (NOB) dans les sols (Attard et al., 2010;
Wertz et al., 2012). La forte dominance de la communauté nitrifiante par les AOA et les

Nitrospira est donc compatible avec les tres faibles concentrations d'ammonium dans les sols
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de savane étudiés ici, ce qui a également été rapporté pour des savanes d'Afrique du Sud

(Rughoft et al., 2016).

En outre, les résultats obtenus fournissent des preuves directes de l'adaptation des nitrifiants a
de trés faibles niveaux d’azote. En effet, il a été observé une réduction de -30 % de la
nitrification mesurée a une concentration moyenne de 10 ppm de NH," par rapport a activité
mesurée a un plus faible niveau d'ammonium (2 ppm) pour les sous-parcelles non fertilisées
chimiquement. Cette forte diminution de l'activité de la communauté des nitrifiants du sol sur
cette gamme basse de niveaux d'ammonium est particulicre : elle différe fortement de la
réponse de la nitrification a une augmentation de la concentration en ammonium observée
pour un sol cultivé tempéré et recevant des engrais chimiques (Figure 26). Dans ce dernier
cas, la quantité de NH,;" optimale pour la nitrification est de 50-100 ppm, ce qui met en
¢vidence I'adaptation des nitrifiants aux niveaux ¢élevés de N dans ces sols tempérés fertilisés.
Pour les sols de savane mésique de I'Afrique du Sud, la nitrification n'a que faiblement
augmenté lorsque la concentration de NH," a augmenté de 2 & 10 ppm ; ceci suggére que les
nitrifiants dans ce sol de savane ne sont pas adaptés a des niveaux d'ammonium aussi bas que

les nitrifiants du sol du centre de la Cote d'Ivoire.

I1.3.2. Réponse de la nitrification et de I'abondance des groupes nitrifiants aux pratiques

agricoles

Apres 5 cycles de culture, c'est-a-dire aprés 2,5 ans, la nitrification n'a pas ét¢ influencée par
les systemes de culture, y compris le mulching avec l'insertion de légumineuses (soja vert,
niéb¢) dans la rotation culturale. Le manque de réponse de la nitrification aux pratiques
agricoles est particulierement frappant pour le traitement fMM qui impliquait I'addition de 25
g-N m™ par cycle de culture (15 g-N m™ d’ammonium et 10 g-N m™ d’urée). Ce résultat n'est
pas cohérent avec de nombreuses ¢tudes antérieures qui ont montré que la nitrification est treés
généralement stimulée par la fertilisation chimique dans de nombreux écosystémes terrestres
des prairies ou cultivés (Ai et al., 2013; Zhou et al., 2014). (Voir la synthése de ces travaux

précédents sur le Tableau 2 ; Figure 27).

Par ailleurs, sur la méme période de 2,5 ans, des changements dans les abondances de certains
groupes nitrifiants, en particulier a la derniére date d’échantillonnage, commencent a
s’observer. L'abondance des AOB a augmenté en réponse a l'apport d'engrais aprés 5 cycles

de cultures tandis que l'abondance des AOA n'a pas été influencée par le traitement fMM. Ce
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résultat est cohérent avec les études antérieures signalant une augmentation des AOB plutot
que des AOA dans le sol en réponse a I’addition d’engrais NPK et / ou d'urée (Docherty et al.,
2012; Simonin et al., 2015). En outre, de nombreuses études ont montré une augmentation de
l'abondance et de I'activité¢ des AOB en réponse a la fertilisation azotée (Mendum et al., 1999;
Phillips et al., 2000). D'autres études ont montré que 1'abondance des AOA n’étaient pas
affectée ou méme parfois diminuait en réponse a une addition de N dans les prairies (Daebeler
et al, 2012 ; Zhang et al., 2013 ; Simonin et al, 2015) et d'autres écosystémes tempérés
(Chen et al., 2014). Récemment, Catdo ef al. (2016) ont indiqué que le rapport AOB/AOA
augmentait avec la nitrification le long des différents stades de culture du soja (Glycine max
L.) dans un site en restauration suite a extraction de gravier dans la zone de savane du centre

du Brésil.

Tous ces résultats sont vraisemblablement liés a la répartition des niches entre AOB et AOA
concernant la disponibilit¢ de N dans le sol (Taylor et al., 2012). Les abondances de
Nitrobacter et de Nitrospira respectivement ont augmenté et n'ont pas ét¢ modifiées dans les
sous-parcelles fMM. Ces résultats concordent avec ceux publiés sur la dynamique des NOB
dans des sols agricoles et forestiers d’Europe et d’Amérique du nord (Attard et al, 2010;
Wertz et al., 2012). Attard ef al. (2010) et Le Roux ef al. (2016) ont ainsi constaté que les
Nitrobacter sont favorisés sous une forte disponibilité en N alors que les Nitrospira sont
moins sensibles au niveau de N dans des sols agricoles et prairiaux frangais. Dans I'ensemble,
les résultats de cette étude appuient 1'opinion selon laquelle les AOB et Nitrobacter sont les
groupes nitrifiants principalement stimulés par une augmentation de la disponibilité en N,
tandis que les abondances des AOA et Nitrospira répondent peu a la disponibilité accrue de

N, comme cela a été observé pour d'autres sols de prairies (Simonin et al., 2015).

I1.3.3. Modification de la composition de la communauté nitrifiante suite a 1'apport

d'engrais

Outre 1'augmentation des abondances des AOB et des Nitrobacter, plusieurs groupes d'AOB
ont été sélectionnés dans des sous-parcelles fertilisées. En particulier, il a été identifié¢ 17
clusters de séquences amoA de ces bactéries dont 1'abondance relative a augmenté en réponse
a la fertilisation par rapport aux sols témoins. Sachant que le pHeay du sol et la teneur en eau

du sol (facteurs de controle potentiels ; Dannenmann et al., 2008 ; Geisseler et Scow, 2014 ;
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Lu et al., 2013) n'ont pas été affectés par les différents traitements, la fertilisation azotée était
probablement le principal facteur de sélection de ces populations d'AOB. Deux faits appuient

ce point de vue.

Premiérement, plusieurs séquences amoA qui apparaissaient dans des sous-parcelles fertilisées
sont affiliées a des séquences amoA de souches de Nitrosospira adaptées aux fluctuations des
niveaux de NH4 ou a une activité d'uréase. Certains AOB favorisés par la fertilisation sont
affiliés a Nitrosospira multiformis dont le génome inclut (i) plusieurs copies des clusters de
genes amo et hao et leurs éléments régulateurs, génes clés pour la flexibilité de l'expression de
l'inventaire catabolique sous des concentrations fluctuantes d'NH,4"; (ii) une gamme de génes
permettant I'assimilation de NH4 soit par des systtmes a affinité élevée lorsque la
concentration en ammonium est faible, soit par un systéme a plus faible affinité utilisé lorsque
les taux de NH,4" sont élevés; et (iii) plusieurs clusters de génes codant pour l'uréase et l'urée-
carboxylase, qui fournissent une capacité uréolytique importante pour des bactéries vivant
dans des sols présentant des concentrations fluctuantes d'urée et / ou un pH acide (Norton et

al., 2008).

En outre, d'autres AOB favorisés par la fertilisation sont affiliés a Nitrosospira briensis,
connu pour sa stratégie de survie sous disponibilité fluctuante dNH,', impliquant une faible
diminution de I'activité d'oxydation de NH4  consécutive a une importante carence en azote et
a la récupération rapide de cette activité apres addition d’azote apres une période de carence
(Bollmann et al., 2005). Ces résultats pourraient s'expliquer par les formes d'engrais azotés
(ammonium ou urée) ajoutés au sol 10 fois pendant la période de 2,5 ans étudice. Ces résultats
ont probablement induit des augmentations transitoires des concentrations en urée et / ou
ammonium dans le sol et ont donc pu fortement sélectionner des AOB capables de faire face a
de telles fluctuations et d’utiliser efficacement ces substrats, méme a des niveaux relativement
¢levés. Par ailleurs, les augmentations de concentration en N du sol observées dans les sous-
parcelles fertilisées, pourraient étre transitoire probablement a cause de la tres faible capacité
d'échange cationique de ces sols et la forte pluviométrie annuelle. Ces deux derniers facteurs
eux-mémes expliquant pourquoi les changements d’abondance de la communauté AOB

étaient lents.

Deuxiemement, 1'abondance relative des populations d'AOB qui ont émergé dans les sous-
parcelles fertilisées a été corrélée a la capacité de la communauté nitrifiante & maintenir son

activité a des niveaux d'ammonium plus ¢élevés (10 ppm) comparativement a des niveaux
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faibles (2 ppm). Ceci est une indication supplémentaire que ces populations AOB avaient des
traits éco-physiologiques leur permettant de résister a des niveaux accrus d'ammonium. Les
résultats obtenus suggérent donc que, bien que les populations dominantes de la communauté
AOB dans les sols témoins aient été adaptées a de tres faibles niveaux de N, la différenciation
de niche entre AOB lié¢e a leurs réponses aux fluctuations de la disponibilité de N (Geets et
al., 2006) a expliqué I'émergence de nouvelles populations dominantes dans les sous-parcelles

fertilisées.

I1.4. Conclusion partielle
Les résultats obtenus ont montré que :

(1) les nitrifiants dans les sols de la zone de savanes humides de Cote d'Ivoire sont adaptés
a de trés faibles niveaux de NH,', et que les taux de nitrification diminuent lorsque les
niveaux de NH4" du sol augmentent. Dans ces sols, les nitrifiants dominants ne sont
donc pas capables de bénéficier d'une augmentation soudaine de la disponibilité en N

induite par des épisodes récurrents de fertilisation.

(2) le fait que le cultivar de mais utilisé par les agriculteurs sur les sous-parcelles étudiées
ait une forte préférence pour le NOs™ au détriment de NH;" pour sa nutrition azotée
explique que le blocage du cycle de N par des nitrifiants (a savoir leur faible capacité a
convertir I'urée et I'ion NH," des fertilisants en NO3'), empéche tout effet positif de la

fertilisation sur le statut azoté du mais au moins pendant 2 a 3 ans.

(3) en raison de la faible capacité d'échange en cations du sol et du régime pluviométrique
sub-équatorial, la fertilisation chimique a probablement induit des concentrations
fluctuantes des teneurs en N. En particulier, I’on peut attendre des niveaux élevés de
NH4" et d'urée juste aprés la fertilisation, en alternance avec des périodes de faibles
niveaux. En conséquence, un changement profond dans la composition de la
communauté des AOB, avec la sélection de taxons capables de faire face a des
niveaux fluctuants de N et / ou capables d'utiliser l'urée comme source de N, est
nécessaire avant que la nitrification puisse augmenter en réponse a la fertilisation

chimique pratiquée par les agriculteurs.
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De facon intéressante, un délai dans la réponse de la nitrification a la fertilisation due a une
composition inadéquate de la communauté nitrifiante a déja été signalé¢ pour d’autres sols ;
mais ce délai est beaucoup plus long pour les sols de savane humide ou les nitrifiants sont
adaptés a des niveaux particulierement bas de leurs substrats azotés. Les résultats montrent
ainsi que I'écologie des nitrifiants et la faible capacité de rétention de N dans ces sols doivent
étre pris en compte pour guider le choix des pratiques agricoles. Les résultats expliquent
notamment pourquoi la fertilisation chimique n'est pas une solution adaptée en terme
environnemental (pertes d’une bonne partie de 1’azote amené par fertilisation qui n’est pas
valorisée par les cultures) pour ce type d’agro-écosystéme dans la zone de savane humide. Les
résultats mettent aussi 1’accent sur la nécessité qu’il y a de compléter 1’évaluation des variétés
de plantes cultivées non fixatrices d’azote en termes de type d’azote minéral qu’elles peuvent
utiliser. En effet, favoriser des variétés utilisant principalement le nitrate et utiliser une
fertilisation chimique de type nitrate poserait le probleme du lessivage intense du nitrate
qu’on attend dans ce type de sol et sous ces climats. Une solution serait par exemple de
privilégier des variétés utilisant principalement I’ammonium en continuant a utiliser I'urée et
I’ammonium comme fertilisant. Mais d’aprés les résultats, la pratique de paillage,
possiblement avec insertion de légumineuses, pourrait étre moins onéreuse et plus adaptée
pour augmenter progressivement et de facon durable la disponibilité en azote dans ces agro-

€cosystemes.
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CHAPITRE 1III : EFFET DES PRATIQUES AGRICOLES SUR LES
DENITRIFIANTS DU SOL ET LE RISQUE DE PERTE
D’AZOTE ET D’EMISSION DE N,O PAR DENITRIFICATION

II1.1. Introduction partielle

L’objectif de ce chapitre était de quantifier la réponse des microorganismes dénitrifiants
présents dans la couche superficielle du sol (0-10 cm) a six pratiques agricoles appliquées
durant 2,5 ans. Ces pratiques sont : (1) brilis avec culture continue du mais; (2) fertilisation
chimique avec culture continue du mais; (3) paillage avec culture continue du mais; (4)
paillage avec rotation mais-soja vert; (5) paillage avec rotation mais-niébé¢; et (6) sol nu avec

culture continue du mais.

En outre, cette étude vise a mettre en évidence les déterminants édaphiques (I’humidité du sol,
le carbone organique, le nitrate et/ou le pHe, du sol) des réponses observées sur I’activité
potentielle et les abondances des dénitrifiants dans les sols trés pauvres en N du centre de la
Cote d’Ivoire. La dénitrification, 1'abondance de 4 groupes clés de dénitrifiants (nirK, nirs,
nosZI et nosZII) et quatre variables édaphiques (humidité du sol, carbone organique, nitrate,
PHeay du sol) ont été mesurées pour les 6 pratiques sur chacune des 9 parcelles de jacheres soit
54 sous-parcelles expérimentales apres 3, 4 et 5 cycles de culture. Ce chapitre s’appuie sur
trois hypothéses: (i) les communautés dénitrifiantes dans les sols de la zone de savanes
humides sont pilotées par des déterminants édaphiques différents en fonction du groupe
auquel ils appartiennent (hypothése de différenciation de niche écologique entre les groupes
considérés), (ii) I’effet différentiel des pratiques agricoles sur les différents groupes de
dénitrifiants, et notamment sur les réducteurs de nitrite et sur les réducteurs de N,O, peut
avoir des implications pour les pertes en azote via la production de N,O par les sols dans ces
agrosystémes. De fagon particuliere, la troisiéme hypotheése est celle selon laquelle (iii) la
technique de paillage avec les 1égumineuses insérées dans les rotations augmente a la fois la
disponibilit¢ du C et de N dans les sols, et serait donc la pratique la plus défavorable en

termes de risque de perte de N par dénitrification.

II1.2. Résultats

I11.2.1. Principaux déterminants édaphiques du sol pilotant les abondances de chaque

groupe de dénitrifiants

120



PARTIE C : Résultats et Discussion

Les résultats des abondances des dénitrifiants réalisées dans ces sols cultivés de la zone de
savanes humides d'Afrique de 1'Ouest, ont montré que la communauté des réducteurs de
nitrites était dominée par les bactéries portant le géne nirS (de 4,34 10° 4 5,84 107 copies de
nirS g sol sec) plutdt que par les bactéries possédant le géne nirK (de 7,54 10* 4 9,59 10°
copies de nirK g sol sec). En ce qui concerne la communauté des bactéries réductrices de
I’oxyde nitreux (N20), les bactéries portant le géne nosZII (de 4,52 107 & 3,23 10® copies de
nosZII g sol sec) étaient environ 100 fois plus nombreuses que les bactéries porteuses le

géne nosZI (7,33 10* 44,75 10° copies de nosZI g sol sec).

Le Tableau 4 résume les corrélations observées entre les variables €daphiques clés,
I'abondance des 4 groupes de dénitrifiants, et la production brute potentielle de N,O (DEA).
L'abondance des réducteurs de nitrite de type nirK a été principalement corrélée positivement
au carbone organique du sol et négativement a I’humidité du sol (Tableau 4 ; Figure 35).
Ainsi, plus le C.org est disponible dans le sol, plus cette disponibilit¢ en C.org entraine une
augmentation des abondances nirK. Inversement, plus la teneur en eau augmente plus les
niveaux d’abondances nirK dans le sol diminuent (respectivement r = -0,97 et r=-0,83). Dans

une moindre mesure (r=-0,61), le pHc,, a un effet sur I'abondance nirK.

L'abondance des réducteurs de nitrite de type nirS a été fortement (R*> = 0,92 ; p = 0,0001) et
positivement corrélée au nitrate du sol (Tableau 4 ; Figure 36). Ce résultat montre que plus il
y’a de nitrate disponible dans le sol, plus cette disponibilité se concrétise par une
augmentation des niveaux d’abondance nirS. D’autres corrélations significatives et positives
ont également été observées entre d’une part I'abondance des réducteurs de nitrite de type nirS
(r=0,96; p=0,0001) et ’humidité du sol (Tableau 4) et d’autre part entre 1'abondance des
réducteurs de nitrite de type nirS (r = 0,58 ; p = 0,0044) et le pHeay du sol (Tableau 4). En
revanche cette corrélation était significative et négative entre ces abondances (r = -0,76 ; p =
0,0037) et le C.org du sol. L'abondance des réducteurs de I’oxyde nitreux (N,O) de type
nosZ1 a également été corrélée positivement au nitrate du sol (Tableau 4 ; Figure 37). En
outre, la bonne disponibilité en nitrate du sol augmente les abondances nosZI. L'abondance
des réducteurs de 1’oxyde nitreux (N,O) de type nosZII n'était que 1égérement corrélée a la
teneur en carbone organique du sol (Tableau 4). Le pHea du sol n’a eu aucun effet significatif

sur les abondances nosZI1.
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Figure 35. Relation entre l'abondance des réducteurs de nitrite de type nirK et la concentration de
carbone organique (a) et la teneur en eau du sol (b). Chaque point correspond a la valeur moyenne pour un
traitement et une date d'échantillonnage, et les barres sont des erreurs standard (n = 9) ; Six traitements ont été
étudiés : bMM: rotation mais-mais sur le sol nu; fMM: rotation mais-mais avec fertilisation chimique; mMM:
rotation mais-mais avec paillis; mMB: rotation mais-nié¢bé avec paillis de niébé; mMS: rotation mais-soja vert
avec paillis de soja vert; SMM: rotation mais-mais avec brilis.
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Figure 36. Relation entre 1'abondance des réducteurs de nitrite de type nirS et la concentration de
nitrates de sol. Chaque point correspond a la valeur moyenne pour un traitement et une date d'échantillonnage,
et les barres sont des erreurs standard (n = 9). Six traitements ont été étudiés : bMM: rotation mais-mais sur le
sol nu; fMM: rotation mais-mais avec fertilisation chimique; mMM: rotation mais-mais avec paillis; mMB:
rotation mais-niébé avec paillis de niébé; mMS: rotation mais-soja vert avec paillis de soja vert; SMM: rotation
mais-mais avec bralis.
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Figure 37. Relation entre 1'abondance des réducteurs de 1’oxyde nitreux de type nosZl et la
concentration en nitrate du sol. Chaque point correspond a la valeur moyenne pour un traitement et une date
d'échantillonnage, et les barres sont des erreurs standard (n = 9). Six traitements ont été étudiés : bMM: rotation
mais-mais sur le sol nu; fMM: rotation mais-mais avec fertilisation chimique; mMM: rotation mais-mais avec
paillis; mMB: rotation mais-niébé avec paillis de ni€bé; mMS: rotation mais-soja vert avec paillis de soja vert;

sMM: rotation mais-mais avec bralis.

111.2.2. Influence de la concentration de nitrate sur le taux de dénitrification

Aucune différence n'a ét¢ observée entre les taux de dénitrification mesurées a 10 ppm et 50
ppm de NOs: les deux taux étaient fortement corrélés (R2 =0,90; p = 0,0001) et la droite de
régression ne différait pas de la ligne 1/1 (Figure 38). Ainsi, les deux concentrations de nitrate
testées c’est dire 50 et 10 ppm n’ont eu aucun effet sur le taux de dénitrification dans ces sols

étudiés.
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Figure 38. Corrélation entre les taux de dénitrification mesurés pour deux concentrations différentes
de nitrate (10 et 50 ppm) aprés 5 cycles de culture.

II1.2.3. Relation entre la production brute potentielle de N,O et 1'abondance des

réducteurs de nitrite

La DEA (Denitrification Enzymatic Activity), correspond a la production brute potentielle de
N,O puisque 'acétyléne bloque I'enzyme responsable de la réduction de N,O en N,. La DEA,
¢tait fortement et positivement corrélée a I'abondance des réducteurs de nitrite de type nirS
(RZ=10,90; p = 0,0001) (Tableau 4 et Figure 39). Une corrélation significative et négative a
¢été observée entre la DEA et I'abondance des réducteurs de nitrite de type nirK (Tableau 4).
La production nette potentielle de N>O (mesurée sans ajout d'acétyléne) était
significativement et positivement corrélée a la production brute potentielle de N,O (R? = 0,18;
p = 0,05) (Figure 40). Ainsi, ce résultat révele que 1’augmentation des abondances nirS a un

effet positif, c’est dire augmente la production brute potentielle de N>O.
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Figure 39. Relation entre la DEA (production brute potentielle de N,O) et 'abondance des réducteurs
de nitrite de type nirS. Chaque point correspond a la valeur moyenne pour un traitement et une date
d'échantillonnage, et les barres sont des erreurs standard (n = 9). Six traitements ont été étudiés : bMM: rotation
mais-mais sur le sol nu; fMM: rotation mais-mais avec fertilisation chimique; mMM: rotation mais-mais avec
paillis; mMB: rotation mais-niébé avec paillis de ni€bé; mMS: rotation mais-soja vert avec paillis de soja vert;
sMM: rotation mais-mais avec brilis.

0,25 -
o~ y=0,04x + 0,08 ®bMM
3 & R2=0,18 B MM
Ty 02 OmMM
§2 BmMB
s © EmMS
= ,_m 0,15 - B sMM
< o
gz
=

01 -
£
S
E Q 0,05 - o Apres 4 cycles de culture
S z A Aprés 5 cycles de culture
&S

0 T T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Production brute potentielle de N,O
(ng N g-' sol sec h-")

Figure 40. Relation entre la production nette potentielle de N,O et la production brute potentielle de
N,O. Chaque point correspond a la valeur moyenne pour un traitement et une date d'échantillonnage, et les
barres sont des erreurs standard (n = 9). Six traitements ont été étudiés : bMM: rotation mais-mais sur le sol nu;
fMM: rotation mais-mais avec fertilisation chimique; mMM: rotation mais-mais avec paillis; mMB: rotation
mais-niébé avec paillis de niébé; mMS: rotation mais-soja vert avec paillis de soja vert; SMM: rotation mais-
mais avec bralis.
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I11.2.4. Relation entre la production nette potentielle de N,O et la DEA et 1'abondance

des réducteurs de N,O

Une majorité de travaux sur les émissions de N,O ont porté sur la dénitrification considérée
comme la principale source de ce gaz. Au cours de ce processus respiratoire microbien, les
oxydes d'azote solubles sont utilisés comme accepteur d'électrons alternatif en cas d’absence
d'oxygene pour une respiration aérobie. Il consiste en une réduction séquentielle de nitrate
(NOs3") ou de nitrite (NO;) en dinitrogéne (N,) en quatre étapes concomitantes avec
conservation de 1'énergie (Philippot et al., 2007). Cependant, chacune des étapes de la
dénitrification (production et consommation) posséde sa propre régulation. La production
nette de N>,O dans les sols représente une part variable des produits de la dénitrification (N,O
et N,) selon les conditions du milieu. Les émissions de N,O varient donc aussi bien avec la
vitesse de dénitrification qu’avec la vitesse de réduction du N,O en N,. En fait, la production
nette de N,O est le bilan entre la production brute et la consommation de N,O. Cependant, la
plupart des travaux ne considérent que la production nette de N,O et ne prennent pas en
compte les interactions possibles entre la production et la consommation de N,O. D'autres
¢tudes quantifient simultanément la production brute et la production nette (notamment en
présence ou absence de C;H;), mais peu d'entre elles ont permis de caractériser finement les 2
processus. Dans ce chapitre, les mesures sur des échantillons de sol (frais et congelés)
incubées en anaérobiose en présence ou en absence de C,H, sur les réductions microbiennes
de nitrite et d’oxyde nitreux ont été évaluées. Les résultats ont montré que les valeurs de
production brute potentielle de N,O était comprises entre de 0,59 et 0,93 uN g™ sol sec aprés
4 cycle de culture et entre 0,38 et 0,49 UN g sol sec aprés 5 cycles de culture. Soit 1,5 fois
les valeurs observées aprés 5 cycles de cultures. En outre, les valeurs de production nette
potentielle de N,O était comprises entre 0,09 et 0,15, et 0,09 et 0,15 respectivement pour les
¢échantillons issus des 4 et 5 cycles de culture. Par ailleurs la réduction du N,O était plus

eéme

importante dans les échantillons issus du 57 cycle de culture, cela dans la plupart des sous-
parcelles étudiées. En revanche, cette réduction était pratiquement deux fois plus importante
dans les sous-parcelles du geme cycle de culture, notamment celles issus du mMS (0,79 %)

sMM (0,78 %) et mMB (0,72 %)).
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I11.2.5. Vision synthétique des liens entre les productions brute et nette potentielles de
N;O, les abondances des groupes de dénitrifiants et les déterminants environnementaux

du sol

Les liens de causalité entre les variables édaphiques du sol, la DEA et 1'abondance des 4
groupes de dénitrifiants ont été étudiés en utilisant la modélisation basée sur les équations
structurelles. Deux groupes de variables ont été identifiés: (i) la teneur en nitrate dans le sol,
qui détermine fortement I'abondance des réducteurs de nitrite de type nirS, déterminant elle
méme fortement la DEA; cette derniére est bien corrélée a la fois a I'abondance des réducteurs
de I’oxyde nitreux (N,O) de type nosZI et a la production nette potentielle de N,O ; Quant a
I'abondance des réducteurs de 1’oxyde nitreux (N,O) de type nosZ1, celle-ci est négativement
corrélée a la production nette potentielle de N,O et (i) le carbone organique et le pHe,, du sol
qui déterminent l'abondance des réducteurs de nitrite de type nirK et l'abondance des
réducteurs de 1’oxyde nitreux N,O de type nosZII. Pour le premier groupe de variables, le
modele a expliqué respectivement 96 %, 91 % et 69 % de la variance de l'abondance des
réducteurs de nitrite de type nirS, de la DEA et des réducteurs de 1’oxyde nitreux de type
nosZI. Dans ce modele la DEA a expliqué 69 % réducteurs de 1’oxyde nitreux de type nosZI

et 32 % de la production nette potentielle de N,O (Figure 41).

Pour le deuxieme groupe de variables, le meilleur modele mettait en évidence le lien entre le
carbone organique du sol et les réducteurs de nitrite de type nirK, alors que 1'abondance des
réducteurs de I’oxyde nitreux de type nosZII était liée a la fois au pHea, du sol et a I'abondance
des bactéries de type nirK (Figure 41). Ce deuxiéme modele expliquait respectivement 74 %
et 60 % de la variance pour I'abondance des réducteurs de nitrite de type nirK et I'abondance
des réducteurs de 1’oxyde nitreux de type nosZII (Figure 41). 1l faut noter que la signification
du deuxiéme modeéle (x> = 7,532 ; p = 0,057) pouvait étre améliorée en ignorant l'effet du
pHeau du sol (x> = 0,878; p = 0,35) mais ceci conduisait & une explication plus faible de la

variance de 1'abondance des réducteurs de 1’oxyde nitreux de type nosZII.
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Figure 41. Résultats de I'approche de la modélisation basée sur les équations structurelles utilisée pour
identifier les principaux déterminants édaphiques des abondances et de l'activité des dénitrifiants. Un
premier modele (modéle 1) relie "en cascade" un déterminant édaphique principal (ici la concentration en nitrate
de sol) a I'abondance des réducteurs de nitrite de type nirS, la production brute de N,O, l'abondance des
réducteurs d’oxyde nitreux de type nosZI et la production nette de N,O. Un second modele (modéle 2) relie des
déterminants édaphiques (ici la concentration en carbone organique et le pH.,, du sol) a 'abondance des nirK et
des nosZII. Les coefficients de la path analysis ou analyse de parcours (valeurs proches des fléches)
correspondent aux coefficients standardisés de 1’effet d’une variable sur une autre. Les pourcentages de variance
expliqués par les modeles sont indiqués en haut a droite des cases correspondant aux variables.
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Figure 42. Modeles complets testés pour la modélisation basée sur les équations structurelles utilisées
pour identifier les principaux déterminants édaphiques des abondances et de l'activité des dénitrifiants.
NOj : nitrate ; C. org : Carbone organique ; humidité : Humidité et pHea,: pHeaw du sol correspondent
respectivement a la concentration en nitrate du sol, concentration en carbone organique du sol,
I’humidité pondérale, et au pH.,, du sol.

I11.2.6. Rapport de I’abondance totale des réducteurs de nitrite sur celle des réducteurs

d’oxyde nitreux

Le rapport nir,/nosZ,: n'a pas été significativement influencé par les traitements apres 4
cycles de culture (p = 0,50 ; Figure 43). Cependant, apres 5 cycles de culture, ce rapport
nir,/nosZ,, était significativement influencé par des traitements (ANOVA ; p = 0,039). Ce
rapport était notamment significativement plus élevé (1,5 fois) pour la rotation du mais-soja
vert avec le paillage que pour la rotation du mais-mais avec la pratique traditionnelle du brilis
(Figure 43). Cependant, les différents traitements n’ont pas eu d’effet tant sur I’augmentation
que la diminution du rapport des abondances de ces deux types de nitrifiants au 4°™ cycle de

culture.
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Figure 43. Comparaison du rapport entre l'abondance totale des réducteurs de nitrite (nir,,) et
I'abondance totale des réducteurs de N,O (nosZ,,) en fonction des traitements apres 4 cycles de culture
(a) et 5 cycles de culture (b). Les moyennes sont présentées avec des erreurs standard (n = 9). Les valeurs
avec différentes lettres sont significativement différentes (p <0,05). NS: pas de différence significative. Les six
traitements sont bMM: rotation mais-mais sur le sol nu; sSMM: rotation mais-mais avec brilis ; mMM: rotation
mais-mais avec paillis de mais; mMB: rotation mais-niébé avec paillis de niébé; mMS: rotation mais-soja vert
avec paillis de soja vert; fMM: rotation mais-mais avec fertilisation chimique.

II1.3. Discussion

I11.3.1. Quelles variables édaphiques déterminent I'abondance des dénitrifiants dans les

sols cultivés du centre de la Cote d’Ivoire ?

La dénitrification est la réduction biologique (processus opérant par étapes) du nitrate et du
nitrite en oxyde nitrique, oxyde nitreux ou di-azote via quatre complexes enzymatiques

(Zumft, 1997). Cette activit¢ inductible nécessite des conditions environnementales
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spécifiques (Tiedje, 1988). Les principaux facteurs affectant I'activité des bactéries
dénitrifiantes sont principalement la disponibilité en nitrates (Fillery, 1983; Sigunga et al.,
2002), la teneur en carbone organique (Brettar et Hofle, 2002), le niveau d’anoxie qui lui-
méme dépend de 'humidité dans un sol donné (Fillery, 1983) et la température (Mahli ef al.,
1990 ; Dannenmann et al., 2008) ainsi que le pH (Miiller et al., 1980; Dannenmann et al.,
2008). Cette étude est la premiere a caractériser 1'écologie des dénitrifiants pour les sols
cultivés de la zone de savanes humides ouest-africaine, pour laquelle aucune information

n'était disponible jusqu'a présent.

Les résultats montrent que le nitrate du sol était le principal déterminant des changements
d'abondance des dénitrifiants de type nirS et nosZI, alors que la disponibilité en carbone
organique du sol était le facteur pilotant les changements d’abondances des dénitrifiants de
type nirK et dans une moindre mesure, les dénitrifiants de type nosZIl. Ce résultat est
corroboré¢ par les régressions simples effectuées entre ’abondance de chaque groupe
dénitrifiant et chaque variable édaphique du sol, et par 1’analyse des trajectoires permettant

d’identifier et de hiérarchiser les multiples facteurs possibles.

Les résultats de cette étude appuient l'existence d'une différenciation de niche entre les
réducteurs de nitrite de type nirS et nirK (Philippot ef al., 2009; Enwall et al., 2010). Ainsi,
ces résultats s'ajoutent a un corpus de littérature croissant couvrant une gamme d'écosystémes
et rapportant que les abondances des réducteurs de nitrite hébergeant les dénitrifiants de type
nirS sont souvent liée positivement a la concentration de NOj3™ dans le sol (Philippot et al.,
2009; Yuan et al., 2012. al, 2014), alors que les abondances des réducteurs de nitrite
hébergeant le géne nirK augmente souvent avec la concentration en carbone organique du sol
(Kandeler et al., 2006; Barta et al., 2010; Chen et al., 2010 ; Enwall et al., 2010; Zhou et al.,
2011; Banerjee et Siliciano, 2012; Ma et al., 2016).

Par ailleurs, la catégorisation des microorganismes du sol impliqués dans le cycle de 'azote
dans le sol en quelques groupes fonctionnels unifiés par leurs exigences écologiques emmene
a comprendre et a prédire comment ceux-ci réagissent aux changements environnementaux
(Le Roux et al., 2016). En ce qui concerne les réducteurs de nitrite dans les sols de la zone de
savanes humides, les bactéries de type nirS était principalement piloté par le nitrate du sol et
les nirK principalement le carbone organique du sol, la modélisation linéaire est la premicre
approche de base permettant d'expliquer respectivement 96% et 73% de la variance dans les

changements d'abondance respectivement pour le premier et le second groupe de réducteurs
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de nitrites. Cependant, il a été signalé qu’une diversité fonctionnelle existe dans chacun de ces
deux groupes et que des sous-groupes distinctifs pourraient étre nécessaires pour mieux
comprendre la réponse de la communauté réductrice de nitrite le long des gradients

environnementaux (Xie ef al., 2014).

Aussi, les résultats de la modélisation basée sur les équations structurelles montrent que le
carbone organique, le nitrate et dans une moindre mesure le pH, sont des déterminants clés
des abondances des bactéries dénitrifiantes. Dans les sols cultivés de cette zone de savanes
humides et quelle que soit le traitement, la communauté réductrice de nitrite était dominée par
les bactéries de type nirS ce qui corrobore avec le récent rapport de Srikanthasamy et al.
(2018) sur les sols non cultivés de la méme zone. Les réducteurs de nitrite de type nirS
représentaient pres de 75 a 97 % de la communauté réductrice totale de nitrite dans la présente
¢tude, contre 21 a 63 % pour 47 sols différents en Europe (Jones et al., 2014). Des valeurs
plus extrémes ont cependant été signalées, en ce qui concerne les bactéries de type nirS
représentant jusqu'a 99 % des réducteurs de nitrites dans un sol de prairie tibétain et un sol de
forét tempéré (Xie et al., 2014 ; Ribbons ef al., 2016). Puisse que les enzymes des bactéries de
type nirS et nirK ont respectivement le Fe et le Cu comme co-facteur. Srikanthasamy et al.
(2018) ont suggéré que les bactéries de type nirK peuvent étre dominantes dans les sols a forte
concentration de Cu (Enwall ez al., 2010), tandis que les bactéries de type nirS dominerait la
communauté réductrice de nitrite dans les sols riches en Fe comme ceux de la zone de savanes
humides Ouest-Africaine. Parmi les parameétres mesurés dans cette étude, le contenu en nitrate
du sol était le facteur majeur déterminant les abondances des dénitrifiants de type nirS et
nosZI (Figures 37 et 38). En outre, la disponibilité en carbone organique du sol est apparue
comme principal contrdle des changements des abondances nirK (Figure 35). Dans la
littérature, les déterminants édaphiques identifiés pour les dénitrifiants de type nirS et nirkK ne
sont pas enticrement cohérents entre les études (Philippot et al, 2009; Enwall ef al., 2010 ;
Attard et al., 2011 ; Ma et al., 2016).

Les résultats ont de plus révélé que I'abondance de nirK (moins abondants) était largement
sous le controle du carbone organique du sol dans les sols étudiés. Par ailleurs, le pHeayn’a
pas affecté les abondances des réducteurs de 1’oxyde nitreux de type nosZII (Tableau 4). Ce
résultat n'est pas conforme a plusieurs autres études ou le pHe, a fortement affecté
I’abondance de la communauté dénitrifiante dans les terres boisées et les sols humides
(Priemé et al., 2002), ainsi que dans les sols agricoles (Enwall et al., 2005). En revanche,

'abondance des copies de genes nirsS et nosZI était alors positivement et fortement corrélée au
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pHeau du sol. Ceci peut s’expliquer par la faiblesse des changements de pHea, rencontrés dans

cette étude, le pHeay du sol étant toujours compris entre 6,53 et 6,88.

I11.3.2. Relation entre la production brute potentielle de N,O et 1'abondance des

réducteurs de nitrite

Une corrélation positive et significative a été observée entre la DEA (production brute
potentielle de N,O) et les abondances nirS. En outre prés de 91 % de la variance de la DEA
est expliquée par changement abondance nirS, selon le modele ; Figure 41). De fagon
similaire, plusieurs auteurs ont précédemment signalé un effet des abondances de dénitrifiants
sur la dénitrification (Dong et al., 2009; Hallin et al., 2009; Philippot et al., 2009; Enwall et
al., 2010 ; Attard et al., 2011). Une corrélation significative entre la DEA et 1'abondance de
nirS a été rapportée (Petersen et al., 2012). Attard ef al. (2011) ont également montré que les
changements de DEA dépendent des changements d'abondance des dénitrifiants de type nirk

dans des systémes agricoles tempérés.

Plusieurs auteurs ont étudié¢ l'influence des pratiques agricoles sur les microorganismes
impliqués dans la production de N,O (Kong et al., 2010; Bissett et al., 2014; Hallin et al.,
2009; Hartmann et al., 2015; Thompson et al., 2016). La fertilisation, qui est un facteur
important des €émissions de N,O (Shcherbak ef al., 2014 ; Smith, 2007), a par exemple montré
qu'elle affectait aussi la communauté des dénitrifiants (Chen et al., 2010; Clark et al., 2012 ;

Tatti et al., 2013).

Les valeurs du rapport nir,,/nosZ,, ont ét¢ influencées par les systémes de culture, notamment
aprés 5 cycles de culture. La réponse de ce rapport aux pratiques agricoles est
particulierement frappante quand on compare les valeurs obtenues pour le brilis et la pratique
du paillage avec culture de soja vert dans la rotation. Ainsi, les pratiques agricoles et / ou les
parcelles ont influencé 1’abondance des quatre groupes dénitrifiants. Par exemple, a chaque
date, I'abondance de chaque groupe dénitrifiant était plus élevée pour le traitement du sol
(mais-soja vert et paillis) que celui du sol nu. Cela confirme les résultats de nombreuses
¢tudes antérieures rapportant que les abondances de dénitrifiants sont souvent influencé par
l'utilisation et la gestion des terres (Attard et al., 2011). Cela suggere que dans les sous-
parcelles de brilis, il n'y avait pas une disponibilité suffisante en nitrates et probablement

l'effet inverse dans les parcelles avec soja vert. Les réducteurs de nitrite contribuent a la
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production du NO et de N,O, et donc a I’effet de serre (Ravishankara et al., 2009; Smeets et
al., 2009), tandis que les réducteurs d'oxyde nitreux peuvent convertir le NoO en composé
inerte N,. Les modes d’utilisation des terres, en influengant différemment les deux groupes
(réducteurs de nitrite versus réducteurs de N,O) peuvent affecter 1’équilibre entre ces groupes
et in fine 1’équilibre entre production et réduction de N,O. Par exemple, Ma et al., (2016) ont
trouvé que le rapport entre les réducteurs de N,O et les réducteurs de nitrite a tendance a
augmenter avec l'augmentation des taux de fertilisation P dans des prairies tibétaines. Les
résultats ont montré qu’ il semble que la pratique de brilis améne a un rapport nir/nosZ
particuliérement faible, ce qui serait a priori favorable a une limitation des émissions de N,O ;
a I’inverse la pratique du paillage avec intercalage de soja vert dans la rotation ameéne a un

fort rapport nir/nosZ, ce qui correspond a un plus fort risque d’émissions de N,O.

II1.4. Conclusion partielle

Ces travaux ont permis de caractériser plus finement la composante bactérienne du sol, qui est
encore parfois pergue comme une boite noire a I’origine de divers processus, dans des sols
encore peu ¢étudiés dans ce contexte : les sols pauvres du centre de la Cote d’Ivoire. Ces
travaux ont permis de déterminer les principales variables édaphiques du sol qui expliquent
les changements d’abondances et d’activit¢ des dénitrifiants observés sous I’effet des six
traitements agronomiques €tudiés. En effet, une différentiation de niche écologique trés nette
a ¢té mise en évidence entre les quatre groupes de bactéries dénitrifiantes étudiés. Deux
groupes (réducteurs de nitrite de type nirS et réducteurs de N,O de type nosZl) sont
principalement pilotés par la teneur en N (nitrate) du sol. Alors que, les réducteurs de nitrite
de type nirK et les réducteurs de N,O de type nosZII sont principalement pilotés par le
carbone organique avec en plus I’humidité du sol pour les réducteurs de nitrite de type nirk.
De plus, la pratique de culture sur paillis avec insertion de légumineuse aurait plutdt tendance
a augmenter la perte potentielle d’N lors du processus de la dénitrification, sans doute en
relation avec l'augmentation des concentrations en N et C dans le sol qu’elle génere.

Par ailleurs, les paramétres chimiques et enzymatiques pourraient donc étre utilisés pour

suivre I’influence de ces systémes de culture, et leur durabilité dans ces sols de savanes.
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CHAPITRE 1V : EFFETS DES PRATIQUES AGRICOLES SUR LES PARAMETRES
CHIMIQUES ET ENZYMATIQUES DES SOLS

IV.1. Introduction partielle

Dans ce chapitre, 1’effet de six différentes pratiques agricoles repétées en continue ou en
rotation en 3, 4 et 5 cycles culturaux a été évalué afin de mettre en évidence ’influence de ces
pratiques sur les caractéristiques chimiques et enzymatiques du sol et leur durabilité.
L’hypothese majeure testée est que I’insertion des légumineuses, particulierement le niébé en
rotation culturale couplé a la pratique du paillage est une stratégie de gestion durable et
adaptée pour les sols de la zone des savanes humides de Cote d’Ivoire comparé a la

fertilisation minérale et la culture sur bralis.

IV.1. Résultats
IV.1.1. Effets des traitements et des cycles de culture sur les paramétres chimiques

IV.1.1.1. Effets des traitements et des cycles de culture sur I’évolution des paramétres

chimiques

L’influence des traitements et des cycles culturaux sur les parametres chimiques étudiés est
présentée dans la Figure 44. Généralement, le pHe,, du sol était trés proche de la neutralité
avec des valeurs moyennes (tous traitements confondus) comprises entre (6,5 et 6,8).
Cependant la valeur la plus élevée de ce paramétre a été enregistrée au 3°™ cycle de culture
dans les sous-parcelles mMS (7,02), et la plus faible au 5™ cycle de culture dans les sous-
parcelles fMM (6,53). Par ailleurs, le pHe, du sol a été significativement influencé
(p=0,0001* ; Figure 44a) par le nombre de cycles culturaux avec des valeurs qui ont eu

tendance a baisser au fur et @ mesure que le nombre de cycles de culture augmentait.

L'humidité du sol a aussi significativement vari¢ (p=0,0001; Figure 44b) en fonction du
nombre de cycle de culture. Elle a eu tendance a augmenter au 4™ cycle de culture avec des
valeurs plus importantes observées (14,52 %) dans les sous-parcelles de mMB avant de
décroitre au 5™

(4,21 %).

cycle de culture avec les plus faibles valeurs dans les sous-parcelles fMM
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Quant au C.org du sol avec des valeurs moyennes comprises entre 1,01 et 3,00 %. Il a subi
une variation significative (p=0,0001 ; Figure 44c) en fonction du nombre de cycles de

culture. La tendance observée a été une diminution de sa teneur du 3¢ au 4™ cycle de

éme

culture suivie d’une augmentation de celle-ci au 57 cycle de culture. Sa teneur moyenne la

éme

plus ¢élevée (3,00 %) a été enregistrée au 57 cycle de culture dans les sous-parcelles de mMB

et la plus faible (1,01 %) au 4™ cycle de culture dans les sous-parcelles de bMM.

La teneur en P,imilabie @ varié de fagon significative (p=0,0130 ; Figure 44d) en fonction du

nombre de cycle de culture. Hormis les traitements sMM et bMM, la tendance générale a été
une diminution au 4°™ 5eme

cycle de culture suivie d’une augmentation au cycle de culture.

Les valeurs les plus élévées et les plus faibles au 5™

sous-parcelles mMB (0,62 mg kg™') et sSMM (0,13 mg kg™).

cycle de culture respectivement dans les

Concernant I’azote du sol, sa teneur a augmenté¢ de maniere trés significative (p=0,0001;

3éme et le séme

Figure 44e) notamment entre le cycle de culture. La valeur moyenne la plus

importante de ’azote total du sol a été enregistrée au 5™ cycle (0,52 %) dans les sous-
parcelles fMM et la plus faible dans les sous-parcelles de mMS (0,17 %) au 4°™ cycle de
culture. Le rapport C/N a baissé de maniére significative (p=0,0001 ; Figure 44f) entre le 3°™
et 5™ cycle de culture. Sa valeur la plus importante a été enregistrée au 3™ cycle de culture
(14,23) dans les sous-parcelles de mMB et la plus faible au 4°™ cycle de culture (3,95) dans
les sous-parcelles de bMM. La teneur en ammonium du sol a augmenté de manicre tres
3°MC ot Je 5

significative (p=0,0001; Figure 44g) notamment entre le cycle de culture.
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Figure 44. Evolution des variables édaphiques du sol en fonction des traitements et des cycles de
culture (a), (b), (c), (d), (e), (f) et (g). Les échantillons sont issus de six traitements répétés sur neuf parcelles
en fonction du nombre de cycles de culture (3, 4 et 5 cycles). Les corrélations significatives (p < 0,05). Les
traitements sont : bMM (sol nu ; 0), mMM (paillis mais ; []), mMS (paillis soja vert ; A), mMB (paillis niébé ;
m); fMM (NPK+urée ; o), sMM (brilis ; °)
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IV.1.1.2. Discrimination des traitements en fonction des paramétres chimiques

Une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée a partir des parameétres
chimiques du sol, mesurées sur les neuf parcelles du site d'é¢tude pour examiner de fagon
globale l'effet des traitements tous cycles de culture confondus sur tous ces parametres
étudiés. L’ACP a révélé que les axes 1 et 2 expliquent respectivement 29,34 et 20,18 % de la
variance totale entre les pratiques agricoles et les parameétres chimiques du sol, soit 49,52 %
de l'inertie totale. L’observation de la corrélation entre les axes (1 et 2) et les parametres
mesurés, montre que les teneurs en Ny et NH,4" des sols étudiés sont positivement corrélés a
I'axe 2, tandis que les autres paramétres y sont négativement corrélés. Une projection des
traitements dans le plan factorielle 1 et 2 a montré une séparation claire et significative (p<
0,0001) des traitements en 3 groupes : le premier groupe est composé des sous-parcelles
issues des traitements fertilisés a base d’engrais chimique (NPK+Urée) revélant une influence
significative du traitement sur les variables du sol (NH4+, Niot, Passimitabie, NO3™ et C.org), le
second de celles issues des sous-parcelles fertilisées avec du paillis de niébé (mMB), mais
(mMM), soja vert (mMS), et des sous-parcelles de briilis (SMM) caractérisé¢ par influence
significative de ces traitements sur les paramétres notamment le pHeay, 1’humidité, I’Ny, et le
C.org, et le troisieme groupe de celles issues des sous-parcelles de sol nu (bMM), considéré
comme le témoin caractérisé par une influence significative de ce traitement sur le pHea, €t

I’humidité (p = 0,0001; Figure 45).

3.4
2433
2.4

% 81°0C :TXY

P assimilable

NO3-

C organique

Axe 1:29,34 %

Axe 1:29.34 %

pH
Humidité

% 81°0T :TXY

p<0,0001

Figure 45. Analyse en Composantes Principales (ACP) réalisée a partir des sept variables
environnementales du sol mesurées pour les six traitements en fonction de tous les cycles de culture
confondus. (a) cercle de corrélation et (b) projection des différents échantillons de sol dans le plan factoriel de
’axe 1 et 2. Humidité: humidité; pH : potentiel Hydrogéne ; C.org : Carbone organique ; NOs™ : Nitrate ; NH,":
Ammonium : Phosphore assimilable : P,gimilanie; Nio : azote total. Les traitements sont : bMM (sol nu le témoin;
violet), sMM (bralis ; bleu), fMM (NPK+urée ; rouge), mMM (paillis mais; orange), mMS (paillis soja vert ;
jaune), mMB (paillis niébé ; vert);
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IV.1.2. Effets des traitements et des cycles de culture sur les activités enzymatiques du

sol

IV.1.2.1. Effets des traitements et des cycles de culture sur I’expression des activités

enzymatiques

Les mesures effectuées sur sept activités enzymatiques du sol ont révélé que la plupart de
celles-ci ont été influencées par les traitements mis en place (Figures 47 ; 48 et 49) tous les
cycles de cultures confondus testés. Pour les activités enzymatiques impliquées dans le cycle
du P (Figure 46), les résultats ont montré que généralement ces activités étaient plus ¢levées
dans les systémes culturaux a base de paillis de mais, de soja vert et de niébé au 3™ et 5 “™
cycles de culture. Ces deux activités enzymatiques ont eu tendance a diminuer de manicre
significative (p= 0,0001; R = 0,83 ; Figure 46a et p= 0,0001 ; R? = 0,87 ; Figure 46b) du 3™
au 4°™ cycle puis a4 amorcer une légére augmentation au 5™ cycle de culture. Cette
observation est similaire pour les activités impliquées dans le cycle du carbone (Figure 47)
notamment celle de la B-glu et de la DH utilisée comme proxy de I’activité microbienne
globale du sol. Cette variation a été significative pour la B-glu (p=0,0022 ; R? = 0,55; Figure
47a) et la DH (DH=0,0001 ; R* = 0,94; Figure 47b). Les sous-parcelles mMM ont enregistré
les activités B-glucosidasiques les plus élevées avec des valeurs de 0,038 pmol pNP g™’ sol sec
h!' au 3°™ cycle de culture. Les valeurs les plus faibles de cette activité (0,017 pmol pNP ¢!
sol sec h™") ont été observées dans les sous-parcelles bMM au 4™ de culture. Pour la DH, les
sous-parcelles mMB ont exprimées les valeurs les plus élevées (6,00 ug TPF g sol sec h™)
au 3°™ cycle de culture et les plus faibles dans les sous-parcelles bMM (1,48 pg TPF g sol
4éme

sec h™) au cycle de culture.

Les activités enzymatiques impliquées dans le cycle de I’azote étaient également plus élévées
aux mémes cycles de culture que précédemment et dans les mémes types de sous-parcelles.
Les activités enzymatiques impliquées dans le cycle de I’azote, ont également eu tendance a
varier en fonction des cycles de culture (Figure 48). Les activités de la NEA et la Nac ont
diminué du 3°™ au 4°™ cycle de culture, puis ont eu tendance a augmenter au 5™ cycle de
culture. Ces variations observées en fonction des cycles de culture étaient tres significatives
(pNac=0,0011; R’=0,59 ; Figure 48a; pNEA=0,0004; R’=0,64; Figure 48b;
pDEA=0,0001 ; R*=0,75 ; Figure 48c). Par exemple, dans les sous-parcelles mMM, les
activités les plus élevées de la Nac et la NEA étaient respectivement de 0,014 umol pNP g’

3 éme

sol sec h™ et 0,35 uN g sol sec h” au cycle de culture. La valeur de la Nac était la plus
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faible (0,0061 pmol pNP g™ sol sec h™') dans les sous-parcelles bMM au 4°™ cycle de culture.

Quant & la NEA, sa valeur la plus faible (0,15 pN g sol sec h™') a également été observée

3 éme

dans les sous-parcelles bMM. Quant a ’activité dénitrifiante (DEA), elle a augmenté du

éme

au 4™ cycle de culture avant de baisser au 5™ cycle de culture. Les activités enzymatiques
les plus élevées ont été enregistrées dans les sous-parcelles sMM avec une valeur moyenne de
0,93 uN g sol sec h™' au 4™ cycle de culture. Les activités les plus faibles ont été observées

chez les sous-parcelles bMM (0,38 uN g™ sol sec h™') au 5™ cyle de culture.

En générale, quelque soit le nombre de cycles de culture, les sous-parcelles bMM sont celles

qui ont enregistré les faibles valeurs d’activités enzymatiques. De plus, les plus faibles valeurs

étaient observées au cours du 4™ cycle de culture.
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Figure 46. Evolution des activités enzymatiques impliquées dans cycle du Phosphore en fonction des
traitements et des cycles de culture : (a) activité de la phosphatase acide (Pac) et (b) activité de la
phosphatase alcaline (Pal). Les échantillons sont issus de six traitements répétés sur neuf parcelles en fonction
du nombre de cycles de culture (3, 4 et 5 cycles). Les corrélations significatives (p < 0,05). Six traitements ont
¢été ¢tudiés: bMM : rotation mais-mais sur sol nu; SMM : rotation mais-mais sur brilis ; mMM : rotation mais-
mais sur mulch ; mMB : rotation du mais-niébé sur mulch; mMS : rotation mais-soja vert sur mulch ; MM :

rotation mais-mais avec fertilisation chimique.

140



PARTIE C : Résultats et Discussion

0,045 -
~ a R?=0,55;p=0,0022 ol b R2=10,94; p=0,0001
= 004 o g . ©bMM
<9 9 >3
o <ObMM 2 .
g < oos OmMM 5% ’ 5 FImMM
) <o
28 s s AmMS
S 4y 003 = [:.o HmMB
]
Eﬁ% 0,025 - # mMB §°~ 3 O OfMM
e OfMM a &~
= = g_n ® sMM
g 002 ® sMM s, =
=
=
0,015 ‘ . : ‘ 1
2 3 4 5 6 2 3 4 5 6
Nombredecycles de culture Nombrede cycles de culture

Figure 47. Evolution de ’activité B-glucosidasique (B-glu) (a) et de 1’activité déshydrogénasique (DH)
(b) en fonction des traitements et des cycles de culture. Les échantillons sont issus de six traitements
répétés sur neuf parcelles en fonction du nombre de cycles de culture (3, 4 et 5 cycles). Les
corrélations significatives (p < 0,05). Six traitements ont été étudiés: bMM : rotation mais-mais sur sol nu;
SsMM : rotation mais-mais sur brilis ; mMM : rotation mais-mais sur mulch ; mMB : rotation du mais-niébé sur
mulch; mMS : rotation mais-soja vert sur mulch ; fMM : rotation mais-mais avec fertilisation chimique.
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Figure 48. Evolution des activités enzymatiques impliquées dans le cycle de I’Azote en fonction des
traitements et des cycles de culture : (a) activité de la N-acétyl B-D-glucosaminidase (Nac), (b) activité
nitrifiante (NEA) et (c) activité dénitrifiante (DEA). Les échantillons sont issus de six traitements répétés
sur neuf parcelles en fonction du nombre de cycles de culture (3, 4 et 5 cycles). Les corrélations significatives (p
< 0,05). Six traitements ont été étudiés: bMM : rotation mais-mais sur sol nu; sSMM : rotation mais-mais sur
brilis ; mMM : rotation mais-mais sur mulch ; mMB : rotation du mais-niébé sur mulch; mMS : rotation mais-
soja vert sur mulch ; fMM : rotation mais-mais avec fertilisation chimique.
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IV.1.2.2. Discrimination des traitements en fonction des activités enzymatiques

Une ACP a été réalisée pour évaluer I'impact des traitements sur les activités enzymatiques du
sol (Figure 49). Les axes 1 et 2 expliquent respectivement 47,02 et 18,54 % de la variance
totale, soit 65,56 % de l'inertie totale. L’axe 1 porte le double de la variance par rapport a
I’axe 2. Pour un traitement donné, la variance a été observée le long du deuxieéme axe de
I’ACP, ce qui s'explique principalement par le contraste entre un premier groupe de variables
(Pac, Nac et B-glu) et un deuxiéme groupe incluant respectivement les activités Pal, NEA,

DEA et DH (Figure 49).

Les sept activités enzymatiques ont permis de discriminer les six traitements étudiés. Une
projection des traitements dans le plan factorielle 1 et 2 a montré une séparation significative
(p< 0,001) des traitements en 3 groupes : le premier groupe est constitué¢ des traitements
mMM et mMB caractérisés par des valeurs d’activités enzymatiques €élevées notamment en
Pac, Nac et B-glu, le second groupe compos¢ des traitements fertilisés avec le NPK+Urée
(fMM) et du paillis de soja vert (mMS), caractérisé plutot par des activités enzymatiques
telles que la Pal, DEA et la DH, et le troisiéme groupe des traitements brilis (sMM) et sol nu
(bMM) caractéris¢ par des valeurs d’activités enzymatiques (NEA, Pal, DH et DEA)
relativement faibles (Figure 49).

% ¥S'8T 17XV

Axe 1:47,02 %

p<0.0001

Figure 49. Analyse en composantes principales (ACP) réalisée a partir des sept activités enzymatiques
du sol mesurées dans les sous-parcelles des six traitements en fonction des cycles de culture. (a) cercle
de corrélation et (b) projection des différents échantillons de sol dans le plan factoriel de I’axe 1 et 2. Pac:
phosphatase acide; Pal: phosphatase alcaline; B-Glu: B-glucosidase; Nac: N-acétyl-B-Glucosaminidase; DH:
déshydrogénase; NEA: activité nitrifiante ; DEA: activité dénitrifiante. Six traitements ont été étudiés: bMM :
rotation mais-mais sur sol nu; sSMM : rotation mais-mais sur brilis ; mMM : rotation mais-mais sur mulch ;
mMB : rotation du mais-niébé sur mulch; mMS : rotation mais-soja vert sur mulch ; fMM : rotation mais-mais
avec fertilisation chimique.

142



PARTIE C : Résultats et Discussion

IV.1.3. Relations entre les activités enzymatiques et les variables édaphiques du sol

Le coefficient de corrélation de Pearson (r) a été utilisé pour quantifier les relations existantes
entre les activités enzymatiques elles-mémes d’une part et d’autre part entre les activités
enzymatiques et les propriétés physicochimiques (Tableau 5). La matrice r montre que la
plupart des activités enzymatiques du sol présentent des relations significatives (p <0,05)
entre elles, en fonction de tous les traitements et nombre de cycles culturaux confondus. En
effet, les résultats obtenus présentent plusieurs caractéristiques intéressantes. Par exemple,
I’activité de la Pac était corrélée positivement a toutes les autres activités enzymatiques
étudiées (Pal***, Nac*, B-Glu***, DH** DEA*, NEA*). L’activité¢ de la Pal présentait une
corrélation positive et significative avec les activités B-glu**, DH*** NEA*** et DEA***,
Une tendance similaire a été observée entre 1’activité de la Nac et celle de la B-glu*** et la
NEA**, Quand a la B-glucosidase, son activité était corrélée significativement et positivement
avec I’activité de la DH** et la NEA**. En outre, la DH a affich¢ de fortes relations positives
et significatives avec la NEA*** d’une part et la DEA*** d’autre part. Puis une corrélation

positive et significative a ¢galement été observée entre la NEA et la DEA***,

Concernant les correlations entre les variables édaphiques et les activités enzymatiques du sol,
les resultats ont montré que I’humidité du sol était significativement corrélée a la plupart des
activités enzymatiques (Pal**; Pac**; NEA** K DEA*** DH*** B-glu**) excepté la Nac
(Tableau 5). La méme tendance a été observée avec la teneur en C.org et la majorité des
activités enzymatiques (Pal*; B-glu* NEA*; DEA*; DH**), excepté ’activité de la Pac et la
Nac. Le rapport C/N était significativement corrélé aux activités de la Pal*, B-glu**, NEA* et
a ’humidité du sol*. Le pH a montré une correlation positive avec 1’activité¢ de la Pal**,
DH** NEA** et DEA***, De plus, la teneur en nitrate était significativement corrélée aux
activités de la Pal*, Nac*, B-glu**, la NEA***et au pHeaw™®. Le Passimilable €tait corrélé a

Pactivité de la DEA* et de la Pal*.
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PARTIE C : Résultats et Discussion

1V. 3. Discussion

IV.3.1. Impact des traitements et des cycles de culture sur les caractéristiques chimiques
et activités enzymatiques du sol

Les pratiques agricoles ont globalement influencés les caractéristiques chimiques du sol.
L’ACP réalisée sur les données des parametres chimiques mesurés (Figure 45) a permis de
ségréger clairement les traitements en 3 groupes : le groupe 1 duquel se détache les sous-
parcelles fMM d’une part, le groupe 2 composé des sous-parcelles mMB, mMS, mMM et
sSMM et d’autre part du groupe 3 duquel se détache les sous-parcelles bMM. Les sous-
parcelles fMM se détachent du groupe par sa projection sur l'axe 2 qui porte effectivement la
variance de N, NHs", NO3™ et Passimiiable. Ce résultat n’est pas inattendu puisse que les sous-
parcelles MM, ont été fertilisées chimiquement avec de 1’engrais a raison de 150 kg ha™' de
N-NPK et 100 kg N-urée/ha soit 0,3 kg de N-NPK et 0,2 kg N-urée/sous-parcelle/cycle de
culture. L’azote contenu dans 1’engrais utilisé était précisement sous forme de sulfate
d’ammonium. Toutefois, les travaux de Assémien et al. (2017) ont montré que la variété de
mais (mais jaune, type PIONEER), utilisée comme culture test dans cette étude, utilisait
préférenciellement du NOj™ pour sa nutrition azotée. Ainsi, les NO;™ étaient absorbés par les
plants de mais au détriment de NH;', d’ou ces teneurs élévées de NH, (Figure 44g)
observées dans les sous-parcelles fMM. Toutefois, il faut noter que les sous-parcelles mMB
présentaient des profils trés semblables a ceux des sous-parcelles fMM en termes de niveaux
de Nio, NHs", NO;3™ et de Pussimilable aVec en plus les niveaux les plus €élévés d’humidité du sol
(Figure 45) contrairement au sous-parcelles de mMS. Ce résultat pourrait s’expliquer par
I’effet combiné de la culture et 1’apport du paillis de niébé sur les sous-parcelles mMB au 3™

et 5°™ cycle de culture.

En effet, des observations faites sur le terrain ont revélé que les sous-parcelles de niébé ont
produit la plus grande biomasse végétale fraiche comparée aux sous-parcelles de soja vert.
Ainsi, en plus de la fixation de I’azote atmosphérique a travers les nodules, la décomposition
de la biomasse de niébé aurait enrichi d’avantage le sol comparé¢ a celle du soja vert. Aussi, la
biomasse végétale de niébé produite a fourni une quantité importante de résidus de récolte qui
constituent une source de matieres organiques susceptibles de restaurer les sols cultivés et de

les enrichir en éléments minéraux disponibles (Konaté et al., 2012).
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Par ailleurs, des résultats similaires ont été observés par Konaté et al. (2012) dans leur étude
sur les alternatives a la fertilisation minérale des sols en riziculture pluviale de plateau au
Centre-ouest de la Cote d’Ivoire. En effet, ces auteurs ont observé une activité plus intense
des bactéries symbiotiques (Rhizobia) du niébé (un type de haricot) contrairement a celle du

soja (Glycine max).

Par conséquent, le fait que le profil des sous-parcelles mMB soit proche de celui des sous-
parcelles fMM dans leur projection sur ’axe 1 de I’ACP, montre bien que I’insertion des
légumineuses, notamment le niébé couplé au paillage pourrait étre une bonne alternative a
I’utilisation des engrais chimiques dans ces sols. Par ailleurs, les sous-parcelles de mMS
¢taient trés attendues aprés les sous-parcelles mMB notamment en termes de teneurs en
¢léments nutritifs et d’humidité du sol, puisse qu’il s’agissait d’une sous-parcelle sous
rotation mais/soja vert (lIégumineuse). Contrairement a cette attente, ce sont plutdt les sous-
parcelles mMM qui se sont positionnées apres les sous-parcelles mMB et ont présenté un
profil plus intéressant concernant les parametres caractéristiques de la fertilité des sols. Au
regard de ces résultats obtenus, le paillage avec les fanes de mais (mMM) semble étre une
pratique mieux adaptée en termes d’amélioration de la fertilité des sols que les sous-parcelles
de soja vert (mMS) sur ces sols. En ce qui concerne le traitement bralis, I’ACP (Figure 45)
avait également discriminé les sous-parcelles sMM en les rapprochant (selon 1’axe 1 et les
variables Pyssimitable, NO3- et C. org) des sous-parcelles soumises au paillage. Cette ségrégation
pourrait trouver une explication dans le fait qu’en réalité, le brilis est un mode de gestion des
sols mis en place aprés avoir bralé les résidus végétaux présents sur les sous-parcelles,
préalablement défrichées et sur lesquels les cendres obtenues ont été répandues sur toutes les
sous-parcelles concernées. Ainsi telle que décrite, la pratique de la culture sur brilis
apparaitrait comme un type de fertilisation a base des cendres de résidus végétaux contenant
principalement de la calcite, mais aussi des carbonates de potassium et des oxydes et
hydroxydes de K, Ca, Mg, Na (Demeyer et al., 2001; Ulery et al, 1993). En effet, ces
cendres, compos€s a majorité de minéraux sont des sources importantes d’éléments nutritifs
utiles immédiatement disponibles pour la croissance des plantes, de deux maniéres. Tout
d'abord, les cendres ont un fort pouvoir alcalin di a la présence d'oxydes et de carbonates. Ils
augmentent le pH du sol, favorisent l'activité microbienne et stimulent donc la disponibilité
des ¢éléments nutritifs dans le sol (Demeyer et al., 2001). Ceci est particulierement utile sur les

sols acides tropicaux. Deuxiemement, les cendres contiennent elles-mémes des éléments
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nutritifs. Par conséquent, la plupart des éléments nutritifs libérés (environ 50 %) sont soit du

potassium (K), soit du calcium (Ca) (Ohno et Erich, 1990).

Cependant, cette disponibilité des éléments nutritifs est fortement affectée en ce qui concerne
le Passimilable, @ partir du 4eme cycle de culture (Figure 44d). Ainsi, Ieffet fertilisant observé
semble donc transitoire. De plus, ces savanes humides sont considérées comme étant des
¢cosystemes limités en éléments nutritifs, principalement en N et en P, qui sont des facteurs
limitant de la production primaire (Leriche et al, 2003). Cette limitation est due (i) a la
structure argilo sableuse de ces sols ne favorisant pas la rétention des minéraux ; (ii) a
différentes fortes perturbations comme les feux de brousse et herbivorie ; et (iii) au climat de
type intertropical humide (alternance de saisons seéches et pluvieuses) favorisant les pertes par
lessivage ou I’altération de 1’activité microbienne par cycles de sécheresse-humidification
(Abbadie et al., 1992). Dans ces conditions, la culture sur briilis ne peut étre considérée
comme une pratique durable dans cette zone. De nombreuses études ont ¢galement montré
que Dl’agriculture itinérante sur brilis est loin d’étre une pratique agricole durable pour la
qualité¢ de ’environnement, car elle entraine la dégradation des propriétés physico-chimiques
des sols et la baisse de leur fertilit¢ (Materechera et Mkhabela, 2001), surtout sur le long
terme (Koutika ef al., 2005a ; Styger et al., 2007).

Des études antérieures ont montré que les caractéristiques chimiques des sols sont affectées
par I’exploitation continue des terres (Koulibaly ef al., 2010 ; N’Goran et al., 2012). Ces
rapports sont en accord avec les résultats observés dans cette étude (Figure 44). En effet, le
pH, le C.org, le Pussimilable> Nio, NH, et le rapport C/N ont montré des variations trés
significatives en fonction du nombre des cycles de culture. S’agissant du pH, sa baisse en
fonction de la succession des cycles culturaux serait le résultat de 1’acidification progressive
des sols. Cette baisse du pH pourrait induire une baisse de 1’activité microbienne telle que
présentée par la baisse de ’activité déshydrogénasique (Figure 47b). Selon Kemmitt et al.
(2006), a des valeurs de pH proches de 1’acidité, une bonne partie de la matiére organique
reste inactive car 1’activité microbienne s’en trouve fortement limitée. En outre, la variation
du pH peut aussi affecter la disponibilité des éléments nutritifs dans le sol. Dans de telles
conditions, le chaulage des sols serait une solution indiquée lors des cycles continus de

culture.
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3éme au Séme

La teneur en Ny a augmenté de manicre tres significative du cycle de culture. Ce
résultat pourrait s’expliquer par une accumulation de cet élément nutritif consécutive a
I’insertion de ces légumineuses au cours des cycles, mais également aux résidus de culture, et
a I’épandage d’engrais chimique.

En dépit de I’apport répété d’engrais chimique, la teneur en Pagsimiable €tait l€gerement plus
élévée dans les sous-parcelles mMB par rapport aux sous-parcelles fMM aux 3™ et 5™
cycles. En effet, I’insertion du niébé aurait contribué¢ a augmenter les niveaux de Passimilable
puisse que les teneurs enregistrées étaient trés proches de celles des ions orthophosphatés
fournis par le phosphore inclus dans la formulation de 1’engrais minérale utilisé [NPK (15-15-
15) + 13 SOs3 + 9CaO] pour ces travaux. En effet, la teneur en P,gimilabie Observée dans ces
sous-parcelles est supérieure, et particulicrement intéressante dans la mesure ou le P constitue
I’un des principaux facteurs limitants a la productivité des sols des savanes en Afrique de
I’Ouest (Gilot-Villenave, 1994 ; Koné et al., 2008b). Gnahoua et al. (2008), ont également
mis en évidence la capacité des jacheres a base de Iégumineuses (Acacia mangium et Acacia
auriculiformis) a augmenter les teneurs en P,gimilable du sol. Par ailleurs, Yadav et Tarafdar
(2001) ont constaté que les Iégumineuses sécretent plus de phosphatases que les céréales. Ces
auteurs affirment que ce constat est probablement dii a une exigence plus élevée de P par les
légumineuses dans le processus de fixation de 1'azote symbiotique comparé aux céréales. Li et
al. (2004) ont également rapporté que les racines de pois chiches (un type de légumineuse)
¢taient également capables de sécréter de plus grandes quantités de phosphatase acide que le

mais.

Généralement, le niveau le plus faible de C. org a été observé au 4°™ cycle de culture
principalement dans les sous-parcelles de sol nu (bMM). De plus, la valeur moyenne obtenue
au 3°™ cycle de culture (tout traitement mis ensemble) était de 2,6 %. Cette valeur a connu
une baisse d’environ 1,6 fois sa valeur précédente pour finalement connaitre une
augmentation de sa valeur au 5°™ cycle de culture, soit 1,6 fois celle du 4™ cycle. Ce résultat
laisse présager que la teneur en C.org a probablement été plus influencée par les traitements
plutot que par le nombre de cycle. L’effet des cycles culturaux sur le statut organique des sols
a montré que plus les sols sont cultivés de fagon continue, plus le rapport C/N et le pHeau
baissent (Figure 44a et f). En effet, le rapport C/N est un facteur essentiel de la dynamique du
carbone et de 1’azote. Ce rapport C/N fournit d’utiles indications sur I’évolution de la matiére
organique du sol (Gagnard ef al., 1988), et est un indicateur qui permet de juger du degré

d'évolution de la matiére organique, c'est-a-dire de son aptitude a se décomposer plus ou
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moins rapidement dans le sol (Giroux et Audesse, 2004). Aux trois classes de valeurs de
rapport C/N, correspondent les appréciations suivantes (Gagnard et al., 1988) : (1) inférieur a
8, rapport faible ; (2) compris entre 8 & 12, rapport normale ; (3) supérieur a 12, rapport fort.
Dans cette étude les rapports C/N au 3™ cycle était généralement supérieur a 12, donc fort
excepté ceux des sous parcelles bMM (11,21) et sMM (11,72) qui avaient des rapports
normaux. Le rapport le plus important était de 14,23 dans les sous-parcelles mMB. Au 4™
cycle de culture, ces rapports étaient généralement compris entre 8 et 12, donc normaux
excepté ceux enregistrés respectivement dans les sous-parcelles bMM (3,95), mMM (5,99) et
sMM (7,83) qui étaient relativement faibles. Cependant le rapport le plus ¢élévé a été
enregistré dans les sous-parcelles mMB (9,35). Au 5°™ cycle de culture tous les rapports C/N
enregistrés €taient inférieurs a 8, donc faibles. La valeur la plus élévée était celle des sous-
parcelles sMM (7,02). Ces résultats pourraient étre scindés en 2 lots en fonction des tendances
observées et de I’interpretation agroécologique associée. Ainsi, en tenant compte des travaux
de Soltner (2000), dans ces sols deux lots pourraient étre distingué : le lot 1 constitué¢ des
sous-parcelles ayant des rapports C/N inférieurs a 10 et le lot 2 regroupant les sous-parcelles
ayant des rapports C/N supérieurs a 10. Généralement les sous-parcelles du lot 1 étaient celles
appartenant au 4™ et 5™ cycle de culture (C/N inférieur a 10). Ces résultats pourraient
traduire une bonne activité biologique conduisant a la minéralisation de la matiere organique,
puisse que dans les sols cultivés le rapport C/N s'abaisse davantage. Un rapport C/N faible
traduit donc des conditions trés favorables de forte minéralisation de la matiére organique
suite a une bonne activité biologique dans le sol. Toutefois, il faut garder a I’esprit que le
rapport C/N reste un indicateur. Par exemple pour une végétation, un rapport C/N bas traduit
davantage un stade juvénile qu'une quantité d’azote disponible. A ce stade la plante dispose
de sucres encore peu complexes (plutdt du glucose que de la cellulose ou de la lignine) qui
peuvent servir d’aliment a Dactivité biologique (Archambeau, 2017). Or, une activité
biologique rhizosphérique « dopée au sucre » permet de libérer plus rapidement les éléments
contenus dans la mati¢re organique et de nourrir plus activement la plante. A I’inverse, les

sous-parcelles du lot 2 appartenant au 3°™ cycle de culture avaient des rapports C/N supérieur
a 10. Ce résultat traduirait une activité biologique réduite conduisant a une humification

(Soltner, 2000).

Dans cette étude, les résultats suggerent qu’il y a eu (1) le déclenchement dans les sous

3 éme

parcelles du cycle du processus d’humification au cours duquel les organismes vivants

ont ingéré la maticére organique ou sécrété des enzymes qui I’ont transformé en humus stable
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et (2) une tendance a I’accélération de I’activité de la biomasse microbienne et a
I’amélioration de la mise a disposition de la matiére organique aux micro-organismes du sol

éme

(Fabre et Kockmann, 2006) principalement dans les sous-parcelles des 4 et 57 cycles de

culture.

De nombreuses études ont démontré l'amélioration de la stabilité structurale des sols et
l'augmentation de la porosité causée par le paillis organique, ce qui favorise l'infiltration et la
rétention de 1'eau et limite le lessivage (Sharma et al., 1990 ; Acharya et al., 2005). Il convient
de rappeler que le 3™ cycle de culture s’est caractérisé par I’insertion de légumineuses sur les
sous-parcelles mMS et mMB. En revanche, le 4™ cycle était caractérisé par un semis de mais
sur toutes les parcelles. Puis au 5™ cycle, il y a eu a nouveau une insertion de soja vert et de
niébé sur les sous-parcelles mMB et mMS. Les résultats ont montré que généralement les
paramétres mesurés ont diminué au 4°™ cycle pour amorcer une augmentation au 5™ cycle
consécutive a I’insertion des 1égumineuses. En effet, au 4™ cycle de culture les plants de
mais semés sur toutes ces sous-parcelles auraient exporté une bonne partie des ¢léments
nutritifs du sol mis a sa disposition par les types de cultures précédents. En effet, cette
tendance montre bien que I’insertion des légumineuses a contribué a restaurer les ¢léments
nutritifs du sol puisés par le mais au cours du cycle cultural précédent. Cela suggere que les
systemes de rotation mis en place sont suceptibles de renouveler constamment les stocks
d’¢léments nutritifs dans les sols (Coulibaly ef al., 2012) et seraient ainsi des stratégies
durables d’exploitation des sols dans la zone. En particulier, aprés 5 cycles de cultures
successives, les résultats indiquent que la pratique du paillage couplée a la rotation mais/niébé
pourrait étre la meilleure pratique visant une gestion durable des sols dans cette zone d’étude.
Cette pratique a au cours des différents cycles de culture, contribuer a 1’enrichissement et a la
préservation des éléments nutritifs du sol, et & I’amélioration des paramétres de la qualité des
sols. Toutefois, une évaluation de cette pratique selon les exigences (la viabilité économique,
I’innocuité environnementale et 1’équité sociale) en la matiére (Barbier et Lopez-ridaura,
2010) et les indicateurs de I’échelle de durabilité agro-écologique (Topanou et al, 2015)

pourra étre réalisée. Cela afin de mesurer comment la pratique du paillis avec insertion de

haricot contribue véritablement a la durabilité des sols de cette région.

Les activités enzymatiques mesurées ont été sensibles aux pratiques agricoles testées et
peuvent étre utilisées comme indicateurs de la qualité et de la durabilité des sols comme

indiqué par Zhang et al. (2010). Garcia-Ruiz et al. (2009) ont rapporté que les enzymes du
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sol sont sensibles aux pratiques agricoles. En effet, la seconde ACP réalisée (Figure 49) a
réveélé 3 groupes distincts : le groupe 1 composé des sous-parcelles mMM et mMB, le groupe
2 composé des sous-parcelles mMS et MM et le groupe 3 composé des sous-parcelles sMM
et bMM. Les sous-parcelles mMB et mMM sont caractérisées par les activités enzymatiques
les plus élevées. Ce résultat suggere que le paillage améliorerait 1’activité biologique dans ces
sols. En fait, dans ce systéme de culture, les champignons et les bactéries sont responsables
d’une grande transformation chimique durant la décomposition et la libération des éléments
minéraux (Bodovololona et al., 2008). Dans ces sols de savanes humides connues pour des
niveaux relativement faibles en N et P, et dans lesquels 1’usage de I’engrais minéral n’apparait
pas comme un moyen efficace de fertilisation des sols (Assémien et al., 2017), le paillage

apparait comme un atout pour la gestion durable des sols.

De fagon générale, les activités enzymatiques (Pac, Pal, Nac, NEA, B-glu, et DH) ont diminué

3 éme 4éme 5 éme

entre le et le cycle de culture suivie d’une légére augmentation de celles-ci au
cycle, excepté pour la DEA. Ces activités enzymatiques du sol sont majoritairement d’origine
microbienne car des études de correlations ont déja indiquées qu’elles étaient correlées a
I’activité de la DH (voir Chapitre 1). En fait, la DH est une activité enzymatique utilisée
comme proxy de l'activité globale microbienne du sol, et cette diminution observée traduirait
un ralentissement de 1’activité des microorganismes du sol et pourrait étre la conséquence
d’une acidification progressive de ces sols. En effet, les valeurs de pH observées ont
généralement eu tendance a diminuer en fonction des cycles de cultures observés. En outre,
Wolinska et Stepniewska, (2012) ont révélé que le pH peut affecter de maniere significative
cette activité enzymatique. Toutefois, ces mémes activités enzymatiques ont eu tendance a
augmenter au 5°™ cycle de culture. Ce résultat pourrait traduire 1’activation de la matiére
organique du sol restée inactive a cause du ralentissement de I’activité des micro-organismes
du sol et a une minéralisation de la matiére organique du sol suite a une accumulation des

résidus de culture (mais, soja vert, niéb¢) au cours de ce cycle.

En revanche, la tendance inverse a été observée pour 1’activité de la DEA. Cette activité a eu

tendance a augmenter entre le 3°™ et le 4™ cycle de culture et diminuer entre le 4°™ et le

5 éme

cycle. Ce résultat pourrait trouver une explication dans les niveaux d’humidité du sol
élevés au cours de ce 4™ cycle. En effet, ces niveaux d’humidité élévés (valeurs moyennes
4éme

comprises entre 13,45 et 14,52 %), observés au cycle de culture serait la conséquence des

valeurs de précipitations. En effet, ces précipitations représentaient les valeurs les plus élévées
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(valeurs comprises entre 200 et 250 mm) relevées et illustrées dans le graphique du
diagramme ombrothermique (Figure 6) pour la période. La conséquence directe de ces valeurs
élévées de précipitations est traduite par les niveaux élevés d’humidité du sol observés pour
cette méme période. Il faut noter que, la dénitrification est une succession de réactions de
réduction, du nitrate (NOj3") jusqu’au diazote (N,), et se produit lorsque 1’0O; du sol devient
limitant (Philippot ef al., 2007). Ainsi, comme les interstices du sol étaient trés souvent gorgés
d’eau au 4™ cycle de culture, I’activité des bactéries dénitrifiantes du sol est devenue plus
performante, d’ou ces niveaux ¢élevés de DEA observés. Cela suggére que le processus de la

dénitrification serait plus intense en saison pluvieuse dans la zone d’étude.

IV.3.2. Relation entre les caractéristiques chimiques et biochimiques du sol

Des corrélations significatives et intéressantes ont été observées entre les caractéristiques
physico-chimiques et enzymatiques du sol. Par exemple, une correlation positive et forte a été
observée avec le groupe d’activités enzymatiques du cycle de N, notamment la Nac, la NEA
et la DEA et celle I’activité¢ DH. Cette corrélation observée entre ces activités enzymatiques et
la DH pourrait trouver une explication dans 1’origine et le role de la DH (Liu et al., 2008 ;
Salazar et al., 2011 ; Wolinska et Stepniewska, 2012). En outre, la correlation entre la NEA et
la DEA est logique et attendu puisse que ces deux activités enzymatiques sont impliquées
dans le cycle de N, et respectivement produites par les nitrifiants et les dénitrifiants. En effet,
dans le cycle de N, la nitrification est un processus microbien au cours duquel 1’ion NH4" est
successivement oxydé en NO; puis en NOj3". Et c’est ce NO;3™ produit, qui est utilisé comme
substrat par les dénitrifiants de ce cycle afin de réaliser la réaction de dénitrification
enzymatique. Ainsi, il existe une complementarité entre ces deux activités enzymatiques. Le
tableau de Pearson a également revélé une correlation entre la Pac et toutes les six autres
activités enzymatiques (Pal, Nac, B-glu, DH, DEA, NEA). Cette correlation pourrait étre di
au fait que l'activité de la phosphatase acide est fortement li¢e a la libération de N et P dans la
solution du sol (Boerner et al, 2000). En effet, il semble que la plupart des activités
enzymatiques auquelles la Pac est correlée sont effectivement des activités enzymatiques

majoritairement impliquées dans les cycles du P et de N, hormis la B-glu et la DH.

Par contre pour la correlation entre la Pac et le groupe composé par la B-glu et la DH, cette
corrélation pourrait trouver une explication dans 1’origine microbienne de ces trois activités

enzymatiques, le couplage des cycles C, N, P, la steechiométrie bactérienne et le partage de
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substrats. En fait, la Pac est une activité enzymatique principalement d'origine végétale et
fongique (Tarafdar et Marschner 1994). Quant a la B-glu, celle-ci provient principalement des
mucorales (ordre de champignons) tels que les Actinomucor ou les Mortierella (Hayano et
Tubaki, 1985) et la DH de I’activité microbienne globale dont la localisation principale est la
membrane plasmique des bactéries ou dans les membranes mitochondriales des champignons
(Aon et Coloneri, 2001). En outre, plusieurs facteurs édaphiques telles que 'humidité du sol,
le contenu en matic¢re organique, le pH, la teneur en NOs', le Passimilable peuvent affecter de
maniere significative les activités enzymatiques du sol. Par exemple, le Tableau 5 a révélé une
correlation entre I’humidité du sol et un groupe de six activités enzymatiques (Pac, Pal, NEA,
DEA, B-glu, DH). La plupart de ces activités enzymatiques sont généralement d’origine
microbienne, certaines d’origine fongique et/ou bacterienne (Aon et Coloneri, 2001 ; Makoi et
Ndakidemi, 2008 ; Gao et al., 2010). Or, 'humidité du sol est un des principaux moteurs
régulant la disponibilit¢é ou pas en oxygene des micro-organismes du sol. Par exemple,
l'activité de la DH du sol a montré une sensibilité considérable aux 1égéres diminutions de la
disponibilit¢ en eau du sol (Sardans et Pefiuelas, 2005). De plus, I’humidité du sol régie
I’ensemble des processus microbiens qui pour certains sont anaérobie ou aérobie strictes. A ce
sujet, I’humidité du sol est également pris en compte parmi les principaux facteurs qui
affectent I’activité des bactéries dénitrifiantes du sol (Dannenmann et al., 2008). La maticre
organique, décomposée par des micro-organismes constitue environ 50 % de carbone
organique. Grace a ce processus de décomposition, le stock de carbone organique est en
perpétuel renouvellement dans le sol déterminant ainsi de nombreuses propriétés édaphiques
telles que la fertilité, la structure du sol et la biodiversité (Pallo et al., 2008). Abraham (2013)
a rapporté que le carbone organique est I’un des éléments majeurs de la matiére organique du
sol. Le Tableau 5 a montré que le C.org était correlé au groupe des cinq activités
enzymatiques (Pal, B-glu, DH, DEA, NEA). Ces correlations peuvent s’expliquer par
plusieurs rapports antérieurs. En fait, il a été rapporté que 1’activité de la B-glu est corrélée a
la quantité de carbone organique contenu dans le sol (Tabatabai, 1994). Selon Landgraf et
Klose (2002), l'activité B-glu est régie par les quantités de carbone organique facilement
minéralisable. De plus, la DH utilise généralement comme substrat, le carbone organique
facilement disponibles dans le sol (Fraser et al., 1988). Xu et Cai (2007) ont montré que la
capacité de dénitrification n'était pas corrélée au pH du sol dans les sols subtropicaux
humides, mais a la teneur en carbone organique. Le pH du sol est largement accepté comme

un facteur dominant qui régule la biodisponibilité des éléments nutritifs du sol, la composition
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de la communauté microbienne et la productivité primaire des plantes (Geisseler et Scow,
2014 ; Lu et al., 2013). Une correlation a été observée entre le pH le groupe d’activité
enzymatique compos¢ de la DH, NEA, et de la DEA. Le pH peut affecter de manicre
significative la DH du sol (Wolinska et Stgpniewska, 2012). De nombreuses études suggerent
que certains groupes de AOA, I’'un des acteurs microbiens du processus de la nitrification du
sol préferent des pH inférieur a 5,5 (Nicol ef al, 2008 ; Gubry-Rangin, 2010 ; Yao ef al,
2013).

En réalité, il existe deux types de correlations mettant en évidence d’une part le couple (1)
Enzyme-Produit et d’autre part le couple (2) Enzyme-Substrat. Dans (1) plus ’activité de
I’enzyme est ¢lévée dans le sol, plus il y a une production importante du produit. Dans (2)
plus la disponibilité du substrat dans le sol est importante, plus il y’a une augmentation de la
synthése de I’enzyme et donc de sa sécretion dans le sol. Dans ce cas de figure, une
correlation intéressante a également ¢té observée entre le NO;3™ et le groupe composé des
activités de la Nac et la NEA. Cette derniére correspond au 1 type de correlation (Enzyme-
Produit). Cette correlation entre la NEA et le NOs™ traduit le fait que 1’augmentation de

I’activité NEA a entrainé une production importante de NO;™ dans le sol.

En fait, lors du processus réactionnel de la nitrification, le NH;" a été oxydé en NO;". C’est
donc I’activité de la NEA qui a concurru a produire du NOj3™ dans le sol. Le NOs’, produit de
cette réaction sera a son tour utilisé par les dénitrifiants dans le processus réactionnel de la
dénitrification. La corrélation entre le Passimilable €t 12 Pal pourrait traduire la disponibilité en
Phosphore dans le sol. En fait, la Pal du sol est une activit¢ enzymatique d’origine
microbienne. Cette activité produite par les micro-organismes du sol, eux-méme responsables
de la transformation du P du sol en ions orthophosphates Pi (H,PO4, HPO,> et PO,”) et mis a
la disposition de la plante. En fait plus il y aura de Pal impliquées dans le processus de la
minéralisation du phosphore organique (PO), plus les ions orthophosphates (H,PO4, HPO,>

et PO4”) seront libérés dans le sol et la litiére, donc mis 4 la dispositon de la plante.

IV.4. Conclusion partielle

Les résultats ont montré que les pratiques agricoles du sol notamment les traitements fertilisés

ou amendés (fMM ; mMM ; mMB ; mMS) ont affecté les variables édaphiques du sol. Tous
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ces traitements (fMM ; mMM ; mMB ; mMS) ont également affecté de manicre significative
et positivement les activités enzymatiques du sol et ont contribué a favoriser une expression
remarquable de ces activités enzymatiques. Globalement, les différents cycles de cultures ont
impacté significativement les variables du sol. Ces cycles culturaux ont eu une influence
positive sur la teneur en C.org, pH, N, NH.", Passimilable s négative sur le pHeay du sol, et le

rapport C/N, et plus mitigée avec 1’humidité du sol.

Les activités enzymatiques du sol, ont majoritairement ét¢ influencées de maniére
significative par le nombre de cycle. Cette influence était positive au niveau de la Pac, Pal,

NEA, Nac, B-glu et la DH et négative avec la DEA.

Par ailleurs, des correlations significatives et importantes ont été observées entre les activités
enzymatiques elles-mémes d’une part et entre les variables édaphiques et les activités
enzymatiques d’autre part, a I’exception du NH.", Passimilables Niot. TOUs ces résultats obtenus
ont donc permis de vérifier I’hypothese de travail selon laquelle I’insertion des Iégumineuses,
particulierement le haricot en rotation culturale couplé a la pratique du paillage est une
stratégie de gestion durable et adaptée pour les sols de la zone des savanes humides de Cote
d’Ivoire comparée a la fertilisation minérale et la culture sur brilis. Ainsi, la fertilité des sols
de la zone de savanes humides de Cote d'Ivoire dépendrait des pratiques agricoles du sol
principalement des traitements a base de paillis de niébé et mais, et d’engrais chimiques car
I'accumulation d’éléments nutritifs dans ce type de gestion des sols est améliorée. De plus,
aprés 5 cycles de cultures en continue le paillis de niébé pourrait étre le meilleur candidat en
terme de pratique visant une gestion durable des sols dans cette zone d’étude, puisse que cette
pratique a au cours des différents cycles de culture, mis a la disposition du sol les éléments
nutritifs de fagon réguliere, contribuer a 1’enrichissement et a la préservation des éléments
nutritifs du sol, et a ’amélioration des parameétres de la qualité des sols dans les traitements a
base de paillis. Les légumineuses alimentaires notamment le niébé, ont donc la capacité
d’améliorer la fertilité des sols de la région d’étude, leur insertion dans les systemes de culture

locaux pourrait étre fortement utile.
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V. Conclusion générale et perspectives

La necessité de mettre en place des pratiques agricoles et modes de gestion des terres capables
de renforcer et maintenir la fertilité¢ des sols de la zone de savanes humides, est un défi majeur
a relever. L’objectif de ces travaux était de comparer 1’effet des pratiques traditionnelles
locales (utilisation d’une période de jachere avant culture ; culture sur brllis notamment), de
pratiques innovantes (culture sur paillis, avec ou sans insertion de légumineuses alimentaires)
et de pratique conventionnelle (bénéficiant d’une fertilisation chimique) sur les
caractéristiques abiotiques et biotiques du sol. Cette recherche a conduit a 1’obtention d’un
certain nombre de résultats novateurs. Dans cette partie conclusive, nous reviendrons sur

ceux-ci afin de tirer une conclusion générale et de proposer des perspectives de recherche.

Dans le chapitre I, I’effet de la pratique des jachéres notamment celle des jachéres a base de
Chromolaena odorata— sur des paramétres chimiques et enzymatiques des sols a été évalué en
fonction de la profondeur du sol et de la durée de mise en jachere de ces sols. Les résultats de
cette caractérisation initiale ont montré que seule la couche du sol (0-10 cm) est
significativement modifiée par la jachére, et ont mis en évidence une trajectoire des propriétés
du sol en fonction de 1’dge des jacheres. Ainsi, la fertilit¢ des sols des jacheres de
Chromolaena odorata de la zone de savanes humides de Cote d'Ivoire dépendrait
principalement de la composition de la couche de sol 0-10 cm, car l'accumulation de
nutriments dans les couches inférieures du sol durant la phase de jachére ne semble pas étre
efficace. Cela pourrait poser un probléme, par exemple pour la culture de l'igname (aliment
principal dans cette région) qui est cultivé en ‘buttant’ le sol typiquement de la couche 0-20
cm et qui nécessiterait donc une amélioration de la qualité du sol méme dans la couche 10-30
cm. Le passage des feux de brousse expliquerait que 1'accumulation de matiére organique et
de certains éléments nutritifs soient moins élevées qu’attendu (perte lors des feux ; c’est le cas
pour le C pour des jacheres agées) soit localisée dans 1’horizon de sol de surface (dépot de

certains éléments via les cendres ; c’est le cas du K, Mg).

Le dispositif mis en place sur des jachéres d’ages différents intégrait une certaine
hétérogénéité spatiale. Ces sols de savanes humides de Cote d’Ivoire étaient déja connus pour
leur pauvreté en matiere organique, en phosphore et en cations basiques, et pour leurs niveaux

d’azote et de phosphore faibles. Les chapitres II et III ont permi de mettre en évidence I’effet
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de pratiques agricoles innovantes sur deux groupes d’acteurs microbiens (nitrifiants et

dénitrifiants) du sol,

qui ont un role clé dans le cycle de I’azote. Les résultats du chapitre II ont montré que, dans
ces sols trés pauvres en N, les nitrifiants sont adaptés a de tres faibles niveaux de NH,". Plus
encore, les taux de nitrification diminuent méme si on augmente brutalement les niveaux de
NH,", phénoméne encore jamais montré dans la litérature. Les résultats ont montré que dans
ces sols, les nitrifiants dominants ne sont pas capables de bénéficier de I’augmentation de la
disponibilité¢ en N induite par des €pisodes de fertilisation récurrentes, et ce pendant 2,5 ans.
La encore, une telle situation n’avait encore jamais €té observée dans la littérature et démontre
a quel point les sols de cette zone sont particuliers de par leur pauvreté en ¢léments nutritifs.
En raison de la faible capacité d'échange en cations du sol et du régime pluviométrique sub-
¢quatorial, la fertilisation chimique a probablement induit des concentrations fluctuantes des
teneurs en N, avec des niveaux élevés de NH," juste aprés chaque événement de fertilisation,
en alternance avec des périodes de faibles niveaux. Ces fluctuations ralentissent sans doute le
changement de composition de la communauté des bactéries oxydatrices de I’ammonium
(AOB), et la sélection de taxons capables de faire face a des niveaux €levés et fluctuants de N
et / ou capables d'utiliser 1'urée comme source de N ; or ce changement est nécessaire avant
que la nitrification puisse augmenter en réponse a la fertilisation chimique (apports
d’ammonium sous différentes formes). Plus encore, les résultats ont également montré que le
cultivar de mais utilisé par les agriculteurs de la zone étudiée avait une forte préférence pour
le NO3 (plutdt que le NH,") pour sa nutrition azotée. Le blocage du cycle de N par les
nitrifiants, a savoir leur faible capacité a convertir I'urée et le NH," des fertilisants en NO;’,
empéche in fine un effet optimal de la fertilisation apportée sur le statut azoté du mais, et ce

pendant au moins 2,5 ans (durée des travaux menés).

Dans le chapitre III, ’effet de 6 pratiques agricoles sur 1’activité et les abondances des
dénitrifiants du sol et le risque de perte d’azote et d’émission de N,O par dénitrification ont
été¢ évalués. Cette étude a permis de mettre en évidence les déterminants édaphiques
(I’humidité, le carbone organique, le nitrate et/ou le pH du sol) affectant les réponses de
I’activité et des abondances de différents groupes de dénitrifiants dans les sols trés pauvres en
N du centre de la Cote d’Ivoire. Une différentiation de niche écologique trés nette a été mise

en évidence entre les quatre groupes de bacteries dénitrifiantes étudiés : deux groupes
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(réducteurs de nitrite de type nirS et réducteurs de N.O de type nosZI) sont principalement
pilotés par la teneur en N (nitrate) du sol, alors que les réducteurs de nitrite de type nirK et les
réducteurs de N,O de type nosZII sont principalement pilotés par le carbone organique (et
I’humidité du sol selon un effet saisonnier pour les réducteurs de nitrite de type nirK). De
plus, la pratique de culture sur paillis avec insertion de légumineuses aurait plutdt tendance a
augmenter la perte potentielle d’N lors du processus de la dénitrification, sans doute en
relation avec l'augmentation des concentrations en N et C dans le sol qu’elle génére. Il est
donc impérieux de faire un choix judicieux des pratiques agricoles pour répondre a la fois aux
objectifs de fertilité des sols et de préservation de I'environnement dans la zone de savanes

humides de Cote d’Ivoire.

Dans le chapitre IV, I’effet de ces différentes pratiques agricoles a été évalué pour mettre en
¢vidence leur influence sur les caractéristiques chimiques et activités enzymatiques du sol.
Globalement, les pratiques ont impacté significativement les variables du sol. Ces cycles
culturaux ont eu une influence positive sur la teneur en C.org, Ny, NH.", Passimilable, négative
sur le pHea du sol, et le rapport C/N, et plus mitigée avec I’humidité du sol. Les activités
enzymatiques du sol, ont majoritairement €té influencées de maniere significative par le
nombre de cycle mettant ainsi en évidence son effet significatif sur le couplage des cycles
CNP. Cette influence était positive au niveau de la Pac, Pal, NEA, Nac, B-glu et la DH et
négative avec la DEA. Par ailleurs, des corrélations significatives et importantes ont été
observées entre les activités enzymatiques elles-mémes d’une part et entre les variables
¢daphiques et les activités enzymatiques d’autre part, a I’exception du NH.", Passimilables €t Niot.
Tous ces résultats ont permis de vérifier ’hypothése de travail selon laquelle I’insertion des
légumineuses, particuliérement le niébé en rotation culturale couplé a la pratique du paillage,
est une stratégie de gestion durable et adaptée pour les sols de la zone des savanes humides de

Cote d’Ivoire comparée a la fertilisation minérale et la culture sur brilis.

Recommandations

D’apres ces résultats, il parait intéressant de proposer :

(1) pour la phase avant culture, et en tenant compte de la pression agraire de cette zone,
I’utilisation de jachéres a durée assez courte (au moins 4 ans) a base de C. odorata pour

I’établissement des cultures, vu leur statut organique et biochimique intéressant, leur
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concentration en certains nutriments essentiels aux plantes sous formes assimilables, en
particulier pour la couche de sol 0-10 cm;

(i1) durant la culture, d’éviter I'utilisation d’engrais chimiques de type ammonium et urée
lorsque les variétés cultivées dépendent fortement du nitrate. En effet, I'écologie des nitrifiants
(incapacité a oxyder de forts niveaux d’ammonium/urée en nitrate) et la faible capacité de
rétention de N dans ces sols doivent étre pris en compte pour guider le choix des pratiques
agricoles. La fertilisation par nitrate est sans doute problématique pour ces sols et sous ce
climat sub-équatorial, du fait d’un fort risque de lessivage. Néanmoins, privilégier I’utilisation
de variétés utilisant principalement I’ammonium est indispensable si I’on souhaite utiliser
I’urée et I’lammonium comme fertilisant ou si I’on souhaite garder de I’azote dans le systéme.
Les résultats obtenus montrent aussi que des mesures de nitrification a faible, moyen et fort
taux d’ammonium pouraient permettre de fournir un indicateur de 1’état de la communauté
nitrifiante en cas d’utilisation d’engrais a base d’ammonium ou d’urée.

(i11) d’utiliser, en alternative a la fertilisation chimique, la pratique de paillage, possiblement
avec insertion de légumineuses telles que le niébé, qui permet dans le temps d’obtenir une
amélioration des teneurs en éléments nutritifs et C du sol. Cette pratique pourrait étre moins
onéreuse et plus adaptée pour augmenter progressivement et de facon durable la qualité des
sols dans ces agro-écosystemes. Par exemple, le CNRA et ’ANADER (structure étatique
Ivoirienne du monde agricole), gagneraient a faire la promotion de ces pratiques culturales a
travers des fiches techniques et une sensibilisation auprés du monde paysan et de la
communauté scientifique. Cependant la ‘rancon du succés’ pour ce type de pratique et
I’amélioration des taux de N et C qui en découle est I’augmentation du risque de perte de N
par dénitrification, et d’émission de N,O qui est un puissant gaz a effet de serre. Des mesures
d’émission réelle de ce gaz par les sols notamment dans le cas de la pratique de paillage avec

insertion de légumineuses seront nécessaires pour quantifier ce probléme.

Perspectives

En perspective, une expérimentation complémentaire pourrait étre envisagée, avec les

caractéristiques suivantes :

* expérimentation de plus long terme (au moins 5 ans), étant donné I’absence d’effet de la
fertilisation azotée sur la nitrification du sol pendant 2,5 ans ;

e travail interdisciplinaire en vue de faire une comparaison socio-économique et

environnementale de différentes pratiques, notamment : (1) culture sur brilis ; (2) culture
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avec fertilisation chimique ; (3) culture sur paillis avec insertion de niébé. Il s’agirait
d’évaluer la viabilité économique (rendement en quantité et qualité et prise en compte des
colts en travail et intrants), I’effet environnemental (amélioration sur le long terme de la
fertilit¢ des sols ; quantification des pertes d’azote par lessivage et dénitrification) et
I’équité sociale (partage des richesses, des droits a produire et du pouvoir de décision,
mais aussi la transmissibilité des exploitations et le maintien de I’emploi agricole). Une
telle expérimentation permettrait de mesurer la facon dont la pratique du paillis avec
insertion de niébé contribue véritablement a la durabilité des socio-écosystémes de cette
région.

¢valuation de I’'intérét de certaines caractéristiques microbiennes (notamment la
sensibilité de la nitrification au taux d’ammonium) en tant qu’indicateurs de 1’état des
sols en zone de savanes humides de Cote d’Ivoire. Ces caractéristiques pourraient étre
des révélateurs des précédents culturaux ainsi que des pratiques agricoles présentes.
Evaluation de la qualité¢ nutritionnelle et organoleptique du mais issu des parcelles de
paillis (mMM; mMS; mMB) en comparaison aux autres traitements (sMM; bMM; fMM)

testés dans ces sols.
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Annexe 1

Coordonnées géographiques des parcelles d’études

Coordonnées GPS
Parcelles Nom et Prénoms
Longitude Latitude Altitude

JCO1 Oka Kouakou 06°13°28.6" | 004°54°58.9”° | 89
JCO 2 Yao Kouamé Arséne 06°13°37.6> | 004°55°09.5”° | 98
JCO3 Kouadio Konan Gérard| 06°12°26.3>> | 004°58°47.5>° | 113
JCO 4 Kouadio Konan Gérard| 06°12°29.5> | 004°58°51.0>° | 113
JCOS5S N’Dri Yao Albert 06°12°10.4> | 004°58°21.6° | 137
JCO 6 Amani Djeé 06°13°37.4> | 004°56°01.1”° | 104
JCO 7 Yao Aya Rosalie 06°13°49.9> | 004°57°08.8”° | 112
JCO 8 Kouassi Kouamé 06°12°42.1 | 004°58°30.6>° | 135
JCO9 Yao N’Goran 06°12°18.1 | 004°58°15.7>° | 133
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The moist savanna zone covers 0.5 X 105 km? in West Africa and is characterized by very low soil N levels
limiting primary production, but the ecology of nitrifiers in these (agro)ecosystems is largely unknown.
We compared the effects of six agricultural practices on nitrifier activity, abundance and diversity at
nine sites in central Ivory Coast. Treatments, including repeated fertilization with ammonium and urea,
had no effect on nitrification and crop N status after 3 to 5 crop cycles. Nitrification was actually higher
at low than medium ammonium level. The nitrifying community was always dominated by ammonia
oxidizing archaea and Nitrospira. However, the abundances of ammonia oxidizing bacteria, AOB, and
Nitrobacter increased with fertilization after 5 crop cycles. Several AOB populations, some affiliated

to Nitrosospira strains with urease activity or adapted to fluctuating ammonium levels, emerged in
fertilized plots, which was correlated to nitrifying community ability to benefit from fertilization. In
these soils, dominant nitrifiers adapted to very low ammonium levels have to be replaced by high-N
nitrifiers before fertilization can stimulate nitrification. Our results show that the delay required for this
replacement is much longer than ever observed for other terrestrial ecosystems, i.e. > 5 crop cycles,
and demonstrate for the first time that nitrifier characteristics jeopardize the efficiency of fertilization in
moist savanna soils.

Nitrogen, N, limits primary productivity in many terrestrial ecosystems' and its dynamics depends on key micro-
bial activities such as N, fixation, mineralisation, nitrification, denitrification and anaerobic ammonium oxida-
tion. Nitrification is particularly important for soil fertility. It consists in the oxidation of ammonia to nitrite by
ammonia oxidizing bacteria and archaea (AOB and AOA, respectively)>?, and the oxidation of nitrite to nitrate
by nitrite oxidizing bacteria (NOB)*°. Nitrification plays a key role in determining how much and which forms
of soil inorganic N are available for plants, and consequently in driving N losses from ecosystems through nitrate
leaching® and nitrogen oxide emission”®.

Soil N-availability influences the abundance and the composition of nitrifying groups. Indeed, within soil
ammonia-oxidizers, AOA and AOB occupy to some extent different ecological niches’''. AOA are generally
favored by low ammonium levels'?~'* and different studies reported that N addition does not influence or decrease
AOA abundance in grassland soils'>""? (but see refs 20, 21). In contrast, AOB exhibit high activity in environments
with high ammonium availability*> *. Besides, two major genera of NOB are present in soil, i.e. Nitrobacter
and Nitrospira®* %, although NOB are actually more diverse and their ecology is more complex than previously
estimated?. Functional diversity exists within each of the two groups, but Nitrospira are generally assumed to
thrive in low N levels, whereas Nitrobacter outcompete Nitrospira under high N levels”’~?. These ecological traits
are consistent with the observed responses of soil NOB to environmental changes and agricultural or forestry
practices™ 23 Accordingly, the composition of nitrifying communities can influence the capacity of soil to
respond to environmental changes, such as changes in land use or management. For instance, in an experiment
mimicking a reversion of grazing regime through urea application and plant clipping in grasslands from central

1INRA, CNRS, Université Lyon 1, Université de Lyon, Laboratoire d’Ecologie Microbienne, UMR 1418 LEM, UMR 5557
CNRS, 69622, Villeurbanne Cedex, France. 2Université Nangui Abrogoua, Unité de formation et de Recherche des
Sciences et Technologies des Aliments, Laboratoire de Biocatalyse et des Bioprocédés, 02 BP 801, Abidjan 02, Ivory
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France, Le Roux et al.’! observed a preliminary shift in the community structure of ammonia-oxidizers over a
few months before a change in nitrification activity occurred. Similarly, Webster et al.* reported that a change in
AOB community structure —which occurred over a few weeks—, was required before enhancement of nitrifica-
tion following sheep urine application on ungrazed grassland soils from the United Kingdom. This suggests that
when the ammonia oxidizing communities are dominated by taxa sensitive to high ammonia concentration, a
shift toward ammonia-tolerant populations is needed before nitrification can increase in response to increased
N availability. These previous studies reported rather short time lags before high ammonia-tolerant nitrifiers
can emerge as dominant community members (i.e. weeks to months), likely because the relatively N-poor soils
studied harboured —although at low abundance- nitrifiers adapted to high-N microhabitats. Such time lags may
thus have minor effects from an agronomic perspective. However, the time lag could be more important in ter-
restrial biomes with particularly N-poor soils where high-N microhabitats and nitrifiers adapted to high N are
nearly absent. The choice of land management and fertilization practices should then consider the status of soil
nitrifying communities, in particular when designing agricultural practices to improve N cycling and availability
in very N-poor soils.

The moist savanna zone covers 0.5 10° km? in West Africa® and is characterized by soils with particularly
low total N concentrations (<0.1% in non cultivated areas under savanna grass cover for decades), and very
low mineral N concentrations (<1 ug mineral N g~! soil”**%). Based on field surveys, De Rham?® estimated
the annual production of mineral N in moist savanna soils in Ivory Coast to amount 0.2 to 0.5gN m~—2y~,
while Abbadie & Lensi*’ reported very low ammonification rates (around 0.7 pg N-NH, " g~ soil day'). Field
trials in this savanna zone have demonstrated that N strongly limits primary production®. Due to the intense
demographic pressure (i.e. 2.7% increase in local human populations between 1998 and 2007%°), and given that
most suitable areas are cultivated, the pressure on cultivated surfaces is increasing, and farmers strive to choose
adequate agricultural practices for obtaining economically viable crop yields on such poor soils. Traditionally,
farmers in this area use the slash-and-burn practice, i.e. they burn the existing vegetation from savannas or
fallows, thus enriching the soil with ashes, cultivate these soils during a few years and then let the plots uncul-
tivated to exploit other areas. However, this traditional practice is damaging soil quality in particular when
cultivation cycles become more frequent*’. Chemical fertilization, i.e. the addition of ammonium and/or urea
as widely used in this area, has thus been increasingly used to improve N availability and potentially increase
crop yield. The use of nitrate as fertilizer is often avoided because it can be leached more easily. An alternative
practice is the use of mulching: after harvest during the crop rotation, farmers cut the standing biomass and let
it on the ground to create a mulch over the soil. However, the effects of these different post-fallow agricultural
practices on nitrification and nitrifiers remain unknown for African savannas. In particular, when cultivating
crop varieties that partly or mainly depend on soil nitrate, the efficiency of chemical N fertilization could be
jeopardized, at least initially, if the soil nitrifying community is unable to perform well under the higher levels
of ammonium and urea induced by chemical fertilization. The mulching technique recently introduced in the
moist savanna zone, using crop rotations with or without the insertion of legumes, may allow a more progres-
sive increase in the soil organic matter and N availability levels.

The objective of this study was to compare and understand the effects of 6 different agricultural practices
applied over 2.5 years on nitrification and nitrifiers in such N-poor soils: (1) slash-and-burn with continu-
ous maize rotation; (2) chemical fertilization with continuous maize rotation; (3) mulching with continuous
maize rotation; (4) mulching with maize-soya rotation; (5) mulching with maize-bean rotation; and (6) bare
soil with continuous maize rotation. A same field trial with 6 plots corresponding to these 6 practices was
replicated 9 times across a small landscape in central Ivory Coast (see Figs S1 and S2). We measured key
soil environmental variables (moisture, ammonium, pH), nitrification, and the abundances of key nitrify-
ing microbial groups (AOB, AOA, Nitrobacter and Nitrospira) for each of the 54 plots after 3, 4 and 5 crop
cycles. After 5 crop cycles, we also compared the sensitivity of nitrification to two levels of ammonium (low:
2 ug N-NH, " g7! soil; and medium: 10 ug N-NH," g! soil) and the AOB community composition between
the different treatments. We hypothesized that (i) the nitrifying communities in the soils from the moist
savanna zone result from an adaptation to very low N levels, so that fertilization can negatively influence
nitrification in these soils; (ii) the stimulation of nitrification by chemical fertilization first requires pro-
found changes in the nitrifier community, i.e. the replacement of the dominant nitrifiers adapted to very
low N levels by nitrifiers adapted to higher N levels; and (iii) the time lag associated to the changes in the
nitrifier community after fertilization inception or use of legumes may be so important that it would have
agronomic implications (i.e. the time lag would correspond to one or several crop cycles). We also assumed
that the mulching technique with legumes inserted in crop rotations may allow a more progressive increase
in soil N availability to nitrifiers and a more progressive shift in the soil nitrifier community, which may
be less costly to farmers and more adequate than chemical fertilization for these soils. Overall, our results
demonstrate for the first time the adaptation of nitrifiers to very low N levels, and how this can jeopardize
the efficiency of fertilization in these moist savanna soils

Results

Soil environmental parameters. Sampling date significantly influenced soil moisture (p < 0.0001) while
the treatment and time X treatment interaction effects were not significant (p =0.86 and 0.97, respectively). Soil
moisture was highest (13-14%) at the second sampling date, intermediate (7-8%) at the first date, and lowest
(4-5%) at the third sampling date (Fig. S3). At each sampling date, soil moisture was not significantly influenced
by treatments (p =0.99, 0.94 and 0.33 after 3, 4 and 5 crop cycles, respectively). Similarly, sampling date signifi-
cantly influenced soil pH (p=0.002) while the treatment and time X treatment interaction effects were not signif-
icant (p =0.82 and 0.93, respectively). However, soil pH was always in the range 6.5 to 6.7 (Fig. S4).
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Figure 1. Nitrification activity in soils under the different treatments after 3, 4 and 5 crop cycles. Nitrification
was measured at an ammonium concentration of 2 ppm. Six treatments were studied: bMM, maize-maize
rotation on bare soil; SMM, maize-maize rotation with the slash-and-burn practice; mMM, maize-maize
rotation with mulching; mMB, maize-bean rotation with mulching; mMS, maize-soya rotation with mulching;
fMM, maize-maize rotation with chemical fertilization. Error bars are standard errors (n=9). NS indicates a
lack of significant difference between treatments.

Sampling date significantly influenced soil ammonium concentration (p < 0.0001) while the treatment and
time X treatment interaction effects were not significant (p =0.60 and 0.74, respectively). At each of the three
sampling dates, no significant treatment effect was observed on soil ammonium concentration, even for plots
receiving ammonium plus urea fertilization (Fig. S5). Ammonium concentration was always lower than 0.8 and
0.4 ug N-NH,* ¢! soil at the first and second dates, respectively, and was highest (1.5 to 3.0 ug N-NH, " g~! soil)
at the last sampling date (Fig. S5). After 5 crop cycles, treatment effect on soil nitrate concentration was not signif-
icant with values ranging from 1.5 to 2.0 ug N-NO;~ g! soil for all treatments (Fig. S6).

After 3 and 5 crop cycles, no significant treatment effect was observed on soil organic concentration and
the proxy of microbial biomass, i.e. dehydrogenase activity (Fig. S7). In contrast, the effects of sampling date,
treatment and time X treatment interaction on total soil nitrogen were all significant (p < 0.0001, 0.016 and 0.02,
respectively). Actually total soil nitrogen was not influenced by treatment after 3 crop cycles, but became higher
in fertilized plots and plots with mulching and a maize-bean rotation as compared to control plots after 5 crop
cycles (Fig. S7).

Nitrification and sensitivity to ammonium concentration. Nitrification ranged from 0.12 to
0.28ugN g ' soil h'. Sampling date only significantly influenced nitrification (p < 0.0001), nitrification being
lowest after 4 crop cycles (Fig. 1). Nitrification was not significantly influenced by treatments, whatever the sam-
pling date (p=0.27, 0.09 and 0.71 after 3, 4 and 5 crop cycles, respectively) (Fig. 1). In particular, nitrification
remained similar in fertilized plots and in other plots, even after 5 crop cycles - that is 2.5 years after treatment
inception (Fig. 1).
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Figure 2. (Top) Comparison of the response of nitrification to soil ammonium concentration between a
temperate cropland soil, a south African savanna soil, and the studied soil. For each soil, the nitrification rate is
expressed as compared to the rate observed for 5 ppm ammonium (a linear extrapolation between 2 and 10 ppm
was used for the studied soil). Error bars are standard errors and are hidden by the symbol for the South African
savanna soil. (Bottom) Comparison of N fertilization effect on nitrification reported for different croplands

and grasslands. The effect of N fertilization on nitrification observed in the present study is compared with
effects reported in the literature for a range of cropping and grassland systems. For each study, the fertilization
effect is expressed as the percentage change compared to nitrification in control, unfertilized plots, i.e.

100 * (Nitrifperiized — Nitrifuneritized) /Nitrifypgerilizes- Each symbol corresponds to a published study (see Table S1
for details).

The percentage of change of nitrification at medium (10 pg N-NH," g~ soil) compared to low (2 ug N-NH, "
g~ ! soil) levels of ammonium level (i.e. 100 * (Nitrif,, — Nitrif,)/Nitrif,), was significantly (p = 0.050) influenced
by treatments at the last sampling date. It ranged from + 3% for fertilized plots (i.e. nitrification similar for both
ammonium levels), to —9.3% and —17.8% for plots with mulching and a maize-maize and maize-bean rotation,
respectively, down to —22.6%, —25.5% and —26.8% for bMM, sMM and mMS plots, respectively.

We compared the response of nitrification to ammonium level observed here with the response obtained
for a temperate and fertilized cropland soil and a South African savanna soil. For the temperate and fertilized
cropland soil, nitrification increased with increasing ammonium concentration up to 50-100 ug N-NH, " g~ soil
and decreased only for ammonium concentrations higher than 100 ug N-NH,* g~! soil (Fig. 2). For the South
African savanna soil, nitrification weakly increased for increasing ammonium concentration in the range 2 to 10
ug N-NH, " g~ ! soil (Fig. 2).

Comparison with fertilization effects on nitrification reported in previous studies. The result
of the literature survey for fertilizer effects on nitrification in cropping and grassland systems (Fig. 2; Table S1)
shows that the lack of stimulation of nitrification by fertilization observed in our study (i.e. no effect after 2.5
years, despite inputs equivalent to 25 gN m 2 growing season ') is rather unusual. Indeed, nitrification tended to
be strongly stimulated by N fertilization in both grassland and cropping systems. The reported stimulation levels
ranged from +45% to +182% for fertilizer inputs ranging from 5 to 7gN m~? growing season'; and from +72%
to +220% for fertilizer input from 10 to 30 gN m~2 growing season ™, except for one of the two values reported
by Philipps et al. (2000) (Fig. 2; Table S1).

Ammonia- and nitrite-oxidizer abundances. The average abundance of AOA was around 10® amoA
copies g~ soil. Sampling date significantly influenced AOA abundance (p < 0.0001) while the effects of treatment
and time X treatment interaction were not significant (p =0.23 and 0.99, respectively), indicating that treatments
had no effect on AOA abundance whatever the sampling date (Fig. 3). The average abundance of AOB was much
lower (around 10° amoA copies g~! soil). Sampling date and treatments significantly influenced AOB abundance

SCIENTIFICREPORTS|7:70275 | DOI:10.1038/s41598-017-10185-5 4



www.nature.com/scientificreports/

3 crop cycles NS | 3crop cycles NS

o
G

AOB AOB
(log AmoA copies /g (log AmoA copies /g)
AOA AOA
(log AmoA copies /g) (log AmoA copies /g)

L
w

4 crop cycles NS 4 crop cycles

)

o
>
©
-

73
5crop cycles

ol
W

| 5crop cycles p=0.078

o L
o

o

S
o
-

ab ab a
ab

o

[N}
~
©

)
S
N

AOB
(log AmoA copies /g)
o
AOA
(log AmoA copies /g)

w
o
~
n

w

)
o
W

bMM sMM mMM mMB mMS fMM bMm sMM mMM mMB mMS fMM
Treatments Treatments

Figure 3. Abundances of ammonia oxidizers according to treatment. Abundances are presented for (Left)
ammonia oxidizing bacteria, AOB, and (Right) ammonia oxidizing archaea, AOA, after 3, 4 and 5 crop cycles.
Treatment acronyms are as in Fig. 1. Error bars are standard errors (n =9). NS indicates lack of significant
difference (p always > 0.1 here) and the marginally significant (p = 0.078) treatment effect on AOB after 5 cycles
is indicated.

(p=0.013 and 0.012, respectively) while the time X treatment interaction effect was not significant (p =0.99).
Focusing on each date however, AOB abundance tended to be highest in fertilized plots (p=0.078) only at the
last sampling date (Fig. 3).

The abundance of Nitrospira was always around 2 x 107 16 S copies g~! soil and was not influenced by treat-
ment, sampling time, nor time X treatment interaction (p =0.10, 0.24 and 0.88, respectively) (Fig. 4). The average
abundance of Nitrobacter was around 5 x 10* nxrA copies g~! soil. Sampling date and treatment significantly
influenced Nitrobacter abundance (p < 0.0001 and 0.019, respectively) while the time X treatment interaction
effect was not significant (p = 0.84). However, focusing on each date, Nitrobacter abundance was significantly
(p=0.028) highest in fertilized plots and lowest in the bare soil plots, only at the last sampling date (Fig. 4).

The correlations between the abundances of the different nitrifier groups changed with time (Fig. S8). Whereas
no significant correlation was observed between Nitrobacter and AOB abundances after 3 crop cycles, the cor-
relation became significant after 4 cycles and was very strong after 5 cycles (Fig. S8). Similarly, no significant
correlation was observed between Nitrospira and AOA abundances after 3 and 4 crop cycles, but the correlation
became significant after 5 cycles (Fig. S8). In contrast, a strong correlation was observed between Nitrobacter and
Nitrospira abundances after 3 crop cycles, but the correlation became weaker after 4 cycles and was not significant
anymore after 5 cycles (Fig. S8). The correlation between AOB and AOA abundances was never significant (not
shown).

Diversity and phylogeny of the soil ammonia oxidizing bacteria. The overall AOB community
structure quantified after 5 crop cycles was not significantly influenced by treatment (P =0.93; R =0.045; see
Fig. S9) and was significantly correlated to soil moisture (P =0.006; p=0.171) and marginally correlated to
ammonium concentration (P =0.088; R=0.102). The changes in nitrification were correlated to changes in the
AOB community structure (P=0.001; R=0.182).

The phylogenetic tree obtained for the AOB amoA sequences retrieved from the studied soils is presented
in Fig. 5. The relative abundance of amoA sequences from 17 sub-clusters increased in response to fertilization
(Fig. 5), these OT'Us representing over 17% of the AOB community in fertilized plots, and only 5.8% and 6.7% in
bare soil and slash-and-burn plots, respectively. AmoA sequences from three of these 17 clusters were affiliated
to known AOB (Fig. 5): one cluster was affiliated to Nitrosospira multiformis, one to Nitrosospira briensis, and one
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Figure 4. Abundances of nitrite oxidizers according to treatment. Abundances are presented for (Left)
Nitrobacter and (Right) Nitrospira after 3, 4 and 5 crop cycles. Treatment acronyms are as in Fig. 1. Error bars are
standard errors (n=29). Different letters indicate significant differences between treatments; NS indicates lack of
significant difference (p always > 0.1 here).

to an uncultivated Nitrosospira sp. previously identified by He et al.*! in an agri-udic ferrosol under a subtropical
climate in China.

Relationship between the sensitivity of nitrification to ammonium level and the composition
of the nitrifying community. The percentage of change of nitrification at 10 ppm as compared to 2 ppm
was significantly (p=0.044) correlated to the AOB/AOA ratio: the higher the AOB/AOA ratio, the better the
nitrification at medium as compared to low ammonium (Fig. 6). A significant correlation (p=0.018) was also
observed between the percentage of change of nitrification and the Nitrobacter/Nitrospira ratio (Fig. 6). Moreover,
the percentage of change of nitrification measured for 10 ppm as compared to 2 ppm ammonium was highly
correlated (p=10.0049, R*=0.88) to the sum of the relative abundances of all the amoA clusters promoted by
fertilization (Fig. 6-Bottom).

Mineral N uptake capacities of the maize cultivar, and N concentration in crop leaves, stems,
androots. N uptake rate by the maize cultivar was higher at 17 ppm than 6 ppm total mineral N (Fig. S10). At
6 ppm, NO;~ and NH, " uptake rates were 0.035 and 0.004mgN h~! g~! root, respectively, whereas at 9 ppm these
rates were 0.057 and 0.009 mgN h~! g~ root, respectively (Fig. S10). The ratio of nitrate-to-ammonium uptake
rates was thus 8.7 and 6.1 at the low and medium N concentration, respectively.

After 5 crop cycles, stem and root N concentrations ranged from 0.67 to 1.3%, and 0.95 to 1.4%, respectively,
without any significant effect of treatments (p =0.30 and p=0.57, respectively) (Fig. S11). Leaf N concentration
ranged from 1.3 to 2.6% and was significantly higher (p < 0.018) for beans (mMB treatment) than maize from the
bare soil (bMM) and slash-and-burn (sMM) treatments. However, leaf N concentration did not differ between all
the treatments with maize plants during the fifth crop cycle, i.e. bMM, sMM, mMM and fMM (Fig. S11).

Discussion

Our results support the view that soils from the moist savanna zone in Ivory Coast have particularly low ammo-
nium levels*. Indeed, except during very dry periods as for the last sampling date, the soil ammonium concen-
tration in the cropped systems studied here was always lower than 0.8 ugN g~! dry soil. This is consistent with the
peculiar N cycling that characterizes soils from the moist savanna zone. First, these soils are very sandy with very
low silt and clay contents (typically 14 and 7%, respectively, in the study area) and with very low cation exchange
capacity, CEC (ca. 3.0 cmol kg™! for non cultivated savanna soils), which does not favor the retention of nutrients.
Although we did not measure soil CEC in the present study, previous studies for the same region of Ivory Coast
reported low CEC values for maize crop soils* (ca. 8 cmol kg~!) and for fallow soils** (ca. 8 cmol kg~'), which can
be compared to values ranging from 26 to 34 cmol kg™ for typical silt-loam and clay-loam soils from the USA*.
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Figure 5. Phylogenetic relationships among AOB amoA sequences retrieved from soils under the 6 treatments
after 5 crop cycles. Black and white clusters correspond to clusters of OTUs whose relative abundance increased
and did not change or decreased in response to fertilization, respectively. Disks indicate the distribution of
amoA sequences among the six treatments for each black cluster (disk size corresponds to sequence abundance
in log scale). Bold and plain names indicate the location of amoA sequences of cultivated strains and reference
sequences, respectively. The insets present the total number per sample of sequences belonging to (Bottom Left)
white clusters, and (Bottom Right) black clusters according to treatment, with mean values and standard errors
(n=9).

Second, intense disturbances like annual fires and the sub-equatorial climate favor N losses by biomass burning
and N leaching. Third, biological N, fixation is extremely low in these soils, reducing the N inputs in the ecosys-
tems*®. These features explain that these savanna soils are among the vegetated soils with the lowest ammonium
levels on earth®.

Although soil ammonium concentrations tended to be highest in fertilized and mulching plots, this trend
was not significant. At the two first sampling dates (i.e. before the end of the crop cycle and during a wet period),
ammonium concentrations remained lower than 0.8 pg-N g~ soil even in fertilized plots despite the high amount
of N fertilizer added at days 0 and 40 of each crop cycle. This can hardly be explained by volatilization of the N
amended to the soil, as ammonia volatilization mainly occurs on alkaline soils*”* and the pH of the soils studied
here ranged from 6.5 to 6.8. A more likely explanation is that ammonium/urea concentrations increased follow-
ing each fertilization event but that there was a relatively rapid leaching of amended N due to the particularly low
cation exchange capacity of these soils and high rainfall typical of the sub-equatorial climate. Further studies of
N leaching from these soils shall be conducted. In addition, part of the added ammonium may have been assim-
ilated and stored in crop roots and in the total microbial biomass, which is consistent with the observed increase
in total soil nitrogen in fertilized plots after 5 crop cycles.

Consistently with the very low soil ammonium level, the nitrifying community in these soils was dominated
by groups known to be mostly adapted to low N level. In particular, the ammonia oxidizing community was dom-
inated by AOA (ca. 100-fold more abundant than AOB). Several eco-physiological studies have showed that AOB
often have a greater fitness and greater nitrite production rate at higher ammonium level than AOA* although
functional diversity exists within each group. Moreover, Nitrospira were 300 to 1000-fold more abundant than
Nitrobacter in these soils. This is likely explained by the niche differentiation between both groups, mostly regard-
ing N availability”. Indeed, Nitrospira and Nitrobacter have low and high half-saturation constants for nitrite,
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Figure 6. Sensitivity of nitrification to medium as compared to low ammonium levels is related to the
composition of the nitrifying community. The percentage of change in nitrification measured under 10 ppm

as compared to 2 ppm ammonium is related to (Top-Left) the ratio of the abundances of ammonia oxidizing
bacteria to ammonia oxidizing archaea, AOB/AOA, (Top-Right) the Nitrobacter-to-Nitrospira ratio, and
(Bottom-Left) the relative abundance of AOB populations that increased in response to fertilization. Treatment
acronyms are as in Fig. 1.

respectively, and Nitrospira often outcompete Nitrobacter under conditions of low N availability?”-*">!. This is also
supported in studies on NOB dynamics in soils>*. The high dominance of the nitrifying community by AOA
and Nitrospira is thus consistent with the very low ammonium concentrations in these soils, which has also been
reported for South African savannas®>.

Moreover, our results provide strong evidence of the nitrifier adaptation to very low N levels. Indeed, we
observed a reduction down to —30% of nitrification measured at the medium (10 ppm) as compared to low (2
ppm) ammonium level for unfertilized plots. Such a strong decrease of the activity of the soil nitrifying commu-
nity over this range of ammonium levels is clearly particular when compared to the nitrifier response to increased
ammonium concentration observed for the temperate fertilized cropped soil (Fig. 2): in this case, the optimal
ammonium concentration is 50-100 ppm, highlighting nitrifier adaptation to high N levels. For the mesic
savanna soil from South Africa, nitrification only weakly increased when ammonium concentration increased
from 2 to 10 ppm, suggesting that nitrifiers in this savanna soil were not adapted to ammonium levels as low as
for the soil of central Ivory Coast.

Even after 5 crop cycles, i.e. after 2.5 years, nitrification was not influenced by the cropping systems, including
mulching and the insertion of legumes in the crop rotation. The lack of response of nitrification to agricultural
practices is particularly striking for the fMM treatment that implied the addition of 25gN m~2 per crop cycle as
urea and ammonium. This result is not consistent with many previous studies which showed that nitrification is
stimulated by chemical fertilization in many cropland and grassland ecosystems™ ** (see the synthesis of previous
reports in Fig. 2).

Over the same 2.5 year period, changes in the abundances of some nitrifier groups were observed, particu-
larly at the end of the study period. The abundance of AOB increased in response to fertilization after 5 crop
cycles while the abundance of AOA was not influenced by the fMM treatment. This result is consistent with
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previous studies reporting an increase of AOB rather than AOA abundance in response to chemical fertilization
through the addition of NPK and/or urea to soil'*“°. In addition, many studies have observed increased abun-
dance and activity of AOB in response to N fertilization®® and other studies have showed that the abundance of
AOA remains unaffected or even decreases in response to N addition in grasslands'”'? and other temperate eco-
systems'®. Recently, Catéo et al.”’ reported that the AOB-to-AOA ratio as nitrification increased along different
stages of soybean cultivation in a site under restoration from gravel extraction in the Central Brazilian savanna
zone. All these results are likely linked to the rough niche partitioning between AOB and AOA regarding N avail-
ability in soil'’. In our study, we also observed that Nitrobacter and Nitrospira abundances increased and were
not changed in response to fertilization, respectively. These findings are consistent with some published results
for NOB dynamics in agricultural and forest soils® *’. Attard et al.® and Le Roux et al.” found that Nitrobacter
are favored under high N availability while Nitrospira are less responsive to N level in agricultural and grassland
soils. Overall, our results support the view that AOB and Nitrobacter are the nitrifying groups mostly stimulated
by an increase in N availability, while AOA and Nitrospira abundances are not much responsive to increased N
availability, as observed for other grassland soils'’.

The overall AOB community structure was not influenced by treatment and was mainly related to soil mois-
ture, which is likely due to the fact that our experimental design included 9 sites located across a landscape.
Despite this fact, several groups of AOB were selected in the different fertilized plots. In particular, we identified
17 clusters of AOB-amoA sequences whose relative abundances increased in response to fertilization as compared
to control soils. Because soil pH and soil water content were not affected by the different cropping treatments, N
fertilization per se was likely the main driver of the treatment-induced selection of these AOB populations. Two
facts support this view. First, several amoA sequences that emerged in fertilized plots were affiliated to amoA
sequences of Nitrosospira strains with urease activity or adapted to fluctuating ammonium levels. In particular,
some AOB favoured by fertilization were affiliated to Nitrosospira multiformis whose genome includes (i) several
copies of both amo and hao gene clusters and their regulatory elements that extend the flexibility for expres-
sion of catabolic inventory under fluctuating ammonia concentrations; (ii) a range of genes allowing ammonia
assimilation either by high-affinity systems when ammonium concentration is low, or a low-affinity system used
when ammonium levels are high; and (iii) several gene clusters encoding urease and urea-carboxylase, which
provides ureolytic capacity adaptative for soils experiencing fluctuating urea concentrations and/or acidic pH**.
Furthermore, other AOB favoured by fertilization were affiliated to Nitrosospira briensis which is known for its
survival strategy under fluctuating ammonium availability, involving low decrease of ammonia oxidation activity
following inception of N starvation, and fast recovery after N addition following a starvation period*’. This can
be explained by the forms of N fertilizer (ammonium or urea) added to the soil 10 times during the 2.5 years
period studied, which has likely induced transient increases of urea and/or ammonium levels in soil and thus
strongly selected AOB able to efficiently use these substrates even at relatively high levels and to cope with strong
fluctuations of urea/ammonium levels. The likely transient nature of N increases in fertilized plots, explained by
the very low cation exchange capacity of these soils and high rainfall amount, could also explain why the shift of
the AOB community was slow. Second, considering all the treatments, the relative abundance of AOB popula-
tions that emerged in fertilized plots was correlated to the nitrifying community ability to maintain its activity
at medium (10 ppm) as compared to low (2 ppm) ammonium levels. This is a further indication that these AOB
populations had ecophysiological traits allowing them to withstand increased ammonium levels. Metagenomics
analyses could allow better description of the genome content of these populations.

Our results thus suggest that, while populations dominating the AOB community in control soils were
adapted to very low N levels, niche differentiation among AOB (possibly NOB as well) linked to their responses
to fluctuating N availability and starvation responses (see refs 60, 61) explained the emergence of new dominant
populations in fertilized plots. The changes in the composition of the nitrifier community required for adaption
to higher —and fluctuating— N levels occurred slowly. In the case of the mulching practice with maize-bean and
moreover maize-soya rotation, the changes were even slower than with chemical fertilization. The N-related
community composition changes can also explain why the correlations between the abundances of the different
nitrifier groups changed with time. After 3 crop cycles, the increase of both AOB and Nitrobacter abundances and
the selection of nitrifier populations in response to fertilization events were likely still not effective enough and no
significant correlation was observed between Nitrobacter and AOB abundances. In contrast, after 5 crop cycles,
our results show that both the increase in total AOB and Nitrobacter abundances and the selection of AOB (and
likely Nitrobacter) populations were effective; consistently, at this date the correlation between Nitrobacter and
AOB abundances became significant. Our results thus strongly suggest that the response of the nitrifying com-
munity to fertilization is mainly driven by the increased fitness of some AOB, and likely some Nitrobacter, able to
benefit from fertilization event, while AOA and Nitrospira populations are not (or only marginally) responsive to
increased N availability.

Conclusion: from the ecology of soil nitrifiers to the choice of economically-sound and sustain-
able agronomic practices. In this study, we showed that among the key microbial activities linked to N
cycling (such as N, fixation, mineralisation, nitrification, denitrification and anaerobic ammonium oxidation®?),
nitrification plays a crucial role in determining the outcome of agronomic practices. Indeed nitrifiers in soils from
the moist savanna zone of Ivory Coast are adapted to very low N level, medium ammonium levels even decreasing
soil nitrification rates as compared to low ammonium levels. Dominant nitrifiers in these soils are actually unable
to benefit from sudden increases in N availability induced by recurrent fertilization events. Because the maize
cultivar used by farmers in the area studied has a strong preference for nitrate over ammonium for its N nutri-
tion, the lock-up of the N cycle by nitrifiers, which restricted the conversion of the added urea and ammonium
into nitrate, jeopardized the efficiency of chemical fertilization, at least during 2-3 years. This is witnessed by the
lack of improvement of the maize N status in fertilized plots even after 2.5 years. As indicated above, chemical
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fertilization likely induced fluctuating N concentrations, with high ammonium and urea levels just after fertiliza-
tion alternating with periods of low levels. Accordingly, a deep change in the AOB community composition, with
the selection of taxa able to cope with fluctuating N levels and/or able to use urea as a N source, was first needed
before nitrification could increase in response to N addition. A time lag in nitrification response to fertilization
due to inadequate nitrifier community composition has already been reported for other soils, but it is much
longer for the moist savanna soils where nitrifiers are adapted to particularly low N level. Our results show that
the ecology of nitrifiers and the poor N retention capacity in these soils experiencing a sub-equatorial climate
must be taken into account to guide the choice of agricultural practices, explaining why chemical fertilization is
not a smart solution for cropping in the moist savanna zone.

Materials and Methods

Study site and experimental design.  This study was conducted in the moist savanna zone, in the sur-
roundings of the villages of Aheremou 2 and Pacobo in Ivory Coast (see Fig. S1). The area has a sub-equatorial
climate with a mean annual temperature of 27 °C and mean annual precipitation of 1200 mm. In this area, soils
are Ferralsol (FAO classification) or Acrisols (World Reference Base - IUSS Working group). They are very sandy
(80-90% sand) and characterized by pH from 6 to 7%, with low organic matter (~1%) and nitrogen (< 0.1%) con-
tents in non cultivated areas. Clays are illites and slightly crystallized kaolinites with a low adsorption capacity*~.
The traditional agricultural practice in the area is slash-and-burn, with typically 2 crop cycles per year.

Nine experimental sites (19 m x 12m) were established in early July 2013 across the landscape (see Figs S1 and S2).
All the experimental sites correspond to moist savanna soils used for local agriculture. Before the experiment
inception, all sites first experienced a succession of yam, banana and cassava crops without fertilization and were
then set aside: they thus were all fallows invaded by Chromolaena odorata when the treatments were applied. At
each site, 6 plots (4m x 5m each) were set up, corresponding to 6 different agricultural practices for maize (M)
cultivation: (1) traditional slash-and-burn practice with continuous maize rotation (sMM) where the biomass
present on the plot before planting (i.e. Chromolaena odorata residues at the beginning of cultivation of fallows;
and then aboveground residues of the previous crop) is burned and ashes spread over the plot; (2) use of chemical
fertilizer with continuous maize rotation (fMM), with addition of NPK (corresponding to 15g N-ammonium
m~?) at planting, plus urea application (10g N-urea m~2) 40 days after planting (note that we analysed a sample
of the fertilizer used to check its nature and concentration); (3) mulching technique with continuous maize rota-
tion (mMM) where the biomass present on the plot before planting is spread at the soil surface over the plot; (4)
mulching technique with maize-soya rotation (mMS); (5) mulching technique with maize-bean rotation (mMB);
and (6) bare soil with continuous maize rotation (bMM) which was used as a control without any input to soil.
All plots were thus planted with maize, except mMS and mMB planted with soya and bean during the second,
third and fifth cyles. The plots were weeded prior to sowing. The maize variety used is a cross between the yel-
low maize type ‘Bouake’ and the white corn type TRAT 8 (EXECO Agriculture, Abidjan, Ivory Coast). It is an
open-pollinated variety with a semi-late cycle of 110-130 days, widely used in this area.

Soil sampling.  Soil was sampled on the 54 plots (i.e. 9 sites of 19 m x 12 m with 6 treatments per site) 3 times
at flowering crop stage: on December 2014, before the end of the third crop cycle at the beginning of dry season
(i.e. 18 months after treatment inception); on June 2015, before the end of the fourth crop cycle in the middle of
wet season (after 24 months); and on December 2015, before the end of the fifth crop cycle at the beginning of
dry season (after 30 months). On each plot, soil sub-samples were collected randomly at 5 distinct points using
an auger (0-10 cm; 5cm diameter) and mixed to obtain a composite sample. Composite samples were packed in
plastic bags and transported in an icebox to the laboratory. Each soil sample was sieved (2mm) and a sub-sample
was used for measurements of nitrification activity and other environmental variables. Another sub-sample was
stored at —20°C before DNA extraction and measurement of nitrifier abundances and AOB diversity.

Measurements of nitrification activity. Nitrification activity was measured according to Niboyet et al.**
as the kinetics of production of nitrite plus nitrate measured after 0, 5, 24, 48 and 72 hours of incubation in aer-
obic conditions at 28 °C. For each of the 54 soil samples at each date, a fresh soil sub-sample (3 g equivalent dry
mass of soil) was placed in a 150 mL flask, and 24 ml of a (NH,),SO,-distilled water solution was added (2 pgN
g~ ! soil). According to preliminary analyses performed on some soils for different treatments after 3 crop cycles,
the amount of added ammonium was identified as that allowing the maximum nitrification rate in control soils.

For the last date only, nitrification activity was also measured for each of the 54 samples at a higher ammo-
nium level. Incubation conditions were similar as above, except that the amount of (NH,),SO, added to the soil
was 5-fold higher, i.e. 10 pg N- NH, ™ g~ soil.

Comparison of the response of nitrification to soil ammonium concentration for other
soils.  The response of nitrification to soil ammonium concentration observed for the soil studied here was
compared with the responses observed for a temperate and fertilized cropland soil from central France (4 inde-
pendent samples collected on Lusignan site; soil characteristics provided in Attard et al.%°) and for a non fertilized
and non cropped mesic savanna soil from South Africa (4 independent samples collected on Mona site, Hluhluwe
Imfolozi National Park). For each sample of the fertilized cropland soil, seven ammonium levels were used, i.e.
addition of 0, 5, 20, 50, 100, 200 or 300 pg N-NH, " g~ soil. For each sample of the South African savanna soil,
three ammonium levels were used, i.e. 2, 5 or 10 ug N-NH, " g~! soil. Nitrification rate was measured as detailed
above.

Comparison of N fertilization effects on nitrification reported for cropping and grassland sys-
tems. A literature survey was performed in order to compare our results to the effects of long-term fertiliza-
tion on nitrification in cropping and grassland systems. We focused on fertilization with mineral N and/or urea
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(Table S1), but excluded studies on the effect of other organic fertilizers. For each study (and each fertilizer level
when relevant), the fertilization effect on nitrification was expressed as the percentage of change regarding the
nitrification level measured in control, unfertilized plots.

DNA extraction and quantification of the abundances of ammonia- and nitrite-oxidizers. DNA
was extracted from 0.5 g of frozen sieved soil using the Power Soil TM DNA Isolation Kit (MO BIO laboratories,
Carlsbad, CA, USA) following the manufacturer’s instructions.

The abundances of ammonia oxidizing archaea and bacteria (AOA and AOB, respectively) were meas-
ured by quantitative PCR targeting the amoA functional gene encoding for ammonia monooxygen-
ase which is specific of these groups. Amplification was performed using gene primers CrenamoA23f
(5"-ATGGTCTGGCTWAGACG-3') and CrenamoA616r (5-GCCATCCABCKRTANGTCCA-3’) for the AOA®®
and amoA_1F (5-GGGGHTTYTACTGGTGGT-3') and amoA_2R (5'-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3')
for the AOB® (see details about gPCR conditions in Supplementary Text S1).

The abundance of Nitrobacter-like NOB was measured by quantitative PCR targeting the functional
gene nxrA according to Attard et al.®, this gene encoding for the nitrite oxido-reductase. The amplifica-
tion was performed using the gene primers FlnorA (5-CAGACCGACGTGTGCGAAAG-3’) and R2norA
(5'-TCCACAAGGAACGGAAGGTC-3')% (see details about qPCR conditions in Supplementary Text S1).

The abundance of Nitrospira was measured by quantitative PCR targeting the 16S rRNA gene sequences spe-
cific for this group according to Attard et al.”. The amplification was performed using the gene primers Ns675f
(5'-GCGGTGAAATGCGTAGAKATCG-3’) and Ns646r (5'-TCAGCGTCAGRWAYGTTCCAGAG-3")%.

For all 4 genes, amplification efficiencies were of 85-90%. The R? values of the standard curves for gPCR assays
were always over 0.99. All microbial abundances were expressed on a dry soil basis.

Assessment of AOB diversity. High-throughput sequencing of AOB amoA genes were performed on an
Tllumina MiSeq® platform by Molecular Research DNA, USA for the 54 samples from the last sampling date (i.e.
after 5 crop cycles). A combination of the tools available from the RDP FunGene website’” and the open-source
software Mothur (v.1.33.3)”! was used to process and analyze the sequence data.

Sequencing products were first paired in overlapping pair ends. Resulting sequence data were then sorted
according to their length, and the quality of the primers (<2 errors) and barcodes (<1 error). The primers and
barcodes were trimmed off before searching potential chimeric formation using UCHIME’? implemented in
Mothur. Putative chimeras were removed from the dataset. AmoA nucleotide sequences were translated in
amino-acids, and possible frame-reading shifts were detected and corrected using the FRAMEBOT algorithm”.
AmoA sequences were clustered into operational taxonomic units (OTUs) by setting a 0.05 distance limit™.
Similarity between the amoA sequences retrieved from soils and reference sequences was assessed using 15,212
sequences of AOB amoA extracted from the FunGene database. For each sample, rarefaction curves based on
identified OTUs and species richness estimator ACE were generated using Mothur.

Measurements of soil environmental variables. For each of the 54 soil samples and at each date,
gravimetric soil moisture was determined for 3 g of fresh soil from soil mass loss after drying for 24 h at 105°C.
Ammonium (NH, ") was extracted from soil sub-samples using a solution of calcium chloride (10 mM), 12 ml of
CaCl, being added to 3 g of equivalent dry mass soil. The soil was shaken at 140 rpm for 2h at 10 °C. The suspen-
sions were filtered and stored at —20 °C before measurement of the amounts of NH," by ionic chromatography
(Thermo Scientific™ Dionex™ ICS-900 passeur AS, France). Due to a technical problem, soil nitrate (NO;~)
was quantified only for the last sampling date, i.e. after 5 crop cycles, using the same method but with a specific
column for the chromatagraph. Soil pH was measured at each date in a soil:water (1:2.5) suspension using glass
electrodes (sensION*™ MM 340 HACH, France).

In addition, at the first and last sampling dates (after 3 and 5 crop cycles), soil organic C, total soil nitrogen
and microbial biomass were determined. Soil organic carbon was determined by the partial oxidation method”
through titration against 1 N (NH4), Fe (S04),.6H,0 using diphenylamine indicator. Total soil nitrogen was
quantified using the Kjeldahl digestion method’®. A proxy of soil microbial biomass, dehydrogenase activity, was
determined on 1g eq. dry soil by reduction of Triphenyl Tetrazolium Chloride to Triphenylformazan as described
by Thalman”’.

Characterization of preferred mineral N forms up-taken by the maize variety, and N concentra-
tions in plant compartments. 20 pots (10 cm diameter x 21.5 cm depth) containing 1.8 kg of sand were
used. 3 maize seeds were planted per pot, and plants were grown in a climatic chamber (21 °C, 16 hours of sun-
shine per day). During 5 weeks, the maize seedlings were watered three times per week: 2 times with 80 mL dis-
tilled water and once with 80 mL of hydroponic solution containing 6 ppm of ammonium-nitrate (equal amounts
of both N forms).

After 5 weeks, the roots of each set of three plants (i.e. from each pot) were gently washed with distilled water
and placed in a 0.5 L flask filled with a nutrient solution with a 5:1 nitrate:ammonium ratio. Two concentrations
of total mineral N were used: 6 ppm mineral N (5 ppm N-NO;~ and 1 ppm N-NH,"), and 17 ppm mineral N
(14.15 ppm N-NO, ™~ and 2.83 ppm N-NH,"). 5 replicates (pots) were used per treatment. For each flask, the
solution was sampled with a syringe (1.5mL) at the beginning of experiment and after 25, 50, 75 and 100 min.
Samples were filtered (25 pm) and stored at —20 °C before analysis by ionic chromatography (Thermo Scientific™
Dionex™ ICS-900, France). The rates of absorption of ammonium and nitrate by roots were computed from the
linear decreases of ammonium and nitrate concentrations in the solution with time, and were expressed as mg-N
h~! g~! dry maize root.

SCIENTIFICREPORTS|7:70275 | DOI:10.1038/s41598-017-10185-5 11



www.nature.com/scientificreports/

For the last sampling date, N concentrations in plant compartments (roots, stems and leaves) were measured
as described in Supplementary Text S2.

Statistical analyses. All statistical analyses were conducted with JMP® Pro software (version 12, SAS
Institute Inc., Cary, NC, 2007). Two-Way ANOVAs were carried out for evaluating possible effects of time, treat-
ment and time X treatment on environmental variables (soil moisture, pH, ammonium, soil organic C, total soil
N and dehydrogenase activity), nitrification activity, and abundances of AOB, AOA, Nitrobacter and Nitrospira.
For each date, One-Way ANOVAs were carried out to test for possible treatment effects on these variables and
absorption of ammonium and nitrate by roots, and Tukey HSD tests were applied for mean comparisons between
treatment pairs. Significant differences were considered for p < 0.05.

The AOB community structure was analysed using the PRIMER software (PRIMER-E Ltd, Plymouth, UK). A
rank similarity matrix was computed from the OTU relative abundance data and used to quantify and visualize
the dissimilarity of community structures among soil samples by non-metric multidimensional scaling (MDS).
Analysis of similarities (ANOSIM) was performed to compare the AOB community structures among each pair
of treatments. The correlation between changes in nitrification and changes in the overall AOB community struc-
ture was tested by quantifying the correlation between the rank similarity matrices obtained for AOB community
structure on the one hand and nitrification on the other hand through the computation of the rank correlation
coeflicient (Spearman coefficient) and significance level. A similar approach was used to test the relationships
between changes in the overall AOB community structure and changes in each of the soil environmental param-
eters measured. In addition, based on the phylogenetic tree of amoA sequences retrieved from all soils, we iden-
tified which amoA sequence clusters showed an increased relative abundance in fertilized as compared to control
plots.

For the last sampling date, the linear correlation between (i) the percentage of change of nitrification measured
for 10 ppm as compared to 2 ppm ammonium (i.e. 100 * (Nitrif,, — Nitrif,)/Nitrif,) and (ii) the AOB/AOA ratio
or the Nitrobacter/Nitrospira ratio was tested. In addition, the percentage of change of nitrification measured for
10 ppm as compared to 2 ppm ammonium was correlated to the sum of the relative abundances of these amoA
OTUs promoted by fertilization.

References
1. Vitousek, P. M. & Howarth, R. W. Nitrogen limitation on land and in the sea - how can it occur. Biogeochemistry 13, 87-115 (1991).
2. Kowalchuk, G. A. & Stephen, J. R. Ammonia-oxidizing bacteria: a model for molecular microbial ecology. Annu. Rev. Microbiol. 55,
485-529 (2001).
3. Leininger, S. et al. Archaea predominate among ammonia-oxidizing prokaryotes in soils. Nature 442, 806-809 (2006).
4. Prosser, J. I. Autotrophic nitrification in bacteria. Adv. Microb. Physiol. 30, 125-181 (1989).
5. Attard, E. et al. Shifts between Nitrospira- and Nitrobacter-like nitrite oxidizers underlie the response of soil nitrite oxidizing enzyme
activity to changes in tillage practices. Environ. Microbiol. 12, 315-326 (2010).
6. Di, H.]. & Cameron, K. C. Inhibition of nitrification to mitigate nitrate leaching and nitrous oxide emissions in grazed grassland: a
review. Front. Soils Sed. 16, 1401-1420 (2016).
7. Le Roux, X., Abbadie, L., Lensi, R. & Ser¢a, D. Emission of nitrogen monoxide from African tropical ecosystems: Control of emission
by soil characteristics in humid and dry savannas of West Africa. J. Geophys. Res. 100, 23133-23142 (1995).
8. Bateman, E. J. & Baggs, E. M. Contributions of nitrification and denitrification to N,O emissions from soils at different water-filled
pore space. Biol. Fertil. Soils 41, 379-388 (2005).
9. Hatzenpichler, R. Diversity physiology and niche differentiation of ammonia-oxidizing archaea. Appl. Environ. Microbiol. 78,
7501-7510 (2012).
10. Prosser, J. I. & Nicol, G. W. Archaeal and bacterial ammonia-oxidisers in soil: the quest for niche specialisation and differentiation.
Trends Microbiol. 20, 523-531 (2012).
11. Xie, Z. et al. Identifying response groups of soil nitrifiers and denitrifiers to grazing and associated soil environmental drivers in
Tibetan alpine meadows. Soil Biol. Biochem. 77, 89-99 (2014).
12. Erguder, T. H., Boon, N., Wittebolle, L., Marzorati, M. & Verstraete, W. Environmental factors shaping the ecological niches of
ammonia-oxidizing archaea. FEMS Microbiol. Rev. 33, 855-869 (2009).
13. Martens-Habbena, W,, Berube, P. M., Urakawa, H., José, R. & Stahl, D. A. Ammonia oxidation kinetics determine niche separation
of nitrifying Archaea and Bacteria. Nature 461, 976-979 (2009).
14. Taylor, A. E., Zeglin, L. H., Wanzek, T. A., Myrold, D. D. & Bottomley, P. ]. Dynamics of ammonia-oxidizing archaea and bacteria
populations and contributions to soil nitrification potentials. ISME J. 6, 2024-2032 (2012).
15. Di, H. ]. et al. Ammonia-oxidizing bacteria and archaea grow under contrasting soil nitrogen conditions. FEMS Microbiol. Ecol. 72,
386-394 (2010).
16. Shen, X. Y. et al. Nitrogen loading levels affect abundance and composition of soil ammonia oxidizing prokaryotes in semiarid
temperate grassland. J. Soils Sed. 11, 1243-1252 (2011).
17. Zhang, X. et al. Response of the abundance of key soil microbial nitrogen-cycling genes to multi-factorial global changes. PLoS One.
doi:10.1371/journal.pone.0076500 (2013).
18. Chen, Y. L. et al. Abundance and community structure of ammonia-oxidizing archaea and bacteria in response to fertilization and
mowing in a temperate steppe in Inner Mongolia. FEMS Microbiol. Ecol. 89, 67-79 (2014).
19. Simonin, M. et al. Coupling between and among ammonia oxidizers and nitrite oxidizers in grassland mesocosms submitted to
elevated CO, and nitrogen supply. Microb. Ecol. 70, 809-818 (2015).
20. Hartmann, A. A, Barnard, R. L., Marhan, S. & Niklaus, P. A. Effects of drought and N-fertilization on N cycling in two grassland
soils. Oecologia 171, 705-717 (2013).
21. Tian, X. E. et al. Influence of nitrogen fertilization on soil ammonia oxidizer and denitrifier abundance microbial biomass and
enzyme activities in an alpine meadow. Biol. Fertil. Soils 50,703-713 (2013).
22. Verhamme, D. T., Prosser, J. I. & Nicol, G. W. Ammonia concentration determines differential growth of ammonia oxidizing
archaeal and bacteria in soil microcosms. ISME J. 5, 1067-1071 (2011).
23. Ma, W. et al. Response of microbial functional groups involved in soil N cycle to N, P and NP fertilization in Tibetan alpine
meadows. Soil. Biol. Biochem. 101, 195-206 (2016).
24. Freitag, T. E., Chang, L., Clegg, C. D. & Prosser, J. I. Influence of Inorganic Nitrogen Management Regime on the Diversity of Nitrite-
Oxidizing Bacteria in Agricultural Grassland Soils. Appl. and Environ. Microbiol. 71, 8323-8334 (2005).
25. Pester, M. et al. NxrB encoding the beta subunit of nitrite-oxidoreductase as functional and phylogenetic marker for nitrite-
oxidizing Nitrospira. Environ. Microbiol. 16, 3055-3071 (2014).

SCIENTIFICREPORTS|7:70275 | DOI:10.1038/s41598-017-10185-5 12



www.nature.com/scientificreports/

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.
40.

4

—_

42.
43.

44,
45.
46.
47.
48.
49.

50.

5

—

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

6

—

62.

63.

64.
65.

66.

67.

68.

69.

Daims, H., Liicker, S. & Wagner, M. A new perspective on microbes formely known as nitrite-oxidizing bacteria. Trends Microbiol.
24, 699-712 (2016).

Schramm, A., De Beer, D., Gieseke, A. & Amann, R. Microenvironments and distribution of nitrifying bacteria in a membrane-
bound biofilm. Env. Microbiol. 2, 680-686 (2000).

Wagner, M. et al. Microbial community composition and function in wastewater treatment plants. Antonie Van Leeuv 81, 665-680
(2002).

Le Roux, X. et al. Predicting the responses of soil nitrite-oxidizers to multi-factorial global change: a trait-based modelling approach.
Front. Microbiol. 7, 628, doi:10.3389/fmicb.2016.00628 (2016).

Wertz, S., Leigh, A. K. & Crayston, S. J. Effect of long term fertiliser of forest soil on potential nitrification and on the abundance and
community structure of ammonia oxidizers and nitrite oxidizers. FEMS Microbiol. Ecol. 79, 142-154 (2012).

Le Roux, X. et al. Effects of aboveground grazing on coupling among nitrifier activity, abundance and community structure. ISME
J.2,221-232 (2008).

Webster, G., Embley, T. M., Freitag, T., Smith, Z. & Prosser, . L. Links between ammonia oxidizer species composition, functional
diversity and nitrification kinetics in grassland soils. Env. Microbiol. 7, 676-684 (2005).

White, F. La vegetation de I'Afrique. Map ORSTOM-UNESCO, UNESCO, Paris (1986).

Delmas, J. Recherches écologiques dans la savane de Lamto: premier apergu sur les sols et leur valeur agronomique. La Terre et la Vie
3,216-227 (1967).

Koné, W. A. et al. Is soil quality improvement by legume cover crops a function of the initial soil chemical characteristics? Nutr. Cycl.
Agrosyst. 82, 89-105 (2008).

De Rham, P. Recherches sur la minéralisation de I'azote dans les sols de la savane de Lamto. Revue. d’Ecologie et de Biologie. du Sol 2,
169-196 (1973).

Abbadie, L. & Lensi, R. Carbon and nitrogen mineralization and denitrification in a humid savanna of West Africa (Lamto, Cote
d’'Ivoire). Acta Oecol. 11, 717-728 (1990).

Leriche, H. et al. Grass response to clipping in an African savanna: testing the grazing optimisation hypothesis. Ecol. Appl. 13,
1346-1354 (2003).

Ivorian Press Agency (IPA) http://news.abidjan.net/h/482233.html

Styger, E. et al. Influence of slash-and-burn farming practices on fallow succession and land degradation in the rainforest region of
Madagascar. Agric. Ecos. Environ. 119, 257-269 (2007).

. He, J. Z. et al. Quantitative analyses of the abundance and composition of ammonia-oxidizing bacteria and ammonia-oxidizing

archaea of a Chinese upland red soil under long-term fertilization practices. Environ. Microbiol. 9, 2364-2374 (2007).

Riou, G. Les sols de la savane de Lamto. Bulletin de Liaison des Chercheurs de Lamto 1, 3-45 (1974).

Gonnety, J. T. et al. Effect of land-use types on soil enzymatic activities and chemical properties in semi-deciduous forest areas of
Central-West Cote d’Ivoire. Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 16, 478-485 (2012).

Koné, W. A. et al. Can the shrub Chromolena odorata (Asteraceae) be considered as improving soil biology and plant nutrient
availability? Agrofor. Syst. 85, 233-245 (2012).

Donahue, R. L. Soils: an introduction to soils and plant growth. Prentice-Hall, USA, pp. 115-116 (1977).

Abbadie, L., Lepage, M. & Menaut, J. C. Paradoxes d’une savane Africaine. La Recherche 186, 8-9 (1996).

Terman, G. L. & Hunts, C. M. Volatilization Losses of Nitrogen from Surface-Applied Fertilizers, as Measured by Crop Response.
Soil Sci. Soc. Am. Proc. 28, 667-672 (1964).

Terman, G. L Volatilization losses of nitrogen as ammonia amendments, and crop residues from surface-applied fertilizers, organic.
Adv. in agron. 31 (1979).

Dela Torra, J. R., Walker, C. B., Ingalls, A. E., Konneke, M. & Stahl, D. A. Cultivation of thermophilic ammonia oxidizing archaea on
synthesizing crenarchaeal. Environ. Microbiol. 10, 810-818 (2008).

Blackburne, R., Vadivelu, V. M., Yuan, Z. G. & Keller, J. Kinetic characterisation of an enriched Nitrospira culture with comparison
to Nitrobacter. Water. Res. 41, 3033-3042 (2007).

. Nowka, B., Daims, H. & Spieck, E. Comparison of oxidation kinetics of nitrite-oxidizing bacteria: nitrite availability as a key factor

in niche differentiation. Appl. Environ. Microbiol. 81,745-753 (2015).

Rughdft, S. et al. Community composition and abundance of bacterial, archaeal and nitrifying populations in savanna soils on
contrasting bedrock material in Kruger National Park, South Africa. Front. Microbiol. 7, 1-16 (2016).

Ai, C. et al. Different roles of rhizosphere effect and long-term fertilization in the activity and community structure of ammonia
oxidizers in a calcareous fluvo-aquic soil. Soil Biol. and Biochem. 57, 30-42 (2013).

Zhou, Z. et al. Abundance and community structure of ammonia-oxidizing bacteria and archaea in purple soil under long-term
fertilization. European J. of Soil Biol. 60, 24-33 (2014).

Docherty, K. M., Balser, T. C., Bohannan, B. M. & Gutknecht, L. M. Soil microbial responses to fire and interacting global change
factors in a California annual grassland. Biogeochemistry 109, 63-83 (2012).

Phillips, C. J. et al. Effects of agronomic treatments on structure and function of ammonia-oxidizing communities. Appl. Environ.
Microbiol. 66, 5410-5418 (2000).

Catdo, E. C. P. et al. Short-term impact of soybean management on ammonia oxidizers in a Brazilian savanna under restoration as
revealed by coupling different techniques. Biol. Fertil. Soils 52, 1-12 (2016).

Norton, J. M. et al. Complete Genome Sequence of Nitrosospira multiformis, an Ammonia-Oxidizing Bacterium from the Soil
Environment. Appl. Environ. Microbiol. 74, 3559-3572 (2008).

Bollmann, A., Schmidt, I, Saunders, A. M. & Nicolaisen, M. H. Influence of starvation on potential ammonia-oxidizing activity and
amoA mRNA levels of Nitrosospira briensis. Appl. Environ. Microbiol. 71, 1276-1282 (2005).

Bollmann, A., Bir-Gilissen, M. J. & Laanbroek, H. J. Growth at low ammonium concentrations and starvation response as potential
factors involved in niche differentiation among ammonia-oxidizing bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 68, 4751-4757 (2002).

. Geets, J., Boon, N. & Verstraete, W. Strategies of aerobic ammonia-oxidizing bacteria for coping with nutrient and oxygen

fluctuations. FEMS Microbiol. Ecol. 58, 1-13 (2006).

Hou, L. et al. Anaerobic ammonium oxidation (anammox) bacterial diversity, abundance, and activity in marsh sediments of the
Yangtze Estuary. J. Geophys. Res. - Biogeosciences 118, 1237-1246.

Abbadie, L., Marioti, A. & Menaut, J.-C. Independance of savanna grasses from soil organic matter for their nitrogen supply. Ecology.
73, 608-613 (1992).

Niboyet, A. et al. Testing interactive effects of global environmental changes on soil nitrogen cycling. Ecosphere 2, 1-24 (2011).
Attard, E. et al. Soil environmental conditions rather than denitrifier abundance and diversity drive potential denitrification after
changes in land-uses. Global Change Biol. 17, 1975-1989 (2011).

Tourna, M., Freitag, T. E., Nicol, G. W. & Prosser, J. I. Growth, activity and temperature responses of ammonia-oxidizing archaea and
bacteria in soil microcosms. Environ. Microbiol. 10, 1357-1364 (2008).

Rotthauwe, J. H., Witzel, K. P. & Liesack, W. The ammonia monooxygenase structural gene amoA as a functional marker: molecular
fine-scale analysis of natural ammonia-oxidizing populations. Appl. Environ. Microbiol. 63, 4704-4712 (1997).

Wertz, S., Poly, F,, Le Roux, X. & Degrange, V. Development and application of a PCR-DGGE tool to study the diversity of
Nitrobacter-like nxrA sequences in soil. FEMS Microbiol. Ecol. 63,261-271 (2008).

Graham, D. W. et al. Experimental demonstration of chaotic instability in biological nitrification. ISME J. 1, 385-393 (2007).

SCIENTIFICREPORTS|7:70275 | DOI:10.1038/s41598-017-10185-5 13



www.nature.com/scientificreports/

70. Fish, J. A. et al. FunGene: the functional gene pipeline and repository. Front. Microbiol. 4,291 (2013).

71. Schloss, P. D. et al. Introducing mothur: open source, platform-independent, community-supported software for describing and
comparing microbial communities. Appl. Environ. Microbiol. 75, 7537-7541 (2009).

72. Edgar, R. C., Haas, B. ], Clemente, J. C., Quince, C. & Knight, R. UCHIME improves sensitivity and speed of chimera detection.
Bioinformatics 27, 2194-2200 (2011).

73. Wang, Y. E. & Gu, J. D. Higher diversity of ammonia/ammonium-oxidizing prokaryotes in Constructed freshwater wetland than
natural coastal marine wetland. Appl. Microbiol. Biotechnol. 97,7015-7033 (2013).

74. Kim, M., Morrison, M. & Yu, Z. Evaluation of different partial 16S rRNA gene sequence regions for phylogenetic analysis of
microbiomes. J. of Microbiol. Meth. 84, 81-87 (2011).

75. Walkley, A. & Black., I. A. An examination of the Degtjareff method for determining soil organic matter, and a proposed
modification of the chromic acid titration method. Soil Sci. 37, 29-37 (1934).

76. Anderson, J. M. & Ingram J. I. Tropical soil biology and fertility. A handbook of methods. 130 pp (1996).

77. Thalmann, A. Zur Methodik der Bestimmung der Dehydrogenase Aktivitit in Boden with triphenyltetrazoliumchlorid (TTC).
Landwirtsch. Forsch. 21, 249-258 (1968).

Acknowledgements

Nitrification and mineral nitrogen analyses were performed at the AME platform of UMR 1418 in Villeurbanne.
Bioinformatics were conducted on the local Linux Server of the iBio platform of UMR 1418 in Villeurbanne. We
especially thank E Poly for contributing to the quantification of the nitrification-to-ammonium responses for the
temperate and south African soils, L. Simon (isotopic ecology plateform, UMR LEHNA, Villeurbanne) for the
measurements of the N concentration of the plant compartments, and the farmers from the villages Aheremou-2
and Pacobo for their active participation to field trials. This research project was supported by the PAES UEMOA
program N°P- Z1 - TAD - 002, and INRA-EFPA funding. F. Assémien was supported by a PhD fellowship of the
CAMPUS France program (AMRUGE-CI/SCAC).

Author Contributions

X.L.R. and T.J.G. designed and led the study. Field sampling and lab measurements were made by EA. with T.].G,,
and FA. with J.G., respectively. Diversity analyses were made by T.P,, FA. and X.L.R. EA. and X.L.R. analysed the
data and wrote the first draft of the paper. All authors discussed the results and commented on the manuscript.

Additional Information
Supplementary information accompanies this paper at doi:10.1038/s41598-017-10185-5

Competing Interests: The authors declare that they have no competing interests.

Publisher's note: Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and
institutional affiliations.

Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International
GE ] icense, which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or

format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Cre-
ative Commons license, and indicate if changes were made. The images or other third party material in this
article are included in the article’s Creative Commons license, unless indicated otherwise in a credit line to the
material. If material is not included in the article’s Creative Commons license and your intended use is not per-
mitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the
copyright holder. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

© The Author(s) 2017

SCIENTIFICREPORTS|7:70275 | DOI:10.1038/s41598-017-10185-5 14



RESUME

En Afrique de 1'Ouest, les sols de savanes humides se caractérisent par des concentrations relativement basses de maticres
organiques, d'azote minéral, de phosphore et de cations basiques, ce qui limite la production primaire. Ce travail a analysé
comment des changements particuliers dans les utilisations des terres peuvent influencer le fonctionnement et la fertilité des
sols, pour in fine soutenir la production des agroécosystémes dans cette zone de savane. Six différents types d'utilisation des
terres sur 9 parcelles expérimentales répartis a 1’échelle du paysage du centre-sud de la Cote d’Ivoire ont été comparé : (i) le
brilis comme pratique traditionnelle ; (ii) la fertilisation chimique comme pratique conventionnelle ; et le mulching comme
pratique innovante, testée (iii) sans insertion de légumineuses ou (iv et v) avec insertion de niébé ou soja vert dans des cycles
de rotations culturales ; (vi) le sol nu était considéré comme une situation de référence (le témoin). Le sol a été prélevé dans
54 sous-parcelles, avant et 3 fois apres la mise en place des traitements. Sept activités enzymatiques (activités dénitrifiante,
nitrifiante, B glucosidase, N-acétyl-B-D-glucosaminidase, phosphatase acide et alcaline, déshydrogénase) du sol, les
principales variables édaphiques du sol (humidité, carbone organique, azote total, pH et Phosphore assimilable), 'abondance
et la diversit¢ des communautés microbiennes impliquées dans le cycle de 1’azote (archées et bactéries oxydatrices de
I’ammonium ; les genres Nitrobacter et Nitrospira qui jouent un réle clé dans la production de nitrate ; les bactéries
réductrices du nitrite porteuses des genes nirS ou nirK ; et les bactéries réductrices du N20O porteuses de génes nosZI ou
nosZIl) ont été mésurées. Les résultats ont montré que (i) le C. org, le K, le Mg et les activités enzymatiques du sol ont
diminué avec la profondeur du sol, indiquant un faible taux d’accumulation d’¢éléments nutritifs dans les profondeurs les plus
importantes du sol. Par ailleurs, les durées de jachere (0 a 10 ans) n’ont pas significativement affecté la majorité des
propriétés du sol, a l'exception de I’'Nyy et du K du sol qui étaient élevés dans les vieilles jacheres. De plus, le C.org a diminué
lorsque la durée de la jachére augmentait tandis que le Mg a suivi une tendance inverse ; (ii) le type d'utilisation des terres a
affecté fortement la plupart des activités enzymatiques du sol et les communautés microbiennes impliquées dans le cycle de
’azote; (iii) les pratiques de mulching pourraient avoir un impact positif sur les caractéristiques du sol et les communautés
microbiennes, avec pour conséquence le renforcement de la fertilité des sols et la durabilité de la production agricole a long
terme. D’aprés les résultats obtenus, la pratique de paillage, possiblement avec insertion de légumineuses, pourrait étre plus
adaptée et moins onéreuse pour augmenter progressivement et de fagon durable la disponibilit¢é en azote dans ces
agroécosysteémes.

Mots clés : savanes humides, Chromolaena odorata, microorganismes du sol, enzymes du sol, légumineuses, paillis

Abstract

In West Africa, humid savanna soils are characterized by extremely low concentrations of organic matter, mineral nitrogen,
phosphorus and basic cations, which limit primary production. We analyzed how particular changes in land-uses can
influence the functioning and fertility of soils, to support the production of agroecosystems in this savanna zone. We
compared six land-use types at 9 experimental plots across a landscape: traditional slash-and-burn; conventional chemical
fertilization; and innovative use of mulching (tested with or without inserting legumes in the crop rotation). Bare soil was
also considered as a reference situation. Soil was sampled on the 54 sub-plots, before and 3 times after treatment inception.
We surveyed seven soil enzyme activities (denitrification, nitrification, p-glucosidase, N-acetyl-B-D-glucosaminidase, acid
and alkaline phosphatase, dehydrogenase), key soil variables (moisture, organic C, mineral and total N, pH, and available P)
and the abundances and diversity of microbial communities involved in the N cycle (archaeal and bacterial ammonia
oxidizers; Nitrobacter; Nitrospira; and nirS-, nirK- and nosZ-like denitrifiers). Our results showed that (i) Soil Organic C, K,
Mg and soil enzymes activities decreased with soil depth, reflecting a low rate of nutrient accumulation in soil depth. In
contrast, fallow periods (0 to 10 years) did not significantly affect the majority of soil properties, excepted soil Ntot and K,
which were high in old fallows. In addition, Soil Organic C decreased as a function of the fallow period, but Mg follow-up an
inverse trend; (ii) the land use type strongly affects most soil enzymatic activities and the microbial communities involved in
nutrient cycling; (iii) innovative mulching practices have a positive impact on soil characteristics and microbial communities,
thereby maintaining the maintenance of soil fertility and the sustainability of agricultural production in the long term.
According to our results, the practice of mulching, possibly with the insertion of legumes, could be more appropriate to

progressively and sustainably increase nitrogen availability in these agro-ecosystems.

Keywords: humid savana, Chromolaena odorata, soil microorganisms, soil enzymes, leguminous, mulch
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