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Introduction générale

L’agriculture a connu une intensification importante a l'issue de la 2°™ guerre
mondiale (Donald et al., 2001). Le systéme de production agricole repose alors sur
I'utilisation d’équipements techniques modernes et d’'intrants tels que les engrais
minéraux et les pesticides (Griffon, 2007). Cette période est également marquée
par une simplification des paysages, avec la disparition des espaces semi-naturels
(Tscharntke et al., 2005), afin d’augmenter et de standardiser la taille des parcelles
cultivées. Ce systeme de production intensive a permis d’assurer la sécurité
alimentaire, mais les pratiques de I'agriculture intensive ont toutefois de
nombreuses limites sanitaires et environnementales qui ont notamment mené a la
pollution des eaux (Evans et al., 2019) et a une érosion de la biodiversité (Donald
et al., 2001), tout en favorisant la multiplication de bioagresseurs et le
développement de résistances (de Carvalho et al.,, 2015). En outre, la
surexploitation des sols a conduit a des pertes de fertilité largement constatées

aujourd’hui (Scotti et al., 2015).

La durabilité de I'agriculture intensive est largement remise en cause a partir des
années 90 et la prise de conscience face aux limites de ces pratiques agricoles a
mené a la mise en place de mesures telles que la Directive Nitrates (91/676/CEE)
adoptée en 1991 et visant a réduire la pollution des eaux par les nitrates et
I’eutrophisation issus des activités agricoles, et a prévenir l'extension de ces
pollutions. Plus récemment, les rencontres politiques du Grenelle de
I’environnement (2007) ont mené a la mise en place du Plan Ecophyto, aujourd’hui
remplacé par le Plan Ecophyto I+, dont les objectifs sont de réduire les usages de
produits phytopharmaceutiques de 50% d'ici 2025 et ne plus recourir au glyphosate
a la fin 2020 pour les principaux usages, et au plus tard d'ici 2022 pour leur
ensemble. Ce plan a également pour objectif d’accompagner les agriculteurs dans
leur changement de modele agricole, afin de tendre vers la mise en ceuvre des
principes de I'agroécologie. Dans ce cadre, la protection des cultures est repensée
depuis de nombreuses années, de maniere a réduire I'utilisation de pesticides pour
minimiser leur impact sur I'environnement. La protection des cultures contre les
bioagresseurs a évolué en ce sens, avec l'intensification de stratégies de protection
intégrée des cultures (PIC) ou de protection agroécologique des cultures (PAEC). La

PIC et la PAEC favorisent le fonctionnement écologique des agroécosystemes et les
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mécanismes naturels de lutte contre les bioagresseurs. Les bioagresseurs
telluriques sont particulierement difficiles a controler du fait, entre autres, de la
difficulté de les observer et d’évaluer leur distribution (Matthiessen et Kirkegaard,
2006). Les méthodes de lutte actuelles contre ces bioagresseurs sont donc surtout
basées sur des pratiques de désinfection des sols lorsque les matiéres actives sont
disponibles et lorsque cela est rentable (en culture maraichéres par exemple), sur
des traitements de semence et sur des résistances variétales. Les deux premiers
leviers étant contraires a la démarche de transition agroécologique, et le 3®™ levier
étant partiellement efficace a I'encontre de certains bioagresseurs a cause de
I"apparition de contournements de résistance, il est nécessaire d’identifier de
nouvelles méthodes de lutte agroécologiques. La diversification des rotations en
fait partie, d’'une part afin de briser les cycles des bioagresseurs mais aussi grace a
I'utilisation de familles botaniques ayant des propriétés allélopathiques. Ainsi, les
Brassicacées sont connues pour la présence dans leurs tissus de glucosinolates
(GSLs) qui s’hydrolysent pour produire des molécules biocides telles que les
isothiocyanates (ITCs), et sont libérées lorsque les tissus végétaux sont broyés
(Angus et al., 1994 ; Brown and Morra, 1997). Cette propriété est la base du
processus de biofumigation, qui consiste en le fait de cultiver, broyer et enfouir une
culture riche en molécules biocides, afin de permettre leur libération dans le sol
pour que ces molécules puissent réguler des bioagresseurs telluriques (Kirkegaard

et al., 1993).

Le tournesol fait partie des cultures pouvant potentiellement bénéficier d’un semis
de CIMS pendant la période d’interculture précédant son semis, et des techniques
de biofumigation pour lutter contre ses bioagresseurs telluriques. Cette culture
oléagineuse majeure dans le monde est cultivée sur une surface globale de 27
millions d’hectares répartis sur les cing continents et représente une production
d’environ 50 millions de tonnes de graines (FAO, 2021). La France fait partie des 10
premiers pays producteurs de tournesol, avec actuellement 697 000 ha pour 1,3
million de tonnes produites par an. Cette culture présente de nombreux atouts
agroécologiques (indicateur de fréquence de traitement faible, besoins en azote et
en eau modérés, répartition de la charge du travail, bonne téte de rotation, etc...)
(Debaeke et al.,, 2017a; Debaeke et al., 2017b). Néanmoins, ses rendements
peuvent étre réduits par les dommages de bioagresseurs en expansion en France

ces dernieres années. En particulier, le Verticillium dahliae et I'Orobanche cumana
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sont deux parasites pouvant engendrer 30% a 50% (Mestries and Lecomte, 2012)
et 90% (Jestin et Martin-Monjaret, 2016) de pertes de récolte sur des variétés
sensibles, lorsque aucune méthode de lutte n’est entreprise. Les seuls leviers
opérationnels pour contréler ces deux bioagresseurs sont l'utilisation de variétés
tolérantes ou résistantes (Mestries and Lecomte, 2012), parfois accompagnés par
I'utilisation d’herbicides dans le cas de I'Orobanche (Jestin et Martin-Monjaret,
2016). Dans le Sud-Ouest de la France, le tournesol est généralement cultivé en
rotation courte avec du blé dur. La période d’interculture entre la récolte du blé dur
et le semis du tournesol pourrait étre valorisée en implantant des cultures
intermédiaires multi-services (CIMS), avec I'exemple des Brassicacées, qui seraient
broyées et enfouies pour mettre en ceuvre la biofumigation, et qui représenterait
un levier agroécologique supplémentaire pour controler ces deux bioagresseurs
telluriques. En outre, en plus de ce service de régulation de bioagresseurs, les CIMS
pourraient également fournir des services en lien avec le recyclage de nutriments,
tels que les nitrates, afin d’éviter leur lixiviation. En mélange avec des Fabacées, les
Brassicacées pourraient également permettre une mutualisation de services
écosystémiques en combinant des effets sur le piégeage de l'azote, leur
minéralisation, et la régulation de bioagresseurs telluriques, en plus de services en
lien avec I'amélioration de la fertilité physique et biologique des sols, grace a sa

couverture et a I'apport de matiére organique.

Actuellement, la pratique de la biofumigation est largement étudiée et utilisée en
culture maraichéres, notamment pour réguler le V. dahliae, champignon polyphage
qgue I'on retrouve sur de nombreuses especes de Solanacées ou de Cucurbitacées
par exemple. Si I'action biocide des ITCs ou des broyats de Brassicacées est avérée
en conditions contrdlées (Olivier, 1999 ; Neubauer et al., 2014 ; Seassau et al.,
2016) elle est beaucoup plus variable en plein champ. Cette variabilité pourrait étre
due a de nombreux facteurs conditionnant I'efficacité de la biofumigation, qui
dépendent (i) de la Brassicacée elle-méme (variété, concentrations en
glucosinolates, biomasses produites, etc...) ; (ii) des conditions météorologiques
encadrant le jour de la destruction des couverts (température et précipitation).
L'efficacité de cette méthode et les facteurs de sa réussite sont mal caractérisés en
grandes cultures et notamment dans le cadre de la protection de la culture du
tournesol. Il y a donc un intérét a transposer |'utilisation de cette technique pour

une protection agroécologique de la culture du tournesol, en évaluant son potentiel
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a réguler des bioagresseurs telluriques du tournesol. Bien que la biofumigation soit
réputée comme étant une alternative biologique a la fumigation, il y a également
un intérét a évaluer les éventuels effets biocides des molécules impliquées dans la
biofumigation a I'encontre de communautés microbiennes bénéfiques dans les
sols, telles que les bactéries impliquées dans la fixation de I'azote atmosphérique

par les Fabacées et les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) du tournesol.

Ainsi, I’objectif général de la thése est d’évaluer les services écosystémiques fournis
par les CIMS, en vue d’améliorer la productivité du tournesol. Ce travail se focalise
en particulier sur la famille des Brassicacées et leur capacité a potentiellement
réguler le Verticillium dahliae et Orobanche cumana grace a la production de
molécules biocides lors de leur broyage et enfouissement (biofumigation). En
outre, ce travail s’'intéresse a la famille des Fabacées pour sa capacité a fixer I'azote
atmosphérique et enrichir le sol en azote. Un mélange des deux familles botanique
est également étudié afin d’évaluer une possible interaction entre services
écoystémiques. Enfin, ce travail tente également d’évaluer les potentiels dis-
services fournis par les CIMS et la biofumigation sur des communautés

microbiennes d’intérét pour la succession CIMS — Tournesol.

Dans ce cadre, le premier chapitre de ce manuscrit de thése propose une mise en
contexte et une synthése bibliographique sur les connaissances existantes sur la
production de la culture du tournesol, ainsi que sur les facteurs abiotiques et
biotiques limitants sa production. Un intérét particulier sera porté aux deux
bioagresseurs ciblés par cette these : La Verticilliose du tournesol et I'Orobanche
du tournesol, avec une synthese des méthodes de lutte actuellement employées et
leurs limites. Cette synthese explicitera également les connaissances existantes sur
le processus de la biofumigation, les facteurs favorables a sa réussite, et les
connaissances actuelles sur son efficacité a lutter contre la Verticilliose et
I’Orobanche. Les trois chapitres suivants rapporteront les résultats obtenus lors
d’expérimentations menées dans le cadre de la these. Le chapitre 2 a pour but
d’identifier le potentiel de régulation de broyats de Brassicacées ou de Fabacées
sur les deux bioagresseurs ciblés par la thése, par des approches en conditions
contrdlées qui seront détaillées au sein du chapitre. Le chapitre 3 a pour objectif
d’évaluer les effets des CIMS et de la biofumigation sur la régulation de la
Verticilliose et sur la productivité du tournesol, par la mise en place d’un dispositif

expérimental en plein champ. Enfin, le chapitre 4 a pour objectif d’identifier
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d’éventuels dis-services produits par les Brassicacées ou la biofumigation sur les
communautés microbiennes d’intérét pour la succession CIMS — Tournesol
(bactéries fixatrices d’azote et CMA). Ce chapitre est suivi par une discussion faisant
le lien entre les différents résultats obtenus et les nouvelles perspectives et

questions de recherche qu'’ils souléevent.
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Chapitre | — Synthese bibliographique et problématique
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[.1. Le tourneso|

[.1.1. Production du tournesol

Le tournesol (Helianthus annuus L., 1753) a été domestiqué en Amérique du Nord
depuis environ 3000 ans avant J.-C., ou il était consommé pour son huile et ses
graines. C’est a partir des années 1830s que le tournesol est vraiment valorisé
entant que culture oléagineuse, en Russie, ou il est sélectionné pour améliorer sa
teneur en huile (Velasco et al., 2015a). Au XXéme siecle, I'expansion des surfaces
de production de la culture s’est accélérée en Europe a partir de la fin des années
60, notamment en Espagne et en France (Velasco et al., 2015a). Actuellement, le
tournesol est cultivé sur des surfaces atteignant 27 millions d’hectare et réparties
sur les cing continents (Figure 1). La production annuelle de tournesol est d’environ
50 millions de tonnes de graines (FAO, 2021) et de 20 millions de tonnes d’huile
(FAOSTAT, 2022), faisant du tournesol I'une des cultures oléagineuses les plus
importantes au monde (FAOQ, 2021). Les principaux pays producteurs de tournesol

sont I’'Ukraine, la Russie, I’Argentine, la Chine et la Roumanie (Figure 1).

Nodata Ot 500,000t 1 milliont 1.5 milliont 2milliont
[ [

Figure 1. Répartition de la production mondiale de graines de tournesol (tonnes) en 2018

(D’apres ourworldindata.org, données FAO)

La France fait partie des 10 pays a produire le plus de tournesol par an (FAOSTAT,

2022; Terres Univia, 2022). Les déclarations PAC de 2021 rapportent pour la France

22



une surface cultivée de plus de 697 000 ha (Mestries, 2022). Les bassins de
production dits traditionnels sont le Sud-Ouest et le Poitou-Charentes (Jouffert et
al., 2011). Le tournesol est également cultivé dans le Centre et les Pays de la Loire
(Figure 2). Il s’agit de la 2™ culture oléagineuse la plus importante en terme de
production de graines, avec environ 1,3 millions de tonnes produites par an
(moyenne quinquennale), précédée par le colza qui a une production de 4,8
millions de tonnes/an et suivie par le soja avec une production de 0,4 millions de

tonnes par an (FranceAgriMer, 2021).

TOURNESOL

SURFACES 2019
604 000 ha

5000

1000

1
Source : Terres Univia
d'aprixs FranceAgiMer (PAC 2019)

Figure 2. Répartition des surfaces production de tournesol en France, en 2019

(D’apres Terres Univia, données FranceAgriMer)

La graine de tournesol est principalement valorisée en alimentation humaine, a
travers la consommation d’huile alimentaire ou de graines de variétés non-
oléagineuses (Jouffert et al., 2011; Park et al., 2015). Le tourteau de tournesol
obtenu apreés trituration des graines est considéré comme une source alternative
de protéines dans I'alimentation du bétail (Park et al., 2015; Peyronnet et al., 2012).
Enfin, le tournesol peut étre utilisé a des fins non alimentaires telles que la

production de biocarburant a partir de son huile (Park et al., 2015).
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|.1.2. Caractéristiqgues morphologiques et botaniques du tournesol

Le tournesol est une angiosperme annuelle de la famille des Astéracées
(anciennement appelée Composées). Le tournesol cultivé se caractérise par une
tige non ramifiée surmontée par une large inflorescence, appelée capitule
(Knowles, 1978; Seiler, 1997). La hauteur moyenne de tournesols cultivés en
conduite pluviale est de 150 a 210 cm a la floraison (Schneiter, 1992) et le capitule
mesure entre 15 a 40 cm de large. Cependant, ces caractéristiques morphologiques
varient beaucoup en fonction des facteurs environnementaux du milieu, du

génotype et de la densité du peuplement (Seiler, 1997).

Le cycle de développement du tournesol peut durer entre 120 a 150 jours, selon la
précocité du cultivar. Il se divise en une phase végétative et une phase de
reproduction, comme chez toutes les spermatophytes (Schneiter et Miller, 1981),
et ces phases sont séparées en une succession de stades qui ont été décrits par
différents auteurs (exemples ; Merrien et Milan, 1992; Schneiter et Miller, 1981).
La description reprise par Terres inovia, basée sur des critéres morphologiques, tels
gue la couleur du dos du capitule, est disponible en Annexe I.

Le systéme racinaire pivotant du tournesol peut atteindre une profondeur de 150
a 270 cm, les racines secondaires se répandent entre 60 a 150 cm de profondeur et
sont trés denses dans les premiers 30 cm de sol (Knowles, 1978; Seiler, 1997)(Figure

3).
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Figure 3. Systeme racinaire pivotant du tournesol, caractérisé par des ramifications importantes dans
les 30 premiers centimetres du sol

(D’apres (Terres inovia, 2019a)

Les feuilles du tournesol sont pétiolées, alternées, cordiformes, légérement
dentées et rugueuses. L'inflorescence du tournesol est composée d’un seul rang de
fleurs ligulées stériles, formées de cing pétales soudés de couleur jaune-doré
(Seiler, 1997; Todesco et al., 2022), et de fleurs tubulées fertiles, appelés fleurons,
également formés de cinq pétales soudés (Seiler, 1997). Chaque rang de fleurons
est male puis femelle (Figure 4). Le diameétre du capitule présente un intérét en

agronomie et en sélection variétale, car il influence la taille des graines et le
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pourcentage de fleurs stériles, qui influenceront a leur tour le rendement en grains

(Seiler, 1997).

Rang de fleurs
ligulées stériles

Rang de fleurons tubulés
au stade femelle

Rang de fleurons tubulés
au stade male

Boutons floraux

Figure 4. Inflorescence d’un tournesol cultivé au stade floraison

(Photo personnelle)

Le fruit obtenu aprés fécondation des fleurs tubulées est un akéne, dont 'amande
est composée essentiellement de matieres grasses (44%), de protéines (16%), de
cellulose (16%), d’eau (7 %) et d’autres éléments tels que des minéraux et de
I'amidon (Le Clef et Kemper, 2015; Terres Univia, 2022) (Figure 5). La composition
en acides gras des graines peut étre tres riche en acides linoléiques (67%) chez les
tournesols dits classiques, ou en acides oléiques (80%) chez les tournesols oléiques

(Terres Univia, 2022).
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Figure 5. Composition d’une graine de tournesol

(D’apres Terres Univia, source des données Feedbase)

[.1.3. Conduite de la culture et atouts agronomiques et écologiques du
tournesol

Dans la région Sud-Ouest de la France, le tournesol s’insére fréquemment au sein
d’une rotation tournesol/ blé dur ou blé tendre (Nolot et Lecomte, 2011).
Cependant, les rotations ont tendance a s’allonger ces dernieres années, avec
I'introduction de cultures de soja ou de mais, en particulier dans les sols profonds
(Figure 6) (Terres Inovia, 2020a). Le tournesol est considéré comme une bonne téte
de rotation pour les céréales, car il libére relativement t6t le sol et sa récolte
réalisée en conditions séches permet d’éviter des tassements du sol (Nolot and
Lecomte, 2011; Terres Inovia, 2019b). Il permet également de briser les cycles de
développement de maladies des céréales, et de lutter contre certaines adventices
appartenant a la famille des graminées telles que le ray-grass et le vulpin (Terres

Inovia, 2019b).
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Evolution de la fréquence de retour du tournesol dans les rotations
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Figure 6 Evolution de la fréquence de retour de la culture du tournesol dans les rotations en France,

entre 2012 et 2019 (D’apres Terres inovia, 2019a)

Le tournesol est une culture semée au printemps, aux alentours de la 2™ quinzaine
d’Avril ou début Mai, et son cycle de développement est généralement plus court
que celui des autres grandes cultures cultivées a la méme période, telles que le
mais, le sorgho et le soja (Nolot and Lecomte, 2011). Avec des besoins thermiques
situés entre 1570°C pour les variétés précoces et 1700 degrés jour (base 6°C) pour
les variétés tardives (Agridea, 2007), le tournesol est moins exigeant en chaleur que
d’autres cultures d’été telles que le mais, qui nécessite un cumul de température
entre son semis et sa récolte, qui peut varier entre 2455 et 2781 degrés jours (base
10) selon les variétés (Neild and Seeley, 1977). Cette caractéristique permet
d’étaler les périodes de semis de la culture dans le Sud de la France, sans avoir a
changer de variété (Nolot and Lecomte, 2011). Cela permet aussi de répartir la
charge en travail sur I'exploitation, et la période d’interculture relativement longue
avant son semis offre la possibilité de travailler le sol dans de bonnes conditions
(Terres Inovia, 2019b). Une fois implanté, le tournesol développe un systéme
racinaire pivotant et profond qui peut améliorer la structure du sol (Terres inovia,

2019a). Ce systéme racinaire contribue a sa bonne tolérance a la sécheresse
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(Cabelguenne and Debaeke, 1998), aux coOtés de différentes autres stratégies
d’adaptation a la sécheresse mises en place par la plante telles que la réduction de
la transpiration ou des ajustements osmotique (Maury et al., 2011). De ce fait, le
tournesol a la réputation de pouvoir étre cultivé sur des sols de réserve en eau
réduite (Nolot and Lecomte, 2011) et en conduite pluviale, dans des situations
séches, en climat sub-humide a semi-aride (Champolivier et al., 2011). Ainsi, en
2019, pres de 20% des parcelles cultivées avec du tournesol étaient irrigables, mais
seules 6% l'ont été (Terres Inovia, 2020b). Le tournesol semble donc étre une
culture avantageuse dans le contexte actuel et futur du changement climatique, ou
les épisodes de sécheresse seront plus fréquents et plus intenses (Debaeke et al.,
2017b). Cependant, il reste sensible a la sécheresse entre le début de sa floraison
et la fin du remplissage de ses graines, car c’est durant cette période que le taux de
nouaison et le PMG (poids de mille grains) sont déterminés (Terres Inovia, 2020b).
Un apport en eau modéré peut étre tres bien valorisé lorsque des volumes adaptés
sont apportés en fonction du type de sol, de la quantité d’eau disponible, de la

croissance du tournesol et de son état de stress hydrique (Terres Inovia, 2020b).

Concernant sa nutrition minérale, le tournesol a la réputation de pouvoir étre
cultivé sur des sols aux potentiels de minéralisation réduits. Cela est d{i a sa forte
capacité d’extraction, grace a son systéme racinaire profond, et a ses besoins
modérés en azote, se situant autour de 120 a 150 kg d’azote par ha (Nolot and
Lecomte, 2011), ainsi, pour un objectif de 35 g.ha? des apports de 40 § 80 u
suffisent, dans le cas de reliquats azotés s’élevant a 60 u, par exemple. Ses
exigences en phosphore sont faibles, et celles en potasse sont moyennes (40 a 60
u en sols a faibles teneurs pour les deux), mais les impasses sur les engrais PK sont
déconseillées (Terres Inovia, 2019c). En revanche, le tournesol est exigeant en bore,
qui est un oligo-élément essentiel pour le développement du tournesol (da Silva et
al., 2016). Le tournesol pourrait par ailleurs fournir des services écosystémiques en

lien avec le recyclage des nutriments (Franco et al., 2016).

Peu de pesticides sont utilisés dans la protection du tournesol, a I'exception des
herbicides (Debaeke et al., 2017a). De ce fait, son indice de fréquence de traitement
(IFT) total (y compris le traitement des semences) est estimé en moyenne a 2,7 en
2017, a I’échelle de la France ; en comparaison celui du blé dur qui s’éléve a 4,2
(Agreste, 2019). Une étude récente a évalué les performances de différents

systemes de culture innovants dont la culture principale était le tournesol ou le blé
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dur (Bonnet et al., 2021). La référence de I'étude était un systéme conventionnel
tournesol —blé dur sans réduction des apports en intrants (pesticides et fertilisation
azotée). Les auteurs rapportent que, en comparaison a cette référence, les
rendements du tournesol restent inchangés s'il est cultivé dans un systeme a bas
niveau d’intrants (-75% d’usages de fertilisants azotés et -50% d’usage de
pesticides) et précédé par des cultures intermédiaires multi-services (CIMS), ou
dans un systeme trés bas niveau d’intrants (-50% d’usage de fertilisants azotés et

de pesticides) a base de mélanges de cultivars et précédé par des CIMS.

Au-dela des différents atouts agroécologiques abordés ci-dessus, le tournesol peut
potentiellement contribuer a différents services écosystémiques tels que celui de
la pollinisation (Franco et al., 2016), le tournesol pouvant fournir certaines
ressources pour les pollinisateurs, comme le nectar (Kevan, 1989). De plus, il

contribue a I'esthétique des paysages agricoles (Figure 7) (Bonciu et al., 2020).

Figure 7 Champ de tournesol au stade floraison, contribuant a I’esthétique du paysage

(Photo personnelle)

|.1.4. Stagnation des rendements du tournesol et facteurs explicatifs
Malgré les intéréts agro-écologiques que présente le tournesol, des résultats
d’enquétes de Terres inovia rapportent, a I’échelle de ces 20 dernieres années, et
bien que celles-ci soient a nouveau en hausse depuis environ 3 ans, une baisse
importante des surfaces cultivées (Figure 8). Les surfaces cultivées en tournesol ont
régressé d’environ 400 000 ha entre 1990 et 2020 (Figure 8). Cela serait une

conséquence de la stagnation des rendements du tournesol, autour de 20 a 25
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qt.ha! (Figure 9), malgré un progrés variétal important (Terres Inovia, 2019b; Vear
and Muller, 2011). Les facteurs explicatifs de cette stagnation sont d’une part une
limitation des rendements par des facteurs abiotiques (facteurs
environnementaux) et d’autre part une réduction due aux facteurs biotiques

(bioagresseurs). Ces deux types de contraintes peuvent également interagir.

Surfaces de tournesol
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Figure 8. Evolution des surfaces cultivées (millier de ha) avec du tournesol en France, entre 1990 et

2020 (Agreste, 2020)
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Figure 9. Evolution de la production (milliers de t) et des rendements (q.ha) du tournesol en France,

entre 1990 et 2020 (Agreste, 2021)
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[.1.4.1. Facteurs abiotiques limitants les rendements du tournesol

Malgré sa tolérance a la sécheresse grace a différentes stratégies, avec les
exemples de la réduction de la transpiration par la fermeture des stomates ou la
réduction de la croissance foliaire ou I'accélération de la senescence foliaire pour
réduire les pertes d’eau (Maury et al., 2011), le stress hydrique reste une limitation
majeure des rendements du tournesol dans le monde (Alberio et al., 2015; Debaeke
and lzquierdo, 2021), en particulier lors d’épisodes séveres (Hussain et al., 2018).
Selon la revue de littérature réalisée par ces mémes auteurs, le tournesol peut étre
sensible a ce stress tout au long de son cycle de développement.

Les températures élevées sont également considérées comme un stress abiotique
majeur et peuvent aussi conduire a des réductions importantes des rendements,
en particulier lorsqu’elles interviennent pendant I'anthése, qui correspond a la
phase de formation des fleurs males (Moriondo et al., 2011). En effet, Rondanini et
al., (2006) rapportent qu’une température moyenne supérieure a 30°C durant 4
jours consécutifs ou plus (avec une amplitude thermique équivalente a celles
rencontrées en plein champ), conduit a des pertes de rendements et des
modifications de la qualité de I'huile ; les réductions qu’ils ont observé étaient plus
importantes si I’'exposition au stress intervenait 10 a 12 jours apres I'anthése, en
comparaison avec une exposition entre 18 a 24 jours aprés I'anthése. Les auteurs
attribuent les réductions de rendements a des réductions du poids unitaire des
grains et a une augmentation de la proportion de grains pesant entre 10 et 30 mg

en comparaison au controles dont les poids des grains avoisinaient 55 a 65 mg.

Les températures et les déficits en eau étant amenés a s’intensifier avec le
changement climatique, le tournesol risque d’étre plus exposé a ces deux
problématiques (Debaeke et al., 2021). Selon ces mémes auteurs, des leviers
agronomiques et génétiques sont déja mis en place ou en cours d’évaluation afin
de répondre a cet enjeu, avec par exemple la possibilité de réaliser des semis
précoces de tournesol, afin d’éviter que les stades sensibles ne coincident avec les
périodes de déficit hydrique ou de fortes chaleurs. La génétique permet aussi
d’apporter des solutions face a ces contraintes, par exemple grace a la sélection de
variétés plus résistantes a la sécheresse, en s’intéressant a des traits tels que la
profondeur et la densité du systéme racinaire, ainsi que le potentiel hydrique ou la
pression osmotique des feuilles (Rauf, 2008). Une diversité génétique élevée

d’especes sauvages du genre Helianthus a été recensée, dont certaines tres
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tolérantes a la sécheresse, et les genes d’intérét de ces espéces pourraient donc
étre introgressés au tournesol cultivé, bien que ce soit des caracteres génétiques

complexes (Duriez, 2019).

Inversement a la problématique de sécheresse, un excés en eau peut aussi limiter
le rendement en grain du tournesol, lorsqu’il intervient pendant la phase de

remplissage des grains (Grassini et al., 2007).

Enfin, des carences en nutriments peuvent impacter négativement le
développement du tournesol, malgré des besoins relativement modérés. A titre
d’exemple, une carence en azote pendant les phases végétatives peut limiter le
développement de la culture et engendrer un impact direct sur I'interception des
rayonnements solaires et la photosynthése (Debaeke et al., 2021). Visuellement,
cette carence se traduit par une modification de la couleur des feuilles qui devient
vert pale (Figure 10) (Pellet and Grosjean, 2007). De plus, de faibles quantités en
azote limitent la biomasse du tournesol et son rendement en grains, tandis qu’une
augmentation des apports menent a une augmentation de ces derniers
(Massignam et al., 2009). Pour autant, il faut éviter les excés d’azote, qui favorisent
I'exubérance de la végétation et sa verse, pénalisant ainsi le rendement (Terres

inovia, 2019e), et le développement de certaines maladies fongiques telles que le

desséchement précoce causé par Phoma macdonaldii (Seassau et al., 2010).

Figure 10 Parcelle de tournesol n’ayant regue aucun apport azotée (N=0, a gauche) face a une
parcelle de tournesol fertilisée avec 150 kg/ha d’azote (a droite), a Auzeville, en 2005

(Photo prise par Philippe Debaeke)
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1.1.4.2. Facteurs biotiques réduisant les rendements du tournesol

Les bioagresseurs majeurs du tournesol dans le monde sont les oiseaux, les insectes
et les champignons pathogénes. lls peuvent causer des dégats a I'échelle de la
plante entiére, ou de facon plus localisée (impact sur la surface photosynthétique
ou le nombre de graines par capitules, par exemple), les deux types pouvant mener

a des dommages (Alberio et al., 2015).

Le nombre de plants par unité de surface est la composante de rendement la plus
importante pour le tournesol (Sausse et al., 2021b) et c’est pour cette raison que
des dégats pendant I'implantation sont préjudiciables au rendement. Des dégats
d’oiseaux intervenant pendant la phase d’implantation de la culture sont de plus
en plus observés dans certains pays européens, dont la France (Sausse and Lévy,
2021). Selon les espéces, les oiseaux peuvent endommager les cotylédons, et la
plantule peut rester viable, mais ils peuvent également totalement sectionner le
plant et ainsi le détruire (Figure 11) (Sausse et al., 2021b). Enfin, la problématique
des dégats d’oiseaux a maturité est reconnue depuis longtemps (Sausse et al.,

2021a).
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Figure 11 Dégdts observés sur des plantules de tournesol apreés leur émergence, dues a des limaces
ou des oiseaux et dont I’effet est létal ou non

(Sausse et al., 2021a)

Dans les régions historiques de culture du tournesol en Amérique du Nord, une
quinzaine d’espéces d’insectes ravageurs a été recensée, avec comme exemples le
coléoptére du tournesol (Zygogramma exclamationis) et le charangon du tournesol
(Cylindrocopturus adspersus) (Knodel et al., 2010). En France le tournesol n’a en

revanche pas de sensibilité particuliere aux insectes, sauf en phase de levée (Nolot
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and Lecomte, 2011). En effet, des attaques de pucerons noirs de la feve (Aphis
fabae) ou de pucerons verts du prunier (Brachycaudus helichrysi) qui peuvent
causer des crispations de feuilles entre la levée et la formation du bouton floral
(Vear, 2016; Terres inovia, 2021). Cependant, leur nuisibilité est souvent modérée

et aucun virus dommageable au tournesol n’est transmis (Vear, 2016).

Le tournesol est la culture héte d’'une trentaine de pathogenes dans le monde, dont
I'importance des dégats et des dommages varie d’une région a une autre (Markell
et al., 2015). En France, le tournesol est soumis a une douzaine de champignons
pathogénes (Mestries et al., 2011) et leur importance en terme de dommages
occasionnés a évolué dans le temps en fonction de la mise en place de méthodes
de lutte. Actuellement, les especes considérées comme étant les plus nuisibles pour
le tournesol sont le mildiou (Plasmopara halstedii), le phomopsis (Phomopsis
helianthi), le phoma (Phoma macdonaldii), le sclérotinia (Sclerotinia sclerotiorum)
(Mestries et al., 2011; Seassau, 2010) et plus récemment la Verticilliose (V. dahliae)
(Debaeke et al., 2017a). Qu’ils soient aériens ou telluriques, leur cycle de

développement peut étre décrit par la Figure 12.
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Figure 12 Schéma simplifié du cycle de développement d’un bioagresseur sur une plante héte, ou a
I’échelle d’une culture ou du paysage

(Lucas, (2007))

Sur la base de la Figure 12, différentes méthodes de luttes sont entreprises et

permettent une protection de la culture du tournesol relativement efficace et
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durable en fonction des champignons telluriques. Elles sont brievement détaillées

ci-dessous et synthétisé dans le Tableau 1 présenté a la fin de cette section.

Le mildiou, causé par le pathogéne P. halstedii, peut causer un retard de croissance
important voire méme un nanisme lors d’attaques primaires systémiques (Mestries
et al., 2011) (Figure 13). Les dommages peuvent potentiellement atteindre 50% de
pertes de rendements (Mestries et al., 2011). De nombreuses races du pathogene
et de génes de résistances du tournesol sont aujourd’hui connues, et |'utilisation
de variétés résistantes s’est généralisée (Penaud et al.,, 2003; Vear, 2016).
Néanmoins, les données de surveillance du pathogene ont mis en évidence son
caractére tres évolutif et des contournements de résistance sont observés (Penaud
et al.,, 2003). Actuellement, la protection du tournesol contre les attaques de
mildiou se base sur I'allongement des rotations, I'alternance dans le choix variétal
afin de ralentir la progression des contournements, en favorisant des variétés
cumulant plusieurs genes efficaces, et enfin, l'utilisation d’un traitement de
semence associé (Tableau 1) (Terres Inovia, 2021b). Selon les enquétes de Terres

inovia dans un réseau d’environ 300 parcelles, I'incidence du mildiou est

globalement stable et autour de 30 a 40% (Figure 14).

Figure 13 Tournesol présentant les symptémes d’une attaque systémique primaire de mildiou
(visibles ici : nanisme et tdches chlorotiques)

(Photo personnelle)



Le phomopsis, le phoma et le sclérotinia sont tous les trois causés par des
champignons nécrotrophes (Mestries et al., 2011). Les dommages associés a ces
champignons dépendent de la localisation des attaques. Dans le cas du phomopsis,
les pertes sont de I'ordre de 1 a 3 qt.ha* lorsque 10% des plantes présentent une
tache encerclante (Mestries et al., 2011). La lutte contre ce champignon en France
repose essentiellement sur de la résistance quantitative (Viguie et al., 2000) et il est
considéré comme étant bien contrélé actuellement (Vear, 2016). Les enquétes de
Terres inovia révelent que moins de 20% des parcelles sont concernées par la

présence de phomopsis ces dernieres années (Figure 14)
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Figure 14 Proportion de parcelles de tournesol avec présence de maladies entre 2013 et 2019 en

Aquitaine et Ouest Occitanie (Draaf Occitanie, 2019)

Le phoma est également le plus pénalisant lorsque les attaques au collet
deviennent encerclante (Figure 15a), pouvant mener a un dessechement précoce
de la plante (syndrome des pieds secs, Figure 15b) (Mestries et al., 2010). Les
dommages dus au champignon se situent entre 30 a 50% (Mestries et al., 2011).
Les travaux menés par Seassau et al. (2010) ont mis en avant I'impact fort de la
conduite de culture, en mettant en évidence une augmentation de la sévérité des
symptomes en conditions non-limitantes en azote, ainsi qu’'une augmentation de
I'incidence et de la sévérité du desséchement précoce lors de conditions hydriques
limitantes. Les moyens de lutte recommandés a ce jour reposent donc entre autres
sur I'ajustement de la fertilisation, ainsi que sur I'enfouissement des résidus de

culture contaminés (Mestries et al., 2010). Néanmoins, I'incidence de la maladie

2016 (364 parcelles)
2017 (323 parcelles)

L I

2018 (254 parcelles)

]

2019 (295 parcelles)

A =

Sclérotinia capitule
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dans le Sud-Ouest a beaucoup diminué ces dernieres années et se situent entre 10

et 20% des parcelles enquétées (Figure 14).

Figure 15 Symptémes du phoma sur tournesol (A) au collet (B) Pied sec due a un dessechement
précoce suite a une attaque de phoma

((A) Metries et al., 2010 ; (B) Photo personnelle)

Les dommages du sclérotinia peuvent potentiellement dépasser 50% (Mestries et
al., 2011), et la gestion de la maladie est considérée comme difficile (Markell et al.,
2015). En effet, les luttes variétales et chimiques ne semblent offrir qu’une
efficacité partielle, et la capacité du champignon a se conserver de nombreuses
années et a infecter de nombreuses plantes hétes rend la rotation inefficace.
Néanmoins, le champignon n’a pas causé de dommages importants ces derniéres
années en France. Cela serait associé aux conditions séches dans les régions ou le
tournesol est cultivé (Vear, 2016). Le pourcentage de parcelles au sein desquelles
des attaques de sclérotinia du capitule ont été observées est négligeable ces

derniéres années (Figure 14).

Tout comme le Sclerotinia, le champignon tellurique V. dahliae, responsable de la
Verticilliose du tournesol, est capable de se conserver environ 14 ans dans le sol en
I'absence de cultures hotes (Wilhelm, 1955). Or, le champignon est capable
d’infecter de nombreuses espéces végétales cultivées et diverses adventices (Pegg
and Brady, 2002). Contrairement aux champignons évoqués ci-dessus, la
Verticilliose du tournesol est en pleine expansion en France (Figure 14), et hormis
I'utilisation de variétés résistantes, aucune méthode de lutte durable n’est

disponible. C'est entre autres pour ces raisons que le V. dahliae est I'un des deux
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bioagresseurs ciblés par ce travail de these. Une description plus détaillée du
champignon et de la maladie est disponible dans la section suivante du manuscrit

(81.2).

Au-dela des ravageurs et des champignons pathogénes, les adventices sont
également des bioagresseurs nuisibles a la culture du tournesol. Elles peuvent
entrer en compétition avec le tournesol pour les ressources en eau et en
nutriments, et impacter le développement et le rendement de la culture (Johnson,
1971). Les écarts de rendements entre des parcelles avec une faible pression et des
parcelles infestées peuvent atteindre 10 qgt.hal (Terres inovia, 2020c). Les
méthodes de lutte recommandées sont notamment la diversification des rotations
et le travail du sol pendant la période d’interculture (Terres inovia, 2019f). La
gestion mécanique des adventices en post-levée (binage) est possible a mettre en
place car I'écartement entre les rangs est généralement supérieur a 50 cm
(Debaeke et al., 2017a). Cependant, dans les cas de fortes pressions, le recours aux
herbicides est souvent nécessaire en pré-levée ou en post-levée (Terres inovia,
2020d). Les especes favorisées par les rotations courtes telles que les rotations
tournesol-blé sont le ray-grass, 'ammi élevé, le datura, ou encore le chardon et les
liserons (Terres inovia, 2019f).

L'Orobanche du tournesol (Orobanche cumana) est une adventice bien particuliere,
car il s’agit d’'un holoparasite exclusif a la culture (Parker, 2012; Terres inovia,
2019g). C’'est-a-dire que cette plante non photosynthétique dépend totalement du
tournesol, dont elle détourne nutriments et eau afin de pouvoir se développer et
se multiplier (Louarn, 2013a). L'Orobanche est une problématique récente en
France, et en expansion rapide. La stratégie de lutte la plus efficace contre ce
bioagresseur est actuellement I'utilisation de variétés trés peu sensibles (Jestin and
Martin-Monjaret, 2016; Louarn et al., 2016), parfois accompagnée de I'utilisation
d’un herbicide chimique, dans les secteurs a forte pression. Mais ces deux
méthodes présentent différentes limites et la mise en place de nouveaux leviers est
nécessaire. Pour ces raisons, O. cumana est aussi un bioagresseur ciblé par ce
travail de these. Une description plus détaillée de ce bioagresseur est disponible

dans la section suivante du manuscrit (§/.2)

Pour résumer, le rendement du tournesol peut étre impacté par divers
pathosystemes, pour lesquels les méthodes de Iluttes sont relativement

développées selon les bioagresseurs, mais le V. dahliae et I'O. cumana sont deux
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bioagresseurs nuisibles pour le tournesol, principalement du fait de leur expansion
rapide depuis leur arrivée en France, et du manque de stratégies de lutte efficaces

et durables (Tableau 1).

Tableau 1. Incidence et efficacité des méthodes de lutte employées contre les
principaux bioagresseurs du tournesol, recensés dans le sud-ouest de la France en
2019. L'efficacité des méthodes concerne leur utilisation en grandes cultures.
L'incidence des champignon est issue des chiffres de la DRAAF Occitanie 2019
tandis que celle de I'Orobanche est issue d’une enquéte Terres Inovia. D’apres
Seassau et al. (2016)

Bioagresseur Mildiou Phomopsis Phoma Sclérotinia  Verticilliose
Incidence dans le sud-ouest de < 20% < 20% < 20% < 10% > 60%
la France

(295 parcelles visitées en 2019¥)
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1. Les méthodes de lutte physique n’incluent pas le travail du sol.

2: Les méthodes de contrdle cultural incluent le travail du sol.

|.2. Les bioagresseurs telluriques ciblés dans le travail de

these

Le champignon V. dahliae et le parasite O. cumana sont deux bioagresseurs
telluriques du tournesol, en pleine expansion ces derniéres années, en particulier
dans le Sud-Ouest de la France (BSV, 2021). Apres une présentation des
caractéristiques générales de chacun des bioagresseurs, seront détaillées les
méthodes de controles mobilisées pour la protection du tournesol et les raisons de
leur efficacité ou durabilité partielles, menant a la nécessité de trouver des

méthodes de contréle alternatives pour leur régulation.

Orobanche
~ 204 parcelles

*nb parcelles
visitées inconnu
++(+)

+
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1.2.1. Verticillium dahliae, agent pathogene responsable de Ia
Verticilliose

[.2.1.1. Répartition géographique du champignon

Initialement décrit sur une espéce de Dahliae sp. par Klebahn en 1913 (Inderbitzin
et al., 2011), V. dahliae a environ 350 plantes hétes (Markell et al., 2015), dont des
cultures maraicheéres telles que la tomate et I'aubergine (Bhat and Subbarao, 1999;
Pegg and Brady, 2002), des arbres fruitiers tels que I'olivier (Jiménez-Ruiz et al.,
2017; Pegg and Brady, 2002) et I'abricotier (Inderbitzin et al., 2011), ou encore des
adventices telles que la morelle noire et le datura (Pegg and Brady, 2002), qui sont
justement des espéces retrouvées en parcelles cultivées de tournesol (Terres
inovia, 2019f). Actuellement, le champignon est présent sur tous les continents
(Figure 16) et la Verticilliose du tournesol, d’abord décrite en Amérique du Nord a
la fin des années quarante (Markell et al., 2015), est considérée comme la maladie
la plus dommageable au tournesol dans certains pays comme ['Argentine
(Erreguerena et al., 2019). Elle est observée depuis longtemps en France, mais ses
dégats et dommages sont en progression depuis les années 2010 (Mestries and

Lecomte, 2012; Mestries, 2017).

Distribution Last updated: 2021-08-24

Legend: O Present @ Transient

Figure 16 Distribution mondiale de I'espéce Verticillium dahliae (toutes cultures hétes confondues)

(EPPO Global Database, 2022)
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1.2.1.2. Morphologie du Verticillium dahliae et cycle de développement

Verticillium dahliae est un champignon ascomycéte. Son mycélium végétatif est
hyalin, septé, plurinucléé et haploide. Son mycélium aérien est généralement
abondant et a un aspect duveteux (EFSA, 2014). Les conidies (spores issues de la
reproduction asexuée) sont hyalines, non septées, cylindriques et se forment a
I'intérieur des phialides. Ces dernieres sont disposées en spirales sur des
conidiophores hyalins et érigés, ramifiés ou non (Pegg and Brady, 2002) (Figure 17A
et Figure 17B). Le champignon peut former des microsclérotes d’une couleur
brune-noire a noire par des bourgeonnements répétés a partir d’hyphes uniques.
Ces microsclérotes peuvent étres arrondis ou allongés et mesurent environ 25 a 50
pum de diametre (Figure 18). Ces structures constituent la forme de conservation
principale du champignon et sont donc trés importantes d’'un point de vue

épidémiologique (EFSA, 2014).

Figure 17 Quelques caractéristiques morphologiques de V. dahliae. (A) — Conidiophores aprés 15
jours sur gélose. (B) — Conidies apres 9 jours sur PDA. Barres d’échelle : a :50 um, b : 20 um.

(Inderbitzin et al., 2011)
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Figure 18 Microsclérotes de V. dahliae. (A) — Mycélium et microsclérotes sur PDA apres 12 jours. (B) —
Microsclérotes sur milieu Ethanol Potassium Amoxicilin Agar (EPAA) aprés 15 jours barre d’échelle =

0.05 cm (Photos personnelles).

Grace a ses microsclérotes, V. dahliae se conserve dans les sols. La Verticilliose est
donc une maladie d’origine tellurique. C'est également une maladie monocyclique,
c’est a dire qu’elle n’a qu’un seul cycle d’infection par cycle de développement de
la plante hote (EFSA, 2014). Selon les mémes auteurs, le cycle de développement
du champignon se déroule comme suit (Figure 19) : le cycle démarre avec la
présence de microsclérotes dormants dans le sol ou dans des résidus de culture. La
germination des microsclérotes est induite par les exsudats racinaires libérés dans
la rhizosphere par la plante hoéte. Le champignon développe, a partir des
microsclérotes, des hyphes qui atteignent les racines de la plante hote, qu’ils vont
ensuite pouvoir coloniser en se développant entre les cellules épidermiques
(Klosterman et al., 2009). Le champignon atteint le cortex puis envahit le xyléme,
ou il forme ses conidies, qui sont entrainées vers la tige (EFSA, 2014). Les vaisseaux
du xyléme sont alors envahis par le champignon, mais également par différents
agrégats et des composés polysaccharidiques issus de réactions de défenses de la
plante, ce qui restreint la circulation de I'eau (Jiménez-Diaz et al., 2012). Les
vaisseaux peuvent se déformer puis se rompre avec 'augmentation de la sévérité
des symptémes (EFSA, 2014). Enfin, les microsclérotes se forment sur les tissus des
plants en cours de dépérissement ou déja morts et sont ensuite libérés dans le sol
lors de la décomposition de ces tissus. Lors de I'implantation d’une plante hote

durant cette période, le cycle recommence.
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Verticilliose du tournesol
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dans les débris de culture

Formation des
microsclérotes

Figure 19 Cycle de développement de Verticillium dahliae sur culture de tournesol

(Mestries and Lecomte (2012))

[.2.1.3. Dégats et dommages de la Verticilliose du tournesol

Les dégats de la Verticilliose, qui sont définis comme étant les symptémes observés
et causés par la présence du bioagresseur (Aubertot et al., 2011), sont liés au cycle
de développement du V. dahliae (Figure 19). L’origine tellurique et les infections du
champignon par les racines ainsi que sa progression par les vaisseaux font que les
premiers symptomes apparaissent sur les étages inférieurs de la plante hote (Daayf
et al., 1997; Terres inovia, 2019e), aux alentours de la floraison, bien qu’ils puissent
apparaitre avant ce stade (Markell et al., 2015; Terres inovia, 2019h). Les
symptomes observés sur feuilles sont des chloroses d’un jaune vif, toujours situées
entre les nervures des feuilles (Figure 20), puis ces taches chlorotiques atteignent
les étages supérieurs des plantes. Les feuilles peuvent alors se nécroser, voire se
dessécher complétement et mourir (Markell et al., 2015; Uppal et al., 2008). Ces
symptoémes sont causées par |‘obstruction des vaisseaux conducteurs, qui
empéchent la circulation de I'eau (EFSA, 2014). En fin de cycle, il est également
possible d’observer des taches noires sur la partie inférieure des cannes des
tournesols sévérement attaqués. Ces taches sont en fait constituées par des milliers

de microsclérotes (Markell et al., 2015). La Verticilliose méne a I'accélération de la
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sénescence et a la réduction du poids de mille grains (Mestries and Lecomte, 2012).
L'inoculum primaire présent dans le sol a un impact important sur I'expression de
I'incidence et de la sévérité des symptomes (Erreguerena et al., 2019), et la sévérité
des symptomes est liée a des pertes de rendement, notamment sur variétés
sensibles (Mestries and Lecomte, 2012; Ait Kaci Ahmed et al., 2022). Ces pertes ont
été évaluées a 2,4 g.ha! en moyenne dans le Sud-Ouest de la France, et peuvent
atteindre 30 a 50% en cas de fortes attaques sur variétés sensibles (Mestries and

Lecomte, 2012).

Figure 20 Photos de symptémes de la Verticilliose du tournesol, commengant aux alentours de la
floraison, démarrant par les étapes foliaires du bas. Caractérisé par des taches chlorotiques situées

entre les nervures, qui se nécrosent au centre (Photos personnelles).

|.2.2. Orobanche cumana holoparasite du tournesol

[.2.2.1. Répartition géographique de I'Orobanche du tournesol

Les premieres observations de O. cumana, parasitant le tournesol, ont été signalées
en Russie, dans les années 1890 (Skori¢ et al., 2021). L’espéce est actuellement
distribuée dans des pays Européens comme |’Espagne et la Roumanie, au Moyen
Orient, en Asie du Sud-Ouest et en Chine. En France, elle commence a étre observée

en 2007. Une enquéte menée par Terres Inovia en 2011 permet de mettre en
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évidence que les deux secteurs les plus touchés sont dans le Sud-Ouest et le Poitou
Charentes, mais d’année en année, les zones contaminées s’étendent rapidement
(Jestin and Martin-Monjaret, 2016) (Figure 21). Une difficulté concernant la
distribution de O. cumana est I'apparition de populations de plus en plus agressives
a cause de I'utilisation récurrente de variétés résistantes (Terres inovia, 2019g). De
plus, il n’y a actuellement pas de nomenclature homogene des races entre

différentes régions (Fernandez-Martinez et al., 2015),
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Figure 21 Augmentation du nombre de parcelles infestées par O. cumana entre 2011 et 2019 (Terres

inovia, 2019)

[.2.2.2. Description de I'Orobanche du tournesol et cycle de développement
O. cumana Wallr. est une angiosperme de la famille des Orobanchaceae et de
I'ordre des Lamiales. Les Orobanchaceae sont la famille de plantes comptant le plus
d’especes holoparasites (Uhlich et al., 1995). Le terme holoparasite désigne des
plantes ayant perdu leur capacité photosynthétique, et nécessitant de parasiter
une plante hote afin de pouvoir y prélever I'eau et les nutriments nécessaires a
I’'accomplissement de leur cycle (Fernandez-Aparicio et al., 2016b; Mohamed et al.,
2006). Le tournesol est la seule espéce cultivée parasitée par O. cumana (Parker,
2013), qui lui vaut sa dénomination d’Orobanche du tournesol, bien que I'espéce
ait déja été observée fixée a une espece sauvage d’armoise du genre Artemisia spp.

(Fernandez-Martinez et al., 2015).
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Avant d’étre en mesure de se fixer sur le tournesol, I'Orobanche passe par plusieurs
étapes préalables. Au regard du manque de références précises sur O. cumana, la
description du cycle de développement ci-dessous concerne les Orobanchaceae. La
phase souterraine commence par la présence de graines dormantes, capables de
se conserver dans le sol sans plante hote pendant une dizaine d’année (Jestin and
Martin-Monjaret, 2016). Les graines d’O. cumana sont relativement allongées et
mesurent environ 0,3 mm de long (Figure 22A). Pour lever cette dormance, la
graine doit passer par une étape d’imbibition, qui peut étre trés rapide, et qui est
réversible en I'absence de conditions favorables a sa germination (Kebreab and
Murdoch, 1999). Les graines sont en effet incapables de germer sans stimulations
chimiques exsudés dans la rhizosphére par les racines de leur plante hoéte
(Delavault, 2015). Ces inducteurs chimiques sont, par exemple, les déhydrocostus
lactones (DCL), suggérés comme étant un inducteur majeur de la germination de O.
cumana (Joel et al.,, 2011), I'heliolactone (qui fait partie de la famille des
strigolactones non-cannoniques), le costunolide (Ueno et al., 2014), ainsi qu’une
strigolactone de synthése, le GR24 (Raupp and Spring, 2013). Il est a noter que
I'induction de la germination par les strigolactones est spécifique, car chaque
espece d’'Orobanche a une sensibilité différente aux diverses strigolactones, et c’est
particulierement le cas pour O. cumana (Fernandez-Aparicio et al., 2011). Apres
cette étape de perception des exsudats racinaires, la graine germe, la radicule se
développe vers les racines de la plante hote et forme un haustorium (Figure 22B)
(Fernandez-Aparicio et al., 2016a) qui est un organe spécialisé dans la fixation, la
pénétration et la connexion avec les tissus vasculaires de la plante hote (Figure 22C)
(Press and Graves, 1995). Une fois fixé, ce dernier permet a I’'Orobanche
d’absorber, via le xyleme I'eau et les nutriments nécessaires a la vie du parasite
(Parker and Riches, 1993). Ainsi, I'"Orobanche commence sa croissance
hétérotrophe et forme un tubercule (Figure 22D) (Duriez, 2019; Labrousse et al.,
2001), qui devient un nouveau puit de ressources et qui redirigent une grande
partie du flux de nutriments et d’eau. Chacun de ces tubercules peut se différentier
en une tige souterraine, qui peut émerger hors du sol pour donner une tige non
ramifiée d’environ 40 a 65 cm. L’Orobanche fleurit et présente des fleurs formant
un épi sur la partie supérieure de la tige, chaque fleur n’étant composée que d’une
seule bractée d’environ 10 a 12 mm de long. Le calice et la corolle sont tubulaires
et cette derniére est incurvée vers le bas. Sa couleur varie du blanc au bleu péle

(Parker, 2013) (Figure 22E et Figure 23). Chaque fleur peut produire plusieurs
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centaines de milliers de graines, dont la petite taille va leur permettre de se
disséminer par le vent, les animaux, les semences, le matériel et 'homme avant de
retourner au sol afin que le cycle puisse recommencer (Jestin and Martin-Monjaret,
2016). Selon ces mémes auteurs, le stock grainier en Orobanche dans les sols peut

augmenter de facon exponentielle si aucune méthode de lutte n’est entreprise.

Figure 22 Cycle de développement de O. cumana

A : Germination de la graine et apparition de la radicule ; B : Développement de I’haustorium ; C :
Développement d’un nodule aprés fixation de I’Orobanche a la racine du tournesol ; D :
Différentiation du nodule en tubercule ; E : Emergence et floraison de la tige ; F : Orobanche a
maturité ; G : Dispersion des graines d’Orobanche

(Duca et al. (2013))
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Figure 23 Pieds d’Orobanche cumana a floraison, a proximité de pieds de tournesols

(Photo prise par Grégory Dechamp-Guillaume)

1.2.2.3. Dégats et dommages de I'Orobanche du tournesol

Apres fixation de I’Orobanche sur les racines du tournesol, les tournesols
présentent une réduction du développement du systéme racinaire et du capitule
(Labrousse et al., 2001). Les réductions de biomasses des capitules (incluant les
graines) peuvent atteindre 35% (Grenz et al., 2008). Ces réductions de croissance
et de biomasses sont le résultat d’une compétition entre le parasite et I’h6te pour
I’eau et les nutriments (Grenz et al., 2008; Labrousse et al., 2001). En France, les
pertes de rendement dues a I'Orobanche ont été estimées a 90%, en parcelles
fortement infestées, lorsqu’aucune mesure de lutte n’est prise (Jestin and Martin-

Monjaret, 2016).

[.2.3. Méthodes de lutte contre Verticillium dahliae et Orobanche

cumana

La Verticilliose est une maladie difficile a contrbler, les méthodes de lutte

opérationnelles et durables contre la Verticilliose du tournesol sont limitées, en
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particulier si elles sont utilisées isolément (EFSA, 2014; Markell et al., 2015). La
stratégie de lutte contre O. cumana est a adapter selon le niveau de risque
(historique du secteur, présence ou non de |I'Orobanche) (Figure 24) (Jestin and
Martin-Monjaret, 2016). Elle se décline en différentes méthodes, dont I'action
isolée de chacune a une efficacité partielle. Les leviers potentiels contre ces deux

bioagresseurs sont les suivants :

STRATEGIE DE LUTTE : choisir la solution selon le niveau
de risque

Secteur a fort risque orobanche Absence de risque

I
8 Pas de conseil
| M particulier
|
: '
Altemer n+3 ou n+4 : :
¥ | 1
| I
| I
| I
| 1
| I
1 |
Sud-ouest: Sud Tam-etGaronne, Sud Ouest du Tam, Gers, I Autres secteurs du Sudouest, 1+ Allleurs en France
Lauragals et Ouest-audois. | PoitouCharentes et Vendée |
Vendée : secteurs de Longeville sur mer i nonconcemésparlefort
Poitou-Charentes: Tusson, Merpins, triangle Cognac-Saintes-Jonzac ' risque orobanche !

Figure 24 Stratégie de lutte contre O. cumana actuellement recommandée par Terres inovia, en
fonction de la pression d’infestation en parcelles de tournesol

(Jestin and Martin-Monjaret (2016))

1.2.3.1. Les méthodes de lutte génétiques

La lutte génétique est a ce jour la seule méthode disponible et opérationnelle pour
protéger le tournesol contre la Verticilliose (Markell et al., 2015; Mestries and
Lecomte, 2012). La premiéere race de V. dahliae sur tournesol (NA-1) a été identifiée
aux Etats-Unis et est contrélée par une résistance monogénique (single major gene)
(Fick and Zimmer, 1974). Depuis, de nouvelles races contournant cette résistance
ont été reportées dans des pays producteurs du tournesol comme les Etats-Unis
(Gulya, 1997) et I’Espagne (Garcia-Ruiz et al., 2014).

La situation est assez comparable concernant O. cumana contre laquelle la lutte
génétique est actuellement aussi le moyen de lutte le plus efficace (Jestin and
Martin-Monjaret, 2016; Louarn et al., 2016; Vear, 2016). Il existe de nombreux
exemples de mécanismes de résistance a I'Orobanche, pouvant intervenir a

différentes étapes de son cycle de développement, dont quelques exemples ont
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été observés par Labrousse et al. (2001). Au stade de la germination, une résistance
observée est la réduction de la production d’inducteurs de germination. Lors de la
fixation, les auteurs ont observé des formations de dépots sur les parois cellulaires,
a l'interface des zones de fixation de I’"Orobanche au tournesol, ou encore une
obstruction compléte des vaisseaux du xyléme a la suite de dép6ts de substances
gélatineuses. Un mécanisme de résistance lors de la fixation correspond a un
attachement incompatible (Louarn et al.,, 2016) (Figure 25). Ces différents

mécanismes menent a des nécroses et a la mort du parasite (Labrousse et al., 2001).

Figure 25 Photos de graines d’Orobanche cumana a proximité de racines de tournesols montrant (A)
un attachement compatible entre le parasite et I’h6te ; (B) : Un attachement incompatible (Louarn

et al. (2016)

Ces résistances sont pour la plupart monogéniques et totales, c’est-a-dire qu’elles
sont « races-spécifiques », et les génes Orl a Or5 permettent respectivement de
résister aux races A a E (Fernandez-Martinez et al., 2015; Molinero-Ruiz et al.,
2006). Ceci a favorisé des contournements de résistance par une évolution rapide
et la virulence de O. cumana. De plus, la distribution mondiale des races
d’Orobanche est mal connue et les correspondances entre les noms de races entre
différents pays est loin d’étre homogene. Ces deux limites prouvent la nécessité de
développer des résistances plus durables, basées sur 'utilisation de plusieurs genes
(Fernandez-Martinez et al.,, 2015), et nécessitant donc une meilleure
caractérisation de loci de résistance. Ainsi, des travaux récents ont permis
d’identifier des loci de caractéres quantitatifs conférant des résistances « stades-

spécifiques » conte I'Orobanche du tournesol (Louarn et al., 2016). Une analyse du
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géne Or7 a montré qu’il s’agissait d’'un récepteur membranaire qui permettait de
prévenir la connexion de I'Orobanche au systéme vasculaire des racines du
tournesol (Duriez et al.,, 2019). Ces stratégies de lutte génétique doivent
nécessairement étre accompagnées par des pratiques culturales adaptées pour
prévenir les infestations et |'apparition de nouvelles races plus virulentes
(Fernandez-Martinez et al., 2015).

1.2.3.2. Les pratiques culturales

Raisonner l'assolement selon I'historique de la parcelle permet de favoriser
I’efficacité d’autres méthodes de controle de la maladie (EFSA, 2014). Diversifier la
rotation, avec un retour du tournesol chaque 3 a 4 années apres des cultures non-
hoétes, peut réduire I'inoculum du champignon (Markell et al., 2015), ou le nombre
de graines d’Orobanche dans le sol (Rubiales et al., 2009). Ceci constitue une
méthode préventive contre la Verticilliose du tournesol (Mestries and Lecomte,
2012). Cependant, ces deux premiers leviers utilisés seuls sont loin d’étre efficaces
a cause de (i) la capacité de V. dahliae a se conserver environ 14 ans sans plante
hote (Wilhelm, 1955), (ii) la diversité des plantes hotes du champignon, telles que
des adventices retrouvées en grandes cultures citées précédemment. De plus,
Malcolm et al. (2013) soulignent I'importance des cultures considérées comme
non-hoétes, car elles ne présentent aucun symptome de la Verticilliose, mais
peuvent en réalité abriter V. dahliae en tant qu’endophyte. Selon la revue de
littérature réalisée par ces auteurs, le blé et I'orge font partie de ces cultures hotes
mais asymptomatiques. La diversification des rotations est également considérée
comme inefficace pour lutter contre I'Orobanche (Rubiales et al., 2009). En
revanche, il serait possible pour lutter contre certaines espéces d’Orobanche
d’utiliser des cultures piéges (trap crop), qui sont des cultures résistantes a
I’Orobanche capables de stimuler sa germination sans que celle-ci ne puisse s’y
fixer, menant donc a la mort des graines ayant germé (Fernandez-Martinez et al.,
2015). De nombreuses espéces pouvant remplir cette fonction sont référencées
pour d’autres especes que O. cumana, avec |I'exemple de I'utilisation de petit pois
pour induire la germination de I'Orobanche crénelée (Fernandez-Aparicio et al.,
2016b), mais O. cumana est considérée comme assez spécialisée, et peu d’exsudats
racinaires semblent capables de stimuler sa germination en comparaison avec ceux
du tournesol et au GR24 (Fernandez-Aparicio et al., 2009). Ces mémes auteurs ont
observé de légeres augmentations de la germination de graines d’0. cumana suite

a des expositions a des exsudats racinaires de Fabacées (vesce, petit pois, tréfle) et
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surtout de graminées (BIé, sorgho et avoine par exemple), ou de coton. D’autre
part, Ma et al. (2013) ont observé que des exsudats racinaires de mais permettaient
également d’induire la germination de O. cumana, avec une variabilité du
pourcentage de germination en fonction des lignées utilisées et des stades de
développement du mais (25,7% a 36,5%). Ces résultats sont cependant issus
d’expérimentations au laboratoire, et aucune application n’existe actuellement
pour contréler 'Orobanche du tournesol en parcelles agricoles, bien que ces voies

soient prometteuses.

Concernant les effets du travail du sol, une étude a démontré que le nombre
d’unité formatrice de colonies par gramme de sol de V. dahliage étaient
significativement plus faibles dans les sols non travaillés, comparés aux sols ayant
subi un travail du sol conventionnel, mais les réductions étaient moins marquées
concernant les observations de sévérités de la Verticilliose du tournesol (Quiroz et
al., 2008). Ces auteurs soulignent également qu’une combinaison entre une
absence de travail du sol et I'utilisation d’une variété résistante réduisaient la
sévérité de la maladie et la production de microsclérotes, suggérant ainsi qu’il
s’agissait d’'une bonne méthode préventive contre la Verticilliose du tournesol. Le
travail du sol pourrait aussi réduire les germinations de I'Orobanche, soit en
réduisant le nombre de graines incorporées dans le sol, dans le cas d’un travail du
sol superficiel, ou au contraire en entrainant les graines a des horizons ou elles
manqueraient d’oxygéne, dans le cas d’un travail du sol profond (Rubiales et al.,

2009).

Contrairement a d’autres maladies du tournesol telles que le phoma (P.
macdonaldii), aucune étude n’établit clairement le lien entre la fertilisation, et
I'incidence ou la sévérité de la Verticilliose du tournesol (Mestries and Lecomte,
2012). Cependant, des études rapportent des effets toxiques de 'ammoniac et des
acides nitreux contenus dans les amendements azotés menant a la mort des
microsclérotes (Tenuta and Lazarovits, 2002). Les effets de Virrigation sur
I'incidence ou la sévérité de la Verticilliose sont également peu étudiés, bien que
I'incidence de la Verticilliose du tournesol tende a augmenter en conduite irriguée
(Alabouvette and Marty, 1977). Cette observation est en accord avec des résultats
obtenus en culture de coton : le régime hydrique avec les apports en eau les plus
élevés meéne a une incidence de la Verticilliose du coton supérieure a celle observée

dans les traitements avec un régime hydrique de base (Wheeler et al., 2020). Selon
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ces mémes auteurs, cela pourrait s’expliquer par des conditions humides plus
favorables au champignon. Enfin, Grenz et al. (2008) ont observé que des semis
tardifs (mi-Mai) accompagnés d’une irrigation (190 mm) et d’apports en azote
importants (150 kg.ha) étaient accompagnés par une augmentation du nhombre
d’0. cumana et de leur biomasse. Les auteurs ont également observé que le
nombre d’Orobanches fixées était positivement corrélé a la densité et a la longueur
du systéme racinaire, qui était mieux développé grace aux apports en eau et en
azote. Les auteurs suggerent donc que I’'Orobanche a bénéficié de I'augmentation
de la productivité de I’h6te et recommandent de ne pas irriguer les champs de

tournesols infestés par le parasite.

[.2.3.3. Les méthodes de lutte chimiques

Le méthyl-bromide et la chloropicrine utilisés dans le cadre d’une fumigation
(injection du gaz biocide directement dans le sol, sous film plastique) permettent
de réduire presque totalement la densité de I'inoculum de V. dahliae (Xiao and
Subbarao, 1998). Le métham sodium et le dazomet qui générent des ITCs de
méthyles sont également deux fumigants induisant 65 a 100% de mortalité chez V.
dahliae (Di Primo et al., 2003). De ce fait, ces matiéres actives ont longtemps été
utilisées pour le controle de V. dahliae en cultures a haute valeur ajoutée et
cultivées sur des surfaces réduites telles que les fraisiers et la tomate (Pegg and
Brady, 2002). En effet, des concentrations élevées sont nécessaires pour atteindre
une régulation efficace, rendant cette pratique onéreuse (Mestries and Lecomte,
2012 ; Pegg and Brady, 2002). En outre, des réductions de l'efficacité de ces
matieres actives ont été observées sur des sols ou elles avaient déja été utilisées, a
cause du phénomeéne de dégradation accélérée des matiéres actives (en anglais
‘accelerated / enhanced degradation’) (Di Primo et al., 2003; Matthiessen and
Kirkegaard, 2006). Enfin, les conséquences négatives de ces matieres actives sur la
santé des manipulateurs et sur I'environnement, avec notamment des effets
négatifs sur la couche d’ozone, ont mené a l'interdiction d’un grand nombre de ces
matiéres actives, notamment dans le cadre de la signature du protocole de
Montréal (Porter et al., 2009). Toutes ces raisons font que cette méthode est loin

d’étre adaptée ou appliquée dans le cadre de la protection du tournesol.

Quelques travaux ont été menés sur des traitements de semences et des fongicides
de végétation mais les résultats sont insuffisants et ces traitements ne sont pas

préconisés en France (Mestries and Lecomte, 2012).
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Pour ce qui est de I'Orobanche, des méthodes chimiques peuvent étre utilisées
avant le semis de la culture hote, afin d’agir avant méme que I'Orobanche ne se
développe. Les méthodes suggérées sont la fumigation, notamment a base de
metam-sodium (methyl-isothiocyanates) (Goldwasser et al., 1995), mais encore
une fois, les limites écologiques et économiques de cette pratique ont déja été
soulignées ci-dessus. L'utilisation d’inducteurs de germination chimiques
(analogues aux strigolactones) permet d’induire une germination suicide en
I'absence de I’'h6te et un grand nombre d’études existe sur le sujet (review de
Rubiales et al., 2009). Cette approche présente I'avantage d’étre spécifique a la
plante parasite visée, mais son application en plein champ est trés couteuse, et
nécessite une irrigation préalable, qui n’est pas disponible partout (Rubiales et al.,
2009), d’autant plus dans un contexte de changement climatique. Aprés le semis
de la culture hote, la lutte chimique est plus difficile car la plante parasite est
difficilement accessible. Parmi les matiéres actives utilisées en post-émergence
contre O. cumana, la famille des imidazolinones est souvent retenue (Aly et al.,
2001; Jestin and Martin-Monjaret, 2016). Ce traitement doit étre accompagné de
I'utilisation de variétés de tournesols résistantes a cet herbicide (Dominguez et al.,
2004), connus sous |'appellation Clearfield® (Fernandez-Martinez et al., 2015).
Cette méthode de lutte, discutable d’'un point de vue environnementale, en
particulier dans le contexte du plan Ecophyto lI+ visant a réduire de 50% I’ utilisation
de produits phytopharmaceutiques, n’est recommandée en France qu’en cas de
forte pression Orobanche, dans les foyers sensibles (Jestin and Martin-Monjaret,

2016) et ne représente pas un moyen de lutte durable.

[.2.3.4. Les méthodes de lutte physiques

Ces méthodes impliquent l'utilisation de températures élevées pour lutter contre
les bioagresseurs. Le pourcentage de survie de V. dahliae est proche de 0% a 50°C
au bout d’une dizaine de minutes dans le sol, ou a 45°C aprés environ 2h (Pullman
et al., 1981). De ce fait, briler les résidus pour éliminer I'inoculum de V. dahliae a
été utilisés pour plusieurs cultures (Pegg and Brady, 2002). La solarisation, qui
consiste en I'utilisation de matériaux en polyéthylene ou PVC pour couvrir le sol et
le chauffer, permet d’atteindre des températures létales au champignon (Pegg and
Brady, 2002). Elle est aussi évoquée comme méthode permettant de réduire voire
d’éradiquer le stock de graines d’Orobanche dans le sol (Rubiales et al., 2009). Cette

technique est utilisée sur les petites surfaces de production de cultures maraichéres
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mais est inadaptée aux grandes cultures. De plus, la solarisation est une méthode

non sélective avec des effets négatifs sur la biomasse microbienne.

1.2.3.5. Les méthodes de lutte biologiques
Quelques travaux ont évalué le potentiel de quelques microorganismes pour

contrdler V. dahliae et son référencés par Pegg and Brady (2002) et EFSA (2014). Il
en ressort que la présence de certaines bactéries ou champignons pouvaient étre
efficaces, tels que les genres Pythium et Trichoderma, mais ces études sont menées
au laboratoire et ne permettent pas aujourd’hui d’aboutir a des méthodes
opérationnelles en plein champ (EFSA, 2014; Mestries and Lecomte, 2012). Plus
concrétement, Davis et al. (2010) ont rapporté une réduction de la Verticilliose de
la pomme de terre associée a une augmentation de l'activité microbienne et de
populations du genre Fusarium spp., apres l'incorporation de couverts végétaux.
Les auteurs suggérent que cette incorporation a induit des modifications de
I'activité des communautés microbiennes, pouvant mener a une compétition avec
V. dahliae.

Concernant O. cumana, une étude en conditions controlées a rapporté une
réduction de sa germination dans les sols inoculés avec des CMA (Louarn et al.,
2012). Selon les auteurs, cette inhibition repose sur (i) une réduction de la
production d’inducteurs de la germination par les tournesols aux racines
mycorhizées, et (ii) une production d’exsudats par ces derniers, ayant un impact
négatif sur la germination de O. cumana. Une autre étude, menée sous serre, a mis
en avant des réductions du nombre de fixations, de biomasses et d’émergences
d’Orobanche capables de produire des graines grace a des formulations a base de
Fusarium oxysporum f. sp. orthoceras, utilisées alors en tant que bioherbicide
(Shabana et al., 2003). Ces résultats soulévent des perspectives intéressantes sur la
réflexion d’une stratégie de lutte intégrée mais ne sont pas encore appliqués en

plein champ.

Pour conclure, V. dahliae et O. cumana sont deux bioagresseurs en expansion en
France dont les pertes de récolte sont avérées et dont il faut endiguer la
progression, en particulier avec des méthodes agissant directement sur le stock
initial (microsclérotes ou graines) afin de réduire leurs dégats, leurs dommages et
leur multiplication. La succession culturale blé dur — tournesol est caractérisé par
une période d’interculture d’environ 8 a 9 mois, qui offre la possibilité de mettre

en place des leviers de protection de la culture pendant cette période, jusqu’ici
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assez peu valorisée. Une méthode alternative d’intérét serait de diversifier la
rotation grace a la mise en place de plantes de couverture. De plus, I'implantation
de ces CIMS ont de nombreux bénéfices, en particulier en termes de régulation des

bioagresseurs du tournesol, qui sont détaillés dans la partie suivante.

[.3. Les cultures intermédiaires multi-services et la
biofumigation comme méthodes de lutte contre Ia
Verticilliose du tournesol et I’'Orobanche

La terminologie des CIMS découle de différentes définitions, qui ont évolué dans le
temps en fonction des problématiques agronomiques et écologiques encadrant
leur utilisation. La mise en place de cultures pendant la période d’interculture,
entre deux cultures de rente, est initialement développée dans un objectif
d’enrichissement du sol en azote (effet « engrais vert », green manure) et de
structuration du sol (Meisinger et al., 1991). Cette terminologie d’engrais vert
utilisée dans les années 70 a 90 a évolué vers celle des cultures intermédiaires
pieges a nitrates (CIPAN, catch crop) dans les années 90 a 2000, soulignant I'intérét
de sa fonction d’immobilisation des nitrates pour réduire leur lixiviation et
améliorer la qualité des eaux drainées (Justes and Richard, 2017). Cette
terminologie est en lien avec la Directives Nitrates (91/676/CEE), adoptée en 1991,
dont les objectifs de I'une des mesures est |'obligation de couvrir les sols pour

limiter les fuites d’azote au cours de périodes pluvieuses, en zones vulnérables.

Les « cultures intermédiaires » sont définies par Justes and Richard (2017) comme
étant des cultures implantées entre deux cultures principales pour produire des
services, et ne sont pas récoltées. Elles sont en effet enfouies apres une destruction
mécanique ou laissées sur le sol (aprés un broyage ou une destruction chimique),
plusieurs semaines ou juste avant I'implantation de la culture de rente suivante.
Elles ne sont donc utilisées ni comme culture a vocation énergétique, ni pour le
paturage. C'est cette définition qui sera utilisée dans le cadre de ce manuscrit, bien
gu’il en existe d’autres, avec I'exemple de celle du Décret n° 2016-929, les
définissant comme « culture qui est semée et récoltée entre deux cultures
principales », permettant donc d’inclure les cultures intermédiaires a vocation

énergétique (CIVE).
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Ce n’est qu’a partir des années 2010 que la terminologie de Cultures intermédiaires
multi-services (CIMS) se répand, faisant référence aux différents bénéfices fournis
par ces derniéres sur les compartiments sol/eau/air (Justes et Richard, 2017), en
plus des effets engrais vert et CIPAN déja évoqués. Plus précisément, cette
terminologie implique le concept de « services écosystémiques », dont la
définition communément admise est celle de I'évaluation des écosystemes pour le
millénaire (Millennium Ecosystem Assessment, 2005) et indique qu’il s’agit des
bénéfices ou avantages que les humains retirent des écosystemes. Ces services
découlent de processus naturels écologiques de fonctionnement et de maintien des
écosystemes. Selon la méme source, ces services écosystémiques sont répartis en
4 types qui sont : les services d’approvisionnement, les services de régulation, les
services socioculturels et les services de soutien ou de support. Enfin, les « dis-
services écosystémiques », qui sont a opposer aux services écosystémiques, car
pouvant entrainer par exemple des disfonctionnements ou des effets indésirables,
doivent étres minimisés (Dunn, 2010).

Désormais, les CIMS sont considérés comme un pilier des systémes de production

agroécologiques (Ingels et al., 1994; Justes et al., 2017).

|.3.1. Services écosystémiques fournis par les CIMS

La Figure 26, adaptée des travaux de Therond and Duru (2019), représente des
services écosystémiques potentiellement fournis par les couverts végétaux gérés,
qui incluent les CIMS. Aucune espece ou mélange d’espéce ne permet de fournir
tous ces services en méme temps, et maximiser leur fourniture tout en minimisant
les éventuels dis-services nécessite des compromis, qui dépendent du choix de
I’espece ou du mélange d’espece, de la conduite de la CIMS, des conditions pédo-
climatiques et de la culture principale suivante (Ingels et al., 1994; Justes and

Richard, 2017; Tribouillois et al., 2017; Couédel et al., 2019).

Le présent travail de thése se concentre sur les services écosystémiques de
régulation de la Verticilliose du tournesol et de I'Orobanche fournis par les CIMS et
la biofumigation, qui sont actuellement mal caractérisés. Il s’intéresse également
aux effets de I'implantation des CIMS sur les quantités de azote disponibles dans le
sol au semis du tournesol. En effet, bien que les effets de différentes familles
botaniques de CIMS sur la dynamique de I'azote dans le sol soit largement
documenté, et que I'enrichissement du sol en azote suite a une Fabacée ait déja

été observé, les répercussions sur les quantités disponibles pour la culture de
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tournesol suivant les CIMS (de Brassicacées, de Fabacées ou du mélange des deux)

n’a été que rarement caractérisé expérimentalement. Cette section traite donc en

particulier de ces aspects, aprés avoir détaillé plus largement d’autres services, qui

ne seront pas visés par la these.

| Biodiversité |
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Figure 26 Principales relations entre les composantes de la biodiversité des couverts végétaux gérés
(incluant les CIMS) et les services écosystémiques fournis a I’agriculteur, c’est-a-dire sous tendant la

production agricole
(Adaptée de Therond and Duru (2019))

1.3.1.1. Services écosystémiques fournis par les cultures intermédiaires multi-

services non ciblés par la thése

Les CIMS peuvent fournir de nombreux services écosystémiques, dont certains ne

sont pas ciblés par la these : On y retrouve des services de soutien concernant

I'amélioration des sols, par une meilleure structuration et stabilisation des sols

grace a des effets bénéfiques sur la réduction de I'érosion, du ruissélement et de la

battance du sol, ainsi que de meilleures propriétés hydriques (amélioration de

I'infiltration de I'eau et limitation de pertes d’eau par évaporation) (Justes et al.,

2012; Justes and Richard, 2017). Ces mémes auteurs référencent également des
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services en lien avec un entretien de la matiére organique du sol, qui n’est pas
analysé dans ce travail mais qui ne doit pas étre exclue comme mécanismes de
régulation de bioagresseurs (Kirkegaard and Matthiessen, 2004).

Il ressort également de la revue de littérature de Couédel et al. (2019) que les CIMS,
en particulier en mélange, ont globalement des effets positifs sur la macrofaune
utile (arthropodes tels que les carabes et abeilles), ainsi que sur les communautés
microbiennes du sol bénéfiques telles que les bactéries impliquées dans le cycle de

I'azote et celles du genre Rhizobium (Figure 27).
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Figure 27 Schéma synthétique des effets des CIMS sur les pathogeénes et les auxiliaires des cultures

issues de la revue de littérature de Couédel et al. (2019)

[.3.1.2. Services écosystémiques en lien avec la fourniture d’azote minéral au
tournesol

Les CIMS peuvent piéger I'azote minéral du sol menant, a la destruction des CIMS,
a des quantités significativement inférieures dans le sol, en comparaison avec des
sols laissés nus pendant la période d’interculture (Tribouillois et al., 2016). Selon
ces mémes auteurs, ce service peut étre fourni par des Fabacées et des non-
Fabacées telles que les Brassicacées (avec I'exemple la navette fourragere). De plus,
cette méme étude démontre que les quantités d’azote piégées sont généralement
supérieures dans le cas des non-Fabacées, en comparaison aux Fabacées. Ces

résultats ont été confirmés par Couédel et al., (2018), qui ont démontré que les
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quantités d’azote minéral dans le sol étaient significativement inférieures apreés la
destruction de Brassicacées ou de Fabacées en comparaison avec des sols nus. Les
Fabacées avaient également permis un effet engrais vert significatif. La simulation
des quantités d’azote disponibles dans le sol pour la culture de rente suivante,
apres destruction et minéralisation d’'une CIMS, a montré qu’elles étaient
généralement inférieures apres des non-Fabacées en comparaisons a des sols nus
et ces quantités étaient en revanche plus élevées suite a des Fabacées (Tribouillois
et al., 2016), bien que ces tendances soient variables en fonction des sites de
I’étude. Les auteurs rapportent par exemple pour Auzeville une quantité moyenne
de 46 kg d’azote par ha simulées dans le cas des sols cultivés avec des non-
Fabacées, 73 kg.ha pour les sols cultivés avec des Fabacées et 69 kg.ha™ pour les
sols sans couverture pendant la période d’interculture. Cet effet est en lien avec la
capacité des Fabacées a valoriser la voie symbiotique pour enrichir le systeme
agricole en azote (Schneider and Huyghe, 2015)

En outre, il a aussi été démontré qu’un mélange entre Fabacées et non Fabacées
pouvait permettre (i) une minéralisation des nitrates supérieure a celle des non
Fabacées en culture monospécifiques, (ii) une lixiviation significativement
inférieure que celle des sols laissés nus pendant la période d’interculture, et
équivalente a celle observée dans le cas de non Fabacées monospécifiques
(Tribouillois et al., 2016). En particulier, les mélanges composés de Brassicacées et
de Fabacées permettent de fournir un effet CIPAN similaire a celui des Brassicacées
monospécifiques en réduisant les quantités de nitrates dans les sols a la destruction
du couvert (Couédel et al., 2018c). Les auteurs ont également observé que ces
mélanges ménent a des quantités de nitrates minéralisées supérieures a celles
minéralisées apres des Brassicacées en cultures monospécifiques, 6 mois apres la
destruction. Ces résultats peuvent s’expliquer par une meilleure acquisition d’azote
et des ratios C/N plus faibles au sein des mélanges, grace a des complémentarités,
permettant une multifonctionnalité du couvert (Couédel et al., 2018c). Il y a donc
un intérét a compléter ces résultats issus de simulations par des données recueillies
au sein d’expérimentations en plein champ. Il est également nécessaire de combler
les lacunes de connaissances sur les répercussions de ces enrichissements du sol en
azote minéral sur le rendement en grain du tournesol, en fonction de la
composition des especes (Brassicacées monospécifiques,  Fabacées
monospécifiques ou mélanges des deux), la fertilisation azotée étant un ressource

pouvant affecter les rendements du tournesol (Massignam et al., 2009).
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1.3.1.3. Exemples de mécanismes en lien avec les CIMS et menant a la
régulation de la Verticilliose et de I'Orobanche du tournesol

1.3.1.3.1. Enrichissement du sol en azote
Tel que précisé ci-dessous, les CIMS permettent d’augmenter les quantités d’azote

disponibles dans le sol (Couédel et al., 2018c; Tribouillois et al., 2016) et donc
potentiellement utilisables par le tournesol. Une régulation des bioagresseurs
pourrait alors étre observée grace a une nutrition azotée optimale qui ménerait a
un bon développement qui, généralement, conduit a une moindre réceptivité de la
culture aux maladies (Huber et al., 2012). Concernant le cas de la Verticilliose, les
effets de I'azote sur le champignon ne font pas consensus (Wheeler et al., 2012).
Par exemple, une augmentation de la disponibilité de I'azote a permis de réduire
les symptomes de la Verticilliose de la pomme de terre observé sur le cultivar
Russet Burbank, mais n’a pas eu d’effet sur le cultivar Norgold Russet (Davis and
Everson, 1986). Néanmoins, des corrélations négatives de I'ordre de -99% ont déja
été observées entre les densités d’inoculum de V. dahliae et les concentrations en
nitrates dans le sol (Cocozza et al., 2021). Ces auteurs suggérent un effet toxique
de I'ammoniaque ou de I'acide nitrique sur les membranes des microscolérotes,
cette toxicité ayant déja été observée par Tenuta and Lazarovits (2002). Enfin,
I'incorporation de CIMS telles qu’'une espéce de Fabacée, de Brassicacée ou de
graminée pourrait affecter différentes propriétés du sol et également induire des
modifications de I'activité et de la biomasse microbienne, qui y sont associées
(Ochiai et al., 2008). Les effets directs et indirects des quantités de nitrates qui
peuvent étre apportées suite a une incorporation de CIMS, et en particulier de
Fabacée, sont donc encore a mieux caractériser et comprendre.

1.3.1.3.2. Diversification des rotations
En outre, lorsque le choix des espéces de CIMS a semer est réalisé en fonction de

la culture précédente et de la culture suivante (voire méme de I'ensemble des
cultures de la rotation), les CIMS permettent une diversification des rotations
(Justes and Richard, 2017), et peuvent briser les cycles de bioagresseurs, dont la
survie est limitée dans le temps sans plante hote (Couédel et al., 2019). Ainsi, dans
le cadre d’une rotation tournesol — blé, I'inclusion d’une Brassicacée et/ou d’une
Fabacée pendant la période d’interculture permet de diversifier les familles
botaniques cultivées, et contribue a briser les cycles de bioagresseurs des

graminées et des Astéracées. Néanmoins, la durée de conservation de V. dahliae et
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0. cumana étant de 'ordre d'une dizaine d'années (Wilhelm, 1955 ; Jestin et
Martin-Monjaret, 2016), une diversification de la rotation a elle seule n’est pas
suffisante pour lutter contre ces deux bioagresseurs telluriques et nécessite la mise
en place d’une stratégie de lutte intégrée.

1.3.1.3.2.1. Allélopathie et biofumigation
Les Brassicacées sont également particulierement intéressantes pour la régulation

de bioagresseurs, du fait de leur capacité a produire des composés allélopathiques
tels que les molécules issues de la dégradation des glucosinolates (GSLs) (Angus et
al.,, 1994a; Brown and Morra, 1997). L'allélopathie est définie par Rice (1984)
comme étant tout effet direct ou indirect, positif ou négatif d’une plante ou d’un
microorganisme sur un autre organisme a travers la production de composés
chimiques libérés dans l'environnement. Le processus de l'allélopathie est a
distinguer de celui de la biofumigation, qui a été utilisé pour la premiére fois par
Kirkegaard et al. (1993), pour désigner I'effet toxique de Brassicacées sur les
bioagresseurs du sol a la suite de la libération de molécules issus de la dégradation
des GSLs. La mise en ceuvre technique de la biofumigation repose sur I'implantation
d’une culture ayant des propriétés assainissantes (capable de libérer des molécules
toxiques vis-a-vis des bioagresseurs ciblés), son développement, son broyage et son
enfouissement, afin que ces molécules puissent entrer en contact avec les
bioagresseurs telluriques (Matthiessen and Kirkegaard, 2006).

L'intérét d’utiliser des Brassicacées et la biofumigation pour lutter contre les
champignons telluriques du tournesol ayant fait I’objet d’une revue de littérature
publiée dans la revue OCL (Ait-Kaci Ahmed, N., Dechamp-Guillaume, G., &
Seassau, C. (2020). Biofumigation to protect oilseed crops: focus on management
of soilborne fungi of sunflower. OCL, 27, 59., Annexe Il), une grande partie de la
section suivante est extraite de cette revue de littérature et traduite en frangais
pour simplifier la lecture. Cet article a été rédigé suite a une demande de larevue,

dans le cadre d’une revue spéciale sur les Systémes innovants de culture.

1.3.1.3.2.2. Développement du concept de la biofumigation

Le contrdle de bioagresseurs telluriques est particulierement complexe a cause de
leur petite taille et leur distribution hétérogene rendant le suivi de leur populations
difficile et coliteuse (Matthiessen and Kirkegaard, 2006). Afin de réduire la pression

des bioagresseurs telluriques, les agriculteurs ont eu recours a des fumigants tels
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que le bromure de méthyle (Martin, 2003), en particulier pour la protection des
cultures maraichéres ou des cultures ornementales. Néanmoins, ce produit
phytosanitaire a été supprimé en 2005, dans le cadre du protocole de Montréal, a
cause de ses effets néfaste sur la couche d’ozone (Gimsing and Kirkegaard, 2009).
D’autres produits phytosanitaires ont aussi été utilisés comme substituts, avec
notamment le métham sodium, qui génere des isothiocyanates de méthyle (Di
Primo et al., 2003). Les fumigants présentent néanmoins de nombreuses limites
économiques et écologiques déja évoquées ci-dessus (§ 1.2.3.3), avec hotamment
des effets négatifs sur les fonctions écologiques du sol, un transfert vers
I'atmosphere, et une perte en efficacité a cause du développement de résistances
de la part des bioagresseurs visés.

Sachant que les ITCs (produits générés par le métham sodium) sont présents
naturellement dans certains végétaux, |'utilisation ITCs issus d’une source naturelle
a suscité un fort intérét et a contribué a la réflexion autour d’une alternative
biologique a la fumigation, nommé « biofumigation » (Kirkegaard et al., 1993). Les
ITCs sont issus de la dégradation de GSLs, qui sont des molécules soufrées
naturellement présentent chez les familles botaniques des Tovariaceae,
Resedaceae, Cappareaceae, Moringaceae et en particulier chez les Brassicaceae

(Fenwick et al., 1983; Brown and Morra, 1997).

1.3.1.3.2.3. Le complexe glucosinolates — myrosinase

Les GSLs sont une classe de métabolites secondaires caractérisés par une structure
commune composée d’un sulfate et d’'une chaine latérale R (Brown and Morra,
1997; Fahey, 2006) qui détermine le profil du GSL, qui peuvent étre aliphatique,
aromatique ou indole (Fenwick et al., 1983; Brown and Morra, 1997). A ce jour,
environ 132 GSLs ont été identifiés (Couédel et al., 2019). Telles qu’elles, ces
molécules ont peu ou pas d’activité biocide (Manici et al., 1997), mais toutes les
especes contenant des GSLs dans leurs cellules, contiennent également une
enzyme, la myrosinase, qui catalyse la réaction d’hydrolyse des GSLs en
isothiocyanates ou autres composés toxiques tels que les nitriles ou les
thiocyanates (Brown and Morra, 1997). Lorsque les tissus de la plante sont intacts,
la myrosinase et les GSLs sont séparés, la myrosinases étant dans des « myrosin-
cells » (Figure 28), et c’est pendant la destruction des tissus que les deux composés
entrent en contact et que les GSLs sont hydrolysés en composés toxiques (Winde

and Wittstock, 2011) (Figure 29).
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L’action biocide des produits de dégradation des GSLs dépend de la chaine latérale
de ces derniers, de leur concentration, des conditions environnementales lors de la
destruction et du temps d’exposition au bioagresseur visé (Fenwick et al., 1983;
Lazzeri et al., 1993; Laegdsmand et al., 2007; Gimsing and Kirkegaard, 2009). Les
ITCs sont tres volatiles, en particulier les ITCs aliphatiques car leur chaine latérale
est plus courte et a un faible poids moléculaire (Sarwar et al., 1998). Ainsi, il
semblerait que leur concentration en GSLs et ITCs soient maximales durant les 30
minutes aprés I'incorporation de Brassicacées broyées, et ces derniers pouvaient

étre détectés jusqu’a 12 jours apres incorporation (Gimsing and Kirkegaard, 2006).
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Figure 28 Schéma synthétique représentant le systeme myrosinase — glucosinolates

(D’aprés (Nakano et al., 2014)
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Figure 29 Exemples de molécules issues de la dégradation des glucosinolates

(Gimsing and Kirkegaard, 2009)

Ainsi, lamise en ceuvre du processus de biofumigation entant que méthode de lutte
repose sur la mise en place d'une Brassicacée, son développement, son broyage

pour lyser les cellules et permettre I'entrée en contact des GSLs avec la myrosinase,
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et 'enfouissement rapide des résidus dans le sol afin d’augmenter la persistance

des ITCs.

1.3.1.3.2.4. Optimiser I'efficacité de la biofumigation pour la protection du tournesol
Avec plus de 350 genres (Beilstein et al., 2006; Abideen et al., 2013) et 3200 espéces
(Abideen et al., 2013), la famille botanique des Brassicacées offre aux agriculteurs
une diversité élevée pour choisir les espéces ou variétés les plus prometteuses pour
une biofumigation efficace, en fonction des biomasses produites et des
concentrations et profils des GSLs présents dans les tissus (Sarwar et al., 1998). En
plus du choix de I'espece, il est important d’agir sur le taux de conversion des GSLs
en ITCs et du temps de persistance des composés biocides dans le sol.
1.3.1.3.2.4.1. Choix de [l'espece biofumigante pour optimiser [’efficacité de la
biofumigation

Selon la méta-analyse de Morris et al. (2020), les espéces des genres Raphanus et
Eruca présentent un intérét comme culture biofumigante. Néanmoins, de
nombreuses études s’intéressent plutét a des variétés de moutarde et de colza
(Sarwar et al., 1998; Kirkegaard et al., 2004; Reau et al., 2005; Clarkson et al., 2015).
La moutarde brune (Brassica juncea L.) a des concentrations élevées en sinigrine,
un glucosinolate aliphatique (2-propenyl-glucosinolate), qui s’hydrolyse en 2-
propenyl-ITCs trés volatile et trés toxique a I’'encontre de nombreux bioagresseurs
(Motisi, 2009). Un autre GSL d’intérét est le 2-phenyl-ethyl, trés présent chez la
variété de colza Brassica napus ssp. olifera var. annua dont les propriétés
inhibitrices ont été démontrées au laboratoire contre plusieurs micro-organismes

du sol par Smith and Kirkegaard (2002).

1.3.1.3.2.4.2. Améliorer les concentrations des GSLs pour optimiser I'efficacité de la
biofumigation

Les concentrations en GSLs (tous profils confondus) ont un effet positif sur
I’efficacité de la biofumigation (Morris et al., 2020). Il a été démontré que leurs
natures variaient considérablement d’une espéce a une autre tandis qu’elles
étaient équivalentes au sein d’'une méme espece (Kirkegaard and Sarwar, 1998).
Concernant les concentrations, les mémes auteurs rapportent qu’elles sont
variables entre especes et au sein de la méme espéce. En outre, les GSLs sont
variables entre parties aériennes et parties racinaires d’'un méme individu

(Kirkegaard and Sarwar, 1998; van Dam et al., 2009). En effet, les racines ont
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généralement des concentrations totales en GSLs supérieures a celles des parties
aériennes (van Dam et al., 2009; Bhandari et al., 2015) et ceci pourrait s’expliquer
par une diversité et une abondance plus élevée des bioagresseurs telluriques
auxquels sont confrontées les racines des Brassicacées (van Dam et al., 2009). Ceci
est en accord avec le fait qu’initialement, les GSLs sont des répulsifs naturels
s’insérant dans un mécanisme naturel de défense de la plante contre des attaques
de bioagresseurs (Chhajed et al., 2020). En effet, les GSLs augmentent a la suite de
dégats d’herbivores ou d’infections par des pathogénes (van Dam et al., 2009).
Néanmoins, il est important que les dégats de ces derniers ne réduisent pas trop
fortement les biomasses, car le potentiel biofumigant d’une culture dépend de la
biomasse produite multipliée par les concentrations en GSLs, tout en prenant en
compte la toxicité des molécules biocides produites a I'égard des bioagresseurs
ciblés (Kirkegaard and Sarwar, 1998). Des quantités élevées de biomasses sont donc
nécessaires pour la biofumigation (Clarkson et al., 2015). Morris et al. (2020) ont
par ailleurs estimé qu’une biomasse inférieure a 0,53 tonne de matiére séche par
hectare ménerait probablement a une biofumigation inefficace. L’agriculteur doit
donc raisonner les densités et dates de semis afin d’assurer une bonne implantation
du couvert et une production de biomasse élevée (Clarkson et al., 2015). Il a
également été rapporté que des apports en azote ou en soufre pouvaient modifier
ces concentrations, avec notamment une augmentation des GSLs en fonction de
I’augmentation des apports en soufre (Booth et al., 1991; Li et al., 2007), mais dans
un contexte de transition agroécologique, ces apports en fertilisants chimiques se

doivent d’étre raisonnés.

Le stade phénologique de la Brassicacée lors de la destruction du couvert est
également a prendre en considération afin d’optimiser [I'efficacité de Ia
biofumigation. En effet, bien que les profils et leurs proportions relatives restent
stables selon les différents stades de développement, les concentrations totales de
GSLs diminuent généralement entre le stade bourgeon (« buds-raised ») et la
floraison, et les concentrations les plus faibles sont atteintes a la maturité des
Brassicacées (Kirkegaard and Sarwar, 1998). Selon Booth et al. (1991), ce déclin des
concentrations, qu’ils ont observés en particulier a partir de la production des fleurs
et des graines, est due a une redistribution des GSLs vers les graines a |I'approche
de la maturité. Bien que les graines tendent a avoir des concentrations plus élevées

en GSLs, des tourteaux de graines représentent un volume beaucoup plus faible a
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incorporer au sol, en comparaison aux tissus végétatifs (Morris et al., 2020). Ainsi,
il est recommandé de broyer et d’incorporer les Brassicacées au plus tard en pleine

floraison (Michel, 2008) .

1.3.1.3.2.4.3. Maximiser la conversion des glucosinolates en isothiocyanates pour
optimiser I'efficacité de la biofumigation
Sachant que les GSLs ont une activité biocide faible et que la toxicité est plutét

attribuée aux produits de leur dégradation (Brown and Morra, 1997; Manici et al.,
1997), il est nécessaire de maximiser la réaction d’hydrolyse permettant leur
conversion en ITCs et autres molécules biocides afin d’augmenter leurs
concentrations dans le sol (Brown and Morra, 1997; Gimsing and Kirkegaard, 2009).
En effet, I'efficacité de cette conversion est trés variable et a été estimée en plein
champ entre 26% a 56%, trente minutes aprés I'incorporation des tissues broyés de
moutarde et de colza, respectivement (Gimsing and Kirkegaard, 2006). Au
laboratoire, elle peut varier entre 62,5% et 100% (Neubauer et al., 2015). Cette
conversion dépend essentiellement de la méthode de broyage et d’enfouissement
des Brassicacées et des conditions météorologiques. En effet, les pratiques
recommandées pour augmenter la libération d’ITCs sont : un broyage fin des tissus
afin de maximiser le contact entre myrosinase et GSLs, et une incorporation rapide
dans un sol humide voire méme I'application de quantités d’eau additionnelles
pour favoriser la macération et I’hydrolyse (Morra and Kirkegaard, 2002; Kirkegaard
and Matthiessen, 2004; Matthiessen et al., 2004; Matthiessen and Kirkegaard,
2006). En effet, Matthiessen et al. (2004) ont mesuré en plein champ des
concentrations 7 a 10 fois supérieures apres l'ajout de 42 mm d’eau
immédiatement aprés I'incorporation de Brassicacées. Cette pratique d’irrigation
abondante est recommandée (Michel, 2008). Néanmoins, une irrigation avec 18
mm d’eau durant les 3h suivant l'incorporation de Brassicacées n’a pas eu d’effets
sur les concentrations de GSLs ou d’ITCs selon Gimsing and Kirkegaard (2006), qui
rapportent que cette irrigation n’a pas permis d’atteindre une saturation du sol en
eau. Des travaux supplémentaires sont donc nécessaires pour évaluer les quantités
d’eau a appliquer et les méthodes a utiliser pour optimiser les effets de cette
pratique (Matthiessen and Kirkegaard, 2006). L’acceptabilité d’'une irrigation aprés
broyage et enfouissement est également a étudier aupres des agriculteurs. La
production d’ITCs est favorisée par des températures douces (Matthiessen and

Kirkegaard, 2006; Michel, 2008). Matthiessen and Shackleton (2005) ont ainsi
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observé que l'activité de ces molécules était particulierement réduite a 5°C, en
particulier pour le 2-phenyl-ethyl-ITC. Ainsi, il est généralement recommandé de
détruire et d’incorporer le couvert dans un sol bien réchauffés (températures > a
10°C) (Michel, 2008). Enfin, le pH du sol semble également influencer la conversion
de GSLs en ITCs, dont la production est favorisée en pH neutre, tandis que des pH
acides sont favorables a la production de nitriles (Brown and Morra, 1997,

Matthiessen and Kirkegaard, 2006).

1.3.1.3.2.4.4. Maximiser la persistance des molécules biocides dans le sol
Les ITCs peuvent persister dans le sol de quelques jours a quelques semaines

(Brown and Morra, 1997). En effet, les concentrations en GSL et ITC sont maximales
30 minutes apres l'incorporation de Brassicacées broyées et ces composés peuvent
étre détectés jusqu’a 8 a 12 jours respectivement selon Gimsing and Kirkegaard
(2006). Maximiser la persistance des ITCs dans le sol est crucial pour augmenter la
durée de contact entre ces molécules et les bioagresseurs visés (Brown and Morra,
1997). Gimsing and Kirkegaard (2009) ont synthétisé les différents processus par
lesquels ces molécules sont perdues. Comme le montre la Figure 30, les ITCs
peuvent étre lixiviés, dégradés par des microorganismes, adsorbés a la matiere
organique, réagir avec des groupes nucléophiles, et étre volatilisés. Ces différents
processus sont influencés par le type de sol, 'eau contenue dans le sol et les

températures de ce dernier.
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Figure 30 Schéma représentant les différentes voies de pertes de glucosinolates et d'isothiocyanates

dans le sol et I'atmosphere (Gimsing and Kirkegaard, 2006)

Selon Brown and Morra (1997), la volatilisation est un processus majeur de perte
d’ITCs, et cette volatilité dépend de leur chaine latérale (plus celle-ci est longue,
moins I'ITC sera volatil). Afin de réduire ces pertes, une solarisation peut étre mise
en place (Morris et al., 2020), mais contrairement aux suppositions des auteurs,
seules les études sans solarisation ont permis d’aboutir a une biofumigation
efficace. Cette méthode n’est de toute facon pas applicable en grande culture et
présente de nombreuses limites écologiques évoquées préalablement. Ainsi, il est
fortement recommandé d’enfouir les Brassicacées immédiatement apres leur
broyage (Matthiessen and Kirkegaard, 2006; Michel, 2008). Une augmentation de
la teneur en matiére organique a déja été associée a une réduction de la toxicité
des ITCs, en particulier lorsque la teneur en carbone organique est supérieure a 1%
(Neubauer et al., 2014). Ces observations seraient dues a une sorption des ITCs a la
matieére organique (Gimsing and Kirkegaard, 2009; Neubauer et al., 2014). Une
lixiviation des ITCs a été démontrée par Laegdsmand et al. (2007) a la suite de
simulations de précipitations de 70 a 90 mm et les ITCs pouvaient descendre jusqu’a
1 m de profondeur. Enfin, des études comparant la dégradation des ITCs dans des
sols stérilisés et non stérilisés ont permis d’observer que les concentrations en ITCs
diminuaient plus rapidement dans les sols non stériles en comparaison aux sols
stérilisés, suggérant que la dégradation microbienne est également un mécanisme
de perte des ITCs (Rumberger and Marschner, 2003a). En outre, il semblerait que

des sols ayant précédemment été exposés a des ITCs, par exemple parce qu’ils ont
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régulierement été traités avec du métham sodium, pourraient développer une
biodégradation accrue des molécules issues de la biofumigation (Enhanced

biodegradation) (Warton et al., 2003).

1.3.1.3.2.4.5. Especes de bioagresseurs ciblées par la biofumigation
Un dernier facteur de variabilité de I'efficacité de la biofumigation est I'espéce

visée. En effet, la sensibilité des bioagresseurs a un méme profil d’ITC, utilisé a des
gammes de concentration similaires, dépend du bioagresseur (Smith and

Kirkegaard, 2002).

1.3.1.3.2.4.5.1. Sensibilité du Verticillium dahliae aux Brassicacées et a la
biofumigation
La littérature existant sur les deux bioagresseurs visés par la these permet de

supposer que la biofumigation peut étre une méthode de lutte efficace contre la
Verticilliose du tournesol en plein champ, étant donné qu’un certain nombre de
références rapportent des réductions significatives du développement de V.
dahliae exposés a des broyats de Brassicacées, en conditions contrélées, telle qu’il
a été démontré dans la revue de littérature de Ait-Kaci Ahmed et al. (2020) (Tableau
1 de I'annexe Il). Par exemple, Olivier et al. (1999) ont démontré que les broyats de
différents génotypes de moutarde noire et de moutarde brune permettaient
d’inhiber le développement du mycélium de V. dahliae, lors de I'exposition du
champignon a 25 g de broyats de ces Brassicacées. Des effets inhibiteurs de B.
juncea ont été confirmé plus récemment par Neubauer et al. (2014) qui ont
démontré qu’une exposition des microsclérotes viables de V. dahliae permettait
une réduction de 69,3 a 81,3% en comparaison au témoin (phacélie). Néanmoins,
ces résultats deviennent plus variables en plein champ, en partie a cause des
facteurs cités précédemment. Par exemple, Hartz et al. (2005) n’ont observés
aucun effet de CIMS composées de moutarde brune sur les populations de V.
dahliae, ni sur les symptémes de Verticilliose de tomate, tandis que des rotations
incluant du brocoli ont mené a des réductions de la densité des microsclérotes
atteignant 83%, en comparaison a la densité initiale de I'inoculum (Subbarao et al.,
2007). Les sévérités observées sur les fraises étaient identiques a celles mesurées
sur les fraises cultivées aprés un traitement par fumigation a la derniére notation
de sévérité, selon les mémes auteurs. Enfin, des études rapportent que le nombre
de microsclérotes de V. dahliae dans le sol n’a pas diminué apres I'incorporation de

« foin de moutarde » (mustard hay) a court terme, mais qu’une réduction de 80%
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a été observée sur le long terme (Michel, 2014). Selon les mémes auteurs, I'action
et la persistance des ITCs étant trés courte dans le temps, ces résultats suggerent
gu’ils ne seraient pas impliqués dans ce controle, et qu’il s’agirait peut-étre de la
stimulation de communautés microbiennes spécifiques. Ces hypothéses sont
confirmées par des travaux tels que ceux de Davis et al. (2010), qui rapportent des
corrélations négatives entre l'incidence de V. dahliae sur pomme de terre, et des
indices d’activité microbiennes, ou avec les populations de Fusarium equiseti sur
les racines de pomme de terre. Ces résultats sur le role potentiel de micro-
organismes antagonistes soulévent I'importance de I'évaluation d’éventuels dis-
services des CIMS et de la biofumigation sur des communautés microbiennes

bénéfiques du sol, qui seront abordés dans la section suivante ( § 3.2.).

[.3.1.3.2.4.5.2. Sensibilit¢ de |'Orobanche cumana aux Brassicacées et a la
biofumigation
Concernant I'Orobanche du tournesol, trés peu d’études traitent du sujet, et a

I’heure de la rédaction de ce manuscrit. Les résultats connus (qui ne sont pas dans
la revue de littérature de Ait Kaci Ahmed et al. (2020)) sont les suivants : I’exposition
de graines d’Orobanche a de la moutarde blanche permettait des réductions
moyennes de 45% a 49% de la germination (Pedraza et al., 2015). Ces inhibitions
prometteuses induites par la moutarde blanche ont été confirmées, plus
récemment, dans le cadre d’un essai, également réalisé en conditions controlées,
lors duquel des broyats de différentes especes de Brassicacées ont été incorporés
dans du substrat inoculé avec des graines de O. cumana (Strelnikov et al., 2020).
Quinze jours aprés exposition, les substrats inoculés ont été semés avec des graines
de tournesol. Les résultats de I'étude démontrent des réductions d’infestation par
I'orobanche (quantité de tubercules et d’émergences par tournesol) allant de -
24,2% a -44,7%, grace a l'incorporation de colza (var. Tavrion) et de moutarde
blanche (var. Ruslana), respectivement. Des réductions intermédiaires sont
obtenues a la suite de I'incorporation de moutarde noire (var. Niagara, -27%) et de
moutarde brune (var. Yunona, -25,9%). Pedraza (2015) a également mené des
essais en plein champ pour évaluer les effets des CIMS et de la biofumigation sur le
nombre d’orobanches fixées par plants de tournesol et concluent a de légéres
réductions (de I'ordre de 1 ou 2 attachements en moins) grace a la moutarde
blanche et a la vesce de Narbonne, significatives aux premiéres dates de notation

(63 jours aprés semis), en comparaison aux témoins sans CIMS.
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Des lacunes de connaissances sont donc encore a combler concernant les effets des
CIMS et de la biofumigation sur O. cumana. En effet, il y a tout d’abord un intérét a
valider ces premiers résultats avec des espéces et variétés communément utilisées
en France et a tenter de déterminer quelles molécules seraient responsables des
régulations observées (en comparant des espéces et variétés aux profils en GSLs
contrastées). Une fois ces effets validés, il y aurait un intérét a implémenter ces
essais sous serre et en plein champ afin de les valider avant un transfert vers la
profession agricole.

|. 3.2. Dis-services écosystémiques produits par les CIMS

D'un point de vue général, les CIMS peuvent mener a des dis-services en lien avec
des facteurs abiotiques tels qu’une préemption d’azote, en fonction de I'intensité
de la lixiviation, des quantités d’azote absorbées, ou encore lors d’'une destruction
tardive du couvert, empéchant une minéralisation satisfaisante du couvert lors de
la mise en place de la culture suivante. De plus, les effets allélopathiques des CIMS
ayant un impact sur les adventices, il serait possible qu’elles impactent
négativement la germination de la culture du tournesol. Néanmoins, ces deux dis-
services potentiels devraient étre minimes a cause de la durée entre destruction
des CIMS et semis du tournesol qui est d’environ 3 mois dans le cadre de la these.

Ils ne seront donc pas abordés en détails et ne sont pas ciblés par cette thése.

Ce travail se concentre plutbt sur I'impact des CIMS sur des organismes bénéfiques,
qui est moins documenté que celui sur les pathogenes (Couédel et al., 2019). sont

donc pas visés par la thése.

Ce travail se concentre plutbt sur I'impact des CIMS sur des organismes bénéfiques,
qui est moins documenté que celui sur les pathogénes (Couédel et al., 2019).
Néanmoins, il a été observé que le phenyl-ethyl-ITC influengait les structures de
communautés bactériennes et eucaryotes (Rumberger and Marschner, 2003;
Omirou et al., 2011). Dans le cadre de la succession culturale CIMS — Tournesol, des
communautés d’intérét seraient les bactéries symbiotiques des Fabacées et les

CMA.

[.3.2.1. Dis-services écosystémiques potentiels vis-a-vis des bactéries
impliquées dans le cycle de I'azote
Les Fabacées sont considérées comme étant une porte d’entrée d’azote dans le

systeme de production, car elles sont connues pour leur capacité a exploiter I'azote
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atmosphérique (N;), en plus de l'utilisation de I'azote présent dans le sol (Schneider
and Huyghe, 2015). Cette fixation est réalisée grace a une symbiose avec des
bactéries des genres Rhizobium ou Bradyrhizobium (Hirsch et al., 2001). Les CIMS
pouvant étre cultivées en mélanges Brassicacées x Fabacées, il est nécessaire
d’évaluer si ces communautés sont impactées par les ITCs produits par les
Brassicacées au cours de leur développement. En outre, I'azote présent dans le sol
suit un cycle durant lequel des bactéries nitrifiantes peuvent intervenir. Selon une
étude menée en laboratoire, I'application d’ITCs aliphatiques ou aromatiques
réduiraient les populations de bactéries oxydatives d’ammonium et de nitrates,
menant a une réduction de la nitrification, en fonction des types de sols (Bending
and Lincoln, 2000). Au contraire, des analyses moléculaires n’ont pas révélé d’effets
de la moutarde blanche et de la moutarde brune sur les bactéries fixatrices d’azote
et les bactéries oxydatives d’ammoniaque (Hossain et al., 2015). Les auteurs
rapportent une réduction de la formation de nodules chez les Fabacées cultivées
apres ces Brassicacées, en particulier les moutardes blanches, indiquant un impact
sur l'activité des rhizobiums, que les auteurs lient a la production d’ITCs. Selon
Couédel et al. (2019) des mélanges de Brassicacées avec des Fabacées devraient
théoriqguement réduire les potentiels dis-services des Brassicacées (via la
production d’ITCs) sur les communautés microbiennes du sol impliquées dans le
cycle de l'azote, mais des expérimentations, notamment en plein champ, sont

nécessaires pour valider cette hypothese.

[.3.2.2. Dis-services écosystémiques potentiels vis-a-vis des champignons
mycorhiziens a arbuscules

Les CMA colonisent les racines d’environ 80% de plantes, et leur fournissent de
nombreux bénéfices tels qu’une augmentation de la capacité de la plante hote a
puiser de I'eau et des nutriments (Berruti et al., 2016), en particulier le phosphore
(Hart and Forsythe, 2012). De plus, ces organismes auraient un role dans la
protection des cultures contre certains pathogénes (Berruti et al., 2016).
Concernant la culture du tournesol, Louarn et al. (2012) ont observé que les plants
de tournesols mycorhizés par les especes Rhizophagus irregularis et Gigaspora
rosea étaient significativement moins réceptifs a I'"Orobanche, bien que la
réduction d’Orobanches fixées ne soit que de 20% environ. Ces auteurs soulignent
que ces réductions du nombre de tubercules fixés aux racines de tournesol

pouvaient étre dues a une diminution de la production de stimulants de
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germination mais également a des effets négatifs des exsudats racinaires sur la
germination de O. cumana. Bien que ces résultats n’aient pas encore été confirmés
en plein champ, il y a un intérét a évaluer si les CIMS et la biofumigation pourraient
causer d’éventuels dis-services aux CMA. Il est connu que la majorité des
Brassicacées ne sont pas hotes de CMA (Cosme et al.,, 2018), et l'une des
hypothéses émises pour expliquer cette observation serait justement la présence
de GSLs et de leurs produits de dégradation (Vierheilig et al., 2000). Ces mémes
auteurs rapportent en effet d’'une part que le 2-PE-GSL est retrouvé dans la majorité
des especes non-hotes de CMA, tandis qu’il est absent dans les especes hotes, ce
qui pourrait suggérer que ce GSL indole inhiberait les CMA. Néanmoins, les
observations réalisées sous serre ou en plein champ sont plus variables avec des
études rapportant des effets négatifs des Brassicacées sur les CMA dans le sol
(Njeru et al., 2015), ou sur les racines de soja (Valetti et al., 2016), ou alors I’absence
d’effets négatifs de Brassicacées sur la colonisation de racines de mais (Pellerin et
al., 2007). Enfin, lors de la mise en place de couverts en mélanges, ces derniers
n‘ont globalement pas non plus d’effets sur les CMA, malgré la présence de

Brassicacées (Wortman et al., 2012; Finney et al., 2017).

Face a I'absence de consensus concernant les effets des CIMS sur des communautés
microbiennes, qui peut provenir de la diversité des approches et dispositifs mis en
ceuvre, ainsi que de la diversité des communautés étudiées, il y a un intérét a
évaluer précisément les effets des CIMS (seules ou en association, pour valider ou
réfuter d’éventuelles hypothéses de compensation des effets négatifs des ITCs par

les Fabacées) et de la biofumigation, en plein champ, sur des communautés ciblées.

Au terme de cette revue de littérature existante sur les effets des CIMS et de la
biofumigation dans le cadre de la protection du tournesol, il ressort que, bien que
le potentiel des Brassicacées a réguler le champignon Verticillium dahliae soit
bien caractérisé au laboratoire, I'efficacité de la biofumigation est plus variable
en plein champ, et les régulations de la Verticilliose observées (sur d’autres
cultures que le tournesol) ne sont pas toujours dues a I'effet direct des produits
de la dégradation des GSLs, mais a un ensemble d’autres mécanismes. Il reste
donc a I’évaluer en plein champ pour la protection de la culture du tournesol. Le

potentiel des CIMS a réguler O. cumana est en revanche encore trés peu exploré,,
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a l'exception des résultats cités ci-dessus, qui ne concernent qu’'une gamme
d’espéces limitée et ne permettent pas de savoir si les GSLs sont impliqués dans
les régulations observées ou s’il s’agit d’autres mécanismes. De plus, les effets de
cette pratique sont a ce jour bien documentés en cultures maraichéres mais elle
n’est pas encore répandue en grande culture et son intérét pour la protection du
tournesol contre deux bioagresseurs en expansion (V. dahliae et O. cumana) est
encore mal connue. En outre, les facteurs clefs d’une réussite de la biofumigation
pour protéger le tournesol sont également peu documentés en plein champ sur
ces bioagresseurs, et encore moins sur les communautés bénéfiques telles que le
(brady)rhizobium et les CMA. Il est donc nécessaire de mettre en place des
dispositifs expérimentaux permettant de répondre a ces lacunes. Les molécules
potentiellement biocides tels que les ITCs étant connus pour étre volatiles et pour
s’adsorber rapidement au sol, il semble nécessaire de mettre en place en premier
lieu des dispositifs minimisant les pertes d’ITCs pour tester leur efficacité, avant
de pouvoir la confirmer en pots, sous serre, voire en plein champ ou les facteurs
de pertes des ITCs sont beaucoup plus nombreux et ou leur efficacité peut donc
étre beaucoup plus variable, avec comme différents exemples de sources de
pertes d’ITCs : La volatilisation, I'adsorption aux molécules présentes dans le sol,

le lessivage, la dégradation par des communautés microbiennes, etc ...
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|.4. Objectifs et hypotheses traitées dans la theése et

approches globales employées

Sur la base des enjeux décrits précédemment, et des connaissances scientifiques
actuelles, ce travail de these, a pour objectif principal d’évaluer les effets des CIMS
et de la biofumigation sur la protection du tournesol contre le V. dahliae et I'O.
cumana, ainsi que leurs effets sur I'enrichissement du sol azote minéral avant le
semis du tournesol, en vue d’améliorer la productivité de la culture. Ce travail vise
également a évaluer si les CIMS ne produisent pas d’éventuels dis-services vis-a-vis
des communautés microbiennes du sol, d’intérét pour cette succession. Pour cela,
les objectifs et hypothéses de cette thése s’articulent toutes autour de la succession
culturale « CIMS — Tournesol ». Le cadrage de la temporalité et des processus
étudiés dans ce travail de these sont schématisés dans la figure 31. Sur la base de
cette figure seront ensuite formalisés les objectifs, sous-objectifs et hypotheses de
la thése, s’appuyant sur des schémas plus simplifiés (figure 31a et figure 31b). Enfin,
I'articulation des objectifs, des approches globalement employées et les principales
informations sur les mesures réalisées, ainsi que les facteurs testés et leurs

principales modalités seront décrites pour chacun des objectifs.

Le systéme étudié (Succession culturale « CIMS — Tournesol ») consiste donc en
I'étude de CIMS (Brassicacées et/ou Fabacées) semées pendant une période
d’interculture d’environs 5 a 6 mois détruites mécaniquement et enfouies afin de
mettre en ceuvre une biofumigation, et suivie par une culture de tournesol. Ce
systeme, lorsqu’il a été étudié par des approches en plein champ, est soumis a des
aléas pédo-climatiques et techniques, dont il est possible de s’affranchir grace a des
approches in vitro également mobilisées dans le cadre de la thése. Cela permettant
de comprendre avec plus de précision les mécanismes sous-jacent aux effets des
Brassicacées ou Fabacées observés. En plus de ces composantes végétales, le
systeme prend en compte de processus se déroulant dans le sol, tels que la
minéralisation de I'azote. Les composantes du systeme et les processus ciblés par

la these sont décrits ci-dessous (Figure 31) :
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Figure 31 — Schéma conceptuel général cadrant le systéme étudié dans le cadre de la thése (Succession culturale CIMS — Tournesol),
différents facteurs biotiques d’intérét (CIMS, tournesol, Verticilliose du tournesol, Orobanche cumana, communautés microbiennes du sol) et
les composantes du systéme pouvant étre impactés par I'inclusion d’'une CIMS dans le systéeme en comparaison a un sol nu (quantités d’azote
minéral dans le sol, sévérité des dégats des bioagresseurs, nutrition azotée et rendements du tournesol). Les effets des CIMS sur ces
composantes se font via des processus représentés par des fleches dans le schéma. Les CIMS implantées varient dans le systeme étudiée
(Brassicacées : Moutarde brune, navette fourragére, radis fourrager et/ou Fabacée : Vesce du Bengale). Ce systeme, lorsqu’il est étudié en
plein champ, est soumis a la variabilité des conditions climatiques (températures, précipitation, par exemple) ainsi qu’aux variations de
pratiques culturales (date de semis et date de destruction par exemple), qui sont-elles méme contraintes par les conditions climatiques.
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Les CIMS sont semées a la fin de I'été ou en début d’automne sur une parcelle
expérimentale naturellement infestée par le champignon tellurique V. dahliae. Les
CIMS étudiées au sein du systeme sont d’une part des Brassicacées (pour la
production de GSLs et la mise en ceuvre d’une biofumigation), qui ont été choisies
de maniéere a avoir des profils et des concentrations contrastées en GSLs. |l s’agit
de la moutarde brune (var. Etamine), la navette fourragéere (var. Chicon) et le radis
fourrager (var. Anaconda). D’autre part, une Fabacée a également été choisie pour
sa fonction engrais vert grace a la capacité des Fabacées a fixer de l'azote
atmosphérique et pour leur C/N faibles. La Vesce du Bengale présente I'avantage
de bien se comporter en association avec les Brassicacées (complémentarité des
systémes racinaires). De plus, elle ne produit pas de GSLs et permet de distinguer
entre effets en lien avec ces molécules. Ces espéces de CIMS ont tout d’abord été
étudiées en composition monospécifique puis en mélanges. Les détails des
modalités utilisées pour chacun des essais sont disponibles dans les Tableaux 2, 3
et 4, et l'itinéraire cultural complet est présenté dans de la section matériel et
méthodes de I'article « Ecosystem Services Provided by Cover Crops and

Biofumigation in Sunflower Cultivation » (Chapitre lll, section 2.2.1).

Les cultures intermédiaires se développent sur une durée d’environ 5 mois durant
laquelle les Fabacées peuvent fixer de I'azote grace a leur symbiose avec des
communautés microbiennes telles que les (Brady)Rhizobium. Elles peuvent
également étre hotes et favoriser la multiplication de champignons mycorhiziens a
arbuscules, contrairement aux Brassicacées. Ces derniéres peuvent libérer tout le
long de leur cycle de développement des quantités de GSLs, qui peuvent
s’hydrolyser en molécules biocides telles que les ITCs, qui sont a la base du
processus d’allélopathie. Ce processus d’allélopathie peut d’'une part avoir un effet
assainissant contre certains bioagresseurs telluriques, mais peut également
affecter les communautés symbiotiques des Fabacées qui leur permettent de fixer

I’'azote atmosphériques.

Les cultures intermédiaires sont détruites aux alentours de la floraison des
Brassicacées car les concentrations de GSLs sont les plus élevées a ce stade. La
destruction des couverts se fait par un broyage mécanique avec un broyeur a fléaux

et un enfouissement, a I'aide d’un cover crop, afin de mettre en ceuvre le processus
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de biofumigation. L’enfouissement se fait le plus rapidement possible aprés le
broyage, pour réduire les pertes d’ITCs et autres molécules de dégradation des GSLs
par volatilisation. Enfin, un passage au rouleau est réalisé apres I'enfouissement,
pour que le tassement de sol réduise aussi la volatilisation des ITCs, qu’il favorise le
contact entre sol et résidus de cultures et favorise ainsi la dégradation des tissus.
Le broyage et I’enfouissement permettent, en conditions favorables, de mettre en
ceuvre le processus de biofumigation pendant lequel sont libérées en plein champ,
dans le sol, les molécules de dégradation des GSLs (telles que les ITCs) en quantités
plus importantes que lors du processus d’allélopathie. C’est donc, a priori, a ce
moment que les molécules biocides ont une action contre les bioagresseurs
telluriques du tournesol, avec le cas ici des microsclérotes de V. dahliae. Ces
microsclérotes ayant une dispersion limitée et ne pouvant se multiplier qu’en
présence de plantes hotes, il est peu probable que le champignon recolonise la
parcelle entre la biofumigation et le semis du tournesol. Lors de la biofumigation,
les communautés microbiennes bénéfiques a la succession CIMS — Tournesol, telles

que les CMA, pourraient également étre impactées.

Le deuxieme processus qui entre en jeu apres le broyage et I'enfouissement des
CIMS est la minéralisation des tissus, qui, en fonction du C/N des espéces (entre
autres), vont restituer I'azote qui a été prélevé et piégé par le couvert pendant son

développement.

Une période d’interculture d’environs 3 mois entre la biofumigation et le semis du
tournesol passe ensuite. Un travail du sol superficiel est réalisé avant le semis du
tournesol et la culture est semée en Avril ou au plus tard en Mai. Un itinéraire
technique proche de celui mis en place par les agriculteurs de la région est suivi. Le
détail de toutes les interventions et du matériel utilisé est disponible au Chapitre

lll, section 2.2.1.

Durant son cycle de développement, le tournesol va mobiliser les quantités
d’azotes restituées par les CIMS, suite a leur minéralisation. Il va aussi exprimer des
dégats de Verticilliose, en fonction de I'inoculum de microsclérotes présent dans le
sol, et de la variété de tournesol cultivée. La nutrition azotée du tournesol et la
sévérité des dégats de la Verticilliose peuvent impacter le rendement en grains du
tournesol, aux cotés d’autres facteurs non ciblés par la these (texture du sol,

qguantités de nutriments autres que l'azote, enherbement et dégats d’autres
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maladies que la Verticilliose du tournesol, etc ...). L'essai expérimental se termine

par la récolte a la moissonneuse batteuse de I'essai.

Sur la base de ce systéeme, les différents objectifs étudiés (déclinés en sous-
objectifs), ainsi que les hypothéses de départ de la these sont formalisés et

schématisés (Figure 31a et Figure 31b) de la maniére suivante :

Objectif 1: Par des approches au laboratoire simulant une biofumigation
artificielle, le premier objectif est d’évaluer les effets de broyats de cultures de
Brassicacées ou Fabacées, communément utilisées comme CIMS en plein champ,
sur le développement du V. dahliae et de I'O. cumana. Ces essais préliminaires
visent a identifier le potentiel de régulation des deux bioagresseurs grace a des

broyats de CIMS et de la biofumigation, avant une mise en application au champ.

Il est a noter que les hypothéses de régulation concernent les Brassicacées car le
mécanisme sous-jacent serait une régulation de I'Orobanche ou du V. dahliae grace
aux molécules de dégradation des GSLs (ITCs par exemple). La Fabacée est
considérée ici comme un témoin négatif ne produisant pas de GSLs lors des

expérimentations menées au laboratoire.
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Expérimentation in vitro s'affranchissant des aléas pédo-climatiques et de I'itinéraire culture

11.H1
N7

Vi dahliae

—_— Viycelium
abaceae & Microsclérotes

N? En absence / présence de
0. cumana substrat + TNS

1.2. H1 Germination ou
1.2. H2  fixations ou
1.2, H3  émergences

Figure 31a - Schéma conceptuel résumant les hypothéses de I'objectif 1 qui consiste en |'évaluation
des effets de broyats de cultures de Brassicacées ou Fabacées, sur le développement du V. dahliae
et de I'0. cumana. Toutes les expérimentations de ce premier objectif sont réalisées au laboratoire
et ne dépendent donc pas d’aléas en lien avec le climat ou l'itinéraire technique. Les différents
composantes étudiés sont représentés dans des rectangles et les fleches entre les rectangles
représentent les liens existants entre ces composantes. Les différentes hypotheses en lien avec les
effets de régulation des Brassicacées sur les deux bioagresseurs, via la production d’ITCs, sont
représentées en rouge directement sur le schéma. Concernant O. cumana, différents dispositifs ont
été mis en ceuvre, d’abord sans inclure de tournesol et de substrat puis en incluant ces deux
composantes. Les abréviations ITCs, =/= ITCs et TNS correspondent respectivement a « Production
d’isothiocyanates », « Absence de production d’isothiocyanates » et « Tournesol »

Cet objectif se subdivise en deux sous-objectifs :

1.1. Evaluer les effets des broyats de CIMS sur le développement du V. dahliae, avec

comme hypothése émise :

H1 : Les broyats de Brassicacées réduisent le développement du mycélium de V.

dahliae et la formation de ses organes de conservation, les microsclérotes.

1.2. Evaluer les effets des broyats de Brassicacées ou de Fabacées sur différents

stades du développement d’O. cumana, avec comme hypothéses émises :

H1: Les broyats de Brassicacées réduisent la germination de O. cumana induites

par stimulation chimique ou naturelle grace aux exsudats racinaires du tournesol

H2 : Les broyats de Brassicacées réduisent la fixation de O. cumana aux racines de

tournesol

H3 : Les broyats des Brassicacées réduisent les émergences de O. cumana une fois

fixés aux racines de tournesol
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Objectif 2 : Evaluer en plein champ les effets des CIMS et de la biofumigation sur
les dégats et dommages de la Verticilliose du tournesol. Les essais sont menés en
parcelles expérimentales a Auzeville (31) ainsi qu’une parcelle chez un agriculteur

a I'lsle Jourdain (32) étant naturellement infestées par la Verticilliose du tournesol.

Conditions climatiques

Itinéraire cultural

2.3. H1

NV dahlice 2.4.H1
A Biomasse ——— —*| Sévérité des
2.1.H1 abaceae | dégits

1
2.2. H1 \ \ \ :
- - [}
Quantité N minéral NouAou= !
dans le sol avant —-————
semis du tournesol

Communautés
microbiennes
3.1. H1, H2, H3 - Rhizobium
3.2. H1, H2, H3 - Champignons mycorhiziens du TNS
3.3.H1, H2, H3 - Communautés microbiennes du sol :
Deux temps : Avant destruction CIMS, avant semis tournesol

Figure 31b - Schéma conceptuel résumant les hypothéses sous-jacente a I'évaluation des effets des
CIMS et de la biofumigation sur les dégats et dommages de cette maladie sur tournesol (objectif 2),
et sur les communautés microbiennes du sol (objectif 3). Toutes les expérimentations de ces deux
chapitres sont réalisées au champ et dépendent d’aléas pédo-climatiques et techniques. Les
différentes composantes du systéme étudié sont représentées dans des rectangles et les fleches
entre les rectangles représentent les liens existants entre ces composantes. Les différentes
hypothéses en lien avec les effets de régulation des Brassicacées et de la Fabacées
(monospécifiques ou en mélange) sur la Verticilliose du tournesol, via la production de molécules
biocides, ainsi que sur I'azote minéral du sol, sur les communautés microbiennes et finalement sur
les rendements en grains du tournesol sont représentées en rouge directement sur le schéma. Il
peut exister des interactions entre azote minéral dans les sols, communautés microbiennes et
sévérité de la Verticilliose, mais elles ne sont pas étudiées dans le cadre de la thése (fleches en
points tillés). Les abréviations N, ITCs, =/=ITCs, CIMS et TNS correspondent, respectivement, a azote
dans le sol avant semis du tournesol, production ou absence de production d’isothiocyanates,
cultures intermédiaires multi-services et tournesol.

Cet objectif se subdivise en quatre sous-objectifs :

2.1. Caractériser les conditions optimales pour la réussite de la biofumigation qui
dépendent de la biomasse produite par les CIMS, des concentrations en GSLs des
tissus des CIMS et des conditions météorologiques lors de la destruction des

couverts. Les hypotheses émises sont :

Rendements
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H1 : La régulation de la Verticilliose est fonction de la biomasse produite par les

Brassicacées

H2 : Des température douce et une quantité en eau non limitante lors de la
biofumigation permettent une régulation efficace de la Verticilliose du tournesol

par les Brassicacées

2.2. Evaluer les effets des CIMS et de la biofumigation sur la disponibilité en azote

minéral pour le tournesol :

H1 : Les Fabacées augmentent les quantités d'azote minéral disponibles dans le sol

pour le tournesol en comparaison avec le sol nu

2.3. Evaluer les effets des CIMS et de la biofumigation sur les dégats de la

Verticilliose du tournesol en plein champ, avec comme hypothése émise :

H1 : Les Brassicacées, grace a la mise en ceuvre de la biofumigation, réduisent les

dégats de la Verticilliose du tournesol en comparaison au sol nu

2.4, Les CIMS améliorent les rendements en grains du tournesol en comparaison a
un sol nu grace a la régulation biotique de la Verticilliose ou a I'enrichissement du

sol en azote minéral, avec comme hypothéses émises :

H1 : Les Brassicacées ou les Fabacées permettent une amélioration des rendements
en grains en comparaison des sols nus, et les mélanges des deux permettent une
mutualisation des effets régulation et engrais verts, qui permettent également une

amélioration des rendements en grains.

Objectif 3 : Si I'implantation de CIMS et la mise en ceuvre de la biofumigation
présentent des potentiels de régulation intéressants vis-a-vis des bioagresseurs,
alorsil est indispensable d’évaluer si cette pratique n’engendre pas d’éventuels dis-
services sur les communautés bénéfiques du sol. Les questions de recherche et

hypothéses émises sont les suivantes :

1. Une association entre Brassicacées et Fabacées a-t-elle un effet sur la capacité
de la Fabacée a fixer symbiotiquement I'azote atmosphérique, en comparaison

avec une Fabacée en culture monospécifique ?

L’association de la Fabacée avec la Brassicacée pourrait :
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H1: Réduire le taux de fixation symbiotique de la Fabacée a cause d’effets

allélopathiques impactant le Rhizobium symbiotique de la Fabacée

By

H2 : Augmenter le taux de fixation symbiotique par la Fabacée a cause d’'une

compétition sur I'acquisition de I'azote disponibles dans le sol

H3 : Ne pas avoir d’effets sur le taux de fixation symbiotique par la Fabacée a cause

d’une compensation entre les deux effets cités ci-dessus

2. Quels effets des CIMS et de la biofumigation sur le taux de mycorhization des

racines de tournesol?

H1 : Les Brassicacées réduisent les taux de mycorhization des racines de tournesol
en comparaison au sol nu car ce ne sont pas des cultures hotes de CMA et

parcequ’elles produisent des ITCs.

H2 : Les Fabacées favorisent les taux de mycorhization des racines de tournesol en
comparaison au sol nu car ce sont des cultures hotes de CMA et gu’elles ne

semblent pas produire de molécules biocides vis-a-vis de ces communautés.

H3 : Linclusion de Fabacées dans des mélanges avec des Brassicacées permet de

réduire les effets négatifs des Brassicacées

3.1 : Quels effets des CIMS sur les communautés a proximité des racines
(environnement rhizosphérique) de CIMS (ou les effets allélopathiques sont les plus

importants) pendant le développement des couverts ?

H1 : Les Brassicacées peuvent impacter la structure des communautés
microbiennes par des effets allélopathiques en comparaison au sol nu ou a des non-

Brassicacées.

H2 : Il peut y avoir une compensation des effets potentiellement négatifs des ITCs
produits par les Brassicacées en cultures monospécifiques grace a une
diversification des molécules apportés par les mélanges de Brassicacées et de

Fabacées.

3.2 : Quels effets des résidus des CIMS sur les communautés microbiennes aprées

leur enfouissement et leur décomposition ?

H1 : Les Brassicacées peuvent impacter la structure des communautés

microbiennes suite a la biofumigation en comparaison au sol nu.
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H2 : Fabacées peuvent impacter la structure par un effet engrais vert en

comparaison au sol nu.
H3 : Il peut y avoir une compensation des effets grace aux mélanges.
Afin de répondre a ces questions, plusieurs approches ont été combinées, avec

a). Une évaluation indirecte de l'effet de I'association entre Brassicacées et
Fabacées sur les communautés symbiotiques du sol par des mesures du
pourcentage d’azote isotopique N issu de I'air et contenu dans I’échantillon

végétal

b). Une évaluation indirecte de I'effet des CIMS et de la biofumigation sur les CMA

du sol par des mesures de taux de mycorhization des racines du tournesol

Les résultats de ces approches expérimentales seront confrontés a ceux obtenus

dans le cadre de la 3™ partie de ce chapitre :

c). Une évaluation plus globale des effets des CIMS et de la biofumigation sur la
composition et la structure des communautés microbiennes du sol par des outils
moléculaires reposant sur I'extraction, 'amplification par PCR et le séquencgage de
I’ARN ribosomal des bactéries (copies 16S) et de I’ARN ribosomal des champignons
(copies 18S), a partir de I'’ADN présent dans le sol, avec, dans un second temps, une
étude plus précise de genres présentant un intérét pour la succession CIMS —

Tournesol (Communautés symbiotiques des Fabacées et CMA).
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Le systéme décrit au sein de la figure 31 (et schématisé au sein de la figure 31b)
représente le principe général des dispositifs mis en place en plein champ, a
Auzeville, autour desquels s’articule tous les essais menés dans le cadre de la thése.
Ces dispositifs en plein champ ont été réalisés sur des parcelles différentes en 2016,
2017 et 2019 et sur la méme parcelle (mais pas au méme endroit, pour s’affranchir
d’effets cumulatifs des CIMS) en 2019 et 2020. Ces essais sont dénommés AUZ16,

AUZ17, AUZ19 et AUZ20 dans le manuscrit.

Ces dispositifs contribuent a répondre aux 3 objectifs de la thése de la maniere

suivante :

Objectif 1 : Evaluer les effets de broyats de cultures de Brassicacées ou Fabacées
sur le développement du V. dahliae et de I'O. cumana, par des approches in vitro :
La majorité des broyats utilisés lors des expérimentations d’exposition des
bioagresseurs aux Brassicacées ou aux Fabacées sont issus des dispositifs en plein
champ, et les concentrations en GSLs dans les tissus ont été analysées, avec deux
exceptions (premiéere répétition de I'essai portant sur les effets des Brassicacées sur
le développement de V. dahliae et I’essai portant sur les effets des Brassicacées ou
de la Fabacées sur les émergences d’Orobanche en pots. Les détails relatifs aux
conditions de culture des CIMS utilisées pour ces essais sont disponibles

directement dans le chapitre Il, aux sections 2.3.2 et 3.2.2, respectivement.
Afin de tester les hypothéses de I'objectif 1 les principales mesures réalisées sont :

Des mesures de GSLs dans les tissus des Brassicacées testées afin de caractériser
les quantités et les profils de ces derniers, en fonction des especes de couverts
testées

Suivi de I'évolution du diametre du mycélium du Verticillium dahliae en boites de
Pétri, sur milieu de culture.

Le comptage des taux germination de graines d’Orobanche en fonction des espéeces
de couverts testés, au sein de dispositifs en plaques 96 puits et en mini-rhizotrons
Le comptage du nombre de fixation d’Orobanche aux racines de tournesol, en
fonction des espéces de couverts testés et des variétés de tournesols testées, au
sein de dispositifs en plaques de cultures.

Les comptages du nombre d’émergences d’Orobanche a proximité de tournesols
cultivés en pots, en fonction des especes de couverts testés et des variétés de

tournesols testées, au sein de dispositifs sous serre.
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Les modalités et le nombre de répétitions de ces différentes mesures est résumé
dans le Tableau 2. Le détail du matériel et des méthodes employées dans le cadre

de ces dispositifs est détaillé directement au sein du chapitre Il.
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Tableau 2 — Récapitulatif général des mesures réalisées dans le cadre de I'Objectif 1, et des facteurs, modalités et nombre de répétitions relatifs a chaque essai
expérimental. Les abréviations EOB, FOB, GOB, MB, M. Blanche, MR, NF, PDA, RF, REP, var. et VB correspondent, respectivement a « Emergence d’Orobanche
apres broyats », « Fixations d’Orobanche aprés broyats », « Germination d’Orobanche apres broyats », moutarde brune, moutarde blanche, mini-rhizotron,
navette fourragere, Potato Dextrose Agar, radis fourrager, répétition, variété et vesce du Bengale.

Mesure réalisée

Facteur testé

Essai

Modalités

Nombre de
répétitions

Objectif 1 : Evaluer les effets de broyats de cultures de Brassicacées ou Fabacées, communément utilisées comme CIMS en plein champ, sur le développement du V. dahliae et de O. cumana

Sous-objectif 1 Aire sous la courbe de développement Broyats de Brassicacées VD Rep 1 (2015) n=5
du.mycehur,n ‘?e Vert{c./l//um dahliaeen Témoin sans broyat, MB (var. Etamine), NF (var.
boites de Pétri sur milieu de culture Chicon), RF (var. Anaconda)
PDA VD Rep 2 (2021) n=10
Sous-objectif 2 Taux de germination des graines Broyats de Brassicacées ou de GOB Rep 1* (2020) Témoin sans broyat, MB (var. Etamine), NF (var. n=10
d'Orobanche (%) en plaques 96 puits, Fabacées Chicon), RF (var. Anaconda), VB (var. Titane)
avec %Jnevinduction de synthese de la GOB Rep 2* (2020)
germination
GOB Rep 3* (2021)
GOB Rep 4* (2021)
Taux de germination des graines Broyats de Brassicacées ou de MR Rep 1 (2020) Témoin sans broyat MB (var. Etamine), NF (var. n=5
. N . . . .
d Orébgnche (%) en plac!ues 9§ puits, Fabacées MR Rep 2 (2020) Chicon), RF (var. Anaconda), VB (var. Titane)
en mini-rhizotrons avec induction
naturelle de la germination (présence MR Rep 3 (2021)
de tournesol) MR Rep 4 (2021)
Nombre de fixations d'Orobanche aux | Broyats et date de semis FOB Essai 1 Pour les broyats : Témoin sans broyat MB (var. n=11
tournesols (en plaques de cultures) Etamine), Pour les dates de semis, elles sont soit Jo
incorporation des broyats ou J-7 incorporation des
broyats
Broyats et génotype de tournesol FOB Essai 2 Pour les broyats : Témoin sans broyat, MB (var. n =11 pour XRQ
Etamine), VB (var. Titane). Pour les génotypes de et n =25 pour
tournesol : XRQ lignée sensible et MAS 82.0L hybride | MAS 82.0L
commercialisé sensible
Nombre d'émergences d'Orobanche Broyats et génotype de tournesol EOB Pour les broyats : Témoin sans broyat, MB (var. n =10 pour
en pots (sous serre) Etamine), VB (var. Titane), RF (var. Anaconda), M. chacun des deux
Blanche (var. Abraham). Pour les génotypes de génotypes

tournesol : XRQ lignée sensible et DKF3333 hybride
sensible

* les 4 répétitions de I'essai « GOB » en plaques 96 puits visant a évaluer les effets des broyats sur la germination de I'orobanche : Pour chacune des répétitions
deux temps de conditionnements dans |'eau ont été testés : un temps court (7 jours, graines dans I'eau et exposées aux broyats), un temps long (graines 7 jours
dans I'eau puis 7 jours dans I'eau et exposées aux broyats)




Objectif 2 Evaluer en plein champ les effets des CIMS et de la biofumigation sur

les dégats et dommages de cette maladie sur tournesol.

Afin de tester les hypothése de I'objectif 2, toutes les données ont été recueillies a
partir d’échantillons issus des dispositifs mis en place a Auzeville, et décrits ci-
dessus, pendant 4 années (2016, 2017, 2019 et 2020). Les différentes mesures sont

les suivantes :

Caractérisation des CIMS : Quantification des biomasses aériennes et racinaires
produites par chacune des compositions de CIMS et mesures des concentrations et
profils des GSLs des tissus des Brassicacées, avant la destruction des CIMS.

Mesure des quantités d’azote minéral dans le sol, avant le semis du tournesol, en
fonction des différents précédents (CIMS ou sol nus)

Mesure des concentrations en azote dans les tissus des tournesols, a la floraison
(Indice de nutrition azotée), en fonction des différents précédents.

Suivi hebdomadaire de la sévérité de la Verticilliose du tournesol, en fonction des
différents précédents (et pendant une année, des différentes variétés)
Rendements manuels du tournesol, a maturité, en fonction des différents

précédents.

Les modalités et le nombre de répétition de ces différentes mesures est résumé
dans le Tableau 3. Le détail du matériel et des méthodes employées dans le cadre

de ces dispositifs est décrit directement au sein du chapitre 1l
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Tableau 3 — Récapitulatif général des mesures réalisées dans le cadre de I'Objectif 2, et des modalités et nombre de répétitions relatifs a chaque année d’expérimentation. Le facteur
testé n’est pas précisé dans le tableau car il ne varie pas, il s’agit toujours de I'espéce (pour les biomasses et les concentrations de GSLs) ou du précédent cultural. Les abréviations
AUZ, MB, MS, NF, RF var. et VB correspondent, respectivement a Auzeville, moutarde brune, matiére séche, navette fourragére, radis fourrager, variété et vesce du Bengale.

| Mesure réalisée Essai | Modalités | Nombre de répétitions | Remarques
Objectif 2 : Evaluer en plein champ les effets des CIMS et de la biofumigation sur les dégats et dommages de cette maladie sur tournesol.
Sous- Quantités de biomasses AUZ16 | MB (var. Etamine), NF (var. Chicon), 4 zones de préléevement /
objectif | aériennes et racinaires (t de RF (var. Anaconda)
2.1 MS.ha') produites par les CIMS | AUZ17 | MB (var. Etamine), NF (var. Chicon), 3 blocs et 2 zones de prélévements intra-bloc Pas de prélévements des parties racinaires
avant destruction et RF (var. Anaconda), VB (var. Titane) dela VB
concentraj(ions et profils en AUZ19 | MB (var. Etamine), NF (var. Chicon), 3 blocs et 1 zone de prélévement intra-bloc NF en mélange tri-spécifique n'a pas germé
GSLs Fjes t,ISSUS (unlqulement des RF (var. Anaconda), VB (var. Titane),
Brassicacées (umol.g™ de MS)) - '\(j750 | MB + VB, NF + VB, RF + VB, MB + RF + |3 blocs et 3 zones de prélévements intra-blocs /
VB, NF + RF + VB
Sous- Quantité d'azote minéral dans | AUZ16 | Témoin sol nu et modalités sous- n =1 zone de préléevement (composée de 6
objectif |le sol avant le semis du objectif 2.1 pour chaque année échantillons de sols mis en commun)
2.2 tournesol (kg de N.ha')aux3  [Auz17 |respectives n = 3 blocs (composés de 6 échantillons de sols
horizons 0-30, 30-60 et 60-90 AUZ19 mis en commun)
cm AUZ20
Indice de nutrition azotée du AUZ16 | Témoin sol nu et modalités sous- n =1 zone de prélévement (composés de 5 parties
tournesol a la floraison objectif 2.1 pour chaque année aériennes de tournesols mises en commun)
AUZ17 | respectives n = 3 blocs (composés de 5 parties aériennes de
AUZ19 tournesols mises en commun)
AUZ20
Sous- Indice de sévérité de la AUZ16 | Témoin sol nu et modalités sous- n = 3 zones de suivi (composée de 25 tournesols) | Variété sensible 1 (R.A.G.T)
objectif | Verticilliose du tournesol (%) AUZ17 objectlf.Z.l pour chaque année n = 3 blocs et 3 zones de suivi (composées de 15
2.3 respectives tournesols)
AUZ19 n =3 blocs et 3 zones de suivi (composées de 10 | Variété sensible 2 (MAS Seeds)
AUZ20 tournesols) Variété sensible 2 (MAS Seeds) et variété
TPS* (MAS Seeds)
Sous- Rendements en grains du AUZ16 | Témoin sol nu et modalités sous- n = 3 zones de suivi (composée de 25 tournesols)
objectif |tournesol (t.hal) (prélévements objectif 2.1 pour chaque année
2.4 manuels) AUZ17 | respectives n =3 blocs et 3 zones de suivi (composées de 15
tournesols)
AUZ19 n = 3 blocs et 3 zones de suivi (composées de 10
AUZ20 tournesols)

* La variété TPS MAS Seeds a été récoltée a la moissonneuse batteuse expérimentale, contrairement aux variétés sensibles qui a été récoltée manuellement.




Objectif 3 : Evaluer de potentiels dis-services des CIMS sur les communautés
microbiennes des sols d’intérét pour la succession culturale CIMS - Tournesol. La
synthése des différentes hypothéses de départ est disponible dans la figure 31b et
peut se résumer par de possibles effets majoritairement négatifs des Brassicacées
(via I'allélopathie et/ou la biofumigation) sur différentes communautés
microbiennes (Communautés symbiotiques des Fabacées pour la fixation de I'azote
atmosphérique, champignons mycorhiziens a arbuscules des racines de tournesol,
communautés microbiennes et fongiques globales). Les Fabacées, ne produisant
pas d’'ITCs et étant des cultures hotes a CMA (contrairement aux Brassicacées),
auraient moins, voire pas d’effets négatifs sur ces communautés. Un mélange
d’espéces issues des deux familles botaniques pourrait donc permettre une
compensation des effets négatifs des Brassicacées grace a l'inclusion de Fabacées.

Pour répondre a ces hypothéses, les mesures réalisées sont les suivantes :

Mesures de concentrations d’azote dans les tissus de Fabacées monospécifiques ou
en association bispécifique avec des Brassicacées et mesures de 615N afin de
guantifier la part d’azote contenu dans les tissus des Fabacées issus du sol et celle
issus de la fixation atmosphérique

Mesures de taux de mycorhization des racines de tournesol, en fonction du
précédent cultural (CIMS ou sol nu)

Séquencgage de I’ADN du sol présent avant destruction des CIMS et avant semis du
tournesol (soit aprés biofumigation et démarrage de la minéralisation), pour
calculer différents indices écologiques rendant compte de la structure des
communautés microbiennes en fonction de ces deux temps de prélevement et du

précédent cultural (Sol nu ou CIMS).

Les modalités et le nombre de répétitions de chacune de ces mesures est disponible
au sein du Tableau 4 et le détail du matériel et des méthodes déployées est

directement décrit au sein du chapitre IV.
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Tableau 4 — Récapitulatif général des mesures réalisées dans le cadre de I'Objectif 3, et des facteurs, modalités et nombre de
répétitions relatifs a chague mesure. L'ensemble de ces mesures a été réalisé sur le dispositif d’Auzeville en 2020, I'essai est donc
réalisé une seule fois. Les abréviations MB, NF, RF et VB correspondent, respectivement a moutarde brune, navette fourragere, radis

fou rrager, vesce

du Bengale.

Mesure réalisée

Facteur testé

Modalités

Nombre de répétitions

Objectif 3 : Evaluer d

e potentiels dis-services des CIMS sur les communautés micr

obiennes des sols d’intérét pour la succession cu

Iturale CIMS — Tournesol

Sous-objectif 3.1

Quantification des ratios 615N et des
quantités d'azote absorbées par la
Vesce du Bengale (kg.ha'?)

Composition du
couvert de Fabacée

VB monospécifique
avec MB ou NF ou RF

VB bispécifique

3 blocs composés de 3
zones de prélévements

Sous-objectif 3.2

Taux de mycorhization des racines
de tournesol (%)

Précédent cultural

Témoin sol nu
RF (var. Anaconda)
MB+RF+VB

MB (var. Etamine)
VB (var. Titane)

3 blocs composés de 3
zones de prélevements
(chaque zone contient4 a5
tournesols qui ont été
regroupés)

Sous-objectif 3.3

Séquencage de I'ADN du sol et calcul
d'indices écologiques : Richesse
spécifique, Equitabilité et ratio
185/16S

Précédent cultural
et temps de
prélévement

Pour le précédent cultural, les échantillons ont
été regroupés a I'échelle de la composition :
Brassicacée, Fabacée, Mélanges et témoin sol
nu / Pour le temps de prélévement, les
échantillons de sol ont été prélevés avant
destruction des couvert (effet allélopathie) et
avant semis du tournesol (effet biofumigation
et minéralisation des résidus)

3 blocs
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Chapitre Il — Evaluation des effets de broyats de Brassicacées ou
de Fabacées sur le Verticillium dahliae et I'Orobanche cumana
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Il. 1. Introduction générale du chapitre

Selon la littérature, les Brassicacées semblent avoir des effets prometteurs sur la
régulation de certains bioagresseurs, dont le V. dahliae, qui ont été observé au
laboratoire par des méthodologies d’exposition du bioagresseur soit a des ITCs de
syntheése, soit directement a des broyats de Brassicacées libérant des molécules de
dégradation des GSLs et les especes les plus adaptées semblent étre la moutarde
brune et la moutarde noire (Olivier et al., 1999; Neubauer et al., 2014). Les broyats
de Brassicacées semblent aussi avoir un potentiel biocide a I'encontre de O.
cumana notamment grace a la moutarde blanche comme cela a été observé par
Pedraza et al. (2015) dans des dispositifs en boites de Pétri ou par Strelnikov et al.
(2020) en pots, sous serre. Ainsi, nous avons souhaité évaluer en conditions
contrblées les effets de broyats de cultures communément cultivées en tant que
CIMS dans le Sud Ouest de la France, qui sont les Brassicacées (moutarde brune var.
Etamine, radis fourrager var. Aanaconda et navette fourragere var. Chicon) ainsi
gu’une Fabacée, la Vesce du Bengale var. Titane, sur la germination et le
développement des deux bioagresseurs ciblés par la theése, qui sont le V. dahliae et
I’0O. cumana, afin d’évaluer la potentielle efficacité des produits de la dégradation
des glucosinolates produits par ces variétés de Brassicacées, dont le potentiel est

encore inconnu, a notre connaissance, a I'encontre de ces deux bioagresseurs.

Ceci, afin d’identifier les variétés qui seraient les plus efficace pour une mise en
ceuvre de la biofumigation en plein champ, dans le cadre de la protection de la
culture du tournesol. La Fabacée utilisée ne produisant pas de glucosinolates, elle
permettrait de déterminer si les régulations observées sont effectivement dues
uniquement aux produits de dégradation des GSLs ou si d’autres molécules entrent

en ceuvre. Ce chapitre est décomposé en deux parties :

Une premiere partie présentant des résultats de I'effets de broyats moutarde

brune, navette fourragére ou radis fourrager sur

(i) les organes de conservation de V. dahliae (microsclérotes) en I'absence de
tournesol, sur milieu de culture nutritif PDA, qui permet malgré I'absence
d’exsudats racinaires du tournesol, la germination des microsclérotes de V. dahliae

et le développement de son mycélium,
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(i) Sur les graines d’Orobanche en absence de tournesol et avec I'utilisation
d’inducteurs de germination de synthese et en présence de tournesol afin que les
exsudats racinaires du tournesol permettent la germination des graines de

I’Orobanche.

Les expositions sont faites d’abord in vitro par des approches maximisant
I’efficacité d’une biofumigation artificielle. Cette partie est présentée en anglais car
elle est en cours de rédaction et vise a étre valorisée dans la revue Plant Cell and
Environement, en collaboration avec Mireille Chabaud, Grégory Dechamp-
Guillaume Stéphane Mufios et Célia Seassau. Mireille Chabaud et Stéphane Mufios
font partie de I'équipe SPI du LIPME, qui est spécialisée en interaction entre

tournesol et bioagresseurs.

Une deuxieme partie présentant des résultats d’expérimentations
complémentaires qui sont menées en chambre de culture et sous serre, et
permettent d’intégrer du substrat et du tournesol cultivé en pots. Les effets des
broyats sont observés grace a la mise en place de dispositifs en plaques de culture,
contenant un substrat inoculé avec des graines d’Orobanche, qui seront ensuite
semées avec des graines de tournesols et incubées en chambre de culture, afin de
permettre la germination de O. cumana, qui nécessite les exsudats racinaires du
tournesol. Le deuxieme dispositif utilisé est la culture en pots, sous serre, pour
permettre un déroulement plus prolongé de I'expérimentation (Jusqu’a 90 jours
aprés semis), contrairement aux plaques de cultures qui, de par leur taille limitée,
contraignent un arrét de I'expérimentation environ 45 jours apres le semis. Cette
expérimentation complémentaire en pots a un intérét dans I'étude de la capacité
des broyats a réduire les émergences et donc le nombre d’Orobanche qui
pourraient atteindre floraison et maturité et multiplier le stock de graines du
parasite (tout en ayant un impact négatif sur le développement du tournesol a

cause du détournement de nutriments et d’eau).

Il est a noter que les ajustements du dispositif expérimental visant a se rapprocher
des conditions ‘plein champ’ (avec notamment I'ajout de substrat et le passage a
des essais sous serre) nont concerné que O. cumana, a cause de la difficulté a
trouver des parcelles expérimentales naturellement infestée par ce bioagresseur,
tandis que le domaine expérimentale d’Auzeville comprend déja des parcelles

expérimentales ou des symptomes de Verticilliose avaient régulierement été
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observées depuis de nombreuses années. |l permet également de valider des
observations obtenues in vitro avant des applications en plein champ, qui sont

beaucoup plus colteuses que celles en pots.

Il. 2. Biofumigant potential of grinded tissues of
Brassicaceae or Fabaceae species on Verticillium dahliae

and Orobanche cumana

Il. 2.1. Abstract
Sunflower Verticillium Wilt (Verticillium dahliae) and sunflower broomrape

(Orobanche cumana) are two major soilborne pest of sunflower, that can persist in
soils more than ten years, even without a host, making crop diversification
ineffective if used alone, because of their long-term conservation. Currently,
resistant cultivars are used to control their damages. Brassicaceae cover crops and
biofumigation could be implemented as an alternative and agroecological
protection strategy. Before implementation at the field scale, there is a need to
identify the most efficient species and cultivars of cover crops to use. Thus, through
an in vitro approach, we have exposed V. dahliae microsclerotia on potato dextrose
agar to grinded tissues of Brassicaceae (brown mustard, turnip rape or fodder
radish), and monitored the mycelial growth during 21 days. The exposition to
grinded Brassicaceae always leaded to significant inhibition of the development of
the fungus. On the other hand, we have exposed O. cumana seeds to the same
species or to purple vetch (Fabaceae), and we have used GR24+DCL or exposed the
seeds directly to sunflower seeds to stimulate the germination of the seeds.
Germination inhibition was inconsistent regarding the approaches and the
repetitions of the assays, but brown mustard always leaded to the highest
inhibitions. We hypothesized that glucosinolates breakdown products are involved
in these inhibitions, but further studies are needed to decipher precisely the
mechanism involved. Applications at greenhouse or experimental field scale are

also needed to confirm the inhibitions observed.

Il. 2.2. Introduction
Sunflower (Helianthus annuus L.) is a major oilseed crop worldwide regarding its

production and harvested areas which exceeded 50 M tonnes of seeds (FAO, 2021)
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and 27 M ha in 2018, respectively (Pilorgé, 2020). However, global yield production
can vary sharply from year to year (FAO, 2021). Abiotic factors such as drought
(Alberio et al., 2015) and high temperatures (Harris et al., 1978) mainly limit yields.
In south-western of France, a major basin of sunflower production (Jouffert et al.,
2011; Velasco et al., 2015b), the crop is frequently cultivated each 2 years, in
rotations including wheat (Lecomte and Nolot, 2011). This leads to a multiplication
of pests which reduces sunflower yields. The most detrimental ones are aerial fungi,
with the examples of phomopsis stem canker (Phomopsis helianthi), phoma black
stem (Phoma macdonaldii) and white mould (Sclerotinia sclerotiorum) and
soilborne pest such as Verticillium wilt (V. dahliae) and broomrape (O. cumana).

The latter two have spread these last years in France (Carretier, 2021).

Sunflower Verticillium Wilt (SVW) is distributed in most sunflower-producing areas
of the world (Gulya, 1997; Markell et al., 2015), as in Argentina, where SVW is the
most important disease (Erreguerena et al., 2019) and many temperate European
countries such as France (Martin-Sanz et al., 2018; Carretier, 2021). The diversity of
V. dahliae in Europe is poorly characterized but three pathogenic races were
differentiated : V1, V2-EE and V2-WE (Martin-Sanz et al., 2018). The fungus infects
its host through the roots (Daayf et al., 1997), and causes chlorosis and necrosis on
the leaves, leading to an acceleration of leaf senescence and a reduction of
photosynthetic area (Mestries and Lecomte, 2012). Experiments in south-western
of France showed that yield losses can reach 0.25 t.ha™, or up to 50% in case of

severe attacks (Mestries and Lecomte, 2012).

Broomrape (Orobanche cumana Wallr.) is an obligatory and non-photosynthetic
root parasitic weed of the sunflower (Pérez-Vich et al., 2004; Louarn et al., 2016),
it is widespread in many sunflower producing countries in Central and Eastern
Europe, Spain (Parker, 2012b) and France (Jestin and Martin-Monjaret, 2016). To
date, there are eight known races of O. cumana which are identified from race A to
race H (Velasco et al.,, 2016). The current situation of broomrapes virulences
remains unclear because there is no homogenous races nomenclature between
countries and, overall, there are several reports of races F, G and H (Fernandez-
Martinez et al., 2015). After germination, broomrape attach to sunflower and starts
to deplete it from nutrients and water (Pérez-Vich et al., 2004; Louarn et al., 2016).
Broomrape can cause 80 to 90% vyield losses in high infections (Jestin and Martin-

Monjaret, 2016; Louarn et al., 2016). After its maturity, broomrape can produce
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from 50.000 to 500.000 seeds of 0.2 mm to 0.3 mm and can spread easily (Gevezova
et al., 2012; Jestin and Martin-Monjaret, 2016).

In absence of a sensitive host, both of these soilborne pests are able to persist in
the soils more than ten years as microsclerotia (MS), the conservation form of V.
dahliae (Wilhelm, 1955) or as tiny seeds for broomrape (Antonova et al., 2013).
Both needs their host root exudates to stimulate their germination (Mol and Van
Riessen, 1995; Joel et al., 2011). This long-time persistence in the soil makes
rotation diversification ineffective if used alone. Currently, varietal resistance is the
main effective protection method available against V. dahliae (Markell et al., 2015)
and O. cumana (Louarn et al., 2016). Regarding V. dahliae, the resistance developed
toward the first race on sunflower (NA-1) was associated to a single major gene
(Fick and Zimmer, 1974) and new races overcoming this resistance had been
reported later in some sunflower production countries as USA (Gulya, 2007) and

Spain (Garcia-Ruiz et al., 2014).

Considering O. cumana, mapping studies have identified quantitative resistance in
sunflower, and quantitative trait loci have been found to be specific to one or more
developmental stage of O. cumana (Louarn et al., 2016), or qualitative, race-specific
resistance affecting the incidence of broomrape, and quantitative non-race specific
resistance affecting their number (Pérez-Vich et al., 2004). Moreover, vertical gene
resistances have been used, such as HaOr5, providing resistances to races D, E and
F, which were predominant till the middle 1990s (Fernandez-Martinez et al., 2015).
Currently, several commercialized sunflower hybrids are resistant to race F, and this
is permitted by the introgression of the HaOr7 gene, which confer resistance by
preventing the connexion of O. cumana to the vascular system of sunflower roots
(Duriez et al., 2019). However, O. cumana population evolves, leading to the
apparition of new more virulent populations (Fernandez-Martinez et al., 2015) that
can overcome the resistance conferred by Or genes, as already reported in Spain
(Martin-Sanz et al., 2016). Finally, chemical protection against O. cumana is possible
using herbicides such as imidazolinone (Dominguez et al., 2004; Jestin and Martin-
Monjaret, 2016) but it requires to use tolerant sunflower hybrid and it is opposed
to the actual agroecological transition. Therefore, alternative methods beside
resistant cultivars are needed, in order to implement an integrated pest

management strategy against both of these soilborne disease.
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Brassicaceae cover crops can be used to implement biofumigation (Kirkegaard et
al., 1993; Morris et al., 2020), which consist of the liberation of biocidal compounds
in the soils, during the destruction and the incorporation of the biofumigant cover
crop (Kirkegaard et al., 1993). These biocidal compounds are the degradation
products of the glucosinolates contained in Brassicaceae cells, such as
isothiocyanates (Brown and Morra, 1997). Glucosinolates are classified into three
profiles: Aliphatic, aromatic and indolyl, which differs in the length and weight of
their side chain, and thus, in proprieties such as volatility and persistence in the soil
(Brown and Morra, 1997; Fahey, 2006). The glucosinolates profiles varies widely
from a species to another (Kirkegaard and Sarwar, 1998). For example, brown
mustard (Brassica juncea L.) is known for its high concentration of sinigrin (Merah,
2015; Couédel et al.,, 2018), whereas fodder radish (Raphanus sativus L.) has
appreciable quantities of glucoraphasatin (Castro-Torres et al., 2014; Couédel et al.,
2018b). The inhibition effects of glucosinolates product of degradation are
referenced on bacteria and fungi (Brown and Morra, 1997; Smith and Kirkegaard,
2002), nematodes (Lazzeri et al., 2004), insects (Borek et al., 1995) and weeds

(Haramoto and Gallandt, 2004).

The sensitivity of V. dahliae exposed to synthetic isothiocyanates or to crushed
materials of Brassicaceae species had already been reported during in vitro studies,
with significant reductions of the fungus development following its exposition to
mustards (Brassica juncea or Brassica nigra) ( Olivier et al., 1999; Neubauer et al.,
2014; Seassau et al., 2016) or radish (Raphanus sativus) (Seassau et al., 2016). Few
field studies implementing biofumigation also show significant regulation of
sunflower Verticillium wilt, especially following fodder radish (Couédel et al., 2021;
Ait Kaci Ahmed et al.,, 2022). Studies about the effects of Brassicaceae and
biofumigation on O. cumana regulation are scarcer. Recent studies reported
effectives regulations of O. cumana germination when exposed to white mustard
(Sinapis alba L.) residues or water-soluble extract in petri dish experiment (Pedraza
etal., 2015). Also, the incorporation of white mustard fresh and grinded tissues into
inoculated soils reduced O. cumana infestations during a greenhouse experiment
(Strelnikov et al., 2020). Moreover, Pedraza (2018) reported significant reduction
of O. cumana germination when exposed to common vetch (Vicia narbonensis L.)
in vitro. Brassicaceae seems to control other Orobanche species, as shown by EI-

Dabaa et al. (2019) who observed effective reduction of the number of O. crenata
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tubercles/pots when exposed to Eruca sativa seed powder and the yields of the

Vicia faba host plant were significantly higher with the seed powder addition.

The assessment of cover crops and biofumigation effects on O. cumana and V.
dahliae regulation is needed, and this practice could be suitable in south-western
of France (Ait-Kaci Ahmed et al., 2020), as sunflower is usually grown using wheat-
sunflower rotations (Lecomte and Nolot, 2011), with a fallow period of 9 months
between the two crops. Beside the regulation of O. cumana and V. dahliae, cover
crops could provide a bundle of ecosystem services such as nitrates or sulphates
catch crop effect (Couédel et al., 2018b, 2018c; Thorup-Kristensen, 2006), and

green manure effects (Couédel et al., 2018b, 2018c).

Before field applications, there is a need to assess precisely the effects of fresh
grinded materials of Brassicaceae toward O. cumana and V. dahliae using cultivars
that could be suitable as cover crops in South-Western France, and that had never
been assessed previously. Thus, the aim of this study was to implement an artificial
biofumigation, in laboratory conditions, using three species of Brassicaceae
(choosen for their contrasted glucosinolates profiles) and one species of Fabaceae
(choosen as a non-glucosinolates treatment, to decipher if the observed regulations
are due to glucosinolates or to other compounds), to assess the effects of their

exposition on the germination of O. cumana

[I. 2.3. Material and Methods

[I. 2.3.1 — Pests and plants materials

II. 2.3.1.1 - Verticillium dahliae strain and Orobanche cumana seeds

A strain of V. dahliae was obtained from infected stem of sunflower cultivated in
the field of Verfeil in 2015, (43.657°N, 1.662°E), in south-western of France. This
strain was selected regarding its aggressiveness toward sunflower and its quick
development on growing media. Stock culture of microsclerotia were maintained
on potato dextrose agar (PDA- Fluka® at 39 g/liter, 150 mg of streptomycin, pH 6),
in the dark at 5 °C.

Seeds of O. cumana were collected in an infested sunflower field in Bourret
(43.939°N, 1.164°E), in south-western of France, in 2018. Seeds were stored in the

dark at ambient temperature.
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II. 2.3.1.2 - Plant materials

The following material from three Brassicaceae and one Fabaceae plants were
used: brown mustard (Brassica juncea L., cv. Etamine), turnip rape (Brassica rapa
L., cv. Chicon), fodder radish (Raphanus sativus L., cv. Anaconda), and purple vetch
(Vicia benghalensis L., cv. Titane). The seeds were provided by the seed’s
companies Jouffray Drillaud, for turnip rape and purple vetch, and R.A.G.T., for
brown mustard and fodder radish.

The XRQ line of sunflower (Helianthus annuus L.), susceptible to O. cumana, was

used for experimentation. Seeds were provided by LIPME.

II. 2.3.2 — Plant material preparation and glucosinolates analyses

The different repetitions of the assays (two for V. dahliae and four for O. cumana)
were made over five years, using grinded tissues of cover crops also grown during
different years. The seeds of Brassicaceae or Fabaceae were sown, according to the
assays, either in greenhouse in 2015 (15 liters pots filled with potting compost), or
in fields plots the subsequent years (loamy clay soil), at INRAE Auzeville, in south-
western of France (43.528°N, 1.501°E). The green whole plants (roots and shoots)
were harvested at the beginning of flowering, the 19/05/2015, 24/02/2020,
22/02/2021 and 04/01/2022. For the purple vetch harvested in 2021, the sampling
was done 17 days before that of Brassicaceae, the 05/01/2021, as the vetch started

to freeze in January 2021.

Freshly harvested material was washed and grinded with a plant shredder (Eliet
Maestro City®) into pieces of about 1 cm. The plant shredder was rinsed thoroughly
between each species. The roots and the shoots of the plants of the same species
were pooled, except for the glucosinolates analyses, where they were separated.
Grinded tissues were kept in plastic bags and quickly frozen at -80 °C for further

use.

The glucosinolates analyses was performed from a sub-sample of 4-5 plants of each
Brassicaceae species, on the cover crops grown in 2021. The shoots and the roots,
grinded and stored at -80°C, were lyophilized prior to be sent to the Centre for
Integrative Biodiversity Research (Germany). The quantitative and qualitative
analysis of glucosinolates in the tissues was performed according to the methods

of (de Graaf et al., 2015).
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Plant material required for the experimentation was taken out from the freezer at
the beginning of the assays. The tissues were weighted, stored in labelled plastic

bags and quickly grinded by hand to ground more finely the frozen tissues.

II. 2.3.3 — Effect of grinded tissues on Verticillium dahliae development

Two repetitions were performed to evaluate, in vitro, the effects of the grinded
Brassicaceae (brown mustard, turnip rape, fodder radish) tissues on the
development of V. dahlia. For both repetitions, the microsclerotia of V. dahliae
were grown for 10-15 days in the dark at 24 + 1°C on PDA (39g/liter of deionised
water) amended with 150 mg/liter of streptomycin (pH 6). Thus, a plug of 6 mm
diameter of PDA with microsclerotia was placed in the center of Petri diches
containing PDA (PDA- Fluka® at 39 g/liter, 150 mg of streptomycin, pH 6).
Disinfected plastic glasses (Plexiglas®) were filled with the frozen grinded
Brassicaceae tissues, sampled from the greenhouse crops, and from field crops, for
the first and the second repetition, respectively. The quantity of Brassicaceae
tissues per plastic glasses was 6.5 g. This quantity was calculated to be equivalent
to 1.5 to 2 tons of dried matter per hectare, which correspond to the yield of cover
crops obtained in field conditions (low range). After adding the tissues, the plastic
glasses were immediately closed with Petri dishes containing the plug of
microsclerotia and sealed with paraffin (Parafilm®) (Figure 32A). For the controls,
the plastic glasses were empty. Each treatment (control, brown mustard, turnip
rape, and fodder radish) was repeated 5 times and 10 times, for the first and the
second repetition, respectively. All the plastic glasses were incubated in the dark at

24 + 1°C for 21 days.

The diameter of V. dahliae development, including mycelium and microsclerotia,
was measured at 7, 14 and 21 days. Three measures of the diameter were used to
calculate the area under the growth curve (AUC) of V. dahliae according to the

equation of Campbell and Madden (1990):

- ityi
AUC = 7B ¢ (£, — )

where n is the number of evaluations, y the diameter of V. dahliae, and t the

number of days after the start of the measures at 7, 14 and 21 days.

103



II. 2.3.4 — Effect of grinded tissues on Orobanche cumana germination

Prior to the assay, seeds of O. cumana were decontaminated by treatment with
commercial bleach (2% NaClO), diluted at 33% in deionised water, for 5 minutes.
Seeds were rinsed 3 times with sterile deionised water using a 40 um sterile cell
strainer. Seeds were resuspended in sterile deionised water at the concentration
of 10 mg/ml, around 1000 seeds/ ml. Ten wells of 96-well plates were filled with
100 pl of the resuspended O. cumana seeds (around 100 seeds/well). Each 96-well
plate was placed in a hermetic plastic boxes of 120 cm?. Boxes were either empty
(control) or filled with frozen grinded tissues of one Brassicaceae, or Fabaceae
sampled from the field (Figure 32B). The grinded tissues were not in contact with
the seeds as they were placed under the 96-well plate. The quantity of tissues per
plastic boxes was 20 g and calculated to be equivalent to 2 tons of dried matter per

hectare

Three experimentations were carried to evaluate the effect of organic material of
Brassicaceae or Fabaceae on O. cumana germination, with two conditioning time
or two approaches to induce germination, which are described below. Each
experimentation was repeated four times, and the repetitions staggered over time
over time.

For the first experimentation, the conditioning of the seeds was the longest (Type
L): the 96-well plate with seeds of O. cumana resuspended in sterile deionised
water was placed in an empty hermetic plastic box for 7 days at 22°C in the dark.
Then, boxes were filled with the grinded tissues for 7 days in the same conditions.
After 7 days, the grinded tissues were removed from the boxes. For the second
experimentation, the conditioning of the seeds was the shortest (Type S), the 96-
well plate with seeds of O. cumana resuspended in sterile deionised water was
placed directly with the grinded tissues in the hermetic plastic boxes for 7 days at

22°Cin the dark. After 7 days, grinded tissues were removed from the boxes.

The germination of seed of O. cumana was induced using two approaches. In the
first and the second experimentations, seeds of the Type Long, and Type Short were
treated with chemical stimulants using 100 pl of 2.107 M DCL and 2.107 M GR24
added in each well for a final concentration of 107 M DCL + 107 M GR24. The 96-
well plates in the boxes were incubated for 7 days at 22°C in the dark.
In the third experimentation, seeds of the Type S were transferred from the 96-well

plates and exposed to sunflower (line XRQ). To that aim, sunflower seeds were
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decontaminated in 4.8% sodium hypochlorite for 10 min, rinsed three times with
sterile water, sown in a mixture 1/1 (v/v) of sand/vermiculite and grown for 7 days.
The content of a well (around 1 mg.100ul?) was inoculated all around the roots of
a 7-day-old seedling sunflower transferred in a Rhizotron (Figure 33). Rhizotrons
are Plexiglas boxes 12 x 12 cm containing a sterile glass fiber paper on a layer of
autoclaved rockwool (Le Ru et al., 2021). The rhizotrons are watered 3 times a week
with a half-strength Long Ashton nutrient solution, supplemented with 370 uM
phosphate. The culture was done in a growth chamber at 22°C, 60% humidity, 16 h

light 110 uE/m?/s. For each condition, 5 rhizotrons were prepared.

Finally, seven days after the germination stimulation, done either by GR24 and DCL
or through the Rhizotron, the germination was observed under binocular magnifier.
The total number of seeds (germinated or not) of each replicate corresponded to
100%. The number of observed germinated seeds was counted, and the rate of

germination was calculated using the following equation :

Germinated seeds for one replicate x 100

Germination rate = -
Total number of observed seed for one replicate

The duration of the three experimentations about the effects of grinded tissues on

O. cumana are summarized in the Appendix IIl.

105



Verticillium dahlioe plug
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Figure 32 — Descriptive diagram of (A) the Verticillium dahliae exposition set-up and
(B) the Orobanche cumana exposition set-up. For (A), a plug of Verticillium dahliae
was added in the middle of potato dextrose agar medium, filled in a Petri dish. The
Petri dish was put above a plastic glass with the PDA and V. dahliae microsclerotia
shifted toward 6.5 g of the grinded tissues. The Petri dish and the plastic glass were
hermetically closed during the duration of the experimentation. For (B), a mean of
50 to 100 seeds of O. cumana per well, in 100 pl of sterilized water, were filled in
10 well per plate, for each treatment, and 20g of grinded tissues were added. The
plastic boxes were hermetically closed during the duration of the experimentation.
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Figure 33 — Rhizotrons composed by Plexiglas boxes 12 x 12 cm containing a sterile
glass fiber paper on a layer of autoclaved rockwool, and containing a seedling of
sunflower (XRQ line) to stimulate O. cumana germination

II. 2.3.5 — Statistical analysis

The rates of germination of the broomrape were transformed using arcsine and
square root transformations (Ahrens et al., 1990). As the hypothesis of
homoscedasticity or normality were not always met, the non-parametric test
Kruskal-Wallis were used to assess the effect of the treatments on the rate of
germinations of O. cumana or on the AUC of V. dahliae. For the graphical
representations of the effects of grinded Brassicaceae or Fabaceae on O. cumana
germinations, the rates of germination of the seeds were transformed in order to
normalize the rates of the controls to one, as in Pouvreau et al. (2021). The other
treatments were normalized consequently: for each repetition, the rate was
divided by the mean of the 10 replicates of the control. These raw germination rates

are also represented for each experimentation and repetition. All statistical
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analyses were performed with R Version 1.2.5033 © 2009-2019 RStudio, Inc., using

the packages agricolae, Rmisc and ggplot2.

[I. 2.4. - Results

II. 2.4.1. — Tissues glucosinolates characterization

The GSL concentrations contained in the dry matter (DM) of the three Brassicaceae
species used in this study were quantified. The mean GSL concentrations of all the
occurring ITC-liberating GSLs of the species of Brassicaceae tested in the
experiment are shown in Table A. The three profiles of GSLs (aliphatic, aromatic and
indole) were measured in the shoots and roots DM of the Brown mustard, turnip

rape and fodder radish.

The concentrations of GSL found in the Brassicaceae tissues ranged from
undetectable concentrations to 79.54 umol gDM™ (Table A). Brown mustard tissues
contents were dominated in sinigrin (aliphatic GSL) in the shoots and, to a lesser
extent, in its roots. This GSL was not detected in the other species. Fodder radish
roots contained high concentrations of the aliphatic GSL glucoraphasatin (79.54
umol gDM?), while the shoots contained tenfold less. In turnip rape, progoitrin
(aliphatic GSL) was predominant in shoots and roots, with 16.25 and 17.66 umol
gDM, respectively. Turnip rape GSL profiles were more diversified in aliphatic
(Glucobrassicanapin and gluconapin), aromatic (gluconasturtiin) and indole
glucosinolates (neoglucobrassicin), conversely to brown mustard and fodder
radish. These results showed that there was a high variation of the GSL profiles

among Brassicaceae species and between shoots and roots.
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Table A

Individual glucosinolates concentrations (umol gDM*found in the shoots and roots
of Brassicaceae cover crops. Values correspond to the Brassicaceae grown in
Auzerville field in 2020. Each value is the mean of three replicates and the numbers
in brackets represent standard errors.

Brown Mustard Turnip rape Fodder radish
Shoots Roots Shoots Roots Shoots Roots
Aliphatic
Glucobrassicanapin 0.09 (0.09) 0 8.39 (3.77) 2.41 (1.96) 0 0
Gluconapin 0.14 0.03 4.66 (4.66) 3.67 (2.13) 0 0
Progoitrin 0 0 16.25 (4.31) 17.66 (1.11) 0 0
Glucoraphasatin 0.06 0 0.1(0.1) 0 6.94 (1.42) 79.54
Sinigrin 32.62(2.2) 7.1(1.26) 0 0 0 0
Aromatic
Gluconasturtiin 1.24(0.1) 6.5 (0.62) 1.28 (0.22) 11.49 (4.78) 0.03(0.03)  0.04 (0.04)
Indole
Neoglucobrassicin 0.18 (0.01) 0.11 (0.02) 8.14 (0.42) 4.06 (0.49)
Neoglucobrassicin 0.18 (0.01) 0.11 (0.02) 8.14 (0.42) 4.06 (0.49)

[1.2.4.2. Brassicaceae grinded tissues inhibited Verticillium dahliae

development

The effect of three species of Brassicaceae was assessed on V. dahlia development
by exposing microsclerotia of V. dahliae to grinded Brassicaceae tissues. In absence
of grinded Brassicaceae tissues, the fungus developed a mycelium and produced
microsclerotia, on the potato dextrose agar (PDA) growing media (Figure 34A). The
exposition of V. dahliae to grinded Brassicaceae tissues leaded to a strong inhibition
of the development of the mycelial growth and the production of microsclerotia
(Figure 34B). In the control without amendments, the disease progress measured
by the Area Under the growth Curve of the fungus (AUC) reached a mean of 173.9
and 254.9 in the first and the second repetitions, respectively (Figure 35A and
Figure 35B). When V. dahliae was exposed to grinded Brassicaceae tissues, the AUC
was always significantly (p < 0.01) lower, compared to the control without
amendment, and had inhibited up to 100% the development of V. dahliae. The
turnip rape and fodder radish leaded to a total inhibition of V. dahliae development
in the first repetition, whereas with brown mustard, the AUC reached 10.2 (Figure
35A). In the second repetition, brown mustard was the most effective Brassicaceae,

and inhibited completely the fungus, followed by fodder radish (Figure 2B). Turnip
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rape leaded to more contrasted but significant (p < 0.01) reductions of AUC,
compared to the control without amendments (Figure 35B). These results highlight
that grinded tissue of Brassicaceae reduced efficiently V. dahliae development and

microsclerotia production.

Figure 34 -V. dahliae development 21 days after the inoculation on potato dextrose
agar of the plugs of V. dahliae microsclerotia. (A) The development in absence of
Brassicaceae grinded tissues (Control without amendment), (B) The inhibition in
presence of brown mustard grinded tissues. Bar=1 cm.
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Figure 35 — Assessment of the Area Under the growth Curve of the fungus (AUC) of
V. dahliae germination and development, grown from plugs of microsclerotia on
potato dextrose agar. The fungus was exposed to Brassicaceae grinded tissues for
21 days, compared to controls without treatments. The assay was repeated twice
and the values are the mean of 5 or 10 replicates in REP1 (A) and REP2 (B),
respectively. Different letters indicate significant differences between AUC (p <
0.05). Error bars represent standard errors.

Il. 2.4.3. Brassicaceae grinded tissues inhibited Orobanche cumana

germination

II. 2.4.3.1. Germination induced by chemical stimulants (DCL and GR24)

The effects of three species of Brassicaceae and one species of Fabaceae was
assessed on O. cumana germination by exposing the seeds to grinded tissues of
each species. The control had no amendments. Two types of exposition were
tested: The first one is the Type L which consisted of conditioning the seeds 7 days,
then the grinded tissues were added 7 days, then the seeds were treated with GR24
and DCL. The second one is the Type S was shorter and consisted in conditioning
the seeds directly with the grinded tissues for 7 days, then the seeds were treated
with GR24 and DCL. All the observations were made 7 days after the addition of the

chemical inductors.

The exposition of seeds of O. cumana to grinded Brassicaceae tissues had overall

strong inhibition effects on the germination rates, compared to the control without
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amendment (Figure 36). Application of GR24 and DCL had enabled mean
germination rates of the controls without amendment, that ranged from 25.3% to
56.2% for the Type L (Figure 37A) and from 11.1% to 58.5% for the Type S (Figure
37B), according to the repetitions. These differences in germination rates between
the controls could be related to the staggering of the four repetitions over time, as
O. cumana could be very sensitive to the disinfection step, and the batches of
bleach used changed over the replicates. The reduction of O. cumana germination
was always significant considering the Brassicaceae brown mustard (p < 0.01),
fodder radish (p < 0.05), turnip rape (p < 0.05) and the non-Brassicaceae treatment
purple vetch (p < 0.01), compared to the control, for both type L and S, and for the
four repetitions. Moreover, the exposition to brown mustard or purple vetch

permitted up to 99% reductions of the germination rate.

Thus, it can be assumed that O. cumana seeds do not need a conditioning period
prior to the exposition to Brassicaceae, to be able to perceive the inhibitory
molecules produced by the grinded tissues. This is highlighted by results obtained
with the Type S that leaded to appreciable germination rates of the control, except
during the third repetition (Figure 37B). Therefore, we’ve selected seeds of the
Type S (shortest conditioning type) to assess the effect of the grinded tissues on O.
cumana which germination was induced directly by sunflower exudates, through

the rhizotron approach.

II. 2.4.3.2. Germination induced by sunflower root exudates

Rather than inducing germination with chemical stimulant (GR24 and DCL), we have
exposed O. cumana seeds of the type S to sunflower roots exudates through
rhizotrons approaches. Sunflower root exudates had enabled mean germination
rates of the control that ranged from 37.1% to 84.5%, according to the repetition
(Figure 37C), which is overall higher than those observed following the induction

using GR24 and DCL (Figure 37A and B).

The inhibitory effect of brown mustard on O. cumana seeds was confirmed through
the rhizotron approach, as it always led to a significant reduction (p < 0.01),
reaching 96% to 100% inhibition of the germination, regardless the four repetitions.
The inhibition observed following the exposition to the two other Brassicaceae was
inconsistent among the repetitions (Figure 37C). Fodder radish led to significant

reduction of the germination rates (p < 0.05), compared to the control, except
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during the second repetition (Figure 37C). Turnip rape grinded tissues were able to
reduce significantly (p < 0.01) O. cumana germination only during the first
repetition. Considering purple vetch, the non-Brassicaceae treatment, the
observations were inconsistent among the four repetitions. A significant reduction
of the germination rate, compared to the control, was observed only during the
first repetition (p < 0.05). Conversely, the germination rate was significantly higher
(p < 0.01) following the exposition to purple vetch grinded tissues in the two last
repetitions (Figure 37C), compared to the control, suggesting a stimulation of the

germination.

Figure 36 — Orobanche cumana germination 7 days after the addition of GR24 and
DCL to induce the germination. The pictures were taken for the trial Type S. (A) O.
cumana conditioned in sterile water only, during 7 days before the addition of
germination inductors (Control without amendment) white arrowheads show
examples of germinating tubes, (B) O. cumana conditioned in sterile water while
exposed to brown mustard grinded tissues for 7 days, before the addition of the
germination inductors (GR24+DCL).
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(A) Experiment Type L (plate): Conditioning 7 days + grinded tissues 7 days + treatment GR24/DCL 7 days
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(B) Experiment Type S (plate): Conditioning and grinded tissues 7 days + treatment GR24/DCL 7 days

i Controls ] REP 1 ] REP 2 ] REP 3 H REP 4

£100 ®25] a b b b b ®25] a d c b d ®25] a b b b b ®25] a c b c c

£

S 820 820 820 820

o 75 5 5 5 5

= £ £ £ £

% o0 £15 £15 £15 £15

2 ©1.0 ©1.0 ©1.0 ©1.0

= o o o el

§ 25 205 205 I 205 205 i

® ‘© ‘© ‘© ‘©

£ 0 L o0 - - = - oo - u — Eoo - = - = Eoo - - =

@ N v & o = o S A, S R« B Y. S S O W e N F o ST UG

& Qgg & Qgg Qgg 000\ @05\'0 RN o S e G o @05\'0 < @,ba;\ RC G o @05\'0 < P S e G o @05\'0 < P S e

(C) Experiment Type S (rhizotrons): Conditioning and grinded tissues 7 days, transfer in rhizotrons 7 days

o
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Figure 37 — Effects of grinded tissues (shoots and roots) of Brassicaceae (Brown mustard, turnip rape and fodder radish) and Fabaceae
(purple vetch) tissues on Orobanche cumana germination rates, following the Type L (A) or Type S (B) of expositions time to Brassicaceae
grinded tissues, and an induction of germination using sunflower exudates (C). The raw germination rates of the controls are presented in
the left and the germination rate were transformed to germination ratios, with a means of the controls normalized to one. The Brassicaceae
and Fabaceae treatments had been normalized subsequently exposition. Each assay was repeated four times (REP1 to REP4) and values
represents a mean of 10 replicates for the GR24 and DCL induction of germination approach, and a mean of 5 replicates for the rhizotron
induction approach, respectively. Different letters indicate significant differences between the rates according to Kruskal-Wallis multiple

pairwise comparison (p < 0.05). Error bars represent standard errors.
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[I. 2.5. Discussion

The aim of our study was to assess the potential effects of Brassicaceae commonly cultivated in
south-western of France on the two soil-borne parasites of sunflower in expansion these last years:
V. dahliae and O. cumana. Through in vitro approaches, we have used grinded tissues of three
Brassicaceae species (brown mustard, turnip rape and fodder radish) to simulate an artificial
biofumigation, allowing the liberation of biocidal compounds such as isothiocyanates. Our results
highlight significant inhibitions of both pathogens following their exposition to Brassicaceae

species.

The exposition of V. dahliae to grinded Brassicaceae led to significant reductions of the
development of the fungus, measured by AUC, compared to the control without amendment. The
development of the fungus was drastically inhibited, and this inhibition reached 100% in some
cases with the fodder radish and turnip rape during the first repetition, and with brown mustard
during the second repetition. These inhibitions are in accordance with previous studies that
assessed the effects of Brassicaceae in vitro on the development of V. dahliae, but using other
cultivars. For example, Olivier et al. (1999) reported the inhibitory activity of the macerated tissues
of various cultivars of black mustard (Brassica nigra) and brown mustard had leaded to up to 100%
inhibition of V. dahliae mycelial growth, compared to control without amendment, through a
similar approach proceed by. The authors used Petri plates with plugs of V. dahliae exposed on
glass jars containing 25 g of stem and leaves macerated in a food processor, which represents 3.8
times the quantity of fresh material used in our study. It had also been shown that freeze dried
brown mustard amended in sterile quartz sand infested with microsclerotia leaded to significant
reductions of the viable microsclerotia, compared to the control without amendment (Neubauer
et al.,, 2014). Moreover, these authors showed that amendments with fodder radish or white
mustard were less effective than brown mustard, whereas Seassau et al. (2016) observed that
brown mustard and fodder radish both reduced significantly the viable microsclerotia of this fungus
using a similar approach to our study. To go further, Olivier et al. (1999) and Neubauer et al. (2014)

showed that the suppression of V. dahliae was related to an Allyl-ITC compound. This ITC (also



named 2-propenyl-ITC) is a breakdown product of the aliphatic GSL sinigrin. Based on the results
of the GSLs analysis of our study (Table A), showing high concentrations of sinigrin in brown
mustard tissues (39.72 umol gDM?), we can also hypothesize that the breakdown products of this
aliphatic GSL may have contributed to the V. dahliae inhibition. However, V. dahliae may not be
only sensitive to the breakdown products of this GSL, as we have also observed inhibitions following
the exposition to fodder radish and turnip rape, where sinigrin was not detected (Table A). Fodder
radish tissues contains high concentrations of the aliphatic glucoraphasatin, whereas turnip rape
contains the three profiles of GSL (Table A). Thus, it is to date difficult to precisely address which
GSL and breakdown products are involved in the inhibition of V. dahliae. However, these
observations may suggest that these three Brassicaceae cultivars, which are suitable cover crops

for South-Wester France, could lead to a protection of sunflower against Verticillium wilt.

Our study also showed that O. cumana germination is highly sensitive to the molecules released by
grinded tissues of brown mustard, as the exposition of the seeds of the holoparasite to this
Brassicaceae led to inhibitions of the germination that reached 100%, compared to the control
without amendments. These inhibitions were consistent for the seed’s germination induced
chemically with GR24 and DCL (Type L and type S), and the seeds induced in rhizotrons, with the
exudates of sunflower. The exposition to turnip rape and fodder radish led to inconsistent results.
Inhibitory effects of Brassicaceae species had already been observed recently, with only two studies
addressing this question, to our knowledge. White mustard (Sinapis alba), as grinded tissues or
aqueous extractions, reduced significantly O. cumana germination, up to 49 % (Pedraza et al.,
2015). These results were consistent with those of Strelnikov et al. (2020), obtained through a pot
study under greenhouse conditions, using quantities of grinded tissues equivalent to around 3.6 to
4.5 t DM.hal. The authors reported a decrease of 44.7 % of the infestations of O. cumana on
sunflower (assessed by the quantity of tubercles and shoots per sunflower plant), when the seeds
were exposed to grinded tissues of white mustard (mixed with a sandy substrate). The authors also
reported reductions of the infestations after the exposition to black mustard, brown mustard, and
rapeseed (Brassica napus L.) that reached 27%, 25.9% and 24%, respectively. As hypothesized for

V. dahliae, the breakdown products of sinigrin may also be involved in the observed suppressions.
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Conversely, high concentrations of roots exudates of rapeseed, during hydroponic culture of 100
plants, triggered O. cumana seeds germination (Auger et al., 2012), which shows that ITCs may not
only suppress O. cumana, depending on the species of Brassicaceae used and the concentrations

of ITCs produced.

Thus, there is a need to identify the ITCs involved in both inhibitions of O. cumana and V. dahliae
observed in our study. To that aim, it would be interesting to assess directly the effects of GSL
combined with myrosinase (to ensure their hydrolysis into biocidal compounds), or the effects of
pure ITCs alone available commercially, such as in Auger et al. (2012) for Orobanchaeae and
Neubauer et al. (2014) for V. dahliae. Moreover, there is an interest to assess a wider diversity of
Brassicaceae, and thus various profiles of GSL, to determine the most effective(s) one(s). For
example, there are evidences about the efficiency of white mustard to control O. cumana as
observed by Strelnikov et al. (2020), which may involve different ITCs, as this species is
characterized by high concentrations in sinalbin (Couédel et al., 2018b). Finally, the hydrolysis of
GSL also lead to the production of other breakdown products such as nitriles and thiocyanates
(Gimsing and Kirkegaard, 2009), which may also have a biocidal activity toward soil-borne
pathogens (Brown and Morra, 1997), suggesting that ITCs should not be considered alone as the

driver of the inhibitory effects observed.

Beyond the comparison between the efficiency of the three species of Brassicaceae among the
same germination induction approach (GR24+DCL), compared to the control without amendment,
it is possible to compare this efficiency between the two germination induction approaches. This is
possible because the grinded tissues used for the Type S — 96 well plate, where the germination
seeds of O. cumana was induced with GR24 and DCL, and the Type S where the germination seeds
were induced with sunflower exudates through rhizotrons are the same (Figure 2). The results
showed that brown mustard had strong inhibition effects for both stimulations approaches,
whereas fodder radish and turnip rape were less efficient to reduce O. cumana germinations when
the seeds germination was stimulated by sunflower roots exudates. This may highlight that the
affinity between the induction molecules produced by sunflower, potentially a non-canonical

family of strigolactones (Yoneyama et al., 2018), and the receptors presents on O. cumana, is
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stronger than the one between the synthetic compounds DCL or GR24 and the receptors. Thus, this
may prevent the ITCs produced by fodder radish or turnip rape to interact with the receptors of O.
cumana and inhibit the germination. Further researches are needed to address these hypotheses,

using transcriptomic approaches with and without ITCs, and induction molecules.

Interestingly, the only non-Brassicaceae cover crop used in this study (purple vetch) led to
contrasting results as it strongly inhibited O. cumana germination when seeds were exposed to an
induction with GR24 and DCL, whereas significant increases of O. cumana germination were
observed during the repetition three and the repetition four (Figure 4.C) using the rhizotron
approach. The inhibitory effects observed in our study on O. cumana has not been reported before
to our knowledge. During our study, it seems important to emphasize that the vetch, used for the
repetitions that leaded to stimulations of germination, were sampled when the crop started to
freeze. However, it is unclear if it is directly or indirectly related to our observations. Studies
conducted in growth chamber showed that inter-cropping host Fabaceae with berseem (Trifolium
alexandrinum) reduced significantly the germination rates and the number of tubercles of O.
crenata per plants (Fernandez-Aparicio et al., 2010). The authors suggested interactions among
berseem root exudates and those of the host plant. More precisely, the authors also suggested
allelopathy as the mechanism for O. crenata inhibition. Overall, Fabaceae exudates are source of
various molecules such as triterpene, sterols and polyphenols (Cimmino et al., 2018), but the
molecules involved in the inhibitions observed in our study needs to be assessed. On the other
hand, stimulations of O. cumana germination were observed through the rhizotron approach. Such
stimulation effects of O. cumana seeds germination following their exposition to Fabaceae were
also reported, compared to an untreated control (Fernandez-Aparicio et al., 2009). The species that
induced germination were chickpea (19.4%), faba bean (8.2%) and berseem (5%). All the
germination rates observed by Ferndandez-Aparicio et al., 2009 were, however, well below the
germination rates induced by GR24 (around 80%) and sunflower exudates (92%) that they
observed. The authors concluded that O. cumana had an intermediate specialization in root
exudates recognition, compared with other Orobanche species such as O. densiflora, O. gracilis and

O. hederae that were highly specialized toward their host crop.
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Altogether, these results highlight some potential control effects of O. cumana germination (as an
inhibitor with brown mustard and eventually an inductor with purple vetch). However, it needs to
be assessed in greenhouse and field conditions, as the in vitro approach used in this study maximize
the liberation and the persistence of biocidal compounds unlike in field conditions, where the ITCs
and the other molecules may be loosed rapidly by various ways as volatilization or adsorption to
soil organic matter (Gimsing and Kirkegaard, 2009). If the potential control is confirmed, the use of
these crops and biofumigation as a control method could be implemented in an integrated pest
management strategy. The benefits for sunflower protection against O. cumana could increase the
bundle ecosystem services provided by Brassicaceae and Fabaceae that are already widely
documented on soil physical properties (Blanco-Canqui and Ruis, 2020) and nitrate or nitrogen
recycling (Tribouillois et al., 2016; Couédel et al., 2018b). Regarding V. dahliae control, field
experiments are also needed but some previous studies showed that the efficiency of the
technique to control Verticillium wilt is variable. It had been shown that broccoli residues
incorporation reduced significantly Verticillium wilt severity on cauliflower (Subbarao et al., 1999),
and fodder radish reduced significantly Verticillium wilt incidence (Couédel et al., 2021) and
severity (Ait Kaci Ahmed et al., 2022) on sunflower, when biomass and weather conditions are
favorable, whereas Hartz et al. (2005) observed no reduction of Verticillium wilt on tomato, after
an exposition to brown mustard. The efficiency of biofumigation depends on several factors related
to the crop and the climate conditions during and after the pulverization and incorporation of the
Brassicaceae (Matthiessen and Kirkegaard, 2006; Ait-Kaci Ahmed et al., 2020). Thus, further field
studies are needed to assess and maximize the potential of cover crops and biofumigation for

sunflower soil-borne control.

I1.3. Essais complémentaires portant sur les effets des broyats sur

I’Orobanche (fixation et émergences)
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[1.3.1. Introduction

Afin de permettre de se rapprocher de conditions plus réalistes concernant la durée de I'essai ainsi
qgue la présence de sol, des essais complémentaires en plagues de culture et en pots ont été
réfléchis. lls permettent également de prendre en compte différents facteurs de perte des ITCs
(Figure 30) tels que la volatilité, le lessivage et I'adsorption aux particule de matiére organique. En
effet, I'exposition aux broyats a été réalisée en milieux hermétiques (boites en plastiques closes et
enveloppées d’aluminium, et verres fermés par des boites de Petri scellées avec du Parafilm). Cette
limite a été levée dans le cas de I'étude, en plein champ, des effets de la biofumigation, aprés des
cultures intermédiaires de Brassicacées et de Fabacées seules ou associées, sur la Verticilliose du
tournesol (Chapitre 3 de la thése). Concernant I’0. cumana, les parcelles expérimentales d’Auzeville
étant préservées des infestations de cette plante holoparasite, il n’a pas été possible de mener un
essai expérimental en plein champ. Il est a noter qu’un essai préliminaire au champ est en cours
chez un agriculteur dans le cadre du projet CIMS-ON (Plant2Pro). Dans le cadre de cette thése,
I'alternative a un essai en plein champ a été la mise en place d’expérimentations en chambres de
culture et sous serre. La question scientifique traitée s’intéresse cette fois-ci aux effet que peuvent
avoir les broyats de Brassicacées ou de Fabacées sur des phases ultérieures a la germination : celle
de la fixation de I'Orobanche aux racines de tournesol, et celle de leur émergence (contrairement
aux essais précédents qui s’arrétaient a la phase de germination). Cela permettrait donc d’évaluer
plus précisément les effets des CIMS et de la biofumigation sur la capacité de I'Orobanche a
engendrer des dégats au tournesol (aprés sa fixation) et a se multiplier (aprés sa phase
d’émergence).Les deux dispositifs mis en place et résultats de ces essais supplémentaires sont

détaillés ci-dessous.

11.3.2. Matériel et méthodes

[1.3.2.1. Essais en chambre de culture

L’évaluation des effets de broyats de moutarde brune (deux essais) et de vesce du Bengale (un
essai) a été réalisée dans un dispositif en plaques de cultures (Figure 38). Le choix de ces espéces
s’est fait en fonction des résultats obtenus en plaques 96 puits lors desquels les inhibitions de

germination les plus importantes des graines d’O. cumana avaient été observées apres leur
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exposition a ces deux espéces, en comparaison au témoin sans traitement et aux autres

Brassicacées utilisées (radis fourrager et navette fourragere).

Le matériel biologique utilisé est détaillé dans le Tableau 5 pour chacun des deux essais.

Tableau 5 — Matériel biologique (pathogéne et végétal) utilisé pour chacun des deux essais visant
a évaluer les effets de broyats de couverts sur la fixation et I'’émergence de I'Orobanche, en
chambre de culture

Essai 1 Essai 2
Orobanche Population Bourret Population
cumana 2020 RCO
Variétés Moutarde brune Moutarde
de broyats var. Etamine brune var.
de L. ) Etamine
couverts (Semé a AuzeV|II'e
le 08.09.20 puis Vesce du
prélevée en fin de Bengale var.
floraison le Titane
29/03/21) . .
(Semé a
Auzeville le
08.09.20 puis
prélevée en
début
floraison de Ila
moutarde
brune, en
Février 2021)
génotype Lignée sensible Lignée
de XRQ (h = 11 sensible XRQ
tournesol répétitions), (n=11)
fournie par le o
LIPME Varu?te
sensible
MAS82.0L (n =
25), fournies
par MAS Seeds

Les graines d’Orobanche ont été directement inoculées dans le substrat épandu dans les alvéoles
de la maniere suivante : 1,5g de graines d’Orobanche non tamisées, mélangées a 9 L de terreau
pour 3 L de sable, pendant 15 min a la bétonniére. Les plaques de culture ont les dimensions
suivantes : 5,5 cm * 5,5 cm * 16,5 cm. Elles sont remplies avec 200 mL de ce substrat inoculé de

graines d’0O. cumana (Figure 38). Les critéres de choix de ce substrat sont (i) son utilisation en
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routine par MAS Seeds dans leurs essais sur I’'Orobanche car sa texture globalement aérer permet
un déracinement facile des plants de tournesol pour le comptage des fixations. En outre,
I'utilisation de terreau stérile réduit les risques de contamination du tournesol par d’autres
pathogenes, et il permet une bonne imbibition en eau et une bonne rétention de cette derniére.
Le sable permet au contraire d’assurer un bon drainage. Il est a noter que le terreau est riche en
matiére organique (bien que celle-ci n’ait pas été exactement quantifiée), ce qui suggere une

adsoprtion importante des ITCs, réduisant ainsi leur persistance.

Figure 38 — Plaque de culture contenant le substrat inoculé de graines d’Orobanche du tournesol
et semée avec les graines de la variété sensible MAS82.0L et I'hybride sensible XRQ. Le traitement
présenté sur la photo est le témoin sans broyat (Photo personnelle)

Lors de I'Essai 1, nous avons uniquement testé les effets de broyats de moutarde brune, et nous
avons réalisé I'incorporation des broyats dans le substrat selon deux modalités. Ainsi, au lancement

de I'essai (JO sur la Figure 39) nous avons :

- Semer les traitements témoins avec les graines de tournesol

- Semer le tournesol et incorporé les broyats de moutarde brune le jour méme pour la modalité

Broyat JO semis du tournesol
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- Incorporé les broyats de moutarde brune et le tournesol a été semé 7 jours plus tard, pour la
modalité Broyat J-7 semis. Cette modalité permet de se rapprocher des conditions réelles ou les
couverts broyés sont enfouis dans le sol puis le tournesol est semé (quelques jours a quelques mois

plus tard, selon la durée du cycle de développement et la date de destruction du couvert).

Les broyats sont incorporés a raison de 7,7 g de matiére fraiche par alvéole, ce qui correspond a
environ 4 t de MS.ha™. Les alvéoles étant profondes, elles ont d’abord été remplies & moitié, puis
les broyats ont été mélangés a la deuxieme moitié du substrat, afin d’éviter un effet de dilution,
bien gu’il soit connu que la volatilité des ITCs puisse permettre une action plus loin que le point de
contact entre Brassicacée et substrat (Angus et al., 1994b). Un témoin sans broyat, commun a ces
deux modalités, a été démarré le méme jour que le semis de la modalité pour laquelle les broyats

sont enfouis le jour du semis du tournesol (modalité broyat JO semis du tournesol) (Figure 39).

Juste aprés I'enfouissement des broyats et du semis du tournesol, le substrat contenu dans les
alvéoles est arrosé a I'arrosoir avec une quantité approximative de moins de 25 mL afin de favoriser
les germinations des graines de tournesol. Cela a également 'avantage de maximiser |’hydrolyse
des glucosinolates en ITCs. Les plaques de culture sont ensuite placées dans des bacs eux-mémes
placés en chambre de culture a 23°C et 25°C, a une photopériode de 16h/8h. L’arrosage des bacs
contenants les plaques est équivalent pour toutes les modalités (environ 200mL toutes les 48 a
72h), afin de permettre une humidification du substrat par capillarité, sans lessiver les graines

d’Orobanche vers le fond des alvéoles.

Lors de I'Essai 2, nous n’avons conservé que la modalité Broyat J-7 avec un enfouissement de
broyats de moutarde une semaine avant le semis du tournesol et I'avons décliné a I'utilisation de
broyats de vesce du Bengale. Le déroulement de I'enfouissement des broyats, du semis et de
I'arrosage des plaques de culture est le méme que pour I'Essai 1, bien que la population
d’Orobanche utilisée (RCO) soit différente, et considérée comme plus agressive que Bourret 2020
par les experts (Tableau 5). Il est & noter que lors de ce 2°™ essai, le témoin sans broyats a été semé
une semaine avant les traitements avec broyats, a cause de contraintes en main d’ceuvre, les
expérimentations étant réalisées en dehors de INRAE. Selon les experts de I'Orobanche a MAS

Seeds ayant participé a cette expérimentation, ce délai d’'une semaine n’impacte pas les
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compptages de fixation et d’émergences. Ces dires d’experts ont été confirmés par les résultats de
I’'Essai 1 : Deux traitements ayant recu des broyats de moutarde brune et ayant été semés avec une
semaine d’écart a mené a des nombres de fixations ne présentant aucune différence significative.

Les différentes étapes des deux répétitions sont résumées dans la Figure 39.

Témoin

.“ I

Broyat MB

Broyat MB  Broyat MB Témoin Broyat VB
J-7 semis

JO semis J-7 semis J-7 semis

0 E ?

1+42

l‘

Figure 39 — Schéma des étapes des deux essais de I'essai visant a évaluer les effets de broyats de
Brassicacées ou de Fabacées sur la fixation et I'émergence de I'Orobanche du tournesol, en plaques
de culture. Lors de I'Essai 1, des broyats de moutarde brune ont été incorporés 7 jours avant le
semis du tournesol, ou le jour du semis du tournesol. Lors de I'Essai 2, les broyats de moutarde
brune (MB) et de vesce du Bengale (VB) ont été incorporé 7 jours avant le semis du tournesol (J-7).
Quarante-deux jours aprées le semis des graines de tournesol du traitement témoin (correspondant
a 36 jours aprés semis du tournesol des modalités J-7 semis), les orobanches fixées et émergées
ont été dénombrées a I'ceil nu, selon leur stade de développement.

Lors des deux essais, les comptages du nombre d’Orobanches fixées ont été réalisés, a J+42 des
semis du témoin, ce qui correspond a J+36 pour la modalité « Broyat J-7 », puisque le tournesol a
été semé 7 jours plus tard (Figure 39). Nous avons comptabilisé a I'ceil nu le nombre d’Orobanches
émergées ainsi que le nombre d’orobanches fixées, en distinguant les différents stades : nodules,

bourgeons et tubercules (Figure 40), aprées avoir soigneusement déraciné les tournesols et les avoir

124



délicatement nettoyés sur des tamis afin que le substrat soit éliminé sans que le systéme racinaire

ne soit perdu.

Tubercule

N

|
Nodule(

\
.

Bourgeon \ ;

Figure 40 — Stades de développement (nodule, bourgeon et tubercule) de I'"Orobanche cumana

fixée a une racine de tournesol, avant émergence hors du sol. (Photo personnelle)

[1.3.2.2. Essais sous serres

L’essai en plaques de culture décrit ci-dessus est limité dans le temps a cause de la taille restreinte
des alvéoles contenues dans les laques de culture, pouvant contraindre le développement du
systeme racinaire. La durée de I'essai a d(i prendre fin au bout d’environ 1 mois et demi. Une
expérimentation complémentaire visant a évaluer les effets des broyats de Brassicacées et de
Fabacées sur une plus longue période sur le nombre d’émergences d’Orobanche a donc été mise
en place en pots de 3 L, sous serre. Cet essai a également permis de diversifier les especes testées
en incluant le radis fourrager et la moutarde blanche, qui seraient possibles a utiliser dans le cadre
d’une biofumigation en plein champ. Le matériel biologique utilisé est résumé dans le Tableau 6.
Les génotypes de tournesols choisis sont la lignée sensible XRQ afin de répéter 'essai et I’hybride

commercialisé DKF3333. Les deux sont considérées comme sensibles a O. cumana.
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Tableau 6 — Tableau récapitulatif du matériel biologique utilisé dans le cadre de |'essai sous serre
visant a évaluer les effets de broyats d’especes de Brassicacées ou de Fabacées sur les émergences
de I'Orobanche du tournesol

Essai sous serre

Orobanche Population Bourret 2021
cumana
Variétés Moutarde brune var. Etamine (prélevée a
de broyats floraison le 04/01/2022)
de s
Moutarde blanche var. Abraham (prélevée a
couverts .
floraison le 16/12/2021)
Radis fourrager var. Anaconda (prélevé le
04/01/2022 avant floraison)
Vesce du Bengale var. Titane (prélevée le
16/12/2021)
Génotypes Lignée sensible XRQ (n = 10 répétitions), fournie
de par le LIPME
tournesol

Hybride sensible DKF3333 (n = 10 répétitions),

fourni par Syngenta

a) Conditions de culture des CIMS : Les échantillons de CIMS utilisée dans le cadre de cet essai sont
issus de prélévements réalisés en plein champ sur des CIMS semées le 31/08/2021 sur une parcelle
expérimentale du lycée agricole a Auzeville Tolosane, dans le Sud-Est de Toulouse (43.539 N, 1.489
E). Les semences ont été fournies par Cérience et R.A.G.T et les densités de semis étaient les
suivantes : 100 gr.m-2 pour la moutarde brune et la moutarde blanche, et 80 gr.m-2 pour la navette
fourrageére, le radis fourrager et la vesce du Bengale. Les CIMS n’ont recues aucun traitement
phytosanitaire. Les dates de prélévements été choisies de maniére a prélever les Brassicacées
lorsqu’elles étaient a floraison, quand c’était possible, et la vesce du Bengale a été prélevée en mi-

décembre a cause d’antécédents de gel observés les années précédentes (Tableau 6). Environ 5 kg
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de matiere fraiche a été prélevée pour chaque CIMS. La méthodologie de ringage, broyage et
stockage des échantillons est similaire a celle décrite dans le matériel et méthodes de la section
2.1. De maniére analogue a I'essai en plaques de culture de la 2%™ répétition, seul le temps
d’exposition « Broyat J-7 semis du tournesol » a été testé, et décliné pour les 4 especes broyées.
Les quantités exactes de broyats utilisés sont disponibles dans le tableau 7 et ont été calculés de
maniére a atteindre I'équivalent de 4 t de MS.ha™. Lors des essais précédents, la méme quantité
de broyat a été utilisée sans distinction entre espéces. Pour cet essai sous serre, nous avons ajusté
les biomasses fraiches utilisées en fonction des pourcentages d’humidité mesurés espece par

espece (Tableau 7).

Tableau 7 — Quantité de matiere fraiche de broyats incorporés dans les godets, en fonction des
especes de CIMS utilisées, calculées a partir des pourcentages d’humidité, afin d’atteindre des
quantités équivalentes 3 4 t MS.ha™.

CIMS Humidité de Quantité de broyats
I’échantillon équivalente a 4 t de
(%) MS.ha(g)

Moutarde 83,7 12

brune

Moutarde 78,4 9

blanche

Radis 87,8 16

fourrager

Vesce du 88,7 17

Bengale

b) Substrat inoculé avec les graines d’Orobanche : Les broyats de CIMS sont enfouis dans un
substrat inoculé de graines de Bourret 2021 dans les mémes proportions que celles décrites dans
I’essai en plaques de culture : 1,5g de graines d’Orobanches de la population Bourret 2021 pour 3
L de sable et 9 L de terreau, qui ont cette fois-ci été mélangés manuellement dans des bacs pour

homogénéiser la répartition des graines dans le substrat. Des godets (petits pot individuels) de 6,5
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X 6,5 cm sont rempli de ce substrat dans lequel les CIMS sont incorporées avec les quantités
précisées dans le tableau 7. Chaque godet est arrosé avec un apport d’eau de 15 ml, afin de
favoriser I’"hydrolyse des GSLs en ITCs et autres produits de dégradation. Les 10 godets de chaque
traitement sont placés dans des boites hermétiques séparées en fonction des traitements,
refermées avec des couvercles et stockés en chambre de culture a 22°C pendant 7 jours, avant le

semis du tournesol.

c¢) Graines de tournesol : Les akénes des tournesols utilisés dans le cadre de cet essai sont la variété
DKF3333 et la lignée XRQ. Avant le lancement de germination les graines ont été mises a tremper
4h dans une solution de Fluodioxonil ; 0,2L.qt™. Ensuite, elles ont été mises a germer en boites de
Petri dans du papier filtre imbibé d’eau. Les graines ont été stockées trois jours dans I'obscurité a
22°C pour initier la germination. Une graine présentant un hypocotyle a été semée par godet
contenant le substrat inoculé et les broyats incorporés 7 jours plus t6t. Un apport d’eau de 15 ml a
été réalisé sur les traitements avec broyats, et de 25 ml pour les témoins pour compenser
I’humidité apportée par les couverts. L’arrosage doit étre modéré et délicat pour éviter un lessivage
des graines vers le fond ou perturber la germination des graines d’Orobanches sensibles aux
variations d’humidité. Les godets ont ensuite été conservés en chambre de culture a 22°C et 60%
d’humidité pendant 20 jours pour favoriser les émergences de tournesols avant le transfert en serre
expérimentale et permettent une action des ITCs prolongée. Les godets contenant des tournesols
ont ensuite été transférés a la station expérimentale SETE pour acclimatation pendant 10 jours. Au
stade 2 paires de feuilles (Figure 41A), chaque godet a été transféré dans des pots de 3 L rempli de
terreau. Un nombre potentiel total de 100 pots aurait d0 étre rempoté en tenant compte des 2
génotypes x 4 espéeces de CIMS et du témoin, qui ont tous été répétés 10 fois. Néanmoins, quelques
pertes lors des émergences ont réduit ce nombre. Une fois rempotés, les pots ont été arrosés par
un systeme de goutte a goutte a raison de 33 mL pendant 10 minutes, 2 fois par jours, 3 fois par
semaine (Figure 41A). Des symptomes d’oidium ont nécessité un traitement au soufre (Soufre
trituré ventilé a 97,5% ; dosage 20g.10m-2). Une fertilisation azotée a également été réalisée (NPK
17-07-27 (0,6 gr. I'Y) et correcteur de carence en fer et autres nutriments (Hortilion © 0,46gr. I'%),

par ferti-irrigation.
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Les premieres émergences d’Orobanche ont été observées un mois apres le rempotage (Figure
41B). Un comptage hebdomadaire des émergences a dés lors été effectué chaque semaine jusqu’a
atteinte d’un plateau des émergences. Ces comptages ont été réalisées a 7 dates, de 57 jours apres

semis a 98 jours apres semis. Des mesures de hauteurs des plants de tournesol ont également été

réalisés a chaque date de notation du nombre d’émergences.

Figure 41 — Apercu de pots de I’essai sous serre contenant les tournesols et le substrat inoculé avec
de I'Orobanche, (A) irrigué automatiquement par un systéme de goutte a goutte (B) présentant des
émergences d’Orobanche (photos prises par Léa MOUYSSET)

11.3.2.3. Analyses des résultats des essais en plaques de culture et en serre

1. Les données de comptage de fixation et d’émergences d’Orobanche observées lors de I'essai en

chambre de cultures en plaques de culture :

Les deux répétitions et les deux génotypes ont été analysés séparément. Lors de la deuxiéme
répétition, des taux d’infestations ont été calculés a partir des données de comptages de fixation
(tous stades cumulés), car certaines répétitions contenaient deux tournesols au lieu d’un seul. Ces

taux consistent a diviser le nombre d’Orobanche par le nombre de tournesols par alvéoles.

2. Les données d’émergences d’Orobanche lors de I'essai sous serre ont été analysées afin

d’évaluer I'effet du traitement (especes de CIMS ou témoin) sur le nombre d’Orobanches.
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L'hétérogénéité des variances des données n’ont pas permis d’utiliser des ANOVAs a un facteur
pour évaluer les effets des traitements (CIMS ou témoin) sur le nombre d’Orobanches ou le taux
d’infestation. Des tests de Kruskal-Wallis et les comparaisons multiples qui lui y sont associés ont
donc été utilisés. Le seuil de significativité a été fixé a p = 0,05. Les analyses ont été réalisées avec

le logiciel Rstudio version 4.0.5, a I'aide de la fonction kruskal du package Agricolae.

11.3.3. Résultats

[1.3.3.1. Effets des broyats sur Orobanche cumana observé lors des essais en chambres de
culture

Lors de la premiére répétition, le nombre moyen de fixations observées (tous stades de
développement de I'Orobanche cumulés) est de 14,9 fixations par tournesol sur le témoins sans
traitement (Figure 42a). L'incorporation de broyats de moutarde brune a mené a des réductions
significatives du nombre de fixations, pouvant atteindre en moyenne 9,9 fixations en moins, sans
gu’il n’y ait de différences entre le broyats incorporés a JO et les broyats incorporés a J-7 du semis
du tournesol (Figure 42a). Il est également a noter que les tournesols traités avec ce broyats de
moutarde brune incorporé le jour du semis du tournesol (Broyats MB J0), ne présentaient aucune

émergence d’Orobanche.
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Figure 42a—Nombre d’Orobanches fixées au systéeme racinaire de tournesols (Lignée sensible XRQ)
selon différents traitements qui sont le témoin et les broyats de moutarde brune incorporés le jour
du semis du tournesol (JO) ou J-7 avant le semis du tournesol, tous stades de développement de
I’Orobanche cumulées. Les barres d’erreurs représentent les erreurs standards. Des lettres
différentes représentent des différences significatives entre traitements (p < 0.05).

Lors de la deuxiéme répétition, les broyats testés étaient obtenus a partir de moutarde brune et
de vesce du Bengale, enfouis a une seule date qui était a J-7 semis du tournesol.
Les résultats observés lors de la premiére répétition ont été confirmés sur I’hybride sensible MAS
82.0L. Le taux moyen d’infestation tous stades cumulés était de 23,36 orobanches par tournesols
pour le traitement témoin, contre 13,66 et 8,12 orobanches fixées par tournesols des modalités
broyats VB J-8 et broyats MB J-7, respectivement. Ces taux sont significativement (p < 0,01)
inférieurs a ceux observés sur le témoin sans traitement. L'utilisation de broyats de moutarde
brune a par ailleurs significativement (p < 0,01) réduit ce taux en comparaison avec |’utilisation de
vesce du Bengale. Aucune tendance n’a été observée concernant d’éventuelles différences entre
stades de développement de I'Orobanche (Figure 42b), ce qui suggére que I'action des ITCs se fait
précocément (inhibition de la germination ou réduction des fixations). En revanche, les résultats
de cette deuxieme répétition n’ont pas permi de confirmer les résultats obtenus lors de la premiere
répétition sur la lignée sensible XRQ. Les taux d’infestations d’Orobanches étaient en moyenne de

11,8 orobanches par tournesol, contre 6,11 et 7,22 fixées sur les tournesols des modalités « Broyat
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MB J-7 » et « Broyat VB J-7 », respectivement, sans que les différences entre le témoin et les

traitements ne soient significatives (Figure 42).
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Figure 42b — Nombre d’Orobanches fixées au systéme racinaire de tournesols (Lignée sensible XRQ
ou hybride sensible MAS82.0L) selon différents traitements, qui sont le témoin, les broyats de
moutarde brune et les broyats de vesce du Bengale (tous deux incorporés a J-7 semis du tournesol),
tous stades de développement de I'Orobanche cumulées. Les barres d’erreurs représentent les
erreurs standards. Des lettres différentes représentent des différences significatives entre
traitements (p < 0,05).

[1.3.3.2. — Effets des broyats de Brassicacées ou de Fabacées sur les émergences de
Orobanche cumana observés lors des essais sous serre

La Figure 43 représente le nombre total d’'Orobanches ayant émergé a la derniére date de notation
pour les génotypes XRQ (Figure 43A) et DKF3333 (Figure 43B), soit 98 jours apres le semis du
tournesol. Le nombre moyen d’Orobanches émergées a globalement varié entre 5 et 20
Orobanches, tous traitements et tous génotypes confondus. A la derniére date de notation, aucune
différence n’a été observée entre le nombre d’Orobanche émergées des traitements témoins en
comparaison aux traitements ayant regu des broyats de Brassicacées ou de Fabacées, malgré

quelques tendances de réduction du nombre d’émergences, durant le suivi global qui n’ont pas été

132



observées avec la lignée XRQ (Figure 44) mais qui ont été observées avec les traitements radis

fourrager et moutarde blanche avec I'hybride sensible DKF3333 (Figure 45).

A) XRQ B) DKF3333
ab a b ab ab a a a a a
H 3
§20- 2
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Figure 43 — Nombre d’émergences d’Orobanche dans des pots de 3 L semés avec un tournesol de
la lignée sensible XRQ (A) ou de la variété sensible DKF3333, des pots (hors les témoins) ayant regu
des broyats de différentes espéces de CIMS : MBL = Moutarde blanche ; MBR = Moutarde brune ;
RF = Radis fourrager ; VB = Vesce du Bengale. Des lettres différentes représentent des différences

significatives entre traitements (p < 0,05).
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Figure 44 — Nombre d’émergences d’Orobanche dans des pots de 3 L semés avec un tournesol de
la lignée sensible XRQ, en fonction du nombre de jours aprés semis et des pots (hors les témaoins)
ayant recu des broyats de différentes espéces de CIMS: MBL = Moutarde blanche; MBR =
Moutarde brune ; RF = Radis fourrager ; VB = Vesce du Bengale. Les barres d’erreurs représentent

les erreurs standards. Aucune différence significative n’a été observée entre le témoin et les
traitements ayant regu des broyats, lors de la derniere date de comptage (98 JAS).
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Figure 45 — Nombre d’émergences d’Orobanche dans des pots de 3 L semés avec un tournesol de
la lignée sensible DKF3333, en fonction du nombre de jours apres semis et des pots (hors les
témoins) ayant regu des broyats de différentes espéces de CIMS : MBL = Moutarde blanche ; MBR
= Moutarde brune ; RF = Radis fourrager ; VB = Vesce du Bengale. Les barres d’erreurs représentent
les erreurs standards. Aucune différence significative n’a été observée entre le témoin et les
traitements ayant regu des broyats, lors de la derniere date de comptage (98 JAS).

Concernant les notations de hauteurs de tournesols, réalisées conjointement aux comptages du
nombre d’Orobanches émergées, elles ont permis d’observer des différences entre les deux
génotypes (Figure 46). Les plantes XRQ ont présenté des hauteurs moyennes entre 0,2 et 0,6 m
tous traitements confondus lors des dernieres dates de notation, tandis que les DKF3333 ont des
hauteurs moyennes supérieures a 0,5 m. Quel que soit le génotype, il a également été possible
d’observer que les tournesols ayant recu un traitement avec des broyats de vesce du Bengale
avaient tendance a présenter des hauteurs plus élevées que les autres traitements, avec des
tournesols atteignant 1 m pour les génotypes DKF3333 cultivés apres incorporation de la vesce du
Bengale, a la fin de I'expérimentation. Enfin, les tournesols du traitement témoin ont toujours eu
tendance a présenter les hauteurs les plus faibles (Figure 46). A la derniére notation, ces différences

de hauteur entre les tournesols cultivés aprés un témoin sans broyats ou de la Vesce du Bengale
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étaient non significatives (p > 0,05) pour le génotype XRQ (Figure 46a) et significatives (p < 0,01)

pour le génotype DFK (Figure 46b).
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Figure 46 — Hauteurs moyennes des tournesols (A) Du génotype XRQ et (B) du génotype DKF3333,
cultivés aprés différents traitements de CIMS : Moutarde blanche (MBL), Moutarde brune (MBR),
Radis fourrager (RF), Vesce du Bengale (VB) et témoin sans apports de broyats. Les hauteurs ont
été mesurées en fonction du nombre de jours apres semis (entre 57 et 98 jours apres semis). Les
barres d’erreurs représentent les erreurs standards.

[I. 3. 4. Discussion

Des expérimentations en pots, permettant d’intégrer du substrat inoculé d’Orobanche (terreau
avec sable) et d'y cultiver du tournesol. Elles permettent aussi de prolonger la durée de
I’expérimentation jusqu’a la floraison des tournesols (derniére observation réalisée 96 jours apres

le semis), en comparaison aux expérimentations en plaques 96 puits ou mini-rhizotrons
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(observations 7 jours apreés le traitement avec les inducteurs de germination ou la mise en contact
avec des plantules de tournesols), ou en plaques de cultures (environs 1 mois apres le semis). Ces
expérimentations ont abouti a des résultats variables lors du comptage du nombre de fixations et
/ ou d’émergences. En effet, les résultats des essais en plaques de culture ont permis d’observer
des réductions significatives des nombres de fixations cumulées lors des deux essais mis en place
(Essai 1 et Essai 2), mais aucun effet des broyats de Brassicacées ou de Fabacées n’a été observé
lors de ces essais en pots. L'absence de régulation significative en pots peut s’expliquer par la
richesse du terreau en matiére organique, connue pour adsorber fortement les ITCs (Neubauer et
al., 2014). Il n’est pas aussi a exclure que les molécules testées dont les effets biocides ont été
observées en dispositifs réduisants leur volatilité n’aient pas été produites en quantités suffisantes
pour réguler efficacement O. cumana, ou que leur faible persistance n’ait pas permi une durée de

contact suffisante.

I1.4. Discussion et conclusions du chapitre

Les expérimentations menées dans le cadre de ce chapitre avaient comme hypotheses de départ
des réductions du développement du mycélium de V. dahliage ainsi que la formation de ses
microsclérotes grace aux broyats de Brassicacées. Les mémes effets des Brassicacées étaient
supposées concernant I'Orobanche, a ses différents stades de développement (germination,
fixation, émergences). Les observations réalisées ont permis d’identifier un potentiel biofumigant
prometteur des Brassicacées testées afin de réduire voire de completement inhiber le
développement du V. dahliae ou la germination de I'O. cumana et de valider ces hypotheses, en
fonction des approches utilisées. Les approches in vitro employées dans la premiére partie du
chapitre permettent de maximiser la libération et la persistance des molécules biocides, telles que
les ITCs, puisqu’elles sont conduites en milieux confinés (boites hermétiques dans le cas de O.
cumana et verres scellés avec boite de Petri et parafilm dans le cas de V. dahliae). Ces approches
ont conduit aux régulations les plus efficaces, et permettent de suggérer que les molécules volatiles
libérées par les broyats sont impliquées dans ces régulations. En effet, cette approche permet

d’isoler cet effet d’autres processus possibles en plein champ (enrichissement du sol en azote, en
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matiére organique, stimulation de communautés microbiennes, etc...). De plus, les mesures de
GSLs permettent de mettre en évidence des concentrations élevées en sinigrine dans les tissus de
moutarde brune. Cette concentration élevée concernant cette espece est en accord avec la
littérature (Merah, 2015; Couédel et al., 2018) et les quantités d’ITCs issus de la sinigrine ont déja
été corrélées avec des observations de régulation de V. dahliae (Olivier et al., 1999 ; Neubauer et
al., 2014). De telles analyses n’ont pas pu étre réalisées dans le cadre de ce travail de thése car les
concentrations de GSLs ont été analysés selon 3 répétitions issus du méme échantillon, qui a été
prélevé en méme temps que ceux utilisés lors de I'expérimentation, mais sans qu’il n’y ait de lien
entre ces 3 répétitions et les répétitions de I'expérimentation. De plus, les GSLs eux méme ont une
activité biocide tres faible voire inexistante (Brown and Morra, 1997). Une perspective afin de
metre en lien régulation et molecule biocide serait donc de mesurer les ITCs, en réalisant une voire
plusieurs mesures pour chaque espéce de Brassicacée testée mais également pour chaque

répétition de I'essai.

Ces approches ont été complétées par des expérimentations en pots, qui permettent de prolonger
la durée de I'expérimentation et de pouvoir faire des observations sur les nombres d’émergences
d’Orobanche. Ces dispositifs augmentent également les sources de pertes d’ITCs, avec des
volatilités plus importantes, et leur adsorption au substrat, particulierement riche en matiére
organique, matiére connue pour interagir avec les ITCs (Neubauer et al., 2014). Aucune espéce de
broyat n’a permi de réduire significativement les nombres d’émergences d’Orobanche,
contrairement a ce qui avait été observé lors des phases de germination et de fixation. Des pistes
afin d’optimiser les processus de régulation en pots seraient d’utiliser des sols prélevés en plein
champ, dont les teneurs en matiére organique seraient plus réalistes (et plus faibles) que celles
d’un terreau. Il y aurait aussi un intérét a utiliser des variétés de Brassicacées aux concentrations
plus élevées en GSLs, permettant d’augmenter les quantités d’ITCs produites. Ce choix de nouvelles
variétés passerait par un screening des profils de Brassicacées et pourrait s’accompagner par de la
sélection pour répondre a cet objectif. Ces premiers résultats doivent en tout cas encourager la

mise en place d’essais supplémentaires, dans l'objectif de réaliser de nouvelles répétitions
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expérimentales voire également d’évaluer les effets d’autres variétés ou especes de Brassicacées

ou de Fabacées.

Il'y a un intérét a évaluer les effets des CIMS et de la biofumigation en plein champ, car méme si
les effets des ITCs s’averent trop faibles car les molécules pourraient étre trop rapidement perdues,
I'ensemble des processus entrant en jeu apres une biofumigation peuvent potentiellement
engendrer des réductions des infestations d’Orobanche. En effet, I'enrichissement du sol en azote
pourrait potentiellement avoir un impact sur le développement de I'Orobanche et le nombre
d’émergences, bien que les processus soient encore mal caractérisés. Au laboratoire, Westwood
and Foy (1999) avaient démontré que I'ammonium avait une action inhibitrice sur I’élongation de
la radicule de différentes espéces d’Orobanches (sans que O. cumana n’ait été testée). Lors d’un
essai en culture hydroponique, Labrousse et al. (2010) ont mis en évidence que I'augmentation des
concentrations du milieu en macro et micro-élements conduisait a des réductions d’infestation de
0. cumana en augmentant le nombre de parasites nécrosés observés sur un génotype sensible de
tournesol, ou en diminuant le nombre d’orobanches fixées ou leur développement ultérieur, sur
des génotypes résistants de tournesol. Les auteurs suggérent que ces observations peuvent étre
dues a des modifications des forces puits, ou a des effets toxiques de I'azote qui perturberait le
métabolisme de la plante parasite. Enfin, en plein champ, il semblerait au contraire que le nombre
d’Orobanches émergées aux pieds de tournesols soit favorisé par des semis tardifs et des
augmentations en eau et en azote, ce qui pourrait s’expliquer par le meilleur développement du
tournesol se traduisant par une meilleure capacité a servir d’'h6te a I'Orobanche (Grenz et al.,
2008). La variabilité élevée du nombre d’émergences observé dans le cadre de notre étude en pots
ne permet pas pour l'instant d’avoir d’informations sur la question et ce bien gu’il soit probable
que la minéralisation de I'azote soit bien avancée, puisque le relargage de I'azote peut débuter
moins d’une trentaine de jours aprées enfouissement de partie aériennes ou racinaires de Fabacées
(De Notaris et al., 2020), et comme peut le suggérer 'augmentation des tailles moyennes des
tournesols qui a pu étre observée. Ainsi, des essais supplémentaires sur cette question semblent

nécessaires a mener.
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Chapitre Ill — Evaluation des effets des cultures intermédiaires multi-
services et de |la biofumigation sur la protection du tournesol contre

la Verticilliose du tournesol et sur la productivité de la culture
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I11.1. Introduction générale du chapitre

Le chapitre précédent a permis d’identifier des cultures au potentiel biofumigant prometteur,
ayant mené en conditions controlées a une réduction significative du développement du
champignon tellurique Verticillium dahliae. L’objectif de ce 3™ chapitre est d’évaluer en plein
champ les effets des CIMS et de la biofumigation sur les dégats et les dommages de la Vertcilliose
du tournesol. Pour ce faire, quatre années d’expérimentation en plein champ ont été menées dans
des parcelles expérimentales naturellement infestées par V. dahliae ainsi qu’une année dans une

parcelle chez un agriculteur. Ce chapitre est décomposé en trois parties principales :

Une partie présentant les résultats des essais menés pendant quatre ans a Auzeville en parcelles
expérimentales, qui ont été valorisées dans la revue Agronomy : Ait Kaci Ahmed, N., Galaup, B.,
Desplanques, J., Dechamp-Guillaume, G., & Seassau, C. (2022). Ecosystem Services Provided by
Cover Crops and Biofumigation in Sunflower Cultivation. Agronomy, 12(1), 120.
https://doi.org/10.3390/agronomy12010120. La thése ayant démarré en Avril 2019, il est a noter

que les données relatives aux deux premieres années de cette essai ont été obtenusavant le
démarrage de ce présent travail de these, grace a la contribution de Jérémy Desplanques et Benoit
Galaup, des stagiaires du projet CASDAR Crucial, financé par le ministere de I’Agriculture et par la
région Occitanie. Les données des deux années suivantes ont été obtenues durant ce travail de
these et j’ai été appuyé par des stagiaires et I'équipe technique de 'UMR AGIR. Plus précisément,
les données relatives aux cultures intermédiaires semées en 2018 (considérée comme l'année
AUZ19) avaient été recueillies uniquement grace a la mobilisation de I'équipe technique, la thése
ayant démarré juste avant le semis du tournesol de I'année AUZ19. Enfin, il est a noter que ces 4
années d’essais a Auzeville n’ont pas été réalisées sur les mémes parcelles, a I’exception des années
notées AUZ19 et AUZ20 ou la méme parcelle a été utilisée deux années de suite (du fait de I'absence

d’autres parcelles infestées par la Verticilliose disponible, a notre connaissance).

Une partie présentant des résultats complémentaires obtenus a Auzeville en 2020 afin d’évaluer
les effets des CIMS et de la biofumigation sur une variété tres peu sensible a la Verticilliose (variété
TPS), suivant le méme dispositif que celui présenté dans l'article. Cette variété, sélectionnée et
conseillée par MAS Seeds est donc considérée comme moins sensible a la Verticilliose que la variété
sensible utilisée lors des quatre années d’essais. Il est attendu de cette variété qu’elle présente des
dégats et dommages dus a la Verticilliose moins sévéres que ceux présentés par la variété sensible.
Elle permettrait d’évaluer la possibilité de mettre en ceuvre une lutte intégrée contre la
Verticilliose, combinant biofumigation et résistance variétale, et aboutissant a des régulations
importantes de la Verticlliose. Les rendements en grains du tournesol pourraient donc étre
significativement plus élevés suite aux Brassicacées, en comparaison au témoin sans cultures
intermédiaires, grace a cette lutte intégrée.Enfin, ce chapitre contient une partie présentant
d’autres résultats complémentaires obtenus lors d’un essai chez un agriculteur (32). L'objectif

scientifique assigné a cette partie est d’évaluer les effets des CIMS et de la biofumigation pour la
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protection du tournesol selon un itinéraire technique mis en place par un agriculteur, se
rapprochant donc d’avantage des contraintes agronomiques et techniques pouvant étre
rencontrées dans le Sud Ouest de la France lors de la mise en ceuvre de ce potentiel levier
agroécologique dans la lutte de la Verticilliose. En effet, elles peuvent étre nombreuses et parfois
insoupconnées en comparaison a des essais menés en parcelles expérimentales a Auzeville, ou elles
peuvent également étre levées afin d’assurer I'essai (en intervenant avec une irrigation lorsqu’elle

est nécessaire, ou en désherbant manuellement).
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Abstract: In south-western France, sunflower are usually grown in short rotations and after a long fallow period
during which soils are left bare. This practice can favour diseases, caused by soilborne fungi, such as sunflower
verticillium wilt (SVW), as well as nitrate leaching, both of which can decrease yields. Growing cover crops
during a fallow period is an agroecological practice that can provide ecosystem services and mitigate SVW. A
Brassicaceae cover crop that causes biofumigation produces glucosinolates and liberate biocidal compounds
that might regulate SVW biologically. Moreover, the green manure effect of the Fabaceae might increase soil
mineral nitrogen (SMN). To go further, mixtures of Brassicaceae and Fabaceae might mutualise the benefits
that each cover crop has in sole crops. A four-year field study in south-western France tested Brassicaceae
(brown mustard, turnip rape and fodder radish) and Fabaceae (purple vetch) in sole crops or a mixture with
two or three species during the fallow period, followed by biofumigation, and sunflower crop. The cover crops
were characterised, SMN was measured, the SVW and yield were assessed and compared to those of the crop
grown on soils left bare during the fallow period. Purple vetch as a sole crop cover crop significantly increased
SMN before sunflower sowing but only in 2019. Fodder radish as a sole crop reduced SVW severity
significantly, overall, 80 days after sowing, except in 2019, when weather conditions were unfavourable to
biofumigation. Purple vetch as a sole crop also reduced significantly SVW severity in 2017 and 2020. Finally,
sunflower yields after cover crops were higher than those after bare soils, only after purple vetch as a sole crop
in 2020, with a mean increase of 0.77 t ha™'. Mixtures of Brassicaceae and Fabaceae sowed at these densities
resulted in an intermediate SMN level between those in sole crops and the bare soil and they did not
significantly decrease SVW or increase yields. Our results suggest that, cover crops, especially fodder radish or
purple vetch, and biofumigation can provide ecosystem services and increase sunflower yield instead of leaving
soils bare during the fallow period. However, the extent of ecosystem services is markedly affected by soil and
climatic conditions as well as other management practices.

Keywords: agroecological protection; Helianthus annuus; Verticillium dahliae; Brassicaceae; Fabaceae;
glucosinolates; verticillium wilt

[11.2.1. Introduction

Sunflower (Helianthus annuus L.) is one of the main oilseed crops grown worldwide, reaching 57.1
million t of seed produced in 2019-2020 [1]. Mainly cultivated for its oil [2], sunflower has many
agroecological benefits [3]. Sunflower is considered a drought-tolerant crop that uses limited water
resources efficiently [4]. It readily captures soil nitrogen (N) not taken up by the previous crop [5]
and requires few chemical inputs, except for weed control [3]. Although a sunflower crop is a
favourable preceding crop for cereals [6], its productivity is reduced due to a variety of factors (e.g.,
birds, fungal diseases, low and uneven plant populations) [7], drought [8,9] and high temperatures
[10]. Global sunflower production varies greatly from year to year [1], and mean yields in France
have barely exceeded 2 t ha™! for the last 10 years [11].

Fungal diseases are often considered a severe constraint for the stability of sunflower yield. The most
widespread and detrimental diseases in sunflower production are downy mildew (Plasmopara



halstedii), verticillium wilt (Verticillium dahliae), phomopsis stem canker (Phomopsis helianthi), phoma
black stem (Phoma macdonaldii) and white mould (Sclerotinia sclerotiorum) [3,12]. Growing sunflower
frequently during a rotation favours the proliferation of these pathogens. In south-western France,
one of France’s two main basins of sunflower production [5,7], the crop is frequently grown in short
rotations (mainly wheat-sunflower) [6]. The limits of this system are that (i) bare soils during the
fallow period (9 months) lead to nutrient leaching and groundwater pollution [13], and (ii) reduce
soil tillage after sunflower harvest increases fungal inoculums, as infected stubbles remain on the
soil surface [14].

In the past few years, sunflower verticillium wilt (SVW) has been observed widely in France [3,15].
Verticillium wilt is caused by the soilborne ascomycete fungus Verticillium dahliae. Typical symptoms
are characterised by chlorosis and necrosis of leaves, starting from the bottom of the sunflower [16],
and can occur on only one side or the entire plant [17]. These symptoms accelerate leaf senescence
and decrease photosynthetic area [18,19]. V. dahlia persists in the soil through microsclerotia for up
to 14 years [20], even without a susceptible host [21]. V. dahliaze has a wide host range besides
sunflower and can survive on vegetable crops [22-24] and weeds including Chenopodium sp.,
dandelions and white clover [25]. Experiments in south-western France estimated yield losses up to
0.25 t ha?, or 50% in case of severe attacks [19].

In the past, the control of diseases caused by soilborne pathogens, including that of verticillium wilt,
was based on the use of chemical fumigants such as methyl bromide, especially on high-value
vegetable crops [26]. However, such chemical fumigants have been banned from being used in the
European Union since 2005 [27]. To limit SVW, the only disease control method available to date
relies on varietal resistance [19]. However, the circumvention of genetic resistance commonly occurs
in sunflowers [28], and alternative crop protection methods are needed. To this aim, cover cropping
and biofumigation, which can provide ecosystem services such as a biological regulation of
soilborne diseases, have great potential [29]. Biofumigation is an alternative disinfection method to
chemical fumigation, with in situ production of biocidal molecules by plants [30]. This consists of a
form of bio-disinfection that derives from the suppressive effect of glucosinolates on soilborne
pathogens through the liberation of volatile compounds, mainly isothiocyanates. The latter are
released after hydrolysis of glucosinolates by the enzyme myrosinase during tissue disruption and
incorporation into the soil [30,31]. Brassicaceae species have different glucosinolates concentrations
and profiles, whether aromatic, aliphatic or indolyl [32-35]. In vitro experiments using synthetic
isothiocyanates and pot experiments using chopped Brassicaceae tissues showed significant
inhibition of V. dahlige germination or development [36-38]. In the field, biofumigation to control V.
dahlize has more contrasting effects. It is expected to have a biocidal action on V. dahliae
microsclerotia through the liberation of isothiocyanates and other volatile compounds [39]. The
direct biocidal activity is limited in time as the molecules can be lost by volatilisation, sorption onto
soil components, leaching and microbial degradation [40]. For instance, the viability of
microsclerotia and cauliflower verticillium wilt decreased after incorporation of broccoli residues
[41], whereas incorporation of brown mustard did not affect on microsclerotia in the short-term [39],
or on tomato verticillium wilt [23]. In the field, Brassicaceae residues need to be chopped and quickly
incorporated into the soil to liberate these biocidal compounds [40,42—44]. The effectiveness of
biofumigation depends greatly on many factors, such as the quantity of biomass produced [45],
destruction at flowering to obtain peak glucosinolates [44,46,47], along with mild temperatures and
water availability [29,40,44]. The complexity of these factors that influence successful biofumigation
leads to high variability in the provision of a biological regulation service against soilborne
pathogens [48].

The utility of growing cover crops of Brassicaceae for their potential ecosystem service of regulating
soilborne diseases could be supported by other ecosystem services, such as supporting services
related to nutrient cycling. They provide catch-crop effects that decrease nitrate leaching and
groundwater pollution [13]. After the destruction, their moderate C:N ratio releases nitrate into the
soil slowly [49]. Thus, the duration between the destruction of Brassicaceae cover crops and
sunflower sowing determine the cover crop’s green manure effect, or pre-emptive effect, due to
immobilizing nitrate [50]. This pre-emptive effect could be decreased by mixing Brassicaceae and
Fabaceae. Fabaceae increase soil mineral nitrogen (SMN) through N-fixing symbioses [51,52], and
their low C:N ratio allows for rapid mineralisation, which releases nitrate, and an effective-green
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manure service [53]. An increase in SMN is favourable to sunflower development and yields [54].
Brassicaceae and Fabaceae mixtures can provide more benefits than sole cover crops [55]. Mixtures
had higher effective N green-manure effects than Brassicaceae sole crops [13] and maintained the
production of glucosinolates in Brassicaceae [56]. On sunflower, the only study available to date
showed that crop yield increased more after Fabaceae mixtures than after fallow in a reduced-tillage
system and after Brassicaceae in a no-tillage system [57].

Despite a long fallow period between wheat harvest and sunflower sowing that would be
particularly suitable for cover cropping in south-western France, no field study has assessed the
potential of Brassicaceae and Fabaceae cover crops, as a sole crop or in mixtures, in SVW control and
sunflower productivity. Beyond characterising the performances of Brassicaceae and/or Fabaceae
cover crops are grown in sole crops or a mixture of two or three species, the main objectives of this
four-year field study under conditions in south-western France were to (i) estimate the ecosystem
services of cover crops for SMN, (ii) evaluate effects of cover crops and biofumigation on SVW, and
(iii) assess benefits of cover crops for sunflower productivity. We hypothesized that cover crops and
biofumigation would increase SMN after Fabaceae cover crops, reduce SVW severity, especially
after Brassicaceae cover crops, and therefore increase sunflower yields, compared to bare soils. We
also expected the Brassicaceae and Fabaceae mixtures to mutualise the benefits of each species.

[11.2.2 Materials and Methods

[11.2.2.1. Experimental Design and Crop-Management Systems

ield experiments were conducted at INRAE, Auzeville, near Toulouse, in south-western France
(43.528° N, 1.501° E) over four years with cover crops sown in 2015, 2016, 2018 and 2019 prior to
sowing a sunflower in 2016, 2017, 2019 and 2020. The year of the experiment are summarised in 2016,
2017, 2019 and 2020. Auzeville has a temperate oceanic climate (cfb) according to the Képpen climate
classification. The fields selected were naturally infested with V. dahlize. The previous crop was
wheat to follow the most common rotation system in south-western France, except in 2020, when
the previous crop was sunflower. The previous crop, soil texture and soil organic matter content of
each field are resumed in Table B.
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Table B. Field characteristics and crop management for the cover crops and the sunflower of the four-year experiment carried out at Auzeville, France. Cover crops were sown after a previous
crop in 2015, 2016, 2018 and 2019, and the destruction was performed close to the flowering of the Brassicaceae. Sunflower cultivar (cv. 1 or cv. 2) were sown after cover crops destruction in 2016,
2017, 2019 and 2020. Irrigation and N fertilisation are for the growing season measurements from the sowing date to the date of cover crop destruction or sunflower harvest. DAS is for days after

sowing.

Previous Crop

Field Characteristics

Cover-Crop Management

Sunflower Management

Soil Organic Matter

Densities

Irrigation  Destruction

N Fertilisation (klrrigation

Soil Texture Species Cultivars Sowing Date Cultivar Sowing Date Harvest Date
(gkg™) hred ped v wing (Seeds m2) (mm) Date v wing ha) (mm) v
Brown mustard Etamine 08/09/2015 132
Loamy-sand
Durum wheat  12.3 clay Y8 1 rmip rape Chicon 111 0 07/12/2015  cv.1 28/04/2016 0 0 19/09/2016
Fodder radish Anaconda 102
Brown mustard Etamine 05/09/2016 161
Turnip rape Chicon 212
L -sand 33 3
Durum wheat  9.76 lc’amy sandy mm (307122016 cv. 1 20/04/2017 110 0 07/09/2017
clay Fodder radish Anaconda 100 DAS)
Vetch Titane 86
Brown mustard Etamine 28/08/2018 100
h 30 mm (8
Turnip rape Chicon 80 DAS 30 73
Durum wheat 8.57 Loamy clay ) 07/01/2019  cv.2 13/05/2019 60 mm - 18/09/2019
Fodder radish Anaconda 80 30 mm (24 DAS)
DAS)
Vetch Titane 80
Brown mustard Etamine 09/10/2019 100
Turnip rape Chicon 80 20 mm
54 mm (1
Sunflower 8.57 Loamy clay Anacon DAS) 25/02/2020 cv.2 25/05/2020 40 (3 DAS)19/10/2020
Fodder radish q 80 50 mm (58
a DAS)
Vetch Titane 80
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The experimental design progressed over the four years, with one block in 2016,
three blocks of non-randomised design in 2017 and three blocks of completely
randomised design in 2019 and 2020. The factor tested in these experiments was the
cover-crops species before sunflower. The control treatment involved leaving the
soil bare during the fallow period. Weeds and spontaneous emergence of the
previous crop were negligible and left unmanaged. Plots were 6 m wide to allow the
sowing of 12 rows of sunflower. Plot length varied from 12 m (2019 and 2020) to 50
m (2017), to 120 m (2016).

Cover crops treatments were Brassicaceae or Fabaceae commonly cultivated in
south-western France. Seeds were kindly provided by Cérience (Beaufort-en-Vallée,
France). The Brassicaceae species were brown mustard (Brassica juncea cv. Etamine),
turnip rape (Brassica rapa subsp. oleifera cv. Chicon) and fodder radish (Raphanus
sativus cv. Anaconda) and the Fabaceae species was purple vetch (Vicia benghalensis
cv. Titane). The Brassicaceae were selected from preliminary screening experiments
in vitro that assessed their ability to control V. dahlige, and the diversity of their
glucosinolates profiles and concentrations [38,56]. Purple vetch was selected for its
good green-manure effect in sole crops or mixtures Brassicaceae [13] and minimises
competition with Brassicaceae [58]. These cover crops were grown in sole crops all
four years, except the Fabaceae in 2016. In 2019 and 2020, mixtures of two or three
species were tested. A mixture of two species contained one Brassicaceae and one
Fabaceae, while a mixture of three species contained two Brassicaceae and one
Fabaceae, in a substitutive design. All cover crops were compared to bare soil. Four
treatments were tested in 2016, five in 2017, and ten each in 2019 and 2020.

The crops management was carried out by INRAE APC [59]. The cover crops were
sown using a cereal seed drill (Kuhn, Saverne, France) in late August to mid-October
depending upon the weather conditions each year. Species grown in sole crops were
sown at densities recommended by the cover-crop seed distributor and breeder. In
a mixture of two or three species, the sowing density for each species was %2 or ¥4 of
its corresponding sole-crop density (Table B). To ensure homogeneous
development, cover crops were irrigated at sowing by sprinkler except in 2016
(Table B). Cover crops were not fertilised, and pesticide was applied when needed
with an application of ferric phosphate (Certis Europe, Guyancourt, France) against
slugs in 2016 and lambda-cyhalothrin (Syngenta France SAS, Saint Sauveur, France)
against sawfly in 2019. The biofumigation was performed close to the flowering of
the Brassicaceae. The cover crops were chopped using a flail mower (Kverneland,
Klepp, Norway) and quickly incorporated into the soil using a cultivator (Agrisem
International, Ancenis-Saint-Géréon, France). A roller-crimper (SEMAS & FERJU
GOURDIN, Selles, France) ensured good contact between the soil and the chopped
cover crops. In April or May, depending upon the weather conditions each year, a
sunflower cultivar susceptible to V. dahlize was sown. In 2016 and 2017, the cultivar
was the same (cv. 1). As it was no longer commercialised after 2018, another
susceptible cultivar (cv. 2) was sown in 2019 and 2020. Plant density was 7.5
plants.m™? after thinning. Sunflower were cultivated following low-input
management. N fertilisation was adjusted based on soil analyses before sunflower
sowing and was the same for all treatments (Table B). The quantity and timing of
sprinkler irrigation were determined according to precipitation and the soil water
deficit (Table B). Weather conditions (temperatures and precipitation) during cover
crop and sunflower development, as well as the day of biofumigation, varied (Table
O).
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Table C. Climate conditions of the four-year experiment carried out at Auzeville, France. Cumulative growing
degree days and precipitation values are sums of growing season measurements from the sowing date to the date
of cover crop destruction, and sunflower harvest. Climate data at biofumigation are the mean day temperature at
cover crops destruction and the sum of precipitation 7 days from cover crops destruction. GDD is for growing
degree days, Br is for Brassicaceae, and Fb is for Fabaceae.

Cover Crops Biofumigation Sunflower
Year GDD (°C)Precipitation  Temperature Cumulative Precipitation 7GDD )3 Precipitation
Br/Fb? (mm) (°C) Days (mm) (mm)
2015-2016 615|1033 100 13 25 2228 296
2016-2017 686]1119 119 7 1.5 2212 267
2018-2019 1905|1489 191 2 3.5 2147 248
2019-2020 487|1112 400 10 50.0 2319 257

1 Brassicaceae base temperature of 6.9 °C. 2 Vicia benghalensis base temperature of 2.1 °C. 3 Sunflower base
temperature of 4.4 °C according to [61]

11.2.2.2. Cover-Crop and Soil Sampling

111.2.2.2.1. Cover-Crop Sampling and Partial Land Equivalent Ratio Calculation
Before cover-crop destruction and incorporation (biofumigation), samples of the
shoot and root biomass of Brassicaceae and Fabaceae (sole crops and mixtures) were
collected from 0.5 m2 replicates in each plot, except for the roots of vetch in 2017
(wet soils at the date of sampling did not permit to properly sample the roots of
vetch), and the turnip rape in mixtures of three species in 2019 (no germination and
seedling of the turnip rape). Samples came from the middle of the plots to avoid
edge effects between different treatments. The number of plants of each species in
sole crops and mixtures was counted to calculate densities. Shoots and roots were
separated, and the root systems were washed with cold water to remove the
remaining soil. Fresh samples were weighed, then dried at 80 °C for 48 h and
weighed to estimate the total dry matter biomass produced per species. A sub-
sample of each species per plot was ground to estimate C and N content in the tissues
via elemental analyses based on the Dumas method (Elementar MicroVario Cube,
Germany).

In each plot, a sub-sample of Brassicaceae (4-5 plants) was cut into 2-3 cm pieces
and immediately frozen at —-80 °C before lyophilisation for glucosinolates analysis.
Glucosinolate profiles and concentration analysis were performed in specialised
laboratories (Institute for Water and Wetland Research, Radboud University,
Netherlands, for 2016 and 2017 samples, and German Centre for Integrative
Biodiversity Research for 2019 and 2020 samples). Both laboratories used the method
detailed in [61]. The quantities of glucosinolates produced by each Brassicaceae in
sole crops and mixtures were calculated by multiplying dry biomass by the
concentration of each glucosinolate of each profile.

Land equivalent ratio (LER) is defined as the area of a sole crop required to reach
the same biomass as a mixture [62]. It has been used to compare the performance of
sole crops and mixtures for cash crops [63] and cover crops [13]. However, this index
is based on the theoretical density of each species in mixtures. As densities of the
mixtures in 2019 and 2020 frequently differed from the desired densities at sowing
(50:50 or 33:33:33), the partial LER (LERp) for Brassicaceae or Fabaceae was
calculated (1) and compared to the density ratio (DR) between sole crops and
mixtures (2):
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Mixture biomass
LERp =

Sole crop biomass

Mixture densit;
DR = y

"~ Sole crop density

The performance of each of Brassicaceae and Fabaceae was compared (3):

. LERp
Comparison of performance = ———
DR

If the comparison exceeded 1 (i.e., LERp > DR), then the mixtures performed better
than the sole crops, and vice-versa.

111.2.2.2.2. Soil Sampling

Before sunflower sowing, six soil cores were randomly taken at depths of 0-30, 30—
60 and 60-90 cm with a hydraulic core drill within each treatment and each block.
The six cores for each depth were pooled, and SMN content of 12, 45 and 90 soil
samples were analysed in 2016, 2017 and both 2019 and 2020, respectively. The
analysis was done using a continuous flow auto-analyser (Skylar 51,000, Skalar
Analytic, Erkelenz, Germany).

[11.2.2.3. Sunflower Sampling and Disease Assessment

111.2.2.3.1. Assessment of Sunflower Nutrition Status

At flowering, five sunflowers per treatment were sampled and pooled to estimate
the N nutrition status for each treatment. It was quantified using the Nitrogen
Nutrition Index (NNI), calculated according to [64]:

NNI = 22
Nc

where Nm is the total N concentration measured in aboveground tissues and Nc is
the critical total N concentration calculated for the mass of aerial dry matter (ADM)
of sunflower measured in situ (i.e., the minimum N concentration needed to obtain
maximum dry matter production by the crop).

Nc was calculated according to [65] using the critical N-dilution curve for sunflower:

Nc=4.53 x ADM %42

111.2.2.3.2. Assessment of Sunflower Verticillium Wilt Severity

Before SVW appeared, 10 sunflowers (2019 and 2020), 15 (2017) and 25 (2016) were
tagged within each treatment (with three plots per treatment) for the three blocks in
2017, 2019 and 2020 and one block in 2016. Overall, 300 and 675 sunflowers were
recorded in 2016 and 2017, respectively, and 900 sunflowers each in 2019 and 2020.
At the first signs of SVW, 40-50 days after sowing (DAS), symptoms were assessed
weekly. To describe the severity of symptoms on leaves, a rating scale from 0—4 was
used: 0 = healthy plant, 1 = [0-20%], 2 = [20-50%], 3 = [50-80%] and 4 = >80% of the
plant displaying wilt symptoms. Disease severity was assessed up to 96 DAS in 2016
and 2017, 91 DAS in 2019 and 92 DAS in 2020, 1 week before the onset of normal
senescence. At least eight observations were made in 2016, 2019 and 2020, and nine
in 2017.

Disease severity index (DSI) was calculated from the rating scale up to maturity, for
each plot, according to [66]:
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DSI =

100 xnumber of diseased plants in each score xvalue of the corresponding score

total number of plants scored xvalue of the maximum score

Disease development was also assessed by the area under disease progress curves
(AUDPC) of the severity. The AUDPC was calculated according to the equation of
[67]:

AUDPC = 21 [P2251] (84 — 1)

where n is the number of observations, y the rating scale of SVW and t is the DAS of
each observation. AUDPC was calculated for each tagged sunflower and averaged
per plot.
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111.2.2.3.3. Sunflower Yield Estimation

At maturity, sunflowers tagged for SVW monitoring were harvested by hand in each
plot and block for the four years of the experiment. The inflorescences were
threshed, cleaned with a densiometric column, dried at 80 °C for 48 h and then
weighed to estimate sunflower yield for each treatment.

[11.2.2.4. Statistical Analysis

Within each year, mixed analyses of variance (ANOVA) were used to test the effects
of treatment (cover crops and bare soil) on SMN before sunflower sowing, DSI or
AUDPC of SVW at each DAS, and manual yields. Blocks were always used as
random factors. This model was also applied to characterise the cover crops
(biomass produced and C:N ratio). Arcsine and square root transformations were
carried out on all percent data prior to applying statistical analysis to improve the
homogeneity of variance [68]. The assumptions of validity of the models were
checked, and if not respected, square root or log transformations were performed on
the quantitative variables of the analysis. Post-hoc multiple comparisons were
performed to compare among all the different treatments. Correlations of Spearman
and regression models that combined data for all four years were used to assess
relationships between sunflower yield and DSI or sunflower NNI at flowering.
Cover crops were used pooled by botanical family or composition (i.e., bare soil,
Brassicaceae sole crop, Fabaceae sole crop, mixture of two or three species). For all
data analyses, differences among treatments were considered significant at & = 0.05.
Statistical analyses were performed using Rstudio software (R Core Team, 2020).

[11.2.3. Results

[11.2.3.1. Cover-Crop Production and Characterisation

111.2.3.1.1. Cover-Crop Biomass Production

Overall, Brassicaceae sole crops produced more total dry matter biomass (roots and
shoots) in 2016 than in the following years (Figure 47). Fodder radish was the most
productive Brassicaceae during the four years, whereas brown mustard was the
least. Fodder radish biomass reached 6.1 and 4.7 t ha™ in 2016 and 2019, respectively
when sown in September (early sowing; Table B). It produced less biomass the other
years: 2.1 tha™ in 2017 (early sowing) and 2.2 t ha™ in 2020 (late sowing, in October).
Fodder radish produced more biomass than the Fabaceae sole crops, except in 2020,
when purple vetch produced the most shoot biomass.

Overall, Brassicaceae or Fabaceae sole crops produced significantly (p < 0.05 or p <
0.01) more biomass than mixtures per unit area (Figure 47 C,D, Table Appendix 1),
as mixtures were sown at ¥ or 5 of their sole-crop densities. Fodder radish always
produced significantly (p < 0.05 or p < 0.01) more biomass in sole crops than in
mixtures, but differences were inconsistent for the other cover crops. With early
sowing (2019), the total biomass of Brassicaceae sole crops and mixtures was higher
than those of Fabaceae (Figure 47). Conversely, with late sowing (2020), the shoot
biomass of Fabaceae sole crops and mixtures was higher than those of Brassicaceae.
For example, in 2019, fodder radish had highest biomass (3.83 t ha) when associated
with purple vetch (0.61 t ha™) in mixtures of two species. Conversely, in 2020, purple
vetch had the highest biomass when associated with Brassicaceae in a mixture of
two or three species (Table Appendix 1). Based on the LERp, mixtures performed
better overall than sole crops in 2019, as the LERp:DR ratio exceeded 1, except for
purple vetch cultivated with fodder radish and brown mustard in a mixture of three
species (ratio = 0.88). Conversely, in 2020, all Brassicaceae performed better in sole
crops than in mixtures (ratio < 1), whereas purple vetch always performed better in
mixtures (ratio > 1).
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Figure 47. Shoot (above zero) and root (below zero) dry matter biomass (t ha™) for each
Brassicaceae or Fabaceae species cover crops in sole crops or mixtures measured at the cover
crop destruction in 2016 (A), 2017 (B), 2019 (C) and 2020 (D). In 2019, the turnip rape did not
grow in a mixture of fodder radish and purple vetch. Abbreviation letter refers to cover-crop
species with M for brown mustard, T for turnip rape, R for fodder radish, and V for purple
vetch. Error bars represent standard errors.

111.2.3.1.2. Cover-Crop C:N Ratio

The C:N ratio of each cover crop species in sole crops and in mixtures varied among
years (Table Appendix 2). For the four sole crops, the three Brassicaceae had C:N
ratios significantly (p < 0.01) higher than that of purple vetch, regardless of the year.
C:N ratios of the Brassicaceae species in sole crops did not differ significantly. In
mixtures, C:N ratios of the Brassicaceae were always lower than those in sole crops,
and this difference was always significant (p < 0.05 or p < 0.01) in a mixture of two
species (Table Appendix 2). Conversely, purple vetch had an equivalent C:N ratio
in sole crops or mixtures. In 2019, C:N ratios of Brassicaceae in a mixture of two
species were 57-67% of those in sole crops, and that of purple vetch in mixtures was
94% of that in sole crops. Finally, in 2019 and 2020, the C:N ratio of each species in a
mixture of two or three species did not differ significantly, except for brown mustard
in a mixture of three species in 2020 (Table Appendix 2).

111.2.3.1.3. Glucosinolates Production of Brassicaceae Cover Crops

The quantities of glucosinolates produced by each species of Brassicaceae per m? of
soil were calculated as the product of biomass and glucosinolates concentration in
the tissues in sole crops or mixtures in 2016 and 2017 (Figure 48) and 2019 and 2020
(Figure 49). Total quantities of glucosinolates varied highly over the four years of
the experimentation, in accordance with dry matter biomass production (Figure 47)
and the environment. In 2017, the lyophilisation of the fodder radish samples, not
totally achieved, may have induced a volatilisation of the glucosinolates. The three
species of Brassicaceae had contrasting profiles and quantities of aliphatic, aromatic
and indole glucosinolates. In sole crops, brown mustard and fodder radish produced
the most aliphatic glucosinolates, mainly sinigrin and glucoraphasatin, respectively.
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Turnip rape produced less aliphatic glucosinolates but more indole glucosinolates
than the other species. Glucosinolates production also differed between shoots and
roots of the crops. Unlike fodder radish, which produced more glucosinolates in the
roots, the other Brassicaceae produced more glucosinolates in the shoots. Brown
mustard produced five times as many aliphatic glucosinolates in shoots than in roots
each year, unlike fodder radish.

Regarding sole crops and mixtures, the Brassicaceae produced more glucosinolates
in sole crops than in mixtures (Figure 49), as they produced more biomass in sole
crops than in mixtures (Figure 47). However, the quantities of glucosinolates
produced in mixtures were not %2 or ¥ of those produced in sole crops, even though
the mixtures were sown at %2 or %5 of the densities of the sole crops. In a mixture of
two species, fodder radish produced up to 137% of the quantities produced in sole
crops (glucosinolates in the shoots, Figure 49). In a mixture of three species, it always
produced at least 43% of that produced in sole crops. These trends were less

consistent for brown mustard and turnip rape.
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Figure 48. Mean shoot and root glucosinolates production function of the total dry matter
biomass of each species of Brassicaceae cover crop per square meter of soil (mmol.m= soil) in
sole crops in 2016 (A) and 2017 (B). Abbreviation letter refers to Brassicaceae cover-crop with
M for brown mustard, T for turnip rape, R for fodder radish. Error bars represent standard
errors.

153



> = > >
o B B + + > > > + +
= - xx X F * o 14 = - [ & 'F % 14 o
= + @ E i = - E T
121 12
GSL
5%10- &) 3%10-
O o o a
g5 8 i 25 8
N By
UE 6 QE 6
29 20
o o
BE 4] BE 4
2E 2E
%) 21 7] 2
0 0
2 2
g2 2] gz 4]
83 0 83 9
5 5 0
=~ 101 S 107
8 E 121 g E 121
34 141 58141
_.6516' "5516-
o E 181 o E 181
@™ 20+ @™ 20+
224 221
24+ 241
M T R M T R MR RT M T R M T R MR RT
Brassicaceae cover crop Brassicaceae cover crop

Figure 49. Mean shoot and root glucosinolates production function of the total dry matter
biomass of each species of Brassicaceae cover crop per square meter of soil (mmol.m2 soil) in
sole crops and mixture with vetch in 2019 (A) and 2020 (B). In 2019, the turnip rape did not
grow in a mixture of fodder radish and purple vetch. Abbreviation letter refers to cover-crop
species with M for brown mustard, T for turnip rape, R for fodder radish and V for purple
vetch. Error bars represent standard errors.

[11.2.3.2. Soil Mineral Nitrogen Available for Sunflower before Sowing

Cumulative SMN in 0-90 cm soil horizons varied among years (Figure 50), and SMN
in 2016 was the highest, especially after bare soil and brown mustard (100 kg N ha-1).
In the following years, SMN was less than 70 kg N ha-!, regardless of the year and
treatment, with the lowest SMN in 2017 (<50 kg N ha). Within a year, soil after
Brassicaceae sole crops had less N overall than after bare soil, but the differences
were not significant. Conversely, soil after purple vetch in sole crops had more SMN
than that after bare soil, and the difference was significant (p <0.01) in 2019 (Figure
50C), with a cumulative mean increase of more than 50 kg N ha'. After a mixture of
two or three species (Figure 50C,D), SMN was equal to or greater than to those after
bare soil or Brassicaceae, but the differences were not significant. Soils after purple
vetch in mixtures had less SMN than in sole crops. Thus, SMN after mixtures always
lay between those of Brassicaceae and Fabaceae sole crops (Figure 50).
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Figure 50. Soil mineral nitrogen (kg ha™) in the three depth soil horizons (0-30, 30-60, and
60-90 cm) measured at sunflower sowing in 2016 (A), 2017 (B), 2019 (C) and 2020 (D) after
bare soil, Brassicaceae, and Fabaceae cover crops sown in sole crops (A-D) or a mixture (C,D)
with one Brassicaceae and one Fabaceae, or two Brassicaceae and one Fabaceae. Abbreviation
letter refers to BS for bare soil, M for brown mustard, T for turnip rape, R for fodder radish
and V for purple vetch. Error bars represent standard errors. There were no blocks in 2016.
Soil mineral nitrogen that differed significantly from that of bare soil are indicated by * (p <
0.05).

[1.2.3.3. Effects of Cover Crops and Biofumigation on Sunflower Verticillium Wilt

The disease severity index (DSI) measured on the sunflower cultivated after bare
soils reached a mean of 80% in 2016 (Figure 51A) but were only around 45% to 50%
the following years (Figure 51B-F, Supplemental S1 in Supplemental Data). This
highest severity may be due to a high initial density of inoculum and the
susceptibility of the cultivar (cv.1, in 2016 and 2017), which is presumably more
sensitive than cv.2 in 2019 and 2020. The most effective regulations were observed
in 2016, the year when the cover crops produced the highest biomass (Figure 47).
Sunflower cultivated after fodder radish in sole crop tended to have lower DSI in
2016, 2017 and 2020 than that grown after bare soil, and differences were significant
(p <0.01 or p <0.05) at 52, 75 and 81 DAS in 2016, at 84 and 96 DAS in 2017 and 78
and 84 DAS in 2020 (Figure 51A,B,D). Sunflower cultivated after brown mustard and
turnip rape had lower DSI, but it was less consistent than that grown after fodder
radish. DSI was significantly lower (p < 0.01 or p < 0.05) on sunflowers following
turnip rape or brown mustard in 2016 (from 52 to 81 DAS). In 2017, DSI was
significantly lower following turnip rape (at 84 DAS), compared with that after bare
soil. Finally, sunflowers cultivated after purple vetch also showed significantly
lower DSl in 2020 at 64, 71 and 84 DAS, compared to sunflower cultivated after bare
soils. Overall, sunflowers cultivated after a mixture of two or three species did not
have significantly lower DSI.
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The AUDPC values calculated from sowing to 80 to 85 DAS (following the year)
ranged from 30.3 (2019) to 91.7 (2016) on sunflowers cultivated after bare soil and
that were overall consistent with the DSI (Table Appendix 3). The AUDPC value was
significantly (p < 0.01) lower following Brassicaceae compared to bare soil in 2016,
and in 2017 after turnip rape (p < 0.05) and fodder radish (p < 0.01). After purple
vetch, the AUDPC was significantly (p < 0.01) lower compared to the bare soil in
2020, whereas the AUDPC was higher in 2019. Overall, sunflowers cultivated after
a mixture of two or three species did not have significantly lower AUDPC.

A B
100 1 100 1
g 80 - g 80
3 — 5
£ T X
60 1 60 1
> >
= - R &=
(] (0]
@ ]
» 407 8 401
@ (0]
(2] [}
g g
g 20' -(2 20.
a a
0 04
45 52 59 68 75 81 89 96 50 57 64 71 77 84 9%
Days after sowing Days after sowing
C D
100 100 4 — BS
= = — M+
< 801 < g0
3 2 ™
£ £ — R+V
> 60 > 60 1
= =
()] (0]
5 g
2 401 8 401
(] (]
(2] n
g g
% 20 1 a 20 4
(m] o
01 04
43 49 55 63 70 77 8 91 43 49 55 63 70 77 84 91
Days after sowing Days after sowing
E F
100 1 100 1
= 807 =< 807
[4)] ()
o o
= €
> 601 3. 60
@ 1]
o ]
o 407 8 401
(0] @
(2] (%2}
3 g
& 201 3 201
a a
0 04
44 49 56 64 71 78 84 92 44 49 56 64 71 78 84 92
Days after sowing Days after sowing

Figure 51. Annual disease severity index (%) progress curves of sunflower verticillium wilt
in 2016 (A), 2017 (B), 2019 (C,D) and 2020 (E,F). Sunflower cultivar cv. 1 (A,B) and cv. 2 (C-F)
were cultivated after a bare soil, a Brassicaceae or a Fabaceae cover crop in sole crops
(A,B,C,E), or in a mixture with one Brassicaceae and one Fabaceae, or two Brassicaceae and
one Fabaceae (D,F). In 2019, the turnip rape did not grow in a mixture of fodder radish and
purple vetch. The number of sunflowers recorded was 300 in 2016 (A), 675 in 2017 (B), and
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900 in 2019 (C,D) and 2020 (C,D). Abbreviation letter refers to the treatments with BS for bare
soil, M for brown mustard, T for turnip rape, R for fodder radish and V for purple vetch. Error
bars represent standard errors.

[11.2.3.4. Effects of Individual Factors on Sunflower Yield

111.2.3.4.1. Previous Cover Crop

Regardless of the treatment (bare soil or cover crop), mean sunflower yields ranged
from 2.24 t ha and 3.8 t ha™' (Figure 52). Overall, no significant increase in yields
due to cover cropping before sunflower occurred, compared to those after bare soil.
In 2016, the mean increase in sunflower yield was 0.9 t ha™ following fodder radish
cover cropping, but this increase was not observed in the following years. In 2019,
sunflower yield following turnip rape in sole crops or a mixture with purple vetch
was significantly lower (p < 0.05) compared with that after bare soil or after other
cover crops. In 2020, a significant (p = 0.01) increase in sunflower yield (+ 0.77 t ha™)
after purple vetch in sole crops was observed compared to that after bare soil.
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Figure 52. Manual sunflower yields (t ha™?) from the sunflowers monitored for sunflower
verticillium wilt severity after bare soil, Brassicaceae or Fabaceae cover crop in 2016 (A), 2017
(B), 2019 (C) and 2020 (D). The yield after a bare soil is in black, blue after Brassicaceae (B)
sole crops, green after Fabaceae (F) sole crops, red for a mixture with one Brassicaceae and
one Fabaceae (MIX2), and orange for a mixture with two Brassicaceae and one Fabaceae
(MIX3). In 2019, the turnip rape did not grow in a mixture of fodder radish and purple vetch.
Abbreviation letters refer to the treatment with BS for bare soil, B for Brassicaceae, F for
Fabaceae, M for brown mustard, T for turnip rape, R for fodder radish and V for purple vetch.
Dashed lines indicate the mean bare soil yield for the year. Error bars represent standard
errors. Treatments with yields that differ significantly from that of bare soil are indicated by
*(p <0.05).
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111.2.3.4.2. Nitrogen Nutrient index at Flowering and Yields

The relationship between the yield and the NNI is presented in Figure 53A, with
mean values per block after bare soil, Brassicaceae sole crops, Fabaceae sole crops,
and mixtures of two or three species, for the four years of experiment. Mean values
of the yield ranged from 2.3 t ha'to 4.1 t ha™ and the NNI from 0.38 to 1.1. When all
the 4-year data are considered, independent of cover crop treatments and bare soil,
a significant positive Spearman’s correlation (rho =0.54, p <0.01) was found between
sunflower yield and NNI. The linear regression between yield and NNI was also
significant (p < 0.01). The yields increased with NNI increasing. However, no clear
trend or consistent response was found between the treatment used and NNI values.
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Figure 53A. The causal relationship between manual sunflower yield (t ha™) and nitrogen
nutrition index at sunflower flowering cultivated after bare soil (BS), Brassicaceae (B) sole
crops, Fabaceae (F) sole crops, a mixture with one Brassicaceae and one Fabaceae (MIX2), and
a mixture with two Brassicaceae and one Fabaceae (MIX3) in 2016, 2017, 2019 and 2020. Each
point represents the mean values of the yield and the NNI of the composition of each year
and each block. In 2019, the turnip rape did not grow in a mixture of fodder radish and purple
vetch.

111.2.3.4.3. Disease Severity Index at Maturity and Yields

The relationship between the yield and the DSI is presented in Figure 53B, after bare
soil, Brassicaceae sole crops pooled, and Fabaceae sole crops, in 2016, 2017 and 2020.
Values in 2019 and in mixtures were removed due to a lack of significance of SVW
regulation. Regardless of the year or the treatment, yields mean values ranged from
1.89 t ha'to 4.76 t ha! and DSI severity from 11.66% to 70%. A significant negative
Spearman’s correlation (rho = -0.67, p < 0.01) was found between sunflower yields
and DSI. Linear regression between yield and DSI severity was also significant (p <
0.01). The yields decreased with DSI increasing, and the DSI tended to be higher on
sunflower after bare soils, whereas sunflower following cover crops tended to have
lower DSI and higher yields.
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Figure 53B. Causal relationship between manual sunflower yield (t ha™) and disease severity
index (%) at sunflower maturity, for sunflowers cultivated after bare soil (BS), Brassicaceae
(B) sole crops pooled per year, and Fabaceae (F) sole crops in 2016, 2017 and 2020. Each point
represents the mean values (per blocks and plots) of the yield and the NNI of the composition
per year. Data in 2019 and a mixture of two or three species in 2020 were removed from this
regression because no significant regulation of SVW was observed.

[11.2.4. Discussion

This study aimed to assess ecosystem services provided by Brassicaceae and
Fabaceae cover crops in sole crops or a mixture of two or three species, and
biofumigation, on sunflower verticillium wilt and yield, during four field
experiments. Overall, no significant effect of cover crops was observed on SMN
compared to that after bare soils except for purple vetch in 2019. Mixtures with
Brassicaceae and a Fabaceae, tested in 2019 and 2020, did not increase significantly
SMN compared to bare soil. Brassicaceae in sole crops reduced significantly the
AUDPC on cv.1, in 2016 and 2017, except after brown mustard in 2017. This result
was not confirmed on cv. 2, in 2019 and 2020. Sunflower cultivated after fodder
radish in sole crop tended to have lower DSI in 2016, 2017 and 2020 than that grown
after bare soil, and differences were significant at some monitoring dates. The
inconsistent effects of cover crops either in sole crops or mixtures could be due to
soil and climate conditions as well as management practices including the previous
crops in the rotation and sunflower genotypes that differed among the four
experimental years.

[11.2.4.1. Cover-Crop Effects on Soil Mineral Nitrogen Available for Sunflower

Cumulative SMN at 0-90 cm slightly varied among years due to contrasting residual
N left after the previous crop in the rotation, and the cover crops that differed in
biomass and C:N ratio. Soils cultivated with Fabaceae sole crops tended to have
higher SMN than those grown with Brassicaceae sole crops, mixtures, and bare soil.
This result agrees with a previous study [69], which highlighted higher SMN in
spring in soils cropped with vetch than in bare soils. Vetch’s ability to take up nitrate
from the soil and fix atmospheric N, and its low C:N ratio, favours rapid
mineralisation of its residues after destruction [13,70]. Soils cultivated with mixtures

159



always had an intermediate level of SMN between those grown with sole cover
crops and bare soil as previously reported for Fabaceae and Brassicaceae mixtures
[13] as well as legume and non-legume mixtures [58]. Brassicaceae in mixtures with
Fabaceae may have taken up as much or more N as in sole crops, through niche
complementarity with Fabaceae [13] or reduction in intraspecific competition. The
level of N uptake reached by Fabaceae may have increased the N concentration of
residues of the entire mixture, as already hypothesised [13], resulting in more rapid
decomposition and availability of SMN for sunflower. Results of our study suggest
that cover cropping with Brassicaceae, and Fabaceae mixtures may be a promising
practice because SMN are at least equivalent to those after sole crop.

[11.2.4.2. Cover Crops and Biofumigation Effects on Sunflower Verticillium wilt

SVW occurred in all the experimental fields but the severity of SVW varied among
years. Besides the effects of the cover crops and biofumigation, other factors may
have affected the severity of the disease including previous crops in the rotation, the
density of inoculum of V. dahlige in the soil and the susceptibility of the sunflower
cultivar. Indeed, the incidence and severity of SVW are often related to the initial
density inoculum of V. dahliae in the soil [71,72], which in turn may have shaped the
disease development, in interaction with the crop genotype. Although seed
companies classify both cultivars (cv. 1in 2016 and 2017, and cv. 2 in 2019 and 2020)
as “susceptible” to SVW, differences may occur. Moreover, other soil and climatic
factor may have influenced the severity of SVW.

Cover crops biomass production could be involved in regulating SVW. Sole crop
total dry matter biomass production greater than 0.53 t ha! was identified as an
effective biofumigation threshold [45]. Below this threshold, biofumigation was
predicted to be ineffective against various soil-borne pathogens. In our study, fodder
radish produced more biomass each year in sole crops and mixtures than the other
Brassicaceae, which could be due to its rapid growth and deep taproot system
[73,74], This result is important for farmers looking for cover crops that produce
large quantities of biomass with low variability from year to year [75]. Besides
biomass production, the quantity and type of glucosinolates produced by the cover
crop determine the regulation service targeted. The high biomass production of
fodder radish produced relatively large quantities of glucosinolates, especially
aliphatic profiles (mainly glucoraphasatin) in roots, which agrees with analyses of
other studies [56,76]. Brown mustard produced the most aliphatic glucosinolates
each year due to its high and well-known sinigrin concentrations [56,77]. Lower
quantities of sinigrin produced by fodder radish than by brown mustard despite
producing more biomass suggest potential biocidal effects of glucoraphasatin-
hydrolysis products on V. dahlize. Nevertheless, glucoraphasatin-hydrolysis
products may not be the only glucosinolates involved in regulating V. dahliae, as
glucoraphasatin is not present in turnip rape tissues, which also reduced SVW.
Regarding the ineffective effect of brown mustard, the sinigrin produced and its
hydrolysis products may be insufficient to achieve effective control of V. dahline and
SVW in the field. This agrees with predictions suggesting that supplying at least 4 t
ha' of brown-mustard-seed meals (containing sinigrin) to reduce V. dahliae
effectively in soils with high organic carbon content. In commercial fumigation,
controlling V. dahliae requires a large quantity of methyl-isothiocyanates, due mainly
to the aggregated cell mass of its microsclerotia, which protects the fungus from
biocidal compounds [78].

In 2016 and 2017, Brassicaceae cover cropping in sole crops before sunflower cv. 1
reduced significantly the DSI (for some cover crops and overall after 80 days after
sowing) and the AUDPC (except after brown mustard in 2017). In 2019 and 2020,
Brassicaceae cover cropping in sole crops or mixtures before sunflower cv.2 did not
significantly reduce the DSI or AUDPC compared to bare soil, except after fodder
radish in 2020. Turnip rape reduced significantly DSI and AUDPC in 2016 and 2017
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as previously reviewed [29]. The reduction in SVW achieved by fodder radish in our
study agrees with previous results [37], which showed a significant reduction in
microsclerotia germination or development following exposure to chopped fodder
radish under laboratory conditions. Unlike previous reports [36-39], we did not
observe a consistent effect of brown mustard on V. dahlige control, but this result
corroborates the results of a previous study [23]. We showed that cover-crop
mixtures did not seem to regulate SVW, conversely to occasional DSI reduction
following sole crops. This may be related to the reduction of Brassicaceae biomass
sown at %2 or ¥ of their densities. The quantities of glucosinolates produced in
mixtures were therefore reduced, even though glucosinolates concentrations did not
decrease by the %2 or % of those measured in sole crops, as also observed in a
previous study [56]. Our study also showed that despite applying the same
Brassicaceae cultivars, the regulation of SVW differed over years. The lack of a
significant decrease in SVW after Brassicaceae in 2019 could be attributed to
unfavourable weather conditions (2 °C at the destruction and incorporation of cover
crops) for optimal hydrolysis of glucosinolates into isothiocyanates and other
biocidal compounds. This enzymatic reaction depends on many factors, such as
temperature and moisture [29,39,40]. Thus, the quantities of glucosinolates per m?
of soil calculated in our study may not be related to the presence or persistence of its
products of hydrolysis (e.g., isothiocyanates) in the soil. This hypothesis is
supported by studies that highlight the importance of mid to high temperatures (at
least above 10 °C) for isothiocyanates production [79,80].

Interestingly, purple vetch in sole crops led to contrasting effects following the year.
The AUDPC significantly increased on sunflower in 2019 but was significantly lower
in 2020 compared to the bare soil. In 2019, symptoms of Phoma macdonaldii and
premature ripening were observed on sunflowers. A previous study showed a
strong positive correlation between high nitrogen supply and premature ripening
caused by P. macdonaldii [81]. The SMN measured after purple vetch in 2019 was
significantly higher compared to bare soil and may have led to an increase of P.
macdonaldii development which caused overexpression of V. dahlize symptoms.
Conversely, a significant reduction of SVW after purple vetch was measured in 2017
and 2020 and symptoms of P. macdonaldii were scarce. This is, to our knowledge, the
first study that reports a reduction of SVW after a Fabaceae cover crop. Similar
results were reported on potatoes cultivated after Austrian winter pea [82,83],
highlighting a significant reduction of V. dahlige inoculum density and verticillium
wilt incidence, compared to fallow controls. This result raises many hypotheses
between the SMIN after Fabaceae, the N status of the plant and V. dahliae relationship,
poorly understood to date [84]. A previous study showed a strong negative
correlation between soil nitrates concentrations and V. dahlige inoculum density,
after organic and inorganic soil fertilisation [85]. The reduction of V. dahlize was
enhanced with livestock manure-based compost, which had the highest N
composition. The authors hypothesised a direct toxic effect of ammonia and nitric
acid on the membranes of microsclerotia, as also showed before [86]. In addition, the
incorporation of green manure could stimulate antagonist microbial communities
[82,83]. This is supported by a study that highlighted a negative correlation between
the densities of Fusarium equiseti and V. dahliae, after cover crops (including Austrian
winter pea) incorporation in the soil [87]. Finally, the reduction of SVW after purple
vetch could also be explained by a better nutrition status of the sunflower, leading
to a better defence of the plant against some pathogens, as known for several crops
pathosystems [88].

111.2.4.3. Sunflower Production

Overall, no clear trend of sunflower yield increase was observed after cover crops
(sole crops or mixtures), over the four-year field experiment (Figure 52). However,
in 2020, a significant increase in sunflower yields was observed following purple
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vetch in sole crops. An increase in cash crop yields following Fabaceae cover crops
had already been observed like for maize after hairy vetch [89]. Moreover,
considering the four years of the field experiment, a significant positive relationship
was highlighted between yields and NNI (Figure 51). The N supply after Fabaceae
could support the positive causal relationship between NNI at sunflower flowering
and the yield, as an increase in SMN is favourable to sunflower development and
yields [54]. Yields after Brassicaceae sole crops did not differ significantly from those
after bare soils, except in 2019, when turnip rape (in sole crops and bispecific
mixtures) had significantly lower sunflower yield. Results that show an increase in
cash-crop yield after a Brassicaceae sole crop are inconsistent in other studies; no
effects of Brassicaceae on potato tuber yields, despite a significant reduction in
verticillium wilt, were reported [82,83]. Conversely, an increase in potato tuber yield
after Brassicaceae, compared to that after bare soils had also been observed [90].
Negative effects of brown mustard on sunflower yield were reported [91], the
authors hypothesised N immobilisation due to a large quantity of residues with a
high C:N ratio. Overall, our study identified no significant increase in sunflower
yields after cover crops in mixtures within a year. Finally, a negative causal
relationship was found between yields and DSI with mean values in sole crops in
2016, 2017 and 2020 (Figure 53B), This result, to some extent, is similar to previous
studies on sunflower, potatoes and strawberry [19,92,93] suggesting that regulation
of SVW is an important factor for maintaining sunflower yields.

[11.2.5. Conclusions

This four-year field study provides some evidence that cover cropping and
biofumigation could represent promising agroecological methods to reduce SVW
and increase sunflower yield, instead of leaving the soils bare during the fallow
period. Fodder radish or purple vetch seems to be the most suitable species to
provide ecosystem services (increase in SMN or decrease in SVW). However, the
susceptibility of the sunflower cultivar, soil and climate conditions seem to shape
largely the potential of cover crops in providing the desired ecosystems services, as
shown by the inconsistency of the results obtained over the years. Further studies
are needed to fill the current knowledge gap concerning the mechanisms that drive
the control of SVW by these cover crops. While, in general, the benefits of cover crops
mixtures did not confirm the hypothesis of mutualisation, each sole crop species
provided ecosystem services that support the utility of mixing species during the
fallow period. To maximise these services in mixtures, future experiments are
needed to determine optimal densities to be sown in mixtures. The contrasting
weather conditions throughout the four-year experiment, especially at cover crop
destruction, highlight the importance of maximising the biomass of the cover crop
and performing biofumigation at mild temperatures to foster the expected
regulation service and obtain a significant reduction in SVW.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
www.mdpi.com/xxx/sl, Table S1: Annual disease severity index (%) progress curves of
sunflower verticillium wilt recorded in 2016, 2017, 2019 and 2020. Sunflower cultivar cv. 1
(2016 and 2017) and cv. 2 (2019 and 2020) were cultivated after bare soil, a cover crop of
Brassicaceae in the sole crop, Fabaceae in sole crops, or mixtures. The number of sunflowers
recorded was 300 in 2016, 675 in 2017 and 900 in 2019 and 2020. In 2019, the turnip rape did
not grow in a mixture of fodder radish and purple vetch. Numbers in brackets represent
standard errors. DAS is for the day after sawing.
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Appendix A

Table Appendix 1. Dry matter biomass (t ha™) of each cover crops species in sole crops and
in a mixture of two or three species measured at the destruction of the cover crop, in 2016,
2017, 2019 and 2020. SE represents the standard error. Abbreviations ns, *, **, ** indicate non-
significant, or significant differences at p < 0.05, 0.01 or 0.001, respectively. NA indicate non
applicable (no data available to test this interaction).

Significance of the Comparison

between the Biomass of the

Year Cover Crops Biomass (t ha™®) SE
Cover Crop in Sole Crop and in a
Mixture
AUZ16 Brown mustard 4.17 0.29 /
Turnip rape 4.96 0.19 /
Fodder radish 6.06 0.30 /
AUZ17 Brown mustard 1.38 0.19 /
Turnip rape 1.50 0.19 /
Fodder radish 2.11 0.29 /
Vetch 1.88 0.31
AUZ19 Brown mustard 3.58 0.13 /
Turnip rape 3.12 0.32 /
Fodder radish 4.74 0.22 /
Vetch 2.14 0.27 /
Brown mustard * Vetch 2.02/0.96 0.12/0.05 *k [rk
Turnip rape * Vetch 0.94/0.98 0.38/0.17 *EK [E ¥
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AUZ20

Fodder radish * Vetch

3.83/0.61

Brown mustard * Fodder radish *

Vetch

Turnip rape * Fodder radish * Vetch NA/3.72/0.38

Brown mustard
Turnip rape
Fodder radish

Vetch

Brown mustard * Vetch
Turnip rape * Vetch

Fodder radish * Vetch

0.76/1.93/0.45

1.39
1.60
2.17
2.71
0.80/1.54
0.95/1.22

1.31/1.37

Brown mustard * Fodder radish *

Vetch

Turnip rape * Fodder radish * Vetch 0.69/0.53/1.06

0.49/0.81/0.82

0.21/0.17

0.12/0.28/0.09

NA/0.77 /0.13
0.17

0.10

0.09

0.20
0.08/0.12
0.10/0.18

0.19/0.25

0.06/0.10/0.14

0.10/0.08/0.21

nS/***

***/***/***

NA/ns/***
/
/
/
/

ok [k K
ok [k K

**/***

***/***/***

***/***/***

Table Appendix 2. C:N ratios of each cover crops species in sole crops and in a mixture of two or three species
calculated from C and N contents at the destruction of the cover crop, in 2016, 2017, 2019 and 2020. SE represents
*, %, #** indicate non-significant, or significant differences at p < 0.05 or p <
0.01, respectively. NA indicate non applicable (no data available to test this interaction).

the standard error. Abbreviations ns,

Significance of the Comparison of

Year Cover Crops C:N Ratio SE the C:N Ratios between Sole Crop
and a Mixture
2016 Brown mustard 14.64 0.88 /
Turnip rape 14.43 1.11 /
Fodder radish 13.47 0.97 /
2017 Brown mustard 19.61 1.52 /
Turnip rape 19.83 0.51 /
Fodder radish 20.89 1.35 /
Vetch 10.79 0.26 /
2019 Brown mustard 28.31 1.4 /
Turnip rape 24.43 1.26 /
Fodder radish 26.8 0.43 /
Vetch 12.9 0.69 /
Brown mustard * Vetch 16.25/12.13 2.26/0.19 */ns
Turnip rape * Vetch 16.34/12.09 0.48/0.06 */ns
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Fodder radish * Vetch 17.83/11.98 1.97/0.11 */ns

B tard * Fodder radish
*r\c,);’::hmus ard ™ rodderradish, ¢ 54/19.75/12.58 3.30/2.96/0.25  **/ns/ns

Turni * Fodder radish *
urhip rape = rodder radish “\a/21.14/11.8  NA/1.98/0.26 NA/ns/ns

Vetch
2020 Brown mustard 22.62 0.7 /
Turnip rape 24.35 0.83 /
Fodder radish 24.14 0.42 /
Vetch 13.58 0.25 /
Brown mustard * Vetch 19.78/13.89 0.47/0.19 **/ns
Turnip rape * Vetch 21.78/14.15 0.55/0.24 */ns
Fodder radish * Vetch 20.35/14.47 0.76/0.17 **/ns
Brown mustard * Fodder radish
22.81/22.3/14.24 0.54/0.51/0.27 ns/ns/ns
* Vetch
Turnip rape * Fodder radish *
P rap 21.70/20.81/14.09 0.45/0.63/0.17  **/**/ns
Vetch
Table Appendix 3. Area under disease progression curve (AUDPC) of sunflower verticillium wilt severity,
calculated from the appearance of symptoms until sunflower maturity, after bare soil, cover crops in sole crop and
in a mixture of two or three species in 2016, 2017, 2019 and 2020. SE represents the standard error. Abbreviations
ns, ¥, **, indicate non-significant, or significant differences at p < 0.05, 0.01, respectively between the bare soil and
the cover crop.
Significance of the Comparison of the
Year Treatment AUDPC SE AUDPC of the Cover Crop to That of the
Bare Soil
2016 Bare soil 91.74 40.62 /
Brown mustard 30.72 32.27 *k
Turnip rape 24.78 29.66 ok
Fodder radish 25.07 33.84 **
2017 Bare soil 44.72 32.11 /
Brown mustard 39.82 30.21 ns
Turnip rape 31.72 29.24 *
Fodder radish 25.62 26.39 **
Vetch 32.77 26.24 *
2019 Bare soil 30.31 21.24 /
Brown mustard 43.12 26.60 **
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2020

Turnip rape 28.00

Fodder radish 35.08
Vetch 44.06
Brown mustard * Vetch 40.78
Turnip rape * Vetch 39.73
Fodder radish * Vetch 34.46

B * H *
rown mustard Fodder radish 59.53
Vetch

Turnip rape * Fodder radish * Vetch 34.18

Bare soil 73.38
Brown mustard 69.18
Turnip rape 67.11
Fodder radish 60.05
Vetch 53.67
Brown mustard * Vetch 66.02
Turnip rape * Vetch 67.65
Fodder radish * Vetch 62.77

* H *
Brown mustard Fodder radish 7531
Vetch

Turnip rape * Fodder radish * Vetch 65.43

20.41

22.19

29.26

27.42

22.96

22.96

17.28

23.13

30.89

26.13

29.77

33.75

38.64

30.91

25.49

33.18

26.40

27.62

ns

ns

* %

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

k%

ns

ns

ns

ns

ns

Les références bibliographiques citées au sein de cet article se trouvent a la fin du manuscrit
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I1l.3. Essai complémentaire pour évaluer les effets des
CIMS et de la biofumigation sur une variété tres peu
sensible a la Verticilliose du tournesol

[11.3.1. — Introduction

Afin de palier la problématique de la Verticilliose du tournesol, la méthode de lutte
opérationnelle actuellement conseillée aux agriculteurs est I'utilisation de variétés
a bon comportement contre la maladie. Il y a donc un intérét a évaluer une possible
combinaison entre ce levier variétal et le levier agroécologique de la biofumigation,
afin d’évaluer s’il permet une réduction significative des dégats et des dommages

de la maladie.

Ainsi, le dispositif mis en place a Auzeville en 2020, décrit ci-dessus dans I'article de
la premiére partie de ce chapitre a également été mobilisé pour évaluer les effets
des mémes traitements de CIMS et de la biofumigation sur les dégats et les
dommages de la Verticilliose du tournesol sur une variété tres peu sensible a la
maladie. En effet, des micro-parcelles adjacentes a celles semées avec la variété
sensible MAS 82.0L (nommée CV.2 dans la publication ci-dessus) ont été semées
avec la variété tres peu sensible MAS 86.0L, afin qu’elles aient le méme précédent

que la variété sensible.

111.3.2. Matériel et méthodes

L'itinéraire technique mis en place est le méme que celui décrit pour CV.2 a AUZ20
dans la publication ci-dessus (Table B, AUZ20). Les traitements testés sont donc
similaires, avec comme référence un témoin sans couverture pendant la période
d’interculture, comparé a une couverture du sol avec trois Brassicacées
monospécifiques (Moutarde brune, navette fourragere, radis fourrager), une
Fabacée (Vesce du Bengale) et des mélanges bispécifiques des Brassicacées ou
Fabacées ou tri-spécifiques (moutarde brune avec radis fourrager et vesce du
Bengale ; ou navette fourragére avec radis fourrager et vesce du Bengale).
Concernant les mesures de sévérité de la maladie réalisées, elles ont été moins
nombreuses (Cing notations en tout, réalisées a 44, 49, 64 et 78 JAS). L'indice de

sévérité de la Verticilliose a été calculé de la méme maniere que dans le cadre des
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travaux de la premiére partie, en prenant en compte les scores de sévérité allant
de 0 a 4 en fonction du pourcentage de la plante présentant des symptémes. A
I'issue de I'essai, des rendements machine a la moissonneuse batteuse
expérimentale ont été réalisés en récoltant les 4 rangs centraux de chaque micro-
parcelle (sur 12 rangs en tout, afin de laisser des rangs de bordure). Il est a noter
gu’une limite de cette méthode de récolte est que les rendements mesurés ne
tiennent pas compte des dégats d’oiseaux. Les analyses statistiques réalisées sont
des Anova permettant de tester I'effet du facteur « CIMS » sur les variables « indice

de sévérité de la Vertilliose » et « rendement »

[11.3.3. Résultats
La Figure 54 représente les indices de sévérité de la Verticilliose du tournesol en

fonction du temps et du précédent cultural, ainsi que de la variété de tournesol
cultivée (sensible MAS82.0L ou tres peu sensible MAS 86.0L). La variété trés peu
sensible a présenté des pourcentages de sévérité plus faibles que ceux de la variété
sensible, ces derniers se limitant a environ 20 % a la derniére date de notation, quel
que soit le précédent cultural, sans qu’il n’y ait de tendance particuliére dans son
évolution. Le témoin sol nu a présenté une sévérité moyenne de 15% a la derniéere
date de notation. Aucun effet des traitements monospécifiques ou en mélange sur
la sévérité n’a pu étre mis en évidence dans le cadre de cet essai et aucune

différence significative n’a été observée.
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Figure 54 — Dynamique de l'indice de la sévérité de la Verticilliose du tournesol (%)
en fonction du nombre de jour apres semis, ainsi que du précédent cultural et des
deux variétés utilisées ou Sol nu est le témoin sans couverture pendant la période
d’interculture ; MB la moutarde brune; NF la navette fourragere; RF le radis
fourrager; VB la vesce du Bengale; et MB+VB, NF+VB, RF+VB les mélanges
bispécifiques des deux cultures précédemment nommeées; MB+RF+VB et
NF+RF+VB les mélanges trispécifiques des trois cultures précédemment nommées.
MASS82 est la variété sensible a la Verticilliose MAS820L et MAS86 est la variété tres
peu sensible a la Verticilliose MAS860L. Les traits verticaux jaunes et gris
correspondent a l'indice de sévérité du témoin sol nu a 78 JAS de MAS 820L et MAS
860L, respectivement. lls permettent la comparaison de I'indice de ce traitement
avec les autres traitements, pour chacune des deux variétés.

Les rendements du tournesol de la variété MAS 86.0L sont présentés sur la Figure
55. Les tournesols cultivés aprés le traitement sol nu ont en moyenne les
rendements les plus faibles (1,91 t.hal) et les tournesols cultivés aprés un
précédent moutarde brune en mélange avec de la vesce du Bengale ont mené aux
rendements moyens les plus élevés (2,38 t.ha?). Aucune différence significative n’a
néanmoins été observée entre aucun des traitements (CIMS monospécifiques ou
CIMS en mélanges, en comparaison avec les témoins laissés en sols nus pendant la

période d’interculture).

traitement
== Solnu
== |IB
== NF
== RF
== \B
== |IB+VB
== NF+VB
== RF+VB
== MB+RF+VB
== NF+RF+VB

variete

= MAS82
= = MASB6
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Figure 55 — Rendements en akénes (t.hal) de la variété trés peu sensible a la
Verticilliose (MAS86.0L) mesurés sur 4 rangs par récolte a la moissonneuse
batteuse expérimentale, en fonction du précédent cultural ou Sol nu est le témoin
sans couverture pendant la période d’interculture ; MB la moutarde brune ; NF la
navette fourragere ; RF le radis fourrager; VB la vesce du Bengale ; et MB+VB,
NF+VB, RF+VB les mélanges bispécifiques des deux cultures précédemment
nommées ; MB+RF+VB et NF+RF+VB les mélanges trispécifiques des trois cultures
précédemment nommées. Le trait rouge représente le rendement moyen du
témoin Sol nu. Les barres d’erreurs représentent les erreurs standards.

I1l.4. Essai complémentaire au sein d’une parcelle d’agriculteur

Afin d’évaluer les effets des CIMS et de la biofumigation dans le contexte de
pratiques agricoles d’un agriculteur et de maniere a sortir du cadre de dispositifs
en parcelles expérimentales, un essai supplémentaire a été mené sur la parcelle
d’un agriculteur, située dans le Gers, et reconnu comme étant naturellement
infestée par du V. dahliae, car régulierement louée par des entreprises semenciéres
pour des essais de résistances variétales contre le champignon, favorisant le

maintien de I'inoculum.

I11.4.1. Matériel et méthodes de I'essai supplémentaire

[11.4.1.1. Design expérimental et itinéraire cultural
L’essai a été mené au sein d’une parcelle située dans la commune de I'lsle Jourdain,

prés de Toulouse, dans le sud-Ouest de la France. Les CIMS testées ont été semées

le 21 Octobre 2020, sur une parcelle ayant été cultivée précédemment avec un blé
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dur. Les couverts sélectionnés sont le radis fourrager (var. Anaconda), la vesce du
Bengale (var. Titane) et un mélange des deux variétés. Chaque traitement a été
semé au sein d’une bande de 20 m de large et 100 m de long avec un semoir a
céréales, a des densités équivalentes a celles des essais a Auzeville (80 gr.m-2 pour
les traitements monospécifiques et 40 gr.m-? pour le mélange, semé en design
substitutif). Le témoin est une bande de la méme dimension, laissée sans
couverture pendant la période d’interculture. Les CIMS n’ont été ni irriguées ni
traitées avec des produits phytopharmaceutiques, ni fertilisées. Les CIMS ont été
broyées au broyeur a végétaux le 23 Mars 2021 mais n’ont pu étre enfouis que deux
jours plus tard pour des soucis organisationnels. La température moyenne le jour
de la destruction était de 9.2°C, et aucune précipitation n’a été enregistrée la
semaine suivant la destruction (entre le 23/03/2021 et le 30/03/2021). (source :
/agroclim.inrae.fr station Auzeville-Tolosane). Un travail du sol ainsi gu’un
épandage d’azote ont été réalisés 15 jours avant le semis du tournesol. La variété

sensible MAS 82.0L a été semée le 06 Mai 2021.

[11.4.1.2. Mesures réalisées

Des prélevements de sol entre 0 et 60 cm ont été réalisés a la tarriére au sein de 5
zones environ un mois avant destruction des CIMS (le 17/02/2021) et environ 15
jours aprés semis du tournesol (le 20/05/2021). Ces échantillons ont été analysés
par les mémes protocoles que ceux décrits dans l'article de la premiere partie de
ce chapitre (§/11.2.2), afin de déterminer les quantités d’azote minéral présentes
dans le sol a ces deux temps de prélevements. Les biomasses aériennes et
racinaires des CIMS ont été prélevés au sein de quadrats de 0,5 m? dans 5 zones
homogénes de chaque bande une semaine avant destruction des CIMS (le
15/03/2021) afin de déterminer les biomasses produites par hectare avant
destruction des couverts. Un suivi de la Verticilliose du tournesol a été réalisé a
deux dates : Le 15 Juillet 2020 et le 05 Aot 2020, soit 70 jours et 91 jours apres
semis, respectivement. Les notations de sévérité ont été réalisés au sein de 5 zones
sur 10 tournesols choisis avant I'apparition des symptomes. Enfin, des
prélevements manuels des capitules des tournesols suivis sur les zones de suivi de

sévérité ont été récoltées a maturité du tournesol, le 08 Septembre 2021.

Les données reucueillies ont été analysées avec des Anova a un facteur (traitement

de CIMS) afin d’évaluer I'effet des différentes modalités de CIMS ou du témoin sur
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les variables « sévérité de la Verticilliose », « quantité d’azote dans le sol » et

« rendements en grain du tournesol ».

I11.4.2. Résultats obtenus dans le cadre de |'essai complémentaires et
éléments de discussion

11.4.2.1. Caractérisation des biomasses produites par les cultures
intermédiaires multi-services

Les biomasses produites par les parties aériennes et racinaires du radis fourrager

et de la vesce du Bengale en culture monospécifique ou en mélange bispécifique
sont représentées sur la Figure 56. Les semis relativement tardifs des CIMS, qui ont
été suivis par des période de précipitations élevées et des températures faibles
n’ont pas favorisé la production de biomasses élevées. Le radis fourrager en culture
monospécifique a produit au total 0,6 t de MS.ha en comparaison de la vesce du
Bengale a produit en moyenne environ 1,2 t de MS.ha’. Le radis fourrager et la
vesce du Bengale cultivés en mélange et semés a demi-densité, ont produit une
biomasse totale de 0,7 t de MS.ha?, répartie entre la biomasse du radis fourrager
qui a atteint 0,3 t de MS.ha-1 et celle de la vesce du Bengale qui a atteint 0,4 t de
MS.ha (Figure 56 et Figure 57).

Biomasses CIMS avant destruction
1.2

1.0

0.8 CIMS en mélange

0.6

0.4

0.2

0.01

Biomass production (t DM ha'1)

0.2

0.4

T3 radis T4 vesce T7 radis T7 _vesce

Precedent cultural

Figure 56 — Biomasses aériennes et racinaires moyennes (t de MS.ha) produites
par les CIMS de I'essai mené en parcelle agricole dans le Gers, en fonction des
traitements (radis fourrager et vesce du Bengale cultivés en monospécifique ou en
bispécifique). Les barres d’erreurs représentent les erreurs standards.
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Figure 57 — Photo des biomasses aériennes produites par le mélange radis fourrager
et vesce du Bengale au sein de la parcelle agricole dans le Gers, le jour des
prélevements de biomasses, soit une semaine avant destruction des CIMS (Photo
personnelle)

[1.4.2.2. Quantités d’azote minéral mesurées dans le sol avant destruction
des CIMS et aprés semis du tournesol

La Figure 58 représente les quantités d’azote minéral mesurées dans le sol un mois
avant la destruction des CIMS et 15 jours apres le semis du tournesol. Les quantités
mesurées avant la destruction des CIMS étaient en moyenne de 20 kg.ha, sans
gu’aucune différence significative ne soit observée entre les traitements de CIMS
en comparaison au sol nu. De la méme maniere, aucune différence significative n’a
été observée entre les traitements aprés le semis du tournesol. Les quantités
d’azote atteignent alors environ 100 kg.hatauxquelles se sont ajouté un épandage
de 45 U d’azote réalisé par I'agriculteur avant le semis du tournesol. Ainsi, les
quantités d’azote mesurées au semis du tournesol comprennent une part de la
minéralisation des couverts et I'apport azoté, sans qu’aucune différence ne soit

visible entre les différents traitements.
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Figure 58 — Quantités d’azote minéral dans le sol (kg.ha') aux horizons 0-30 et 30-
60 cm, mesurées avant destruction des CIMS et aprés semis du tournesol, en
fonction des traitements de I’essai, ou SN est le sol nu, RF le radis fourrager, VB la

Vesce du Bengale et RF+VB le mélange radis fourrager et vesce du Bengale. Les
barres d’erreurs représentent les erreurs standards.
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[1.4.2.3. Effets des CIMS sur la sévérité de la Verticilliose du tournesol

La Figure 59 représente les indices de sévérité de la Verticilliose du tournesol,
mesurées a deux dates de suivi de la maladie. Des symptomes de Verticilliose ont
pu étre observés et la sévérité a atteint environ 50 % a maturité du tournesol.
Néanmoins, aucune différence significative n’a pu étre observée entre les
symptomes des tournesols cultivés aprés des traitements avec CIMS, en
comparaison avec la parcelle témoin sans CIMS. Cette absence d’effets pourrait
s’expliquer par les biomasses relativement faibles qui ont été produites, couplés
par un laps de temps assez important entre le broyage et I'enfouissement des CIMS
(en vue d’une biofumigation), qui a peut-étre pu provoquer une perte importante

des GSLs et des ITCs par volatilisation.

RF+VB
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Figure 59 — Evolution de I'indice de la sévérité de la Verticilliose du tournesol (%)
en fonction du nombre de jours apres semis et du précédent cultural. La sévérité
mesurée sur 10 tournesols répartis sur 5 zones de chaque traitement, ou SN
représente le sol nu, RF le radis fourrager, VB la vesce du Bengale et RF+VB le
mélange Radis fourrager et Vesce du Bengale. Les mesures ont été réalisées a deux
dates (70 JAS et 91 JAS). Les barres d’erreurs représentent les erreurs standards.

[11.4.2.4. Rendements manuels mesurés a maturité du tournesol

La Figure 60 représente les rendements manuels en fonction des traitements. Les
rendements ont atteint en moyenne 4,65 t.ha?, sans qu’aucune différence
significative ne soit observée entre les traitements. Les tournesols cultivés aprés de
la vesce du Bengale ont présenté le plus de variabilité, avec un rendement variant
entre 1,92 t.ha? et 5,95 t.hal en fonction des cinq zones de prélévements. Ces
rendements ne refletent cependant pas le rendement moyen de la parcelle compte
tenu du fait que les prélévements ont été réalisés sur des zones homogenes, en
comparaison au reste de la parcelle de I'agriculteur. Le rendement fourni par

I’agriculteur atteignait 2,3 t.ha a I’échelle de la parcelle.
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Figure 60 — Rendements du tournesol (t.ha™) estimés manuellement, en fonction
des traitements de CIMS et du témoin, ou Sol nu correspond au témoin sans
couverture pendant la période d’interculture, RF correspondu au radis fourrager,
VB a la vesce du Bengale et RF+VB au mélange composé de radis fourrager et de
Vesce du Bengale.

I11.5. Discussion générale et conclusion du chapitre

Ce chapitre visait a évaluer les effets des CIMS et de la biofumigation sur la
régulation des dégats et dommages de la Verticilliose du tournesol, en plein champ,
grace a quatre années d’expérimentation en parcelles expérimentales a Auzeville,
et une année d’expérimentation en plein champ dans la parcelle d’un agriculteur.

Les hypotheses de départ de ce chapitre étaient les suivantes :

- La régulation de la Verticilliose est fonction de la biomasse produite par les CIMS
- Des température douce et une quantité en eau non limitante permettent une

régulation efficace de la Verticilliose du tournesol

- Les Fabacées augmentent les quantités d'azote disponibles dans le sol pour le

tournesol en comparaison avec le sol nu

- Les Brassicacées et la biofumigation réduisent les dégats et les dommages de la

Verticilliose du tournesol en comparaison au sol nu

- Les Brassicacées ou les Fabacées permettent une amélioration des rendements

en comparaison des sols nus, et les mélanges des deux permettent une
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mutualisation des effets régulation et engrais verts, qui permettent également une

amélioration des rendements.

Pour tester ces hypothéses, nous avons réalisé des mesures de biomasses de CIMS
et de concentrations en GSLs, ainsi que des mesures de quantités d’azote dans le
sol avant semis du tournesol pour caractériser au mieux les facteurs susceptibles
d’impacter la Verticilliose du tournesol et les rendements de la culture. Des
réductions significatives de la sévérité de la Verticilliose ont pu étre mises en avant
dans les parcelles expérimentales d’Auzeville en 2016, 2017 et 2020 apres
I'introduction d’une Brassicacée, en particulier le radis fourrager, a certaines dates
de notation, et de la mise en ceuvre de la biofumigation, avec une efficacité de la
régulation, qui a varié entre 10 a 40 % (en 2020 et 2016, respectivement). Aucune
régulation n’a été observée en 2019 en parcelles expérimentale (année ou les
conditions météorologiques n’étaient pas favorables a la réussite de la

biofumigation) ou en parcelle d’agriculteur.

Ainsi, la régulation la plus efficace a été observée en 2016, année a laquelle les
couverts étaient les mieux développés, atteignant jusqu’a 6 t de MS.ha™ pour le
radis fourrager. Elle est suivie par I'année 2017 puis 2020, années durant lesquelles
les couverts avaient produits des biomasses séches relativement faibles (moins de
2 t de MS.hal). Ces observations peuvent suggérer que des biomasses importantes
sont nécessaires a la réussite de la biofumigation. Un test de corrélation entre
indice de sévérité de la Verticilliose et biomasses produites a été établie (Annexe
IV) et a résulté en une corrélation négative et significative (p < 0,05) s’élevant
uniqguement a -30%. Cette corrélation relativement faible suggéere que plusieurs
autres facteurs peuvent entrer en compte dans I'efficacité de la biofumigation, en
plus de la biomasse produite, avec tres certainement un fort effet « année »
englobant de nombreuses variations d’ordre pédo-climatique et technique. Selon
la littérature (Matthiessen and Kirkegaard, 2006 ; Michel et al., 2008), la météo est
également un facteur clef pour la réussite de la biofumigation. L’absence de
réduction des dégats de la Verticilliose en 2019 en comparaison aux autres années
semble confirmer I'importance de températures douce le jour de la biofumigation.
Néanmoins, des régulations ont pu étre observés malgré I'absence de
précipitations apres la réalisation de la biofumigation, contrairement a nos
attentes. Un autre facteur a prendre en compte dans I'efficacité des régulations de

la Verticlliose est le choix de la variété de tournesol puisque les ampleurs de
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régulation n’ont pas été les mémes en fonction des variétés (AUZ16 et AUZ17 en
comparaison a AUZ19 et AUZ20). Ainsi, bien que les observations réalisées au sein
de ces quatre années ne contredisent pas les hypothéses posées au sujet de
I'importance de la biomasse et des conditions météorologiques dans la réussite de
la biofumigation, il serait nécessaire de les conforter par des expérimentations en
mésocosme, intégrant des gammes de biomasses testées et des gammes de
températures, et permettant de s’affranchir des aléas pédo-climatiques et
techniques. Ces expérimentations sont détaillées dans la partie V. Discussion et

perspectives.

A I'échelle des 4 années d’essai, le radis fourrager semble étre la CIMS la plus
favorable a une régulation de la Verticilliose du tournesol. La vece du Bengale a
mené a des résultats contrastés en fonction des années et de I'incidence d’autres
maladies telles que le phoma, avec des réductions de la Verticilliose en 2017 et
2020 et une augmentation en 2019. Aucune réduction de la Verticilliose, en
comparaison au sol nu, n’a été observée I’'année ou les conditions météorologiques
étaient défavorables a la biofumigation avec des températures trop faibles (en
2019) ou dans la parcelle de I’agriculteur, suite a3 une mauvaise implantation des
CIMS ayant menée a des biomasses produites de moins de 1 t de MS.ha’. La
comparaison de la verticilliose en focntion de variétés de tournesol présentant une
sensibilité contrastée au V. dahliae, n’a pas permis de montrer un effet des CIMS et
de la biofumigation. Cela peut suggerer qu’une combinaison entre le levier variétal
et la biofumigation n’a pas été suffisante pour maximiser les régulations de la
Verticilliose dans ces conditions. Mais cela pourrait également étre expliqué par

une trop faible expression de la maladie.

Ces essais ont également permis de valider en partie I’'hypothése selon laquelle
I'implantation d’une légumineuse, la vesce du Bengale dans le cas de cette these,
permet d’améliorer les quantités d’azote dans le sol, disposnibles pour le tournesol,
puisqu’une augmentation significative de ces dernieres ont pu étre observés en
2019, avec un gain d’environ 40 kg.ha™* en comparaison au sol nu. Les autres années

(2017 et 2020) ces augmentations n’étaient pas significatives.

Enfin, I'hypothése d’augmentation des rendements grace a des mélanges de CIMS
permettant une mutualisation de CIMS n’a pas semblé étre confirmée dans le cadre

de notre essai. En effet, 'implantation de CIMS, en ccle relativement court (de
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Septembre / Octobre a Janvier / début Mars en fonction des années), a permis une
amélioration des rendements de I'ordre de 0.77 t.ha® en 2020 observée sur les
tournesols cultivés apres de la vesce du Bengale. Les mélanges n’ont pas mené a
des améliorations significatives des rendements. Sur I'ensemble des traitements
testés sur 4 années, deux traitements (navette monospécifique et navette en
mélange avec de la vesce du Bengale) ont conduit a une réduction significative du
rendement, en 2019. Il est a noter que I'amélioration significative des rendements
mesurée apres le couvert de vesce s’est produite I'année a laquelle les biomasses
de la vesce du Bengale étaient les plus élevées, observation confirmant I’'hypothése
selon laquelle la biomasse est un facteur clef pour I'expression d’un service

écosystémique potentiel (Gardarin et al., 2022; Lamichhane and Alletto, 2022)

Le deuxiéme objectif de ce chapitre était d’évaluer les effets des CIMS et de la
biofumigation sur la protection d’une variété de tournesol trés peu sensible au
tournesol. Ainsi, il visait a évaluer si la combinaison du levier variétal et du levier
agroécologique de la mise en place de CIMS et de la biofumigation pouvait
permettre une lutte mutualisation des effets aboutissant a une lutte intégrée
efficace contre la Verticilliose du tournesol, voire une amélioration des rendements
en grain de la culture. Les indices de sévérités observées sur la variété trés peu
sensible étaient, comme attendu, significativement plus faible que ceux observés
sur la variété sensible (en moyenne 20% contre 40%, toutes variétés confonues).
Aucune différence significative n’a pu étre observée entre les tournesols témoins
TPS a la verticilliose sans couvert pendant la période d’interculture et les tournesols
TPS a la verticllios précédés par une CIMS (quelque soit le traitement). La
combinaison des deux leviers n’a donc pas permis une meilleure protection du
tournesol que celle mobilisant uniquement le levier de la biofumigation (sur variété
sensible), et n’a pas non plus abouti a une augmentation des rendements en grains.
Ces résultats seraient a confirmer dans des situations de plus fortes pression de

maladie ou avec d’autres variétés aux résistances intermédiaires.

La troisieme et derniére partie de ce chapitre avait pour objectif d’évaluer les effets
des CIMS et de la biofumigation sur la protection du tournesol selon les pratiques
culturales mise en place par un agriculteur du Sud Ouest de la France. Ainsi, I'essai
a été réalisé chez un agriculteur a Endoufielle, dans le Gers, qui a lui-méme réalisé
les différentes interventions culturales apres que la semence de CIMS et de

tournesol lui ait été fourni en Ao(lt. L'agriculteur n’ayant pas la possibilité et la
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volonté d’irriguer un couvert, il a attendu les précipitations du mois de Novembre
pour réaliser les semis. Ces semis tardifs ont contribué a un développement tres
faible des couverts et les biomasses obtenues (mesurées en Mars) étaient en
moyenne inférieures @ 1 t de MS.ha, contrairement a celles habituellement
obtenus a Auzeville. La mise en ceuvre de la biofumigation a également été
contrainte, et il n’a pas été possible de broyer et d’enfouir le couvert le méme jour.
Pour rappel, il est préconisé de réaliser ces deux pratiques successivement afin de
minimiser les pertes de produits de dégradation de GSLs par volatilisation. Il est
donc probable que les quantités de molécules biocides produites, initialement
faibles a cause des quantités de biomasses limitées, aient été volatilisées.
L’itinéraire technique relatif au tournesol a été mis en place par I'agriculteur. Les
mesures réalisés le long du cycle du développement du tournesol (suivi de la
sévérité de la Verticilliose et estimations des rendements en grains) n‘ont pas
permis de mettre en évidence un effet des CIMS et de la biofumigation pour la
protection du tournesol. La Vesce du Bengale, utilisée pour ses effets engrais verts,
n’a pas non plus permit une amélioration significative de la quantité d’azote dans
les sols avant le semis du tournesol (bien que celle-ci ait pu étre lissée par les
apports de I'agriculteur, réalisés avant nos prélevements de sol) et n’a pas non plus
permis une amélioration significative des rendements, contrairement a ce qui a pu
étre observé a Auzeville durant I'essai AUZ20. Ainsi, il ressort de cette essai une
certaine difficulté a mettre en ceuvre certaines pratiques permettant de maximiser
les services fournis par les CIMS (telles que des semis précoces pour maximiser les
biomasses des CIMS et une succession rapide du broyage et de I'enfouissement des
couverts). Pourtant, avant d’atteindre une étape de conseil et d’extension de la
mise en ceuvre de la pratique de biofumigation, il semble nécessaire d’identifier et
de confirmer la faisabilité d’un itinéraire technique optimal pour I'expression des
services souhaités. Dans un second temps, il est également indispensable d’évaluer
I’efficacité de la biofumigation au sein de réseaux d’agriculteurs pour assurer une

généricité des résultats escomptés.
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Chapitre IV — Evaluation des potentiels dis-services des cultures
intermédiaires multi-services sur les communautés microbiennes
du sol
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IV.1. Introduction générale du chapitre

Les chapitres précédents ont permis de mettre en évidence des effets régulateurs des
broyats d’espéces utilisées entant que CIMS a I'encontre du développement de deux
bioagresseurs telluriques du tournesol (V. dahliae et O. cumana). La régulation de O. cumana
semble particulierement efficace suite a son exposition in vitro a de la moutarde brune, en
particulier lors de sa phase de germination, et a moindre mesure lors de sa phase de fixation.
Toutes les Brassicacées utilisées (Moutarde brune, navette fourragéere et radis fourrager) ont
permis une régulation significative du développement du mycélium et des microsclérotes de
V. dahliae, en milieu contro6lé. La régulation de la Verticilliose du tournesol est plus variable
en plein champ, et 'efficacité du levier agroécologique de I'implantation des CIMS et de la
biofumigation semble dépendre de nombreux facteurs techniques et climatiques. En
fonction des années les Brassicacées monospécifiques semblent présenter un potentiel de
régulation de la Verticilliose du tournesol, ainsi que la Vesce du Bengale monospécifique. Ce
service de régulation biotique peut s’"accompagner de services en lien avec le cycle de I'azote,
avec l'observation d’'une augmentation significative des quantités d’azote dans le sol avant
le semis du tournesol lors d’'une année. S’il semble nécessaire d’une part de confirmer la
généricité de I'expression de ces services par des essais expérimentaux au sein de réseaux
d’agriculteurs avant de pouvoir apporter du conseil au sujet de ces pratiques, il semble
également nécessaire d’évaluer si les CIMS et la biofumigation n’engendrent pas de dis-
services, avec notamment des effets régulateurs sur des communautés bénéfiques du sol.
Ce chapitre vise donc, aprés un état de I'art des connaissances sur cette question, la
démarche et les résultats obtenus pour répondre a la question des effets des CIMS et de la
biofumigation sur ces communautés microbiennes, en s’intéressant d’abord précisément aux
communautés impliquées dans la fixation azotée des Fabacées et aux champignons
mycorhiziens a arbuscules (CMA) du tournesol. Puis, grace a des méthodes de séquengage
moléculaire de I’ADN du sol (PCR), les effets des CIMS et de la biofumigation sont évalué
conernant les communautés bactériennes et fongiques de maniere plus générale, avant de

se focaliser a nouveau sur certains genres de bactéries symbiotiques des Fabacées et de CMA.

I\VV.2. Introduction

L'intensification de I'agriculture pour augmenter la productivité a engendré une
érosion de la biodiversité aussi bien aérienne que tellurique (Tilman et al., 2017; de
Graaff et al.,, 2019). Les communautés microbiennes du sol ont longtemps été

considérées comme une boite noire, et les sols hébergent une diversité
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insoupgonnée de micro-organismes encore mal comprise et considérée comme
une voie de recherche prioritaire (Tiedje et al., 1999; van der Heijden and Wagg,
2013). L'acquisition de connaissances et la compréhension de l'impact des
pratiques agricoles sur les communautés microbiennes du sol n’en sont qu’a leurs
balbutiements (van der Heijden and Wagg, 2013). Pourtant, les communautés
microbiennes peuvent influencer la productivité des cultures, en ayant un réle
central dans les cycles biogéochimiques et dans la fourniture de fonctions
écologiques (van der Heijden et al., 2008). En particulier, les Fabacées sont connues
pour étre une porte d’entrée pour l'azote symbiotique dans les systémes de
culture, grace a des bactéries capables de former des symbioses avec cette famille
botanique et de fixer de I'azote atmosphérique converti en ammonium (Schneider
and Huyghe, 2015). Une autre communauté capable d’améliorer la fourniture de
nutriments a leurs symbiontes est celle des CMA, qui sont capables de fournir a la
plante une résistance aux maladies et a la sécheresse et un enrichissement en de
nombreux nutriments potentiellement limitants incluant I'azote, le phosphore, le

fer et le zinc, en échange de carbone (van der Heijden et al., 2008).

Dans le cadre de cette étude concernant la succession CIMS — tournesol, ces deux
communautés ont un intérét particulier mais comme détaillé précédemment, les
Brassicacées produisent des composés allélopathiques, tels que les ITCs, durant
tout leur cycle de développement (Angus et al., 1994a; Brown and Morra, 1997), et
durant le processus de biofumigation (Kirkegaard et al., 1993) qui pourraient
potentiellement avoir un impact sur les communautés symbiotiques des Fabacées,
comme cela a déja été observé par Bressan et al. (2009), qui rapportent que les
Brassicacées impactent fortement la structure et la composition des Rhizobiaceae,
avec des sensibilités différentes selon les populations. Ils suggérent que ces
observations peuvent étre le résultat d’une action direct ou indirect des produits
de dégradation des GSLs. De plus, Hossain et al. (2015) ont observé que
I'incorporation de moutarde blanche ou de moutarde brune pouvait réduire la
formation de nodules sur les racines de pois cultivés a la suite, ils suggerent
également une action des ITCs (aliphatiques), bien qu’une réduction du nombre de
nodules n’engendre pas de dégats permanents puisqu’elle peut étre compensé par
une augmentation de la taille des nodules et de I'efficacité de la fixation (Pate and
Dart, 1961). Par ailleurs, certaines especes de Brassicacées peuvent étre tres

compétitrices vis-a-vis de Fabacées associées dans leur acquisition des ressources
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tels que (i) I'azote, avec comme exemples le colza, la moutarde (brune, blanche et
d’Ethiopie) et la navette fourragere (Couédel et al., 2018c) et (ii) le soufre, avec les
exemples du colza, du radis et de la navette fourragere (Génard et al., 2017,
Couédel et al., 2018b, 2018a), ce qui peut s’expliquer par la capacité de ces especes
a développer rapidement leur systeme racinaire (Kristensen and Thorup-
Kristensen, 2004). Ces caractéristiques (forte compétitivité et propriétés
allélopathiques) font que les Brassicacées ont la réputation d’étre des « poor
companion crops » a I’égard des Fabacées associées (Couédel et al., 2018c). Face a
ces observations qui laissent suggérer qu’une association Brassicacée — Fabacée
soit défavorable au développement de I'interaction symbiotique entre Fabacées et
bactéries fixatrices d’azote, il y a un intérét a évaluer, par des observations issues
de dispositifs « au champ » si les Fabacées monospécifiques fixent plus d’azote que
celles en association avec les Brassicacées. En effet, ces connaissances ne font
actuellement pas consensus et ne concernent pas précisément les especes et

variétés étudiées dans le cardre de cette these.
Concernant les CMA, il ressort de la littérature que :

(i) La majorité des especes de Brassicacées sont des cultures non-hétes de CMA
avec des exceptions ne faisant pas consensus (Vierheilig et al., 2000; Cosme et al.,
2018) ce qui peut empécher leur maintien pendant une période d’interculture lors
de laquelle des Brassicacées sont semées. Une hypothése majeure expliquant le
caractére non-hdte des Brassicacées serait la formation des molécules biocides
issus de la dégradation des GSLs, avec une variabilité des effets en fonction des
profils (Vierheilig et al., 2000). Par exemple, la sinigrine, GSL précurseur de la
production du 2-propenyl-ITC, peut significativement inhiber la germination de
spores de CMA selon une étude menée au laboratoire (Cantor et al., 2011) ou
réduire la diversité des CMA des racines de soja en comparaison avec des sols
laissés en jachere, ou avec d’autres couverts testés (vesce velue et ray-grass d’ltalie)
selon Higo et al. (2019). Le gluconasturtiin, GSL précurseur du 2-Phenyl-ethyl-ITC,
est également uniquement détecté dans les tissues des Brassicacées non-hotes
(Vierheilig et al., 2000). Le radis fourrager, qui ne semble pas contenir de sinigrine
et contient peu ou pas de gluconasturtiin (Couédel et al., 2018b), n’a pas eu d’effets
négatifs sur la colonisation des racines de mais par les CMA, en comparaison avec
le contréle sans couvert, lors d’'une étude menée en plein champ, suggérant soit

des quantités produites ou des durées de contact trop faibles entre CMA et ITCs,
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ou alors une toxicité réduite de ces composés contre certaines structures des CMA
(White and Weil, 2010). Lehman et al. (2012) n’ont pas non plus observé d’effets

négatifs de Brassicaceae (radis fourrager, colza ou navette).

(ii) Les Fabacées sont, au contraire, hotes de CMA (Brundrett, 2009) et permettent

de fournir les conditions favorables au maintien de ces communautés.

(iii) Théoriquement, des mélanges de Brassicacées et de Fabacées pourraient
permettre un maintien des communautés de CMA grace a l'inclusion d’une culture
hoéte, et c’est effectivement I'hypothese émise par Lehman et al. (2012), qui ont
observé un effet globalement positif des mélanges sur les CMA, pouvant s’expliquer
par une continuité dans les ressources fournies par les especes utilisées en

mélanges, en comparaison a des cultures mono-spécifiques.

Finalement, concernant la question des effets des CIMS sur les CMA, peu de
consensus existe a l'issue des expérimentations obtenues en plein champ, et ces
dernieres évaluent principalement les effets des CIMS sans précisément mettre en
ceuvre une biofumigation pour en évaluer les conséquences. Encore une fois, les
connaissances disponibles ne concernent pas précisément les espéces et variétés

visées dans le cadre de cette these, car adaptées au Sud-Ouest de la France.

Au-dela de ces travaux expérimentaux trés ciblés, I'avénement de méthodes de
séquencage moléculaires haut-débit a démarré il y a une vingtaine d’années, a
beaucoup progressé depuis (Tiedje et al., 1999; van der Heijden and Wagg, 2013)
et a révolutionné I'étude des communautés microbiennes (Johnston-Monje and
Lopez Mejia, 2020). Malgré son co(t relativement élevé, le séquencage par lllumina
MiSeq présente l'avantage d’étre beaucoup plus puissant que les méthodes
utilisées auparavant, et permet d’apprécier les communautés bactériennes et
fongiques jusqu’a I'entité hiérarchique de la famille, voire du genre, contrairement
a d’autres approches qui ne peuvent pas atteindre une entité hiérarchique aussi
fine telles que I'électrophorese ou de |'étude des acides gras dérivés des
phospholipides (Hollister et al., 2013), ou encore la quantification de biomasses
microbiennes grace a des indicateurs tels que le carbone et I'azote utilisées dans
certaines études. Néanmoins, toutes ces méthodes ont quand méme permis
d’aboutir a un certain nombre de résultats sur les effets des CIMS sur les

communautés microbiennes et des effets globalement positifs sont mis en
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évidence par la méta-analyse récente de Muhammad et al. (2021). Ce dernier

n’émet aucune conclusion a I'’égard de la biofumigation.

Ainsi, et pour rappel, les questions auxquelles tente de répondre ce chapitre sont

les suivantes :

1. Une association entre Brassicacées et Fabacées a-t-elle un effet sur la capacité
de la Fabacée a fixer symbiotiquement I'azote atmosphérique, en comparaison

avec une Fabacée en culture monospécifique ?

2. Quels effets des CIMS et de la biofumigation sur le taux de mycorhization des

racines de tournesol?

3.1: Quels effets des CIMS sur les communautés a proximité des racines de CIMS
(ou les effets allélopathiques sont les plus importants) e la rhizosphere pendant le

développement des couverts ?

3.2 : Quels effets des résidus des CIMS sur les communautés microbiennes apres

leur enfouissement et leur décomposition ?

Les hypotheses émises pour chacune de ces questions sont présentées dans la

partie 1.4. Objectifs et hypotheses traitées dans la these.

I\VV.3. Matériel et méthodes

IV.3.1. Mesures de la fixation azotée

Afin de tester ces hypotheses, nous avons mobilisé les dispositifs mis en place a
Auzeville en 2020. Les végétaux ont été prélevés avant la destruction des couverts
en 2020 : nous avons prélevé des échantillons de parties aériennes de Fabacées
cultivées en association bispécifique avec de la moutarde brune, de la navette
fourragere ou du radis fourrager. Des Brassicacées a proximité des Fabacées
prélevées ont également été échantillonnés pour servir de référence (voir équation
ci-dessous). Les échantillons ont été lavés et séchés a 80°C pendant 48h puis
finement broyés et conservés a température ambiante. lls ont ensuite a nouveau
été séchés a 70°C pendant 24h afin d’éliminer toute humidité des poudres de
Fabacées ou Brassicacées. Pour chaque échantillon, 6 mg de poudre a été pesé,
conditionné dans de I'étain, et envoyé au laboratoire INRAE FARE (Fractionnement

des Agro Ressources et Environnement) pour le dosage de I'excés isotopique °N.
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Le pourcentage d’azote atmosphérique fixé symbiotiquement a été calculé selon

I’équation de Shearer and Kohl (1986) de la maniére suivante :

015Nref— 615Nech
615Nref— B Fix

%Ndfa = x 100

Oou:

- 815Nref correspond au 615N moyen de plusieurs Brassicacées cultivées a
proximité des Fabacées étudiées. Le 615N étant un ratio entre deux isotopes

stables de I'azote ("®*N:"*N), cette composante n’a pas d’unité.

- 615Nech correspond au 615N de I'échantillon étudié (vesce monospécifique ou
vesce cultivée en mélange bispécifique). Cette composante n’a pas d’unité car

615N est un ratio.

- Bfix est un facteur de correction constant, unique a chaque espéce, qui
correspond au 615N d’une Fabacée dont la seule source d’azote est I'atmosphere
et il varie entre -1% et 0. Dans le cas de notre étude, la valeur est une estimation

moyenne de -0,79, référencée par Unkovich et al. (2008).

D’autre part, la teneur en azote contenu dans les tissus des vesces prélevées a
également été dosée par un spectrometre de masse de rapport isotopique en flux
continu (IRMS), afin de pouvoir calculer la quantité totale d’azote acquise par les

parties aériennes des Fabacées, en appliquant I'équation suivante :

N acquis (kg.ha™)

= Biomasse seche X Nabs X 10

Ou:
- La biomasse séche est en t.ha™*

- Nabs est I'azote contenu dans les parties aériennes et mesuré par la méthode

IRMS (en %).

Enfin, le produit de la quantité d’azote acquise et du taux de fixation symbiotique
permet d’estimer la quantité d’azote présente dans les parties aériennes des

Fabacées qui a été acquise grace a de la fixation symbiotique (QNfix). Il est

187



également possible de calculer la quantité d’azote ayant comme origine I'azote
minéral contenu dans le sol (QNmin) en retranchant ce produit au N acquis calculé
ci-dessous (ou QNShoots est exprimé et donc QNfix et QNmin sont exprimés en

kg.ha):
QNfix = QNShoots X %Ndfa

QNmin = QNShoots — QNfix

Afin de pouvoir comparer les performances d’acquisition d’azote par les vesces du
Bengale en culture monospécifique et celles en cultures associées, I'indice du Land
Equivalent Ratio (LER) a été calculé. Il s’agit de la surface de sol nécessaire pour que
la culture monospécifique et la culture en mélange acquierent la méme quantité

d’azote (avec les mémes espéces). L'indice a été calculé de la maniere suivante :

LER pour I'acquisition de I'azote pour la Fabacée (les quantités sont exprimées en

kg.ha) =

LER acquisition de l'azote par la légumineuse

Quantités acquises en mélange
Quantités acquises en culture pure

Si les mélanges sont semés a une densité équivalente a 50% de celle des cultures
pures, un LER inférieur a 0,5 signifie que I'espéce valorise moins bien les ressources
en mélange qu’en culture monospécifique. Si le LER est supérieur a 0,5, le mélange

valorise mieux les ressources que la culture monospécifique.

IV.3.2. Mesures des taux de mycorhization des racines de tournesol

IV.3.2.1. Choix des traitements

L’observation des taux de mycorhization étant une activité chronophage (20 a 30
minutes par échantillon estimés durant ce travail), il n’a pas été pas possible
d’étudier I'effet de toutes les modalités de CIMS sur cette variable, en comparaison
au témoin ‘sol nu’. De ce fait, nous avons restreint le choix des parcelles étudiées a
celui-ci : Référence témoin sol nu ; deux Brassicacées aux profils contrastés qui sont
la moutarde brune, et le radis fourrager, la Fabacée du dispositif (Vesce du Bengale)
et le mélange de ces trois espéces. Le choix des Brassicacées s’est portée sur ces

deux espéces car la moutarde brune est riche en sinigrine.
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IV.3.2.2. Prélevements des racines de tournesols et conditionnement

Les prélévements ont été réalisés au sein des dispositifs expérimentaux a Auzeville
en 2020. Afin d’assurer une colonisation satisfaisante des racines de tournesol par
les CMA, un délai de 5 a 6 semaines est nécessaire (Louarn, 2013b). Ainsi, les
préléevements des systemes racinaires de tournesols ont été réalisés 49 jours apres

le semis en 2020 soit 7 semaines apreés le semis.

Le tournesol étant proche ou ayant atteint le stade bouton floral a cette période,
et les systemes racinaires étant développés en profondeur, il a été nécessaire de
saisir 'opportunité de l'irrigation pour pouvoir réaliser les préléevements. Ces
derniers ont été réalisés a la béche, entre 40 et 50 centimeétres de profondeur, en
prenant soin de prélever les mottes de terre agrégées au systeme racinaire afin de
pouvoir prélever ce dernier de la maniére la plus représentative possible, avec une
guantité appréciable de racines tertiaires, qui sont susceptibles d’étre les plus

fortement mycorhizées (Gutjahr and Paszkowski, 2013).

Pour chaque traitement, le nombre d’échantillons prélevés est le suivant, au sein
de zones homogeénes en termes de densité d’implantation du tournesol : Trois a
guatre tournesols au sein de trois zones, pour chacun des trois blocs du dispositif,
pour chacun des 5 traitements. Les trois a quatre tournesols d’une méme zone ont
ensuite été poolés en fonction de chaque zone pour ne former qu’un échantillon

lors du ringage.

Les racines de chaque échantillon ont été laissées quelques minutes dans des
bassines pour un premier lavage, qui a été complété par un lavage au jet d’eau

claire.

Pour cette étude, les racines de tournesols ont été congelées a -20°C pour les
stocker avant la suite des manipulations, mais cette méthode a fragilisé les tissues
des racines selon nos observations postérieures. Pour cette raison, il a noter qu'il
est préférable de les découper pour récupérer les racines tertiaires et ont été
stockées dans de I'éthanol a 20% a 4°C a l'obscurité, en suivant les conseils
d’experts du Laboratoire de Recherche en Sciences Végétales (LRSV). Les racines
ont été conservées dans de I’éthanol a 20% a 4°C a I'obscurité entre chacune des

manipulations décrites ci-dessous si nécessaire.
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IV.3.2.3. Préparation des racines de tournesols pour I'observation des taux de

mycorhization

Les étapes préalables de conditionnement des racines avant de pouvoir réaliser les
comptages de taux de mycorhization sont les suivantes : Découpe des racines
tertiaires, qui sont supposées étre les plus mycorhizées ; Décoloration des racines ;
Coloration des structures formées par les CMA (vésicules ou arbuscules, sans
distinction entre les deux). Le mode opératoire de chaque étape est détaillé ci-

dessous.

IV.3.2.4. Découpe des racines tertiaires de tournesols

Les racines tertiaires de moins de 0,2 cm (a vue d’ceil) (Figure 61) ont été découpées
a l'aide de ciseaux. La quantité élevée de racines obtenues suite a la découpe des
trois a quatre tournesols (~10g) a permis de subdiviser les échantillons de chaque
zone en deux sous-échantillons. Ainsi, pour chaque traitement, le nombre
d’échantillons observés était de 18 échantillons (3 blocs * 3 zones * 2 sous-
échantillons). Les échantillons ont été conservés dans des piluliers contenant de

I’éthanol a 20% a 4°C a 'obscurité avant les colorations.

Figure 61 — lllustration du diameétre des racines tertiaires de tournesol
sélectionnées pour I'observation des taux de mycorization (Photo personnelle)

IV.3.2.5. Décoloration des racines et coloration des champignons
mycorhiziens a arbuscules

VI.3.2.5.1. Décoloration des racines a I’hydroxyde de potassium

Les étapes suivantes permettent de décolorer les racines de tournesol. La premiere
étape consiste a ajouter 25 ml de solution d’hydroxyde de potassium (KOH a 10%
masse/volume dans de I’eau désionisée) par pilulier contenant les racines tertiaires

de tournesols.
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Du fait de la congélation des racines et de leur fragilisation, I'’étape de décoloration
a été adaptée pour ne pas qu’elle soit trop corrosive : Les racines sont laissées 48h
dans la solution de KOH, a température ambiante. Les piluliers sont agités 30 min a
I'agitateur a la mise en contact entre les racines et le KOH puis 24h apres. Les

racines sont ensuite rincées a I'eau pour enlever la solution de KOH.

IV.3.2.5.2. Coloration des champignons mycorhiziens G arbuscules dans une solution
de colorant acidifié

Les étapes suivantes permettent de colorer uniquement les champignons
endomycorhizens dans les racines. La premiére étape consiste a ajouter 25 ml de
solution de colorant acidifié (5% d’acide acétique et 5% d’encre Shaeffer,
volume/volume dans de I'eau désionisée) dans le pilulier. Les piluliers sont placés
au bain marie a 95°C pendant 10 min. La solution de colorant acidifié est filtrée pour
récupérer les racines et pour que la solution puisse étre réutilisée jusqu’a 5 fois. Les

racines sont ensuite rincées abondamment a l'eau.

IV.3.2.6. Comptage des taux de mycorhization

Afin de réaliser les observations en aveugle et éviter les biais potentiels, une liste
de correspondance a été utilisée pour labéliser les piluliers en remplacant le nom
des traitements avec une numérotation aléatoire. Les observations ont été
réalisées a la loupe binoculaire (grossissement x20 a x40), a l'aide de la
méthodologie de la gridline intersect method décrite par Giovannetti et Moss
(1980). Elle consiste a positionner I’échantillon de racines tertiaires sur une boite
transparente possédant une grille de traits horizontaux séparés par 0,5 cm et a
observer les intersections formées entre les traits et les racines (Figure 62). Lorsque
la racine au point d’intersection comporte une structure arbusculaire, elle est
comptabilisée et lorsqu’elle ne I'est pas, elle n’est pas comptée. La Figure 63
représente un exemple de chacune de ces situations. Aucune référence sur le
nombre minimal d’intersections a observer n’ayant été trouvée, une premiéere
étape a été de le déterminer expérimentalement. Pour se faire, trois échantillons
ont été observés deux fois de suite, en mélangeant les racines entre chaque
observation. Le nombre minimal d’intersection a observer pour atteindre un
résultat robuste a été considéré comme étant celui auquel les nombres
d’intersection comptées aboutissaient au méme taux de mycorhization, et les
résultats des observations ont permis d’observer que le taux est identique entre les

deux observations consécutives a partir de 500 intersections (figure 64). C'est donc
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cette limite minimale qui a été conservée, bien qu’elle ait pu étre dépassée pour

certains échantillons.

Figure 62 —Echantillon de racines tertiaires de tournesol colorées a I’encre Shaeffer
pour I'observation des CMA, placées sur une plaque marquée avec la grille de traits
horizontaux de la méthode grideline intersect (Source de la photo : Juliette
PAINEAU)

Figure 63 — Racines tertiaires non-mycorhizée (fleche bleue) ou présentant des
structures formées par les CMA (fleche verte). Grossissement x40. (Photo prise par
Juliette PAINEAU)
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Figure 64 — Taux de mycorhization de deux échantillons choisis aléatoirement et
observés deux fois consécutives, en mélangeant la disposition des échantillons de
racines entre chaque observation, afin de déterminer combien d’intersection sont
nécessaires pour aboutir a un taux de mycorhization reproductible

Enfin, toutes les observations ont été réalisées par le méme observateur pour éviter

un biais relatif a I'observateur.

IV.3.3. Analyse des communautés microbiennes du sol par approche

metabarcoding d’ADNr 16S et 18S

Afin de répondre aux questions de recherche détaillées ci-dessus, des prélévements
de sol et de rhizosphére ont été effectués entre 2019 et 2020 sur le dispositif

expérimental mis en place a Auzeville.

Avant le semis des CIMS, six échantillons de sol ont été prélevés aléatoirement sur
la parcelle afin de pouvoir établir la caractérisation de I'état initial du sol, avant
semis des CIMS, et I’'hétérogénéité de celui-ci. Un jour avant la destruction des
CIMS, six échantillons de sol composites ont été prélevés a la tariére, a une
profondeur située entre 0 et 30 cm, au sein d’'une zone ou le couvert végétal était
homogene, au sein des traitements suivants : Moutarde brune monospécifique,
navette fourragere monospécifique, radis fourrager monospécifique, vesce du

Bengale, et mélanges bispécifiques des Brassicacées citées avec la vesce (donc
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Moutarde brune ou navette fourragere ou radis fourrager en association avec la
vesce du Bengale). Les mémes prélevements ont été réalisés au sein du témoin ‘sol
nu’ laissé sans couverture végétale pendant la période d’interculture (mais sans
gestion des adventices, dont le développement était relativement négligeable).
Chaque prélevement composite a été répété trois fois, et le nombre total
d’échantillons de sols prélevés est donc de 24 échantillons. La localisation GPS des
zones prélevées a été enregistrée au GPS différentiel afin de pouvoir y revenir pour

la 2éme date de prélévements.

Un jour avant le semis du tournesol, soit exactement 89 jours aprés la destruction
et 'enfouissement des CIMS, des prélévements de sols entre 0 et 30 cm ont été
réalisés a avec une tariere motorisée au méme endroit que les premiers

prélevements (24 échantillons).

Rapidement apres les prélevements, les sols sont pesés et 50 g de chaque

échantillon ont été envoyés a la plateforme GenoSol (INRAE, centre de Dijon). Cet
envoi rapide permet d'éviter des modifications des structures de la communauté
(variation de températures, hygrométrie...) ce qui peut favoriser ou défavoriser
certaines communautés microbiennes et donc induire des biais lors de I'analyse.
Une fois réceptionnés, les sols sont tamisés a 4 mm puis lyophilisés. Un gramme de
sol lyophilisé par échantillon est utilisé pour I'extraction d'ADN. Les analyses
effectuées permettent de quantifier la biomasse moléculaire et la diversité de

bactéries et de champignons. Les différentes étapes du protocole sont brievement

décrites ci-dessous :
1. Extraction et purification de ’ADN du sol

Le sol est soumis a une lyse mécanique (dans un broyeur en présence de billes) et
chimique (en présence d’'un tampon d’extraction). Une étape de précipitation
(forte concentration saline) permet de séparer I’ADN des protéines dénaturées.
ADN et protéines sont séparées par une étape de centrifugation et le surnageant
est récupéré. Ce surnageant est a I’état dit brut et contient encore des éléments
contaminants tels que des protéines, des sucres, des acides humiques. L'ADN est
purifié en utilisant un tamis moléculaire réalisé sur colonne NucleoSpin Inhibitor
Removal Column suivie par une séparation sur colonne d'affinité/exclusion

contenant une membrane de silice, NucleoSpin Soil Column.

2. Mesure de la Biomasse Moléculaire Microbienne
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Cette derniere repose sur la quantification de I’ADN microbien brut (avant
purification). Le protocole d’extraction normalisé ISO 11063 a partir d’1 gramme de

sol a été utilisé.

3. Les modifications de structures des communautés bactériennes et fongiques ont
été menées grace |'amplification de génes marqueurs 16S (F479/R888) et 18S
(FF390/FR1) et le séquencgage par les nouvelles techniques de séquencgage. Cette
technique permet de déterminer les structures des communautés bactériennes
(ADNr 16S) et de champignons (ADNr 18s). || permet ainsi de réaliser un inventaire
taxonomique des organismes présents dans les sols échantillonnés. Le protocole
utilisé a été développé par la plateforme GenoSol et repose sur une préparation de
banques de genes par PCR, avant le séquencage. Cette analyse permet d’obtenir
des nombres d’unités taxonomiques opérationnelles (Operational taxonomic units
— OTU, en anglais). Ces groupes sont établis avec un seuil de dissimilarité fixé a 5%,

qui permet une finesse taxonomique au niveau du genre.

L'identification des genres d’intérét pour la succession CIMS — Tournesol (Bactéries
fixatrices d’azote et CMA) a été réalisé a partir des études de Maclean et al. (2007)
et Remigi et al. (2016), et les genres identifiés (quelle que soit I'espéce de Fabacée
qui y est associé) sont les genres suivants : Rhizobium, Allorhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,

Rhodopseudomonas, Methylobacterium et Neorhizobium.

IV.3.4. Analyses des données recueillies

IV.3.4.1. Taux de fixation symbiotique de I'azote atmosphérique

Les variables obtenues a I'issue de ces mesures et calculs sont :

- Les quantités d’azote acquises par les Fabacées cultivées en culture pures ou en
association bispécifique avec les Brassicacées
- Les taux de fixation symbiotique de I'azote atmosphérique %Ndfa
- La répartition entre l'azote acquis a partir du sol et celui fixé a partir de

I’'atmosphere

Les deux premiéres mesures ont été comparés deux a deux entre la Fabacée
monospécifique et les différentes Fabacées cultivées en mélanges bispécifiques.

Lorsque les données suivaient une distribution normale et que les variances sont
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homogenes, un test de Student a été appliqué. Lorsque I'une de ces hypotheses
n’étaient pas respectée, un test non-paramétrique de Wilcoxon a été appliqué. Les

différences ont été considérées comme significatives au seuil p = 0.05

IV.3.4.2. Taux de mycorhization des racines de tournesol
Les comptages obtenus permettent de calculer un taux de mycorhization, en

appliquant I’équation suivante :

Taux de mycorhization (%)

nombre d'intersections mycorhizées observées 100
= - . 7 X
nombre d'intersections totales observées

Afin d’améliorer 'homoscedasticité des données, les taux ont été transformées par

la fonction suivante (Ahrens et al., 1990), ou x est le taux de mycorhization :

arcsinVx

L’homoscédasticité des données transformées en fonction des variables testées a
été évaluée avec un test de Levene et la normalité des résidus avec un test de
Shapiro Wilk. L’hypothése d’homoscédasticité des variances n’ayant pas été
respectée, un test de Kruskal-Wallis et une comparaison multiple sur rangs ont été
réalisées (fonction Kruskal du package Agricolae). Les p-values des comparaisons
multiples ont été ajustés avec la méthode de correction du False Discovery Rate
(Pike, 2011). Les corrélations entre taux de mycorhization et biomasses des
tournesols, des CIMS ou quantités d’azote présentes dans le sol avant semis du
tournesol ont été réalisés par la méthode de corrélations des rangs de Spearman.
Les différences ont été considérées comme significatives a p < 0,05. Toutes les

analyses ont été réalisées a I'aide du logiciel Rstudio v 4.0.5.

IV.3.4.3. Communautés microbiennes du sol

Les données obtenues sont les suivantes : Biomasses moléculaire microbiennes,
nombres de copies 16S (relatives aux bactéries) et nombre de copies 18S (relatives
aux champignons). Conformément a Friberg et al., (2009), les données obtenues
sont utilisées pour calculer les indices écologiques suivants, qui permettent
d’appréhender le milieu dans sa globalité et de plus facilement interpréter les

résultats observés, et de les comparer a d’autres études ayant utilisé ces indices :
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La richesse spécifique, exprimée en nombre d’especes, calculée a partir du
logarithme du nombre d’OTU (noté S), il permet de rendre compte du nombre

d’especes présents dans un milieu
In(S)

Indice d’équitabilité (Evenness) : Calculé a partir de la richesse spécifique et de
I'indice de Shannon, et il varie entre 0 et 1. Cet indice permet de représenter
I’équitabilité numérique d’OTU au sein de I'échantillon et de rendre compte
d’éventuels déséquilibres des communautés, en cas de valeurs relativement
faibles. Il représente I'indice de Shannon divisé par I'indice de Shannon max :
—2pi XInpi
B InS
Ou pi est le pourcentage d’abondance d’une espece présente et S est le nombre

cardinal de la liste d’espéces présentes. L'indice n’a pas d’unité.

Ratio 165/18S : Il correspond au ratio entre le nombre de copies du géne 18S et le
nombre de copies du géne 16S par g. de sol. Il est habituellement compris entre 2
et 5%. Un ratio inférieur indique un environnement moins propice au
développement des bactéries tandis qu'un ratio plus important est |'indicateur d'un
environnement riche en matiéres carbonées complexes. Le ratio n’a pas d’unité.

Le nombre de répétition pour chaque traitement étant faible, les analyses ont été
réalisées a I'échelle de la composition (Sol nu, Brassicacées, Fabacées et mélanges).
Le nombre de répétitions a cette échelle étant déséquilibré (n = 3 pour le témoin
sol nu et la vesce, n = 9 pour les Brassicacées et les mélanges), I'effet des CIMS sur
les indices décrits ci-dessus (a chaque temps) a été analysé par des tests non-
paramétriques de Kruskal Wallis. Le seuil de significativité a été fixé a p = 0,05. Les

analyses ont été réalisées avec Rstudio v.4.0.5.

I\VV.4. Résultats

IV.4.1. Taux de fixation symbiotique de |'azote atmosphérique par les
Fabacées

IV.4.1.1. Azote acquis par les Fabacées en culture monospécifique ou en
mélanges bispécifiques

La Figure 65A représente la quantité d’azote acquise par la Vesce du Bengale

cultivée en composition monospécifique ou en mélange. La vesce du Bengale
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cultivée en culture monospécifique a toujours significativement (p < 0,01) acquis
plus d’azote en comparaison avec celles cultivées en association avec chacune des
trois espéces de Brassicacées (moutarde brune, navette fourragére ou radis
fourrager). Ceci est la conséquence des différences de densités de semis (50% de la
densité de semis de la culture monospécifique). En effet, les Fabacées
monospécifiques ont absorbé en moyenne 76,85 kg.ha! d’azote, tandis que les
vesces en association avec de la moutarde brune, de la navette fourragére ou du
radis fourrager ont absorbé 43,84 ou 35,94 ou 37,92 kg.ha! d’azote,

respectivement.

Afin d’évaluer les performances des vesces en mélanges en comparaison aux vesces
en culture pures, nous avons eu recours au calcul des LERp (Nabsorbé par les
mélanges / Nabsorbé par les cultures pures), qui est représenté sur la Figures 65B.
Les mélanges ont des LERp qui sont en moyenne supérieurs ou égaux a la droite de
0,5, en particulier dans le cas de la moutarde brune (LERp = 0,6), témoignant que la
Fabacée en association avec la moutarde brune est plus efficace dans son

acquisition d’azote que la vesce monospécifique.
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Figure 65 — Acquisition d’azote moyenne par les Fabacées monospécifiques ou en
association bispécifique (A) et performance de cette acquisition par les mélanges
(LERp, B), a Auzeville en 2020, en fonction des associations d’espéces ol monosp
correspond a la vesce du Bengale monospécifique, et ou bisp BM, bisp_TR et
bisp_FR correspondent aux associations entre Fabacées et moutarde brune,
navette fourragére et radis fourrager, respectivement. Les étoiles représentent des
différences significatives (p < 0,05) entre association et culture monospécifique. Les
densités de semis des vesces bi-spécifiques correspondaient a environ 1/2 de la
densité des cultures monospécifiques, le LERp est donc a comparer au seuil de 0,5
(barre noire).

Pour faire suite a cette analyse des quantités d’azote acquises, il y a un intérét a
déterminer la provenance de ce dernier (fixé ou issus de I'azote minéral du sol), afin
de répondre a I'objectif d’évaluation des effets de I'association de Fabacées a des

Brassicacées sur les taux de fixation symbiotique de I'azote atmosphérique.

IV.4.1.2. Azote fixé symbiotiquement par les Fabacées en culture
monospécifique ou en mélanges bispécifiques

Les taux de fixation symbiotiques de I'azote atmosphérique mesurés en 2020 sur
les parties aériennes des vesces du Bengale cultivées en culture monospécifique ou
en mélange bispécifique ont varié entre 90,29% (Fabacée en association avec la
navette) et 92,94% (Fabacée en association avec la moutarde) et comme le montre
la Figure 66. Ces taux de fixations globalement élevés peuvent s’expliquer par des
quantités d’azote minéral dans les sols initialement faibles, qui étaient en moyenne

(tous traitements confondus), sur I’horizon 0-30 cm de 17,34 kg.ha en Octobre

bisp_FR
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2019, avant le semis des CIMS (précédent tournesol) et atteignaient 26,63 kg.ha™
sur I’horizon 0-60 cm. Aucune différence significative n’a été détectée entre les taux
de fixation mesurées entre les vesces du Bengale cultivées en association et les
vesces du Bengale cultivées en culture monospécifique, comme on peut I'observer
sur les Figures 66. Ceci peut laisser supposer que le fait d’étre en mélange avec les
Brassicacées n’a pas d'impact négatif sur la capacité du rhizobium a permettre une

fixation symbiotique de I'azote atmosphérique par les Fabacées.

Ces taux permettent d’estimer la part d’azote acquis par la Fabacée par voie
symbiotique et d’en déduire les parts acquises a partir du sol. Ces quantités sont
représentées dans la Figure 67 ci-dessous, et elle montre que la majorité de I'azote
acquis par les Fabacées (qu’elles soient en culture monospécifique ou bispécifique)
provient de la fixation symbiotique. Néanmoins, les vesces en cultures
monospécifiques semblent acquérir plus d’azote en provenance du sol que celles
en mélanges bispécifiques. Cette observation pourrait s’expliquer par une
compétition intra-spécifique pour I'azote inférieure que celle inter-spécifique avec

les Brassicacées.
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Figure 66 — Taux de fixation symbiotique des parties aériennes de la vesce du
Bengale (%) a Auzeville en 2020, en fonction des associations d’espéces ou monosp
correspond a la vesce du bengale en culture monospécifique, et ou bisp_BM,
bisp_TR et bisp_FR correspondent aux associations entre Fabacées et moutarde
brune, navette fourragere et radis fourrager, respectivement. Aucune différence
significative n’a été détectée entre les taux de fixation de la vesce du Bengale
monospécifique et ceux des vesces associées avec des Brassicacées.
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Figure 67 — Répartition de I'azote acquis (kg.ha) par les vesces du Bengale
monospécifique et en mélange entre fixation de I'azote atmosphérique par voie
symbiotique (en bleu) et prélevement depuis le sol (en marron), a Auzeville en
2020, en fonction des associations d’espéces ol monosp correspond a la vesce du
Bengale en culture monospécifique, et ou bisp BM, bisp_ TR et bisp FR
correspondent aux associations entre Fabacées et moutarde brune, navette
fourragére et radis fourrager, respectivement. Les étoiles représentent des
différences significatives en comparaison au témoin monospécifique (p < 0,05).

IV.4.2. Taux de mycorhization des racines de tournesol en fonction du

précédent cultural

La Figure 68 représente les taux de mycorhization observées a Auzeville en 2020,
en fonction des 5 traitements échantillonnés : Le sol nu, la moutarde brune, le radis
fourrager, la vesce du Bengale et le mélange tri-spécifique de ces couverts. Les taux
de mycorhization ont atteint en moyenne 14%, tous traitements confondus. Une
augmentation significative (p < 0,05) a été observée en 2020 sur les racines de
tournesols cultivées aprés un couvert de moutarde brune, en comparaison au
témoin sol nu avec des pourcentages moyens de 21,96% et 11,73%, respectivement

(Figure 68).
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Figure 68 — Taux de mycorhization des racines de tournesol (%) en fonction du
précédent cultural a Auzeville en 2020. Les lettres représentent les traitements
suivants : SN = Sol nu ; MB = Moutarde brune ; RF = Radis fourrager ; VB = Vesce du
Bengale ; M+R+V = Mélange tri-spécifique composé de moutarde brune, radis
fourrager et vesce du Bengale. Des lettres différentes représentent des différences
significatives (p < 0,05).

Afin de s’assurer que ces observations ne soient pas en lien avec la biomasse de la
culture hote (i.e. un hote bien développé pourrait étre colonisé par plus une grande
quantité de CMA), un test de corrélation de Spearman a été réalisé entre ces taux
et les biomasses biomasses produites par les tournesols de la méme zone de
prélevement, quelques jours apres les préléevements des tournesols sur lesquels
ont été faites les observations de taux de CMA. Aucune corrélation n’a été mise en
évidence (rho = -0,004, p = 0,97). Aucune corrélation n’a été observée entre ces
taux et la biomasse des couverts de CIMS: L'analyse du lien entre taux de
mycorhization et biomasses tous traitements confondus n’a pas permis de faire
ressortir de tendances (rho = -0,09, p = 0,51) (Figure 69), mais la corrélation est
significative pour les deux Brassicacées, lorsque qu’elles sont considérées
séparément (rho =-0,85, p < 0,01 et rho = 0,66, p < 0,05 pour la moutarde brune et
le radis fourrager, respectivement). Enfin, aucune corrélation significative n’a été
identifiée entre les quantités d’azote avant le semis du tournesol et les taux de
mycorhization des racines de tournesol, lorsque tous les traitements ont été

considérés ensemble (Figure 70).
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Figure 69 — Corrélation entre le taux de mycorhization des racines de tournesol (%)
et la biomasse totale (parties aériennes et racinaires, mélanges des trois especes
dans le cas du traitement tri-spécifique) (t.ha? de MS) produites par les cultures
intermédiaires a Auzeville en 2020. Les couleurs représentent les traitements avec
TO : sol nu; T1 : Moutarde brune ; T3 : Radis fourrager ; T4 : Vesce du Bengale ; T8 :
mélange de T1+T3+T4. Les formes représentent les blocs. Chaque point représente
la moyenne de deux sous-répétitions de taux de mycorhization.
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Figure 70 — Corrélation entre le taux de mycorhization des racines de tournesol (%)
la quantité d’azote minérale dans le sol avant le semis du tournesol (kg.ha?) a
Auzeville en 2020. Les couleurs représentent les traitements avec TO : sol nu; T1:
Moutarde brune; T3 : Radis fourrager; T4 : Vesce du Bengale; T8 : mélange de
T1+T3+T4. Les formes représentent les blocs. Chaque point représente la moyenne
de deux sous-répétitions et de trois zones de mesures de taux de mycorhization.
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IV.4.3. Effets des CIMS et de la biofumigation sur les communautés
microbiennes des sols

IV.4.3.1. Effets des CIMS sur les biomasses moléculaires microbiennes
mesurées dans le sol

Les biomasses moléculaires microbiennes ont été mesurées en fonction des
traitements et des deux temps de prélevements (T1 : Avant destruction des CIMS ;

T2 : Avant semis du tournesol), sont présentées sur la Figure 71. Aucun effet

significatif du traitement sur ces biomasses n’a été identifié (p > 0,05).

T1, p-value=6.75e~01 T2, p-value=3.85e-01

Brassicaceas N Fabaceae Mixture Brassicaceas M Fabaceas

Biomasse hMoléculmsire Microblenne (pg.g sol-1)
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Figure 71 — Biomasses moléculaires microbiennes en fonction des traitement
(traitements semés avec des Brassicacées, des Fabacées ou le mélange des deux,
ou témoin sol nu), avant destruction des CIMS (T1) et avant semis du tournesol (T2).
La pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal Wallis.

IV.4.3.2. Effets des CIMS sur les ratios 165/18S mesurés dans le sol

Les ratios 185/16S, qui représentent les ratios du nombre de copies du géne 18S
(champignon) sur celui du géne 16S (bactéries), en fonction des différents
traitements de CIMS, aux deux dates de préléevements (T1 : Avant destruction des
CIMS et T2, avant semis du tournesol), sont présentés sur la Figure 72. Aucun effet
significatif du traitement sur ces ratios n’été identifié (p > 0,05). Néanmoins, il est
possible d’observer une augmentation du ratio au temps T2 pour les Fabacées,
apres enfouissement et minéralisation de la Vesce du Bengale (Figure 71). En
comparaison aux Brassicacées, les Fabacées ont des ratios C/N plus faibles, et des
tissus lignés qui sont plus difficilement assimilables, ce qui peut modifier plus

fortement les communautés fongiques.

Mixture
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Figure 72 — Ratio 16S5/18S en fonction de la composition des traitements
(traitements semés avec des Brassicacées, des Fabacées ou le mélange des deux,
ou témoin sol nu), avant destruction des CIMS (T1) et avant semis du tournesol (T2).
La pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal Wallis.

IV.4.3.3. Effets des CIMS sur la richesse spécifique du sol en copies 16S et 18S
L'observation de la richesse bactérienne et fongique (nombre d'OTUS déterminé
par clustering a 5% de dissimilarité) ne montre pas d'effet significatif en fonction
de la nature des CIMS aux deux dates de prélévements (T1 : Avant destruction des
CIMS et T2, avant semis du tournesol), ni pour les copies 16S (figure 73), ni pour les
copies 18S (figure 74). Néanmoins, concernant les copies 16S et au temps T1, dans
I'environnement rhizosphérique avant destruction des CIMS, on observe une
diminution, non significative dans les sols issus des traitements Brassicacées et le
mélange de Brassicacées et Fabacées, en comparaison au sol nu ou aux Fabacées
monospécifiques (Figure 73). Il serait intéressant de faire une expérimentation en

augmentant le nombre de répétitions pour voir si cet effet a une réalité biologique.
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Figure 73 — Richesse spécifique calculée a partir des copies 16S en fonction des
CIMS (traitements semés avec des Brassicacées, des Fabacées ou le mélange des
deux, ou témoin sol nu), avant destruction des CIMS (T1) et avant semis du
tournesol (T2). La pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal Wallis.
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Figure 74 — Richesse spécifique calculée a partir des copies 18S en fonction des
CIMS (traitements semés avec des Brassicacées, des Fabacées ou le mélange des
deux, ou témoin sol nu), avant destruction des CIMS (T1) et avant semis du
tournesol (T2). La pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal Wallis.

IV.4.3.4. Indice d’équitabilité (Evenness) des communautés bactériennes et
fongiques en fonction des CIMS et des dates de prélevement

La distribution de la structure des communautés microbiennes a été mesurée avec
I’équitabilité des communautés bactériennes et celle des communautés fongiques
en fonction des traitements et des temps de prélévements (T1 : Avant destruction
des CIMS et T2, avant semis du tournesol) et les résultats sont représentées sur les
Figures 75 et 76, respectivement. Cette valeur représente la variation de I'indice de
Shannon (Disymétrie de la fréquence des OTUs) par rapport au shannon max (qui
dépend de la richesse bactérienne). L'indice d’équitabilité des communautés
bactériennes (Figure 75) se situe entre 0,6 et 0,8, et est donc proche de 1, suggérant
une structure de communauté globalement équilibrée, quel que soit le traitement
et le temps de prélevement. L'indice est un peu plus faible dans le cas des
communautés fongiques (Figure 76), se situant autour de 0,5 a 0,65. Néanmoins,
aucun effet significatif du traitement sur I'équitabilité de la structure de la
communauté n’a été identifié (p > 0,05). Il est intéressant de retrouver une valeur
plus forte pour les champignons au T2 pour la condition Brassicacées. Des
expériences complémentaires pour évaluer |'effet de ces espéces en modifiant les
conditions (Biomasses de CIMS par exemple) seraient a mener pour mieux

caractériser ces effets.
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Figure 75 — Indice d’équitabilité calculé a partir des copies de 16S en fonction du
traitement (traitements semés avec des Brassicacées, des Fabacées ou le mélange
des deux, ou témoin sol nu), avant destruction des CIMS (T1) et avant semis du
tournesol (T2). La pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal Wallis.
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Figure 76 — Indice d’équitabilité calculé a partir des copies de 18S en fonction du
traitement (traitements semés avec des Brassicacées, des Fabacées ou le mélange
des deux, ou témoin sol nu), avant destruction des CIMS (T1) et avant semis du
tournesol (T2). La pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal Wallis.

IV.4.4. Effets des CIMS sur des communautés d’intérét pour Ia

succession culturale CIMS — Tournesol

Les études précédentes ont été faites en prenant la totalité des OTU détectées.
Dans la suite du manuscrit un intérét a été porté plus particulierement aux especes
pouvant affecter la succession étudiée pendant la these.

IV.4.4.1. Bactéries symbiotiques des Fabacées

Le nombre de séquences assignées au genre bactérien Bradyrhizobium (bactérie
symbiotique fixatrice d’azote) en fonction du traitement et de trois temps de
prélevements (avant semis des CIMS, avant destruction des CIMS et avant semis du

tournesol) est représenté sur la Figure 77. Un effet significatif du temps de
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prélevement (p < 0,01) est observé, sans qu’il n’y ait de différences significatives

entre traitements au sein du méme temps de prélévement.
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Figure 77 — Nombre de séquences (reads) 16S assignées au genre Bradyrhizobium,
en fonction des trois dates de prélevement (A) : avant semis des CIMS, (B) avant
destruction des CIMS, (C) avant semis du tournesol, en fonction de la composition
des CIMS et du témoin pour chacune des dates ; ou Br représente les Brassicacées,
SN le sol nu, Fb les Fabacées et Mix le mélange de Brassicacées et de Fabacées. La
pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal-Wallis.

Le nombre de séquences assignées aux genres bactériens Allorhizobium,
Neorhizobium, Pararhizobium et Rhizobium (bactéries symbiotiques fixatrices
d’azote) en fonction du traitement et de trois temps de prélevements (avant semis
des CIMS, avant destruction des CIMS et avant semis du tournesol) est représenté
sur la Figure 78. Il est a noté que le genre Rhizobium, connu pour étre capable de
noduler les Fabacées du genre Vicia). Aucun effet significatif du temps de
prélevement ou du traitement sur le nombre de séquences n’a été identifié (p >

0,05).
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Figure 78 — Nombre de séquences (reads) 16S assignées aux genres Allorhizobium,
Neorhizobium, Pararhizobium et Rhizobium, en fonction des trois dates de
prélevement (A) : avant semis des CIMS, (B) avant destruction des CIMS, (C) avant
semis du tournesol, en fonction de la composition des CIMS et du témoin pour
chacune des dates.

Le nombre de séquences assignées aux bactéries du genre Mesorhizobium en
fonction du traitement et de trois temps de prélevements (avant semis des CIMS,
avant destruction des CIMS et avant semis du tournesol) est représenté sur la
Figure 79. Aucun effet significatif du temps de prélevement ou du traitement sur le

nombre de séquences n’a été identifié (p > 0,05).
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Figure 79 — Nombre de séquences (reads) 16S assignées au genre Mesorhizobium
en fonction des trois dates de prélévement (A) : avant semis des CIMS, (B) avant
destruction des CIMS, (C) avant semis du tournesol, en fonction de la composition
des CIMS et du témoin pour chacune des dates ; ol Br représente les Brassicacées,
SN le sol nu, Fb les Fabacées et Mix le mélange de Brassicacées et de Fabacées. La
pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal-Wallis.

IV.4.4.2. Champignons mycorhiziens a arbuscules
Le nombre de séquences assignées au genre Rhizophagus (CMA avec une affinité

forte pour la culture du tournesol) en fonction du traitement et de trois temps de

Fb
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prélevements (avant semis des CIMS, avant destruction des CIMS et avant semis du
tournesol) est représenté sur la Figure 80. Une réduction significative du nombre
de séquences assignées a ce genre est observée entre le temps de prélevement
‘Avant destruction des CIMS’ et le temps de prélevement ‘Avant semis du
tournesol’, sans qu’aucune différence significative ne soit détectée entre
traitements au sein de chacun de ces temps. Cela peut laisser supposer que I'une
ou les pratiques et/ou processus mis en ceuvre entre ces deux temps (broyage,
enfouissement des couverts, production d’'ITCs, deux passages de vibroculteur et
minéralisation des résidus des CIMS) ont un impact négatif sur les CMA du genre
Rhizophagus. Cet effet semble indépendant de la biofumigation et de la libération
d’ITCs puisque le nombre de séquences observé dans les sols du traitement
Brassicacée n’est pas significativement différent des autres traitements (Figure 80).
Néanmoins, le nombre global des séquences détecté est globalement faible, et il
est difficile de conclure de maniere claire sur d’éventuels effets. L'effet positif des
CIMS au T1 peut étre di a la présence de plantes installées plus qu’a I'effet de la

conduire de culture pour la destruction des CIMS.
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Figure 80 — Nombre de séquences (reads) 18S assignées au genre Rhizophagus en
fonction des trois dates de prélévement (A): avant semis des CIMS, (B) avant
destruction des CIMS, (C) avant semis du tournesol, en fonction de la composition
des CIMS et du témoin pour chacune des dates ; ; ou Br représente les Brassicacées,
SN le sol nu, Fb les Fabacées et Mix le mélange de Brassicacées et de Fabacées. La
pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal-Wallis.

Le nombre de séquences assignées au genre Funneliformis (CMA sans affinité
particuliére avec la culture du tournesol) en fonction du traitement et de trois
temps de préléevements (avant semis des CIMS, avant destruction des CIMS et avant

semis du tournesol) est représenté sur la Figure 81. Une réduction du nombre de
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séquences assignées a ce genre est observée entre le temps de prélévement ‘Avant
destruction des CIMS’ et le temps de prélevement ‘Avant semis du tournesol’,
laissant supposer que les interventions mécaniques et processus en ceuvre entre
ces deux temps ont impacté négativement la richesse du genre Funneliformis.
Contrairement au genre Rhizophagus, le nombre de séquences détecté est plus
élevé, et une réduction significative a pu étre observée entre le nombre de
séquences observées dans les sols du traitement Brassicacée et les sols du
traitement mélanges de Brassicacées et de Vesce du Bengale (Figure 81). Ce
résultat peut laisser supposer que les mélanges de Brassicacées et de Fabacées
permettent une compensation des potentiels effets négatifs des Brassicacées en

cultures pures.

Funneliformis_p-value=2.74e-03

nombre de reads

L

ab

20

ab

Br SN Fb Mix Br SN Fb Mix Br SN

Figure 81 — Nombre de séquences (reads) 18S assignées au genre Funneliformis en
fonction des trois dates de prélévement (A) : avant semis des CIMS, (B) avant
destruction des CIMS, (C) avant semis du tournesol, en fonction de la composition
des CIMS et du témoin pour chacune des dates ; ou Br représente les Brassicacées,
SN le sol nu, Fb les Fabacées et Mix le mélange de Brassicacées et de Fabacées. La
pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal-Wallis.

Le nombre de séquences assignées au genre Glomus (CMA sans affinité particuliere
avec la culture du tournesol) en fonction du traitement et de trois temps de
prélevements (avant semis des CIMS, avant destruction des CIMS et avant semis du
tournesol) est représenté sur la Figure 82. La réduction du nombre de séquences
assignées a ce genre est observée entre le temps de prélevement ‘Avant
destruction des CIMS’ et le temps de prélevement ‘Avant semis du tournesol’,
laissant supposer que la présence de plantes peut avoir un effet positif sur

I’établissement de I'association symbiotique ou que les interventions mécaniques
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et processus en ceuvre entre ces deux temps peuvent avoir un effet négatif sur le
genre Glomus. De plus, une réduction significative du nombre de séquences
détecté est observée au temps avant semis du tournesol, entre le traitement
Brassicacée en comparaison au traitement Fabacées, sans qu’il n’y ait de
différences entre chacun de ces traitements et le mélange de ces deux traitements
(Figure 82C). Ce résultat peut laisser supposer un effet négatif des Brassicacées
cultivées en culture monospécifique, en comparaison a la vesce. Un mélange
bispécifique pourrait permettre de réduire cet effet négatif puisque le nombre de
séquences détectés est intermédiaire entre celui des Brassicacées monospécifiques

et des Fabacées monospécifiques (Figure 82C).
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Figure 82 — Nombre de séquences (reads) 18S assignées au genre Glomus en
fonction des trois dates de prélevement (A): avant semis des CIMS, (B) avant
destruction des CIMS, (C) avant semis du tournesol, en fonction de la composition
des CIMS et du témoin pour chacune des dates ; ou Br représente les Brassicacées,
SN le sol nu, Fb les Fabacées et Mix le mélange de Brassicacées et de Fabacées. La
pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal-Wallis.

Le nombre de séquences assignées au genre Gigaspora (CMA avec une affinité
particuliere avec la culture du tournesol) en fonction du traitement et de trois
temps de prélevements (avant semis des CIMS, avant destruction des CIMS et avant
semis du tournesol) est représenté sur la Figure 83. Le nombre de séquences
assignée a ce genre ayant été détecté est faible (< 10 séquences) et s’explique par
la caractéristique de ces champignons a avoir de longs hyphes, qui les rendent
sensibles au travail du sol. Ces champignons sont donc trés peu retrouvés en sols
labourés par exemple. Aucun effet négatif du temps de prélevement ou du
traitement n’a été identifié, malgré I'observation d’une tendance a la réduction du

nombre de séquences de ce champignon entre le temps ‘avant destruction des
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CIMS’ et ‘Avant semis du tournesol’ (Figure 83C). Néanmoins, le nombre tres réduit

de séquences détectées pour ce genre limite les conclusions possibles a tirer.

Gigaspora_p=value=1.90e=01

Fl
1

nombre de reads

— —

Br SN Fb Mix Br SN Fb Mix Br SN

Figure 83 — Nombre de séquences (reads) 18S assignées au genre Gigaspora en
fonction des trois dates de préléevement (A): avant semis des CIMS, (B) avant
destruction des CIMS, (C) avant semis du tournesol, en fonction de la composition
des CIMS et du témoin pour chacune des dates ; ou Br représente les Brassicacées,
SN le sol nu, Fb les Fabacées et Mix le mélange de Brassicacées et de Fabacées. La
pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal-Wallis.

Le nombre de séquences assignées au genre Claroideoglomus (CMA sans affinité
particuliére avec la culture du tournesol) en fonction du traitement et de trois
temps de prélévements (avant semis des CIMS, avant destruction des CIMS et avant
semis du tournesol) est représenté sur la Figure 84. Une réduction significative du
nombre de séquences assignées a ce genre a été observée entre le temps de
prélevement ‘avant destruction des CIMS’ et le temps ‘Avant semis du tournesol’,
ce qui peut laisser supposer que les pratiques agricoles et processus en ceuvre entre
ces deux temps ont pu impacter négativement la richesse de ce champignon, sans

gu’il n’y ait de différences entre traitements au sein d’'un méme temps (Figure 84).
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Claroideoglomus_p-value=4.27e-03
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Figure 84 — Nombre de séquences (reads) 18S assignées au genre Claroideoglomus
en fonction des trois dates de prélevement (A) : avant semis des CIMS, (B) avant
destruction des CIMS, (C) avant semis du tournesol, en fonction de la composition
des CIMS et du témoin pour chacune des dates ; ou Br représente les Brassicacées,
SN le sol nu, Fb les Fabacées et Mix le mélange de Brassicacées et de Fabacées. La
pvalue est obtenue suite a un test de Kruskal-Wallis.

IV.5. Discussion et conclusions sur les potentiels dis-
services fournis par les cultures intermédiaires multi-

services

Ce dernier chapitre avait pour objectif d’identifier de potentiels dis-services des
CIMS et de la biofumigation sur les communautés microbiennes du sol, dans leur
globalité, ou en se focalisant plus finement sur des communautés d’intérét pour la
succession CIMS — Tournesol, qui ont été choisies comme étant les bactéries
symbiotiques des Fabacées et les CMA du tournesol. Les hypothéses initiales de ce

chapitre étaient que :

- Les Brassicacées peuvent impacter la structure des communautés microbiennes
par des effets allélopathiques en comparaison au sol nu ou a des non-Brassicacées,
donc les Brassicacées ont une action sur les communautés microbiennes durant
leur développement, avant méme qu’elles ne soient broyées et enfouies pour

mettre en ceuvre une biofumigation.

- Les Brassicacées peuvent impacter la structure des communautés microbiennes

suite a la biofumigation en comparaison au sol nu, donc aprés leur destruction.

- Les Fabacées peuvent impacter la structure par un effet engrais vert en

comparaison au sol nu.
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- Il peut y avoir une compensation des effets négatifs qu’induisent les Brassicacées

via les processus d’allélopathie, de la biofumigation ou de la caractéristique des
Brassicacées a ne pas étre une culture héte a CMA grace a l'inclusion de Fabacées
dans la composition du couvert, en comparaison a des Brassicacées cultivées en
composition monospécifique. Ceci serait permis par la présence d’une culture hote

et une réduction des quantités d’ITCs produites, ainsi que leur dillution.

- Les Brassicacées et/ou les Fabacées ont un impact sur la famille des Gloméracées
(a laquelle appartient le champignon mycorhizien arbsuculaire du tournesol

Rhizophagus irregularis)

- Les Brassicacées et/ou les Fabacées ont un impact sur la famille des Rhizobiacées
(a laquelle appartient le genre Rhizobium, regroupant des espéces symbiotiques

des Fabacées)

D’un point de vu global, au vu des résultats des analyses de biomasses moléculaires
microbiennes et d’indices tels que la richesse en OTU des champignons ou des
bactéries et I’équitabilité de leurs structures, aucun effet négatif des CIMS et de la
biofumigation n’a pu étre identifié. Aisni, au regard de la stabilité des indices avant
destruction des CIMS et avant semis du tournesol, les hypotheses émises sur les
effets des CIMS et de la biofumigation sur les structures ne peuvent donc pas étre
validées a I'issue de cet essai. Cependant, I'étude plus précise des communautés
d’intérét, soit par des approches indirectes (taux de la fixation symbiotique de
I'azote atmosphérique par les Fabacées ou taux de mycorhization des racines de
tournesols) ou plus directes grace a I'analyse du nombre relatif de séquences de
genres appartenant aux communautés de bactéries symbiotiques et de CMA, a

permis d’aboutir aux conclusions suivantes :

1 - L'association de la Vesce du Bengale avec une Brassicacée (Moutarde brune,
navette fourragere ou radis fourrager) ne semble pas influencer la capacité des
Fabacées a fixer I'azote atmosphérique par voie symbiotique. Ces résultats sont en
contradiction avec ceux de Nyfeler et al. (2011), qui démontrent une réponse
positive de la fixation atmosphérique par les Fabacées en mélange avec des non-
Fabacées, en comparaison aux Fabacées monospécifiques, en particulier dans les
sols ol les niveaux d’azote étaient les plus faibles (74% a 82% pour N50 contre 56%
a 76% pour N150, selon les années). L'absence de réduction des taux de fixation

entre Fabacée monospécifique et Fabacée en association avec des Brassicacées,
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observée dans le cadre de notre étude, peut suggérer que les Brassicacées
n’engendrent pas de dis-service sur la capacité de la Fabacée a fixer I'azote.
Néanmoins, il n’est pas a exclure que cette absence peut étre la résultante de deux
processus pouvant se compenser et que nous n’avons pas eu, la possibilité de
distinguer : (i) une réduction de la capacité des bactéries symbiotiques a fixer
I'azote, peut étre due a une sensibilité des populations de Rhizobiaceae, tel que
déja observé par Bressan et al. (2009), et cet effet peut étre masqué par (ii) une
augmentation des taux de fixations a cause de la compétitivité des Brassicacées a
acquérir de l'azote. L'absence de différences significatives entre le nombre de
séquences de ces bactéries en fonction des différents traitements ne permet pas
non plus de conclure sur cette question. Une perspective afin de réussir a isoler ces
deux effets serait de comparer entre des Fabacées monospécifiques et des
Fabacées associées en mélanges bispécifiques a des Brassicacées ainsi que des non-
Brassicacées, en choisissant des espéces de Brassicacées et de non-Brassicacées
exercant la méme compétition dans leur acquisition de 'azote. Le présent travail
n’avait pas pour ambition de caractériser les interactions de compétition entre la
Fabacée et la Brassicacée dans I'exploitation des ressources en nutriments et
lumineuses mais il n’est pas a exclure que celles-ci peuvent intervenir dans les
résultats observés. Il y aurait donc un intérét a mener des expérimentations
évaluant de maniere plus exhaustives les interactions existantes entre Fabacées
associées aux Brassicacées, notamment grace a des comparaisons de profils

racinaires.

2 - Pour ce qui est des résultats portant sur les taux de mycorhization des racines
de tournesol, I'observation montre que les systemes racinaires de tournesol
cultivés apreés les sols témoins ou les différentes espéces de Brassicacées (moutarde
brune ou radis fourrager), et de Fabacées (Vesce du Bengale) ou du mélange des
deux, a permis I'observation de taux variant entre 5% et pouvant atteindre 45%
dans le cas de certains traitements. Ces taux sont globalement faibles en
comparaison a ceux rapportés dans d’autres études, avec des colonisations de
systemes racinaires de tournesols pouvant atteindre 37,6%, 43,5 voire 53,55%
observés sur des tournesols cultivés apres une jachere, une vesce ou apres de
I'orge, respectivement, a 95 jours apres semis (Garcia-Gonzalez et al., 2016). Cela
pourrait s’expliquer par un effet global de la mécanisation (tous traitements

confondus) qui peut affecter négativement les communautés fongiques. Notre

216



étude n’a pas permis de confirmer les hypotheses initialement formulées
concernant des effets bénéfiques des Fabacées. Elle a, contrairement a nos
attentes, mené a I'observation d’une augmentation des taux de mycorhization des
racines de tournesols cultivés aprées de la moutarde brune, sans qu’aucun effet de
la vesce du Bengale n’ait pu étre mis en avant. De maniere divergente, Rosner et al.
(2018) ont observé que les taux de mycorhization des racines de tournesols étaient
significativement plus faibles aprés des couverts de Fabacées en comparaison a des
sols nus. De plus, I'augmentation du taux de mycorhization suite au couvert de
moutarde brune est en contradiction avec les résultats de ces auteurs, qui n’ont
observé aucune différence entre les taux de mycorhization de racines de tournesols
cultivés aprés un mélange de Brassicacées composé de moutarde des champs
(Sinapis arvensis L.), de radis sauvage (Raphanus raphanistrum L.) et de Bourse de
Judas (Lepidium campestre L.). Les auteurs suggerent que l'absence d’effets
négatifs des Brassicacées (en particulier du radis) pourrait étre due a une
volatilisation rapide des ITCs. D’autres études menées sur mais rapportent des
augmentations du taux de mycorhization sur les plants cultivés aprés une Fabacée,
telle que la vesce velue, en comparaison a un témoin ou a de la moutarde brune,
sans qu’il n'y ait de différences entre ces deux derniéres modalités (Njeru et al.,
2015; Higo et al., 2019). Les auteurs suggérent que les taux de mycorhization
réduits apres les Brassicacées peuvent étre dus aux ITCs produits par la moutarde
brune, et au fait que ce soit une culture non-h6te de CMA favorisant une réduction

des propagules de CMA pendant la période d’interculture.

3 — Les résultats des analyses de sol réalisées par des approches moléculaires n’ont
globalement pas permis d’identifier d’effets des CIMS et de la biofumigation sur les
indices mesurés (Richesse en copies 16S et 18S, équitabilité, biomasse moléculaire
microbiennes) en fonction des différents traitements, avant destruction des CIMS
et avant semis du tournesol. Cette partie de la thése a vocation exploratoire permet
néanmoins de dégager certaines tendances grace a la comparaison de I’'abondance
relative des séquences assignées a certains genres appartenant a des
communautés d’intérét dans la succession CIMS — Tournesol. En effet, il a été
possible d’observer que les genres de CMA Funneliformis et Glomus avaient des
abondances relatives plus faibles apres la biofumigation et les passages d’outils,
ainsi que la minéralisation des résidus enfouis. Au sein du méme temps

d’échantillonnage, avant semis du tournesol, il a également été possible d’observer
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des réductions significatives de I'abondance des séquences détectées sur les
traitements de Brassicacées monospécifiques broyées et enfouies en comparaison,
soit avec la Vesce du Bengale, dans le cas du genre Glomus, soit avec le mélange
Brassicacées x Fabacées, dans le cas du genre Funneliformis. Bien qu’il ne soit pas
possible de distinguer entre les effets de différentes pratiques et processus, cette
réduction spécifique aux Brassicacées peut suggérer une action des ITCs et autres
molécules potentiellement biocides qu’elles produisent suite a I’hydrolyse des
GSLs. Et ce, méme si ces résultats ne correspondent pas a ceux obtenus avec notre
évaluation indirecte de I'effet des CIMS et de la biofumigation sur les CMA (grace a
la comparaison des taux de mycorhization dans les systéemes racinaires du
tournesol). Bien que peu d’études existent sur les effets de la biofumigation sur les
communautés microbiennes, il semblerait que les effets de la pratique dépendent
du nombre de jours aprés sa mise en ceuvre (Sennett et al., 2022). En effet, ces
auteurs ont réalisé des analyses de sols qu’ils ont séquencés par MiSeq, et ils
rapportent des réductions significatives de I'abondance et de I'équitabilité des
communautés bactériennes 3 jours apres une biofumigation réalisée avec de la
moutarde brune (variété Caliente), en comparaison avec d’autres traitements
(controle, résidus d’orge, ou encore fumigation chimique avec l'utilisation de
metam sodium ou de chloropicrine). Ces perturbations des communautés
bactériennes s’estompent dés le 8™ jour aprés biofumigation, et plus aucune
différence significative n’est observée en comparaison avec le témoin jusqu’a la fin
de I'expérimentation (160 jours aprés biofumigation). Les observations réalisées
dans le cadre de notre étude ont été faites avant destruction des CIMS, afin
d’évaluer les effets allélopathiques des CIMS et avant semis du tournesol, soit 3
mois apres la biofumigation. Il se pourrait donc que les potentiels effets de la
biofumigation aient eu le temps de s’estomper avant qu’on ne puisse les observer.
Ces hypotheses sont néanmoins contradictoires avec les résultats obtenus par
Friberg et al. (2009), qui, par le moyen d’analyses 16S et 18S en utilisant la méthode
de polymorphisme de longueur des fragments de restriction terminaux (Terminal
restriction fragment length polymorphism) ont observé des modifications de
structures de communautés bactériennes apres incorporation de la moutarde.Ces
différences ont alors persisté jusqu’a 8 mois apres incorporation de la Brassicacée.
Les indices mesurés (nombre de fragments, diversité et équitabilité) ne différaient
pas selon les traitements mais les auteurs soulignent que ces indices doivent étre

évalués avec précaution car les pics analysés pour les établir peuvent représenter

218



différentes espéces. Les effets étaient moindres sur les communautés fongiques.
La méta-analyse de Muhammad et al. (2021), basée sur des études réalisées avec
les méthodes d’analyse de phospholipides, ou de quantification du carbone ou de
I'azote contenu dans la biomasse microbienne, démontre quant a elle que les
couverts permettaient d’améliorer ces indices de 24, 40 et 51%, respectivement.
Les résultats démontrent également que les champignons sont plus affectés par
I'utilisation de couverts que les bactéries. Ceci correspond, dans une certaine
mesure, aux résultats obtenus a I'échelle des genres de communautés
microbiennes, qui permettaient d’identifier des différences significatives du
nombre de séquences détectées et assignées aux CMA Funneliformis et Glomus en
fonction des traitements de CIMS, ainsi que des réductions entre le temps de
prélevements (‘Avant destruction des CIMS’ et ‘Avant semis du tournesol’), tandis
gue ces effets n‘ont pas été observés concernant les genres de bactéries
symbiotiques des Fabacées. Enfin, I'étude de Muhammad et al. (2021) met
également en avant une réduction des indices étudiés suite aux couverts composés
de mélanges, en comparaison aux Fabacées ou non-Fabacées monospécifiques. Ce
résultat s’avere contraire a nos hypothéeses de compensation grace aux mélanges,
et a certaines des observations de cette étude sur les CMA. Les auteurs suggerent
néanmoins que ce résultat proviendrait du nombre plus faible d’études sur le sujet,
en comparaison aux cultures monospécifiques, ce qui engendre une évaluation
incompléete des effets des mélanges sur les indices mesurés. Globalement, cette
méta-analyse réalisée sur 81 articles, lui conférant une puissance statistique élevée,
a permis de conclure que les couverts amélioraient la structure des communautés
microbiennes en comparaison a I'absence de couverts, contrairement aux résultats
obtenus dans le cadre de cette these. Il n’est pas a exclure que I'absence de
différences dans les indices mesurés dans cette étude puisse étre également due a
une forte hétérogénéité des communautés microbiennes présentes dans le sol. En
effet, le sol a une hétéogénéité spatiale inhérente en terme de caractéristiques
physico-chimiques, méme a petite échelle (< 40 cm) au sein des agro-écosystémes
(Franklin and Mills, 2009). Selon ces mémes auteurs, des facteurs tels que le
carbone, 'azote, la distribution de la matiere organique et la texture du sol
impactaient I'organisation des organismes du sol, et la réponse était également
dépendante selon les communautés étudiées. Notre faible nombre de répétitions
n'a pas permis d’atténuer, voire de maitriser, les effets de cette hétérogénéité

malgré ['utilisation de données a I'échelle de la composition (Brassicacées
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monospécifiques (n = 9), Fabacées monospécifiques (n=3), mélanges bispécifiques

en comparaison (n =9) aux sols nus (n=3)).
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Chapitre V — Discussion générale et perspectives
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La gestion des deux bioagresseurs telluriques étudiés dans le cadre de cette these,
le V. dahliae et I'O. cumana est actuellement limitée a 'utilisation de variétés tres
peu sensibles, tolérantes voire résistantes. Aucune matiere active n’est
actuellement autorisée en France pour lutter contre la Verticilliose. Le recours aux
herbicides est parfois recommandé dans les secteurs a fort risque Orobanche, si la
plante parasite a déja été observée les années précédentes. Les limites de ces
méthodes de lutte sont les possibilités de contournements de résistance,
régulierement rapportés pour I'Orobanche, ainsi que la nécessité de limiter le
recours a l'utilisation de produits phytopharmaceutiques. Ainsi, I'identification d’'un
levier supplémentaire permettant la protection de la culture du tournesol contre
ces deux bioagresseurs semble nécessaire, afin de mettre en place une stratégie de
lutte intégrée combinant plusieurs méthodes.

Le tournesol étant généralement cultivé dans le Sud-Ouest de la France au sein de
rotations blé dur — tournesol, la période d’interculture avant son semis peut
atteindre 9 mois et pourrait étre valorisée grace a l'insertion de CIMS, avec
I’exemple des Brassicacées. Lorsque ces cultures sont broyées a la floraison puis
enfouies, elles permettent la mise en ceuvre du processus de biofumigation
(Kirkegaard et al., 1993), dont la capacité a réguler des pathogénes telluriques a
déja été démontré au laboratoire sur de nombreux bioagresseurs telluriques (Smith
and Kirkegaard, 2002) et en cultures maraichéres (Larkin et al., 2011; Michel, 2014).
Afin d’évaluer la possibilité de transposer ce processus a la protection de la culture
du tournesol, les objectifs de ce travail de thése étaient d’évaluer, dans un premier
temps, I'efficacité de broyats de différentes especes de Brassicacées a réguler le
développement de V. dahliae et la germination de O. cumana, dans le cadre de
dispositifs expérimentaux au laboratoire qui maximisent ['efficacité de la
biofumigation, avant de passer au plein champ pour V. dahliae dans un second
temps. Dans le cas de I'Orobanche, des dispositifs en conditions contrdlées, en
présence de tournesols, ont également été mis en place, afin de répondre a ce
méme objectif. Concernant la Verticilliose du tournesol, des expérimentations ont
été menées au champ sur des parcelles naturellement infestées par le champignon,
pendant 4 ans en parcelles expérimentales (en 2016, 2017, 2019 et 2020), et une
année chez un agriculteur (en 2021). Pour ces essais, des Brassicacées (moutarde

brune, navette fourragére et radis fourrager pour les essais en parcelles
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expérimentales, et uniquement radis fourrager pour I'essai dans la parcelle de
I'agriculteur) et une Fabacée (Vesce du Bengale) ont été testées. Les Brassicacées
ont été utilisées pour leur capacité a produire des GSLs, et la Fabacée pour son
intérét dans I'enrichissement du sol en azote. En effet, aucune hypothese sur
d’éventuels effets de biorégulation n’étaient escomptés vis-a-vis de la Vesce du
Bengale initialement, ces effets ayant été associés a ceux des molécules issues de
la dégradation des GSLs, tels que les ITCs, dans ce travail de thése. Ainsi, cette
espece pouvait servir d’'espece « non productrice de GSL » et permettre de préciser
si les biorégulations observées étaient a imputer uniqguement aux ITCs et autres
molécules de dégradation, ou a d’autres composés présents chez les Vesce (qu’ils
soient communs ou non avec des molécules présentes chez les Brassicacées). Afin
d’évaluer une possible mutualisation entre ces effets, des mélanges bi-spécifique
ou tri-spécifiques de ces différentes espéces ont été testés en plein champ. Enfin,
un intérét a également été porté aux éventuels dis-services produits par les CIMS
et la biofumigation, en particulier pour des communautés d’intérét pour la
succession CIMS —Tournesol (Rhizobium des Fabacées et champignon mycorhiziens

a arbuscules, CMA).

Cette thése présente 'aspect méthodologique novateur de traiter des questions
scientifiques dans un continuum in vitro — plein champ, dées que cela est possible.
Malgré les différentes limites que chacun des dispositifs mis en ceuvre peut
présenter, une telle approche permet d’abord de s’affranchir de nombreux facteurs
naturels pouvant entrainer une forte variabilité dans les processus de biorégulation
traité, puis de les inclure afin d’identifier leur impact sur I'efficacité du processus.
Elle associe également I’étude de deux bioagresseurs en forte recrusdescence en
France, en tentant de proposer des leviers agroécologiques en accord avec la
transition agricole dans laquelle nous nous plagons. L'étude du levier de la
biofumigation est particulierement innovant en grande culture puisque son
utilisation se restreint actuellement principalement aux cultures maraicheres pour
lutter contre la Verticilliose. Les travaux concernant la possibilité de contrdler O.
cumana grace aux CIMS et a la biofumigation sont, a notre connaissance, les
premiers a étre menés en France, et uniquement deux études sur le sujet ont été
trouvés a I'échelle internationale. Enfin, contrairement aux études antérieures qui
se focalisent principalement sur les services écosystémiques fournis par les CIMS

afin de lutter contre des bioagresseurs d’'importance économique, cette these vise
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aussi a tenter d’évaluer si les pratiques agroécologiques de I'implantation des CIMS
et de la mise en ceuvre de la biofumigation n’engendreraient pas de « dommages
colatéraux », assez peu explorés jusqu’ici dans la littérature, et sans consensus

globaux, en particulier concernant la biofumigation.

Ces plus-values et innovations par rapport a I'état de l'art initial ménent
inéluctablement a la rencontre de certaines limites, qui seront mise en évidence

tout au long des sections composants cette discussion.

V.1. Potentiel de régulation du Verticillium dahliae par |'utilisation de
Brassicacées et/ou de Fabacées, et de la biofumigation

Les résultats obtenus dans le cadre des expérimentations menées au laboratoire
(Chapitre Il), avec les dispositifs en milieu hermétiquement fermé en boites de Petri
contenant le mycélium du champignon, et verres contenant les broyats, ont permis
d’observer des régulations significatives du développement du champignon et de
la formation de microsclérotes, avec une variabilité en fonction des espéces
testées. Ces essais ont permis d’observer que I'exposition du champignon a de la
moutarde brune (var. Etamine), de la navette fourragere (var. Chicon) ou du radis
fourrager (var. Anaconda / Terranova) broyés finement, et utilisés a des quantités
équivalentes a 2 t de MS.ha? réduisaient significativement la formation de
mycélium a partir des microsclérotes sur milieu de culture (Potato dextrose agar,

PDA).

Durant ces expérimentations, les concentrations en GSLs des variétés utilisées ont
été quantifiées pendant une année, ces analyses étant limitées par leur colt élevé.
Les GSLs tels qu’ils sont, ont peu ou pas d’activité biocides, et s’hydrolysent en ITCs
des mémes profils, mais a des quantités variables (en fonction du taux de
conversion qui dépend de I'activité de I'enzyme myrosinase). Ainsi, une limite de ce
travail a été de ne pas pouvoir corréler entre molécules biocides et biorégulations
observées. Néanmoins, il est possible, en s’appuyant sur I'analyse des
concentrations en GSLs dans les tissus et sur des références bibliographiques,
d’émettre I’hypothese que les régulations observées soient dues aux effets biocides
des ITCs (seuls ou en possible interaction avec d’autres produits de la dégradation
des GSLs). D’autres molécules produites lors de la dégradation des tissus peuvent

également étre impliqués. Ces essais préliminaires visaient a valider le potentiel
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biofumigant de ces variétés de Brassicacée pour des utilisations en plein champ afin
de lutter contre la Verticilliose du tournesol. En effet, si les espéces étudiées avaient
déja été testées dans la littérature, le potentiel de régulation des variétés utilisées

dans la these était jusqu’alors inconnu.

Au champ (chapitre lll), le potentiel de ces especes a réguler la Verticilliose du
tournesol, évalué par des indices de sévérité, s’est avéré beaucoup plus variable,
ne menant pas a un consensus sur lefficacité des Brassicacées et de la
biofumigation pour réduire les dégats de la Verticilliose du tournesol (Chapitre lll).
Il semblerait que le radis fourrager (variété Anaconda) soit la Brassicacée la plus
appropriée afin de réduire les dégats de la Verticilliose, mais ce résultat, ainsi que
I'ampleur de la réduction de la sévérité, ne se sont pas répétés chaque année. La
réduction de la sévérité a diminué, en comparaison d’un sol nu, d’environ 10% (en
2020) a 40% (en 2016), tandis qu’aucune réduction n’a été observée en 2019, année
lors de laquelle les conditions climatiques pour la réussite de la biofumigation
étaient défavorables. Ces différences entre année peuvent majoritairement
s’expliquer par les aléas climatiques et techniques qui peuvent étre rencontrés lors
d’essais menés en plein champ, qui représentent une limite majeure a la
standardisation des conditions expérimentales pour une reproductibilité des

résultats, d’année en année, mais dont on peut difficilement s’affranchir au champ.

Les facteurs de variabilité identifiés comme pouvant expliquer ces observations

pourraient étre :

- (i) La quantité de biomasse produite par les CIMS (Sarwar and Kirkegaard, 1998;
Morris et al., 2020), qui conditionne les concentrations en GSLs dans les tissus, et
donc potentiellement la libération des ITCs, a condition que I'efficacité de la

conversion de ces derniers en molécules biocides soit bonnes.

- (ii) les conditions météorologiques le jour de la destruction des couverts et apres
leur enfouissement (Michel, 2008), pour une durée d’environ une a deux semaines.
Les GSL et les ITCs peuvent encore étre détectés sur ces temps-la (Gimsing and

Kirkegaard, 2006).

- (iii) la variété de tournesol utilisée. Les résultats des essais au champ ont
également montré une réduction de la Verticilliose du tournesol supérieur avec la

variété A en 2016 et 2017, en comparaison de la variété B en 2019 et 2020.
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Ainsi, les résultats de cette thése apportent les premiers résultats concernant les
effets des CIMS et de la biofumigation sur la sévérité de la Verticilliose du
Tournesol, dans la perspective de trouver un levier agroécologique a intégrer dans
la stratégie de lutte contre le champignon. Ces connaissances étaient jusqu’alors

restreintes aux cultures maraicheres.

Un autre facteur de variabilité des résultats obtenus pourrait étre la distribution de
I'inoculum dans le sol, qui peut étre trés hétérogene (Bressan et al., 2016) au sein
d’une parcelle ou d’une parcelle a une autre, en fonction du précédant cultural. Il
n’a néanmoins pas été possible d’évaluer les densités d’inoculum dans le cadre de
cette these, malgré quelques tentatives menées, s’appuyant sur des protocoles
basés sur la mise en culture d’échantillons de quelques mg de sol sur du milieu de
culture sélectif au V. dahliae composé d’éthanol additionné de sels de potassium
et d’amoxicilline (EPAA), comme décrit par Mansoori (2011). Cette forte source
d’hétérogénéité devra étre mieux maitrisée dans des essais futurs afin de pouvoir
identifier plus aisément les effets des CIMS, et en particulier ceux du radis fourrager
pour conforter les résultats obtenus dans le cadre de ce travail, avant d’éventuelles
recommandations d’utilisation des CIMS en tant que couvert pour lutter contre la

Verticilliose.

Quelques pistes pratiques et techniques a mobiliser afin de pouvoir contrdler ces
sources de variabilité des résultats, a mettre en ceuvre lors de futurs essais en plein

champ, en particulier chez des agriculteurs, seraient les suivantes :

1. Caractériser la variabilité intra-parcellaire de I'inoculum

La difficulté de la variabilité de I'inoculum dans le sol pourrait étre partiellement ou
totalement levée si les essais sont menés en milieux artificiellement infestés,
assurant une certaine homogénéité de I'inoculum, en apportant une quantité
connue d’inoculum de V. dahliae sur une parcelle. Cela permettrait d’homogénéiser
la pression du pathogene, et de choisir les races de champignon utilisées, qui n’ont
pas été identifiées dans le cadre de ce travail et qui pourraient, par des différences
de pathogénicité et d’agressivité, influencer les résultats des effets des CIMS et de
la biofumigation sur I'évolution de la Verticilliose du tournesol, cependant, la
pertinence de ces infestations artificielles peut poser question lorsqu’il s’agit

d’inoculer volontairement un champignon dont la conservation dans le sol peut
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durer jusqu’a 14 ans et contre lequel seule la lutte variétale est actuellement
opérationnelle. Dans le cadre de cette thése, il a volontairement été décidé
d’exclure cette piste. En revanche, la piste des inoculations artificielles est a

mobiliser en priorité au sein d’essais en mésocosmes, qui seront discutés ci-dessous

Afin d’évaluer les effets des CIMS et de la biofumigation sur la densité de I'inoculum
de V. dahliae, il serait intéressant de réaliser, en amont du semis des CIMS et du
semis du tournesol, des prélevements de sols. Cela pourrait permettre d’évaluer, si
possible, les effets des CIMS et de la biofumigation directement sur la densité des
microsclérotes, mais également de déterminer une ‘heat map’ (carte thermique)
décrivant la distribution spatiale du pathogéne, afin de prendre cette information
en considération dans le choix du nombre de répétitions et la distribution aléatoire
des traitements. Des résultats d’une telle approche et un design expérimental
associé ont déja été proposés par Missonnier et al. (2017), dans le cadre d’essais
en sélection variétale contre la Verticilliose du tournesol. Dans certaines situations,
méme si la densité de I'inoculum ne semble pas étre réduite par la biofumigation,
cette pratique permet, dans le cas d’autres patho-systemes, de réduire |'activité et
I’expression de maladies (Motisi, 2009). Les protocoles expérimentaux mis en place
pour |'étude de la densité de I'inoculum devraient donc étre réfléchis de maniere a
tenir compte de cela. En outre, ces études de la densité d’inoculum, en amont du
choix des micro-parcelles, pourraient s"accompagner d’une caractérisation physico-
chimique du sol, afin de tenter d’identifier et de mieux comprendre les éventuels
déterminants de la variabilité de I'inoculum de V. dahliae. Il faut aussi considérer
que l'inoculum puisse étre déterminé par des interactions biotiques avec les autres
organismes présents dans le sol, avec I'exemple du champignon Fusarium equiseti
dont la densité des populations est corrélée négativement avec l'incidence de V.

dahliae sur pomme de terre (Davis et al., 2010).

2. Maximiser la biomasse des cultures intermédiaires multi-services

Les résultats de cette étude suggerent que des biomasses de CIMS élevées
permettent d’atteindre les réductions les plus importantes de sévérité de la
Verticilliose. Cette observation est en accord avec I'équation empirique de
Kirkegaard and Sarwar (1998) selon laquelle le potentiel biofumigant d’une culture
dépend de la biomasse produite, de la concentration en GSLs et de la sensibilité du
bioagresseur vis-a-vis des molécules produites. Il semble donc nécessaire d’assurer

un développement homogene et une production de biomasse importante des CIMS
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pour pouvoir mener a bien un essai d’évaluation des effets des CIMS et de la
biofumigation sur la Verticilliose du tournesol (ou tout autre bioagresseur
tellurique). Ainsi, afin de réussir a établir un effet de la biofumigation sur la
Verticilliose, les biomasses produites doivent étre maximisées. Un soin particulier
doit étre apporté a la préparation du lit de semences, ainsi qu’a la date du semis de
la culture choisie (Lamichhane and Alletto, 2022). Les résultats de cette étude
semblent tendres vers une maximisation des biomasses en cas de semis en fin ao(t
ou début septembre, a condition que les quantités en eau soient propices au
développement des couverts. Nos essais ont été irrigués 3 années sur 4 afin
d’assurer des levées homogenes, pratique qui ne pourra pas forcément étre mise
en place chez un agriculteur. Le contexte de réchauffement climatique pourrait
rendre la réussite des semis encore plus difficile les années a venir (Gardarin et al.,
2022). Une alternative, sous le climat du Sud-Ouest de la France, serait de réaliser
un semis opportuniste pendant un orage de fin d’été, fréquents dans la région, qui
permettrait de travailler les sols argileux en conditions humides, puis de semer les
CIMS. Certains auteurs proposent également de considérer [I'utilisation de
fertilisants afin de maximiser les biomasses et les concentrations en GSLs des
Brassicacées, qui peuvent dépendre des apports en azote et en soufre (Li et al.,
2007; Clarkson et al., 2015), pratique discutable dans le cadre de la transition agro-

écologique.

3. Est-il vraiment nécessaire de caractériser les concentrations des GSLs des

Brassicacées?

Les études visant a développer des approches systémiques pour I'étude de la
biofumigation préconisent de quantifier les concentrations en GSLs afin de pouvoir
établir un lien entre les régulations observées et la composition des Brassicacées
utilisées (Kirkegaard and Matthiessen, 2004). Cela est régulierement réalisé dans
des études in vitro qui parviennent a établir un lien entre les ITCs et les régulations
observées avec les exemples des études de Olivier et al. (1999) et Neubauer et al.,
(2014). A l'issue de cette étude, il ressort que cette mesure est d’une part trés
coliteuse, mais également difficile a mobiliser pour expliquer les régulations
observées en plein champ, a cause de la grande variabilité des concentrations en
GSLs au sein de la méme année, et d’une année a une autre. Cette variabilité peut
s’expliquer par des facteurs intrinseques a la culture tels que la phénologie, et des

facteurs environnementaux tels que des stress biotiques (dégats de ravageurs selon
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van Dam et al., 2009) ou abiotiques favorables a la synthése de GSLs (quantités de
soufre dans le sol selon Li et al., (2007)). De ce fait, cette mesure, difficilement
valorisable, ne semble pas pertinente pour pouvoir répondre a la question
d’évaluation des effets des CIMS et de la biofumigation sur les bioagresseurs
telluriques, car il n'a pas été possible d'imputer les effets observés aux
concentrations mesurées. De plus, il est connu que les GSLs eux-méme ont une
faible activité biologique (Brown and Morra, 1997; Manici et al., 1997), ce qui peut
expliquer la difficulté d’établir un lien entre concentrations en GSLs et réductions
de sévérité de maladie. Une concentration en GSLs mesurée dans les tissus ne
reflete pas la concentration d’ITCs biocides convertis et présents dans le sol, qui
dépend de nombreux facteurs en lien avec l'activité du complexe myrosinase
(température et humidité par exemple, comme déja détaillé dans le chapitre |. Pour
finir, la littérature converge sur le fait que l'effet de la biofumigation ne se limite
pas aux effets biocides dus aux ITCs mais a d’autres mécanismes liés a
I'enfouissement de couverts végétaux accompagnés par des processus
d’enrichissement du sol et de modifications dans les structures des communautés
microbiennes (Kirkegaard and Matthiessen, 2004). Ces différents processus induits
par la biofumigation sont difficiles a distinguer, bien que des auteurs tels que
Michel (2014) suggéere que les effets de régulation observés a court terme soient a
imputer aux molécules biocides, puisqu’elles sont trés volatiles, tandis que ceux a
long-terme soient dues a des modifications de la composition du sol et de ses

communautés microbiennes.

Néamoins, les analyses de GSLs peuvent apporter d’autres informations utiles a la
question. En outre, il existe également des méthodologies permettant de mesurer
directement les ITCs produits, donnée qui serait plus pertinente a corréler avec les
biorégulations observées. Ces deux points seront détaillés plus tard dans cette

section. qui seront détaillées plus tard dans ce chapitre (Points V.3 et V.4).

Choisir avec soin la date et le matériel utilisés pour détruire et enfouir les

4,

CIMS
Un consensus semble tendre au sujet de la nécessité de broyer et d’enfouir les
Brassicacées pendant une journée ou les températures sont douces, afin de

favoriser l'activité de I'’enzyme responsable de I’hydrolyse des GSLs en ITCs

(Matthiessen and Kirkegaard, 2006; Michel, 2008). Des études mettent aussi en
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avant l'importance de conditions non-limitantes en eau (Matthiessen et al., 2004;
Michel, 2008). Au cours de I'étude menée pendant la thése, les destructions
réalisées lors de journées ou il faisait au moins 7 °C ont effectivement permis des
réductions de la sévérité de la Verticilliose, tandis qu’aucune réduction n’a été
observée en 2019, année ou les CIMS ont été broyées pendant une journée ou la
température était de 2 °C. En revanche, des régulations ont été observées méme
les années sans précipitations importantes aprés le broyage (2016 et 2017, ouil n’a
pas plu plus que 5 mm apreés enfouissement). Cela s’explique peut-étre par une
humidité intrinséque aux couverts, couplée a une humidité initiale du sol, qui
suffiraient a une hydrolyse efficace lors de la pratique de la biofumigation (broyage
et enfouissement) entre décembre a février (en fonction des années
d’expérimentation). Ainsi, une irrigation ou des précipitations importantes ne
semblent pas forcément indispensables a la réussite de la biofumigation, dans le

cadre d’une destruction hivernale.

Concernant le matériel agricole et la répartition de la charge du travail, un soin
particulier a été pris pour que I'enfouissement (réalisé au cover crop) soit réalisé au
mieux une heure aprés le broyage (avec un broyeur a végétaux a fléau), ou au pire
au cours de la méme journée, afin de réduire les pertes d’ITCs par volatilisation.
Cette mesure est relativement simple a mettre en place en parcelles
expérimentales grace a leur petite taille et a la disponibilité et I'investissement du
personnel technique. Le matériel utilisé est assez commun en exploitations
agricoles, néanmoins, le respect des délais pour la mise en ceuvre de la pratique
peut étre plus contraignant puisque la taille des parcelles rend, de fait, chaque
intervention plus longue, en particulier si plusieurs parcelles sont a broyer dans un
temps court (@ cause de contraintes météorologiques notamment). Pour ces
raisons, une perspective serait I'utilisation de matériel combinant broyeur et outils
d’enfouissement pour permettre un gain de temps et réduire les pertes d’ITCs par
volatilisation, ainsi que le nombre de passages réalisés et le carburant utilisé, avec
des exemples qui existent déja tels que I'Heliodor 9, qui combine un déchaumeur a

disque avec un broyeur répartiteur a couteaux.

5. ldentifier des variétés de tournesol permettant I'expression des effets des

Brassicacées et de la biofumigation
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L'une des limites du présent travail est le changement de variété utilisée entre les
deux premieres années d’expérimentation au champ et les années suivantes, a
cause de lI'arrét de commercialisation de la premiére variété. En plus des autres
facteurs de variabilité détaillés ci-dessus, il est possible que les sensibilités des
variétés ne soient pas comparables, menant a une expression des symptémes de la
Verticilliose qui seraient également différente. Aussi, les essais complémentaires
réalisés sur la variété MAS 86.0L, considérée comment ayant un bon
comportement vis-a-vis de la Verticilliose, n’a pas permis d’observer de différences
dans les sévérités entre le témoin (sol nu) et les autres traitements, ce qui suggere
gu’il n'y a pas pu avoir de complémentarité entre les leviers de contréle de la
Verticilliose (biofumigation et utilisation de cette variété résistante), dans nos
conditions expérimentales. Il est a noter que les sévérités mesurées étaient,
néanmoins, globalement faibles (20% tous traitements confondus sur MAS 86.0L
et 40% sur MAS82.0L). Il y aurait donc un intérét a réévaluer ces effets en

conditions ou les infestations soient plus importantes.

Ces éléments permettent d’avancer que le choix de la variété a utiliser est aussi un
facteur clef dans I'étude des effets des CIMS et de la biofumigation sur la
Verticilliose du tournesol. Enfin, les régulations significatives observées sur les
tournesols cultivés apres des Brassicacées n’ont pas pour autant permis des
améliorations significatives du rendement du tournesol. Ces éléments montrent
que des efforts sont encore nécessaires afin de déterminer |'association idéale de
variétés de Brassicacées et de variétés de tournesols, permettant de maximiser les
réductions des dégats et se traduisant par une amélioration des rendements. Pour
ce faire, une suggestion serait de restreindre le nombre de modalités de CIMS a
évaluer, en se focalisant uniquement sur I'utilisation de radis fourrager, et
d’augmenter le choix des variétés de tournesol a utiliser, qui seraient des variétés

sensibles a la Verticilliose afin de ne pas masquer I'expression des dégats.

Un autre couvert a valoriser, et dont les mécanismes restent a mieux caractériser,
est celui de la vesce du Bengale. Ce couvert aura permis d’observer des réductions
inattendues de la sévérité (indice ou AUDPC) de la Verticilliose (en 2017 et 2020),
ou au contraire une augmentation de la sévérité (en 2019). Ces observations sont
probablement a corréler avec la capacité de la vesce du Bengale a enrichir le sol en
azote, qui peuvent a leur tour impacter I'expression du phoma (Seassau et al.,

2010), qui pourrait accélérer le développement du V. dahliae. L’enrichissement en
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azote peut aussi potentiellement impacter le V. dahliae de maniére directe, par des
effets toxiques (Tenuta and Lazarovits, 2002; Cocozza et al., 2021) ou indirecte, par
la stimulation d’autres communautés microbiennes (Davis et al., 2010). Un suivi
précis du pathosystéme présenté par les tournesols aurait été opportun afin de
corréler les sévérités des maladies observées, avec en particulier I'exemple du
phoma et de la Verticilliose, mais il aurait été trop chronophage au vue du nombre
de tournesols a suivre. Une autre limite de ce travail est, encore une fois, I'absence
de données sur I'inoculum présent du sol qu’il n’a pas été possible de mettre en

culture et de quantifier.

Enfin, la Vesce du Bengale est également le seul couvert a avoir permis une
augmentation significative des rendements de tournesol (en 2020). Des recherches
supplémentaires sont donc nécessaires afin d’évaluer plus finement les effets de
Fabacées sur les dégats et dommages de la Verticilliose en présence et en absence
d’autres pathogenes du tournesol connus pour étre favorisés par I'enrichissement
en azote. Elles pourraient se faire en parcelles ol un complexe de pathogénes a été
identifié, ou en conditions contrélées ou les pathogenes seraient inoculés
artificiellement, tels que dans des systemes en mésocosmes décrits plus tard dans

ce chapitre.

V.2. Potentiel de régulation de I"Orobanche cumana par I'utilisation de

Brassicacées ou de Fabacées et de la biofumigation
L'efficacité de broyats de Brassicacées ou de Fabacées pour contréler I'O. cumana

a été évaluée selon différentes approches et a différents stades de développement
du bioagresseur (germinations, fixations des nodules, des bourgeons ou des
tubercules, émergences). Les résultats des premiéres expérimentations pour
évaluer les effets des broyats sur la germination de I'Orobanche ont été obtenus en
milieux controélés, en exposant des graines contenues dans des plaques 96 puits a
des broyats, le tout maintenu dans des boites hermétiquement fermées et
incubées en chambre de culture. L'exposition a des broyats a permis une inhibition
de la germination, en particulier lors de I'utilisation de broyats de moutarde brune
var. Etamine; cette derniere ayant menée a des réductions de germination
atteignant 100%, quel que soit le temps de conditionnement des graines ou

I'approche utilisée pour induire la germination de ces dernieres (induction
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chimique ou naturelle au contact de racines de plantules de tournesols). Un lien
entre ITCs (particulierement celui issu de la sinigrine) et cette régulation a été
avancé, bien que comme pour la régulation de V. dahliae, d’autres molécules (ITCs
ou non) peuvent aussi étre impliquées. Néanmoins, il est important de souligner
que la limite de ce dispositif en conditions contrbélées est que la production et la
persistance de ces ITCs sont maximales, contrairement a ce qui peut étre rencontré
en plein champ. De plus, les observations réalisées dans le cadre de ce dispositif
étaient faites 7 jours aprés retrait des broyats et ajout d’un stimulant de la
germination de I'Orobanche (tournesol et GR24+DCL). Ce laps de temps réduit
présente la limite de ne pas permettre d’identifier une éventuelle temporalité dans
les effets inhibiteurs observés. Les graines comptées comme non germées
pouvaient donc étre seulement inhibées et initier leur germination plus
tardivement qu’a J+7 du retrait des broyats.

Nous avons tenté de lever ces deux limites par des essais complémentaires, réalisés
en plaques de culture placées en chambre de culture pendant 40 jours, qui ont
confirmé des réductions significatives des fixations de I'Orobanche aux racines de
tournesols en présence de broyats de moutarde brune et de vesce du Bengale, en
comparaison du témoin sans broyat. Les régulations étaient cependant moins
importantes qu’en plaques 96 puits avec des réductions moyennes d’environ 5 a 15
orobanches fixées sur les racines, tous stades confondus, et en fonction des
répétitions, en comparaison avec les témoins sur lesquels il était possible de
comptabiliser une vingtaine de fixations. Enfin, le dernier dispositif en serre, dans
des pots de 3 L, n’a pas permis de confirmer les premiers résultats, les broyats
n’ayant pas entrainé de réduction significative des émergences, en comparaison
avec le témoin, de leur I'apparition a 3 mois aprés le semis du tournesol. Ces
différences de régulations observées en fonction des dispositifs s’expliquent
probablement en majeure partie a cause de pertes en ITCs, par volatilisation ou par
adsorption a la matiere organique contenue dans le substrat utilisé (terreau et
sable), la matiére organique contenue dans ce substrat pourrait particulierement
mener a I'adsorption des ITCs. Un autre facteur serait I’humidité du substrat qui
peut avoir impacté la germination ou le développement de I’Orobanche, réduisant
potentiellement son développement du fait d’arrosages relativement fréquents.
Ces résultats obtenus sur les émergences suggerent donc que les variétés de
moutarde brune et de vesce du Bengale, aux quantités testées (2 t de MS.ha* pour

les effets sur la germination d’0. cumana et 4 t de MS.ha* pour les effets sur la
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fixation ou sur les émergences) manquent d’efficacité pour controler les races
d’Orobanche testées, qui sont considérées comme agressives, et sur les variétés et
lignées de tournesols testées qui ont été choisies pour leur sensibilité a I’'Orobanche
afin de ne pas masquer d’effets. Ces recherches préliminaires seraient a poursuivre
en veillant (i) aux quantités d’eau apportées qui peuvent possiblement réduire la
germination ou le développement de O. cumana et/ou (ii) au substrat qui peut
réduire la persistance des ITCs (adsorption rapide a la matiere organique contenu
dans le substrat utilisé). Si ces limites (ajustement de 'arrosage difficile, teneurs en
matiere organiques trés élevées) peuvent étre rencontrées lors d’essais en
conditions expérimentales, aucune d’elles ne le seraient en parcelles agricoles. Il y
a donc un intérét fort a mener des essais supplémentaires, en plein champ, afin de
tester les effets des broyats sur I'’émergence d’Orobanches sur des variétés de
tournesols aux sensibilités contrastées, afin d’évaluer si une combinaison de leviers
est possible pour une méthode de lutte intégrée contre le bioagresseur. Un essai
chez un agriculteur, dont la parcelle est située a Bourret (82), est en cours. Une
bande de radis fourrager, de vesce du Bengale ainsi que le mélange des deux ont
été semées en Novembre 2021, et une bande a été gardée sans couverture (en
laissant les adventices se développer spontanément) pendant la période
d’interculture afin qu’elle soit utilisée comme référence. Les couverts ont été
broyés le 29 Mars 2022 puis enfouis (quelques jours plus tard). La variété de
tournesol DKF3333, sensible a I'Orobanche, et déja utilisée lors des essais au
laboratoire, a été semée le 15 Avril 2022. Des linéaires de tournesols ont été
identifiés a I’heure de la rédaction de ce manuscrit et ces tournesols seront suivis
pour évaluer le nombre de tournesols présentant des Orobanches émergées, ainsi
que le nombre d’émergences par pieds de tournesols fin aout 2022.

Cet essai pourrait permettre de continuer a caractériser les effets de la vesce du
Bengale, qui a permis d’augmenter les taux de germination de I'Orobanche durant
deux répétitions en plaques 96 puits. En effet, si ces tendances se confirment, la
vesce du Bengale pourrait étre utilisée non pas comme culture inhibitrice de la
germination ou de la fixation, mais comme culture piege engendrant une
germination suicide de I'Orobanche, phénomeéne déja connu et étudié pour
I’Orobanche rameuse du colza, dont la germination est justement stimulée par la
production d’ITCs et dont des cultures intermédiaires de moutarde brune peuvent
réduire le stock semencier selon des expérimentations menées par la chambre

d’Agriculture de Vendée et Terres Inovia (ARVALIS, 2011).
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Globalement, les mémes pistes de réflexion préconisées pour la Verticilliose ci-
dessus (Point 1 a 5) peuvent étre appliquées a I'Orobanche pour I'étude du
potentiel de la biofumigation dans la régulation du bioagresseur en plein champ,
notamment en parcelles d’agriculteurs, afin de tenter de lever les différentes
limites qui peuvent étre rencontrées lors d’essais en plein champ détaillées ci-
dessous (mauvaise implantation de couverts, hétérogénéité de I'inoculum du

bioagresseur, faibles conversions de GSLs en ITCs, etc...).

Il est a noter qu’a notre connaissance, cette thése apporte les premiéres briques
concernant l'utilisation des CIMS et de la biofumigation comme méthode de lutte
contre I'Orobanche du Tournesol, avec ces variétés de CIMS adaptées au contexte
du Sud-Ouest de la France. A I'échelle internationale, seules deux études en
conditions contrélées existent concernant lI'effets de broyats sur O. cumana

(Pedraza et al., 2015 ; Strelnikov et al., 2020).

V.3. Elargir la diversité des variétés et especes testées pour lutter

contre V. dahliae et O. cumana
Il serait également pertinent de réussir a caractériser des especes et des variétés

monospécifiques ou de mélanges capables de réguler les deux bioagresseurs. En
effet, a I’état actuel des connaissances, il semblerait que ce soit le radis fourrager
qui permettent les régulations les plus intéressantes du V. dahliae, tandis que
I'inhibition de I'O. cumana semble étre la plus importante suite a la moutarde
brune, selon les expérimentations en conditions controlées. Le mélange des deux,
en présence de vesce du Bengale, dans les parcelles a Auzeville a permis de
constater que le couvert produisait une biomasse d’environ 1 3 2 t de MS.ha avec
une prédominance du radis fourrager. Le mélange n’a pas impacté les quantités
d’azote dans le sol, la sévérité de la Verticilliose ou encore les rendements du
tournesol aux densités utilisés (1/3 des densités monospécifiques). Ce mélange
pourrait continuer a étre caractérisé afin de tenter d’aboutir a une régulation des
bioagresseurs ciblés, avec par exemple, des modifications dans les densités de
semis pour tenter de maximiser les biomasses produites et I'expression des services
écosystémiques visés et de mutualiser une protection contre le V. dahliae et I'O.

cumana.

Il n"est pas non plus a exclure que I'espéce ou la variété la plus adaptée pour

répondre a cet objectif ne soit en réalité pas celles étudiées dans le cadre de cette
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these. Tester une plus large gamme de variétés et d’especes en plein champ étant
couteux et sujet a des facteurs de variabilité pouvant biaiser les résultats obtenus,
une premiére étape consisterait a mieux comprendre les interactions entre ITCs et
récepteurs de O. cumana et V. dahliae par des approches transcriptomiques et
métabolomiques, pour déterminer, si par exemple, les inhibitions de germinations
observées sont dues a une compétition entre les ITCs et les molécules stimulatrices
de la germination émises par le tournesol. En effet, I'analyse transcriptomique
basée sur I'étude des ARN messagers produits lors d’un processus de transcription
d’un génome pourrait étre réalisée a différents pas de temps. En prenant I'exemple
de O. cumana, il s’agirait des étapes suivantes : caractériser les ARNm produits a
I’état initial sur graines dormantes, et sur graines stimulée par du GR24 et DCL, afin
de caractériser les ARNm produits lors de I'initiation de la germination. Ces mémes
analyses seraient également a faire en présence et en absence de broyats ou d’ITCs
de synthese, afin d’identifier une éventuelle régulation des ARNm produits lors de
I'initiation de la germination, qui pourraient témoigner d’une inhibition de cette
derniéere, voire une compétition entre ITCs et ces molécules, sur les récepteurs de
O. cumana. Le cas échéant, réussir a identifier les ITCs les plus compétitifs, et dont
les effets perdureraient le plus dans le temps. D’autre part, I'analyse des profils et
des concentrations de GSLs contenues dans une large gamme de variétés de CIMS,
permettrait de déterminer les variétés et especes ayant les concentrations les plus
élevées en ces ITCs d’intérét et les plus susceptibles de mener a un controle efficace

de I'Orobanche.

V.4. Caractérisation en mésocosme du potentiel de biofumigation pour
réguler V. dahliae et O. cumana

Un résultat flagrant ressortant de I'ensemble des travaux décrits ci-dessus est la
différence de I'efficacité de la régulation de V. dahliae et O. cumana observée au
laboratoire et celle observée sous serre et en plein champ. Plusieurs hypotheses
ont été émises afin de les expliquer, avec des suggestions permettant de mieux
contréler la variabilité observée en plein champ. Expérimentalement, des
dispositifs intermédiaires entre laboratoire et champ pourraient étre mis en place
pour valider les hypotheses émises, notamment sur les seuils de biomasses
nécessaires a une biofumigation efficace, sur I'effet de la température et de
I’humidité, et sur I'impact de I'inoculum initial de V. dahliae ou de O. cumana dans

le sol. Il s’agirait par exemple d’inoculer artificiellement des sols avec une quantité
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connue de microsclérotes, comme ce qui a été le cas pour les essais avec O.
cumana, et d’évaluer les effets d’une gamme de biomasses de CIMS, le tout au sein
d’un dispositif plus volumineux que les pots utilisés dans le cadre de la these,
comme des bacs de culture, auxquels on ajouterait des broyats de CIMS cultivés au
champ a hauteur de 2 t MS.ha™™. Une autre possibilité serait de cultiver directement
les CIMS dans ces bacs de culture, puis de les broyer et de les incorporer
directement. La comparaison entre broyats prélevés au champ puis enfouis avec
CIMS cultivées directement dans ces bacs de culture pourrait permettre de mettre
en avant l'action biocide des processus allélopathiques des Brassicacées tout au
long de leur développement, bien qu’il soit connu que celle-ci soit plus faible que
lors de la biofumigation (Motisi, 2009), en comparaison a celui des broyats

uniquement, lors de I'apport externe de ces derniers, prélevés au champ.

De plus, un tel dispositif aurait I'avantage, contrairement a ce qui a déja été fait
dans le cadre de la thése, de permettre une évaluation plus a long terme de la
décomposition des broyats enfouis dans le sol. Il serait également possible de
mieux caractériser grace a ces dispositifs la dynamique de libération de molécules
biocides, par exemple en utilisant des appareillages tels que ceux décrits par Deasy
et al. (2016), qui consistent a utiliser des tubes en polytétrafluoroéthylene
positionnés dans le sol et capables grace a une microextraction sur phase solide de
collecter les composés volatiles émis par les végétaux dans le sol (initialement les
racines). Les gaz collectés peuvent ensuite étre analysés par chromatographie en
phase gazeuse afin de distinguer différents profils ainsi que I'abondance de
molécules volatiles émises, telles qu’'une large diversité d’ITCs mais également
d’autres molécules telles que I'acétone. Cette méthode permet également de
détecter les changements dans le temps des émissions gazeuses. Ainsi, il serait
possible de faire un suivi entre les émissions des molécules biocides et la densité
d’inoculum viable de V. dahliae afin de tenter de discriminer la part de la régulation
des microsclérotes qui serait a imputer a ces molécules.

Un suivi de la dynamique de 'azote dans le sol pourrait également étre réalisée,
dans le méme objectif que celui de I'évaluation des émissions d’ITCs et autres
molécules biocides. Un tel dispositif pourrait également permettre d’évaluer un
critére qui a peu varié durant ce travail de these, du fait de la réalisation d’essais
dans le méme contexte pédologique : le type de sol et sa richesse en matiere

organique. Ces derniers peuvent potentiellement influencer la persistance des

237



molécules biocides comme cela a été conclu par Neubauer et al. (2014) au
laboratoire, qui ont observé que le potentiel de variétés biofumigantes qu’ils
avaient testées (Moutarde brune, radis fourrager, moutarde blanche) était
insuffisant pour controler efficacement V. dahliae en tant que méthode unique, en
particulier dans les sols contenant plus de 1% de matiere organique. Cet effet
limitant de la matiére organique avait déja été observé par Matthiessen and
Shackleton (2005) sur différents ITCs utilisés sous leur forme synthétique. Les
résultats de Liu et al. (2020) démontrent que la texture du sol peut aussi affecter la
dégradation de la sinigrine, et donc sa persistance dans le sol et la durée de contact
avec les bioagresseurs ciblés. Ainsi, selon ces auteurs, il y avait une corrélation
négative entre le taux de dégradation de ces ITCs et |la proportion d’argiles dans les
sols.

Ce type de dispositifs en bacs pourrait permettre d’inoculer conjointement les deux
bioagresseurs, afin d’évaluer d’éventuels interactions entre les deux. Bien
gu’aucune étude n’existe sur le sujet a I'heure de la rédaction de ce manuscrit, il
serait probable que les symptomes de V. dahliae soient accentués par la présence
de O. cumana, a cause de la déplétion hydrique engendrée par les fixations de O.
cumana, du fait que V. dahliae soit un champignon vasculaire. En outre, ce dispositif
faciliterait I'identification de variétés de CIMS capables de réguler conjointement
les deux bioagresseurs. En plus de ces deux bioagresseurs, il serait aussi possible
d’inoculer artificiellement les tournesols avec du phoma, dont des effets de
surexpression des symptomes de V. dahliae ont été supposés pour expliquer une
augmentation de la sévérité des symptomes de la Verticilliose suite a

I’enfouissement de Vesce du Bengale en 2019 lors de ce travail de these.

V.5. Caractérisation de |'effet des CIMS et de la biofumigation a I’échelle
de la rotation

Au-dela des questionnements sur I'effet des CIMS et de la biofumigation sur les
bioagresseurs du tournesol, qui se situe a I'échelle de la succession CIMS —
Tournesol, il serait judicieux d’évaluer des effets des CIMS a I’échelle de la rotation,
problématique qui n’a pas du tout été abordée dans le cadre de la thése, aux vues
des délais limités. Comme détaillé précédemment, les mécanismes par lesquels les
CIMS peuvent influencer les bioagresseurs sont multiples, difficile a distinguer et
certains d’entre eux peuvent s’exprimer a long terme, avec comme exemples

I’enrichissement en azote qui peut avoir des effets toxiques sur les microsclérotes
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du Verticillium (Tenuta and Lazarovits, 2002; Cocozza et al., 2021), ou
I'enrichissement en matiére organique, qui pourrait entre autre stimuler des
communautés microbiennes antagonistes au champignon (Matthiessen et al.,
2004; Davis et al., 2010), comme cela a déja été démontré par Michel (2014) qui
n’avait pas observé d’effets de I'’enfouissement de moutarde sur les microsclérotes
gu’au long terme. Ainsi, il semble intéressant de mettre en place des essais a
I’échelle de la rotation, afin d’observer des effets en année culturale n+1 sur les
bioagresseurs telluriques de la culture suivante (blé dur, dans le cas de la rotation
classique du Sud-Ouest) comme les fusariums, et surtout en année culturale n+2
avec un retour du tournesol sur la parcelle. Cela permettrait d’évaluer un effet a
long terme sur l'inoculum du V. dahlige et sur I'expression de ses dégats et
dommages, en particulier si des CIMS et une biofumigation ont a nouveau été mis
en ceuvre pendant la période d’interculture entre le blé dur n+1 et le tournesol n+2.
Cela pourrait permettre d’amenuiser de maniére continue le stock d’inoculum de
V. dahliage. Un exemple de succession culturale a étudier dans un premier temps

est schématisé dans la figure 85.

Caractérisation de l'effet des CIMS et de |a
biofumigation a I'échelle de la succession puis de la

rotation "
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(1) V. dahliae (inoculum et sévérité des attaques)

(2) Dynamique de I'azote et Rendements en grain
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Figure 85 — Schéma récapitulatif de succession et rotation culturales a étudier dans
le cas d’'un dispositif visant a évaluer les effets des CIMS et de la biofumigation a
plus long terme que durant la sucession CIMS — Tournesol visée dans ce travail de
these.

Dans les régions plus au Nord, il serait possible d’évaluer ces effets sur les stocks de

sclérotes de Sclerotinia sclerotiorum, capables de se conserver dans les sols environ
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4 ans (Cosic et al., 2012) et dont les résultats de la revue de littérature réalisée dans
le cadre de cette these a permis de mettre en avant un potentiel prometteur des
broyats Brassicacées (Ait-Kaci Ahmed et al., 2020), bien que plusieurs especes de
Brassicacées (18 genres et 32 espéeces) aient été reportées comme étant hétes du
champignon (Purdy, 1979), avec comme exemples le colza et la moutarde brune
(Garg et al., 2010). D’autre part, des travaux récents menés par Terres Inovia
révelent des pistes prometteuses sur I'utilisation de radis fourrager pour jouer le
role de plantes pieges attractives d’altises et ainsi protéger la culture du colza
contre les dégats du coléoptére. Un stress biotique serait bénéfique pour la
synthése d’ITCs a condition que les biomasses ne soient pas trop fortement réduites
afin de tout de méme permettre une d’atteindre des biomasses favorables a la

biofumigation.

V.6. Considérer la biofumigation au sein d’un bouquet de services
écosystémiques

De maniere générale, cette étude fait également ressortir qu’a elle seule, la
biofumigation ne permet pas de réguler assez efficacement les dégats de la
Verticilliose pour permettre une amélioration significative des rendements. Méme
dans la situation la plus favorable a la réussite de la biofumigation pour réguler la
Verticilliose (en 2016), la réduction des dégats n’a pas permis une diminution des
dommages au point d’améliorer significativement les rendements, malgré
quelques tendances. De ce fait, la biofumigation devrait s’inscrire dans une
stratégie de lutte intégrée, qui reste a définir. Cette étude a permis de constater
que la combinaison entre variétés trés peu sensible (TPS) et biofumigation n’a pas
permis de gain particulier par rapport a la réduction de la sévérité de la Verticilliose
des tournesols TPS cultivés aprés des couverts en comparaison au témoin sol nu. Il
reste donc encore des connaissances a acquérir sur le choix des variétés de
tournesols qui seraient les plus adaptées a cette pratique. L'effort de sélection
variétale pourrait également étre fourni dans I'amélioration des cultures

biofumigantes de Brassicacées, avec de nombreuses pistes de travail possibles :

- L’augmentation des quantités de biomasses produites ou des concentrations de
GSLs dans les tissus. La quantité d’ITCs produits et le potentiel biofumigant de la

culture en dépendent. Tout ceci idéalement méme a basses températures.
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- Travailler sur les précocités de floraison des CIMS, puisque les concentrations en
GSL y sont maximales, et adapter le choix des espéces/variétés en fonction des
contextes climatiques et des systémes de culture. Un objectif a atteindre pourrait
étre celui d’une floraison en février ou en mars (qui serait a déterminer en fonction
du nombre de degrés jours a atteindre en fonction des climats de la région ciblée).
Une floraison a cette période permet généralement d’avoir une fenétre de
destruction des couverts combinant les facteurs météorologiques de températures
douces avec la possibilité d’avoir des précipitations prévues. Elle présente aussi
I'avantage de permettre un démarrage de la minéralisation des CIMS afin de
minimiser d’éventuelles immobilisations azotées, et de laisser assez de temps pour
la préparation du lit de semences pour le semis du tournesol, s’il se fait en mai. En
théorie, une durée de trois mois entre la biofumigation et le semis du tournesol ne
devrait pas permettre une ré-augmentation du stock de I'inoculum ou de la banque
de graines d’Orobanches, et donc préserver les effets assainissant potentiels de la
méthode, hormis si les parcelles sont recontaminées par du matériel agricole, ou si
des adventices hotes de V. dahliae tels que le chénopode, I'amarante ou le trefle
blanc favorisent sa multiplication (Woolliams, 1966). Néanmoins, il ne s’agit que
d’hypothese et la dynamique de I'inoculum de V. dahliae en présence et en absence
d’adventices hotes entre la biofumigation et le semis du tournesol nécessiterait
d’étre évalué afin de déterminer avec exactitude si une augmentation de la durée
entre biofumigation et culture a protéger a un impact sur I'incidence ou la sévérité
d’une maladie sur la culture a protéger. La méta-analyse de Morris et al., (2020)
suggere en tout cas que I'efficacité de la biofumigation baisse tellement lentement
dans le temps, que le facteur de la durée ne devrait pas étre discriminant dans la
réflexion de la mise en place de la technique, contrairement a d’autres facteurs tels
que I'espéce ou le genre de la culture biofumigante, sa biomasse, ou la quantité de

GSLs produits.

Ces différentes pistes de travail et voies possibles en sélection variétale pourraient
permettre de maximiser le potentiel de la biofumigation pour protéger la culture
du tournesol. En outre, les services fournis par les CIMS ne se limitent pas a la
régulation potentielle de V. dahliae ou de O. cumana, et I'implantation de CIMS
semble, méme en l'absence de la fourniture d’un service de régulation de
bioagresseurs, plus avantageuse que des sols nus pendant la période d’interculture.

Cette étude aura également permis de confirmer I'intérét des CIMS, en particulier
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des Fabacées a améliorer les quantités d’azote disponibles pour la culture du
tournesol, comme cela a déja pu étre établi par le passé de maniére globale
concernant la culture de rente semée en suivant (Couédel et al., 2018c). Ce service
de soutien n’étant pas le seul, puisque les CIMS sont également bien connues pour
leur fonction CIPAN largement documenté (Blanco-Canqui et al., 2015). Bien que
des réductions de rendements aient pu étre observées en 2019 (aprés de la navette
fourragere ou le mélange navette fourragere et vesce du Bengale), I’étude aura
aussi permis de mettre en avant une amélioration significative du rendement du
tournesol suite a la vesce en 2020, comme cela a déja été démontré pour la culture
du mais par Adeux et al. (2021), qui ont également observé un effet dépressif des
rendements du tournesol cultivé apres de la moutarde brune, lorsqu’il n’y avait
aucun apport azoté. Ces résultats sont probablement a corréler aux ratio C/N des
CIMS permettant une minéralisation et un apport en azote plus rapide dans le cas
d’une Fabacée que dans le cas d'une Brassicacée. Des connaissances
supplémentaires sont nécessaires pour évaluer si les CIMS aux C/N élevés peuvent
finalement permettre des améliorations des rendements sur le long terme. Une
autre voie de recherche serait I’évaluation d’effets cumulatifs de I'introduction de
CIMS pendant l'interculture pendant plusieurs années de suite, afin de pouvoir
appréhender non plus uniquement les effets d’'un enrichissement en azote mais
également celui d’un enrichissement en matiére organique sur les rendements du

tournesol.

V.7. Pas de dis-service majeur des CIMS et de la biofumigation contre
les communautés microbiennes bénéfiques des sols

Aucune contre-indication majeure ne ressort de I’évaluation d’éventuels dis-
services des CIMS et de la biofumigation vis-a-vis de communautés microbiennes
du sol réalisée dans le cadre de ce travail de thése. En effet, aucune réduction
significative du taux de mycorhization des racines de tournesols n’a été mise en
évidence, avec au contraire, quelques augmentations de ces taux suite a de la
moutarde brune, en comparaison au sol laissé sans couverture pendant la période
d’interculture. Il en est de méme pour le taux de fixation azotée qui ne semble pas
avoir été impacté chez les Fabacées cultivées en association avec des Brassicacées.
Enfin, I'’étude plus globale des communautés microbiennes par des approches
moléculaires et par le calcul d’indices écologiques, n’a pas non plus mis en évidence

de réduction de la richesse ou de la biomasse de ces communautés, ni de
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déséquilibre de leur structure. Ces résultats vont dans le sens des conclusions tirées
dans la revue de littérature de Couédel et al. (2019) qui n’avaient pas non plus
identifié de consensus quant a d’éventuels effets négatifs des CIMS et de la
biofumigation en plein champ. Néanmoins, cette étude présente 3 limites qui
nécessitent que les résultats nécessiteraient d’étre consolidés (i) Par des essais en
conditions plus favorables a la réussite de la biofumigation (lors de production de
biomasses élevées, similaires a celles obtenues en 2016) (ii) En précisant plus
finement les modalités testées (par exemple en se focalisant sur le radis fourrager
et la Vesce du Bengale) afin de réduire le nombre de modalités en faveur d’une
augmentation du nombre de répétitions, pour applier I'hétérogénéité de la
distribution des communautés microbiennes du sol. (iii) Elle nécessiterait
également d’étre réalisée a plus long terme pour un suivi dynamique des effets de
I’enrichissement du sol en matiére organique, puisque la temporalité de I'essai a
I’échelle d’'une succession culturale CIMS - Tournesol ne permet peut étre pas de

rendre compte d’effets sur le long terme.

Par ailleurs, I'étude plus précise de I'abondance relative de genres de CMA (ex :
Glomus, Funneliformis ou Rhizophagus) a pu mettre en évidence des tendances de
réduction de I'abondance relative de quelques genres de CMA entre la destruction
des CIMS et le semis du tournesol, pouvant plut6t étre attribuée a la mécanisation
gu’au processus de biofumigation Iui-méme. Néanmoins, des réductions
significatives des abondances relatives des genres Funneliformis et de Glomus ont
été observées suite aux traitements composés de Brassicacées, en comparaison
aux traitements de Fabacées ou de mélanges des deux. Ces résultats nécessitent
donc également d’étre consolidés, d’autant plus qu’ils ne correspondant pas aux
observations obtenues sur les taux de mycorhization des racines de tournesol, qui

n’avaient pas fait ressortir de dis-services des CIMS.

Enfin, il est également a noter qu’aucun effet dépressif majeur des CIMS sur les
rendements du tournesol n’a été observé au sein des 4 années d’expérimentation
a Auzeville-Tolosane ou lors de I'essai en parcelle d’agriculteur, a I'exception de
I'année 2019 ou la navette fourragere en culture pure ou en mélange avec de la
vesce du Bengale a mené a des réductions de rendements de I'ordre d’environ 0,5
t.hal en comparaison au sol nu, suggérant une éventuelle immobilisation de
I'azote, bien qu’elle n’ait pas été identifiée lors des analyses de sol avant semis du

tournesol, ou d’autres effets associés aux CIMS pouvant impacter négativement le
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développement du tournesol (pré-emption en eau, difficulté du travail du sol,
etc...). Ces réductions restent donc exceptionnelles, ce qui permet de nuancer les a
priori qui existent sur les effets des CIMS, notamment en destruction tardive, qui
peuvent impacter l'implantation de la culture printemps suivante et les
rendements, comme rapporté par des essais en instituts techniques sur le mais par
exemple. Au contraire, uneaugmentation significative des rendements en grain,
s’élevant 3 0,7 t.ha’, a été observée en 2020, suite a 'implantation de la Vesce du
Bengale (monospécifique) et constitue un argument favorable a I'acceptabilité des
CIMS par les agriculteurs, puisqu’il se traduit par un un gain de 665 euros selon les
derniéres cotations de Mai 2022 (950 euros.t?) (Sources en Annexe V), qui permet
de rembourser le colt de I'implantation de la vesce du Bengale, qui est estimé aux
alentours de 100 euros, (prix incluant la semence et le co(t de I'implantation et de
la destruction par broyage et enfouissement avec du matériel personnel). Une
économie sur la fertilisation azotée du tournesol cultivé apres la vesce du Bengale
est aussi a souligner. Cette cotation (950 euros.t?) étant trés conjoncturelle, il est
important de considérer les cotations des années passées, qui sont d’en moyenne
400 euros.t’?, induisant un gain de 280 euros.t™. Cet argument économique concret
vient s’insérer dans I'éventail de bénéfices écologiques largement discutés dans ce
manuscrit (fertilité chimique, physique et biologique des sols, régulation de
bioagresseurs avec des effets avérés sur les adventices, etc ...), permettant de
promouvoir l'implantation de CIMS, qui progresse déja significativement,
notamment dans le Sud-Ouest, avec une augmentation trés nette des surfaces
cultivées avec des CIMS avant le tournesol ces dernieres années. En effet, aprées
avoir longtemps stagné a 3%, ce pourcentage a doublé entre 2018 et 2019 et a

atteint environ 15% en 2020.

Pour conclure, I'implantation de CIMS et de la biofumigation sont des pratiques a
promouvoir, pas uniquement a cause de leur potentiel biofumigant, dont
I'efficacité dépend du contexte pédo-climatique et agronomique de sa réalisation,
mais également pour d’autres services écosystémiques que ce travail a permis de
souligner (augmentation des quantités d’azote dans le sol), ainsi que pour d’autres

services écosystémiques bien connus et caractérisés dans la littérature.

Des études supplémentaires sont nécessaires pour caractériser la maniere
d’optimiser I'efficacité de la biofumigation (biomasses a atteindre, variétés de CIMS

ou de tournesol les plus adaptées, mécanisation a mettre en ceuvre, etc ...) vis-a-vis
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de la Verticilliose du tournesol et pour évaluer en plein champ ses effets sur I'O.
cumana, ainsi que ses effets a I'échelle du systéme, sur des complexes parasitaires
plus larges. De nombreuses pistes de recherches ont été évoquées dans les sections
ci-dessus mais afin de pouvoir répondre aux objectifs de mise en place d’une lutte
intégrée contre la Verticlliose du Tournesol et contre I'Orobanche du Tournesol, en

vue d’améliorer la productivité du tournesol, les pistes a privilégier seraient :

(i) D’identifier les variétés de tournesol dont la sensibilité permettrait d’exprimer
des niveaux de régulation de la Verticilliose optimaux, comme cela a pu étre

observé au sein des essais menés a Auzeville en 2016 et 2017.

(i) De confirmer les résultats prometteurs obtenus grace a la biofumigation mise
en ceuvre suite a l'implantation du radis fourrager au sein de réseaux
expérimentaux, afin de valider la généricité de ce résultat, qui reste a ce stade

encore trop variable pour pouvoir étre transféré vers la profession agricole.

(iii) De poursuivre la caractérisation des effets de la Vesce du Bengale entant que
CIMS mise en place avant la culture du tournesol, qui a produit des services
écosystémiques prometteurs mais également variables en fonction des années
(augmentation des quantités de azote dans le sol avant le semis du tournesol,
régulation de la sévérité de la Verticilliose du tournesol, augmentation du

rendement grain du tournesol).

Les travaux concernant I'Orobanche sont également a poursuivre, pour leur aspect

novateur et prometteur, avec 2 volets a adresser en priorité qui sont :

(i) Elargir, par des approches in vitro, la gamme des variétés de CIMS testées, afin
de déterminer les variétés les plus efficaces pour réguler le développement de O.

cumana a différents stades (germination, ou fixation, ou émergence).

(i) Evaluer les effets de régulation obtenus in vitro par des expérimentations en
parcelles expérimentales (ou des facteurs pédo-climatiques pourraient réduire les
régulations observées, comme cela a été le cas pour la Verticilliose du tournesol)
puis au sein de réseaux d’agriculteurs pour confirmer la généricité des résultats,

avant le transfert vers la profession agricole.
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Annexes

Annexe | — Stades repéres de la culture du tournesol (source : Terres Inovia)

Germination - levée

Germination (09)
Stade A1
Apparition des hypocotyles en crosse

Phase végétative stade B1/B2 (12)

Stade B3/B4 (14)

La seconde paire de feuilles opposées
apparait et mesure environ 4 cm de long;
les pétioles sont visibles du dessus.

Phase bouton floral

&

Stade E1 (51)

Apparition du bouton floral étroitement
inséré au milieu des jeunes feuilles :
stade bouton étoilé.

Floraison

Stade F1 (61)

Le bouton fioral s'incline;
les fleurs ligulées sont
perpendiculaires au plateau.

Maturation

Stade MO (80)

Début maturation.

Chute des fleurs ligulées.

Le dos du capitule est encore vert.

i
Levée (10)
Stade A2

Emergence des cotylédons - cotylédons étalés

Stade B5 (15)

La premiére paire de feuilles opposées apparait entre les cotylédons et mesure
environ 4 cm de long ; les pétioles sont visibles du dessus.

La cinquieéme feuille a 4 cm de long
et son pétiole est visible du dessus.

Stade Bn (19)
La niéme paire de feuille a 4 cm de long
et son pétiole est visible du dessus.

o

Stade E2 (53)

Le bouton se détache

de la couronne foliaire.

Son diametre varie de 0.5a 2 cm.
Les bractées sont nettement
distinguables des feuilles.

Stade F3.2 (63)

Début floraison. Les frois cercles
de fleurons les plus externes ont
leurs anthéres visibles et dégagées
et leurs stigmates déployés.

Les trois cercles suivants ont

leurs anthéres visibles et dégagées.

Stade M3 (89)

Le dos du capitule est marbré de brun.

Les bractées sont brunes.
La tige se desséche.

L'humidité de la graine avoisine les 15%.

vo

Stade E4 (57)

Le bouton est nettement dégagé
des feuilles a I'horizontale.

Son diametre varie de 5 a 8 cm.
Une partie des bractées se déploie.

:

Stade F3.5 (65)

Les trois cercles de fleurons

les plus externes ont été fécondés.
Les trois cercles suivants ont leurs
anthéres et leurs stigmates visibles
et déployés.

Les trois cercles suivants ont leurs
antheéres visibles et dégagées.

les akénes de la périphérie sont
gris.

Stade M4 (92)

Tous les organes de la plante
sont brun foncé.

L'humidité de la graine avoisine
les 10%.
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Abstract — Sunflower (Helianthus annuus L.) is one of the three most productive oilseed crops worldwide.
Soilborne diseases limit yields and are challenging to manage. The fungi Verticillium dahliae, Sclerotinia
sclerotiorum and Macrophomina phaseolina can survive in the soil for many years and spread. Following
the ban on fumigants, biofumigation, which consists of growing, chopping and incorporating a Brassicaceae
cover crop to allow biocidal compounds production in the soil, may be an alternative. Biocidal effects of the
hydrolysis of glucosinolate into active compounds, such as isothiocyanates, have been shown in laboratory
studies, but the effectiveness of biofumigation varies more in the field. The present study reviews the main
factors that determine effective biofumigation to protect sunflower. Since the toxicity of isothiocyanates to
pathogens varies widely among the latter, we reviewed studies that assessed the suppressive effect of
products of glucosinolate hydrolysis on V. dahliae, S. sclerotiorum and M. phaseolina. Farmers can use
many mechanisms to increase isothiocyanate production, which may protect sunflower crop effectively.
Increasing biomass production and chopping the cover crop during mild temperatures and before rainy
periods could increase biofumigation effectiveness. Further field experiments are needed to confirm the
potential of biofumigation to control soilborne diseases of sunflower and assess potential disservices to
beneficial soil communities, given their potential key role in the control of soilborne pathogens.

Keywords: Helianthus annuus / cover crops / Brassicaceae / glucosinolates / agroecological crop protection

Résumé — Protéger les cultures oléagineuses par la biofumigation: le cas de la gestion des
champignons telluriques du tournesol. Le tournesol (Helianthus annuus L.) est I'une des trois cultures
oléagineuses les plus productives dans le monde. Les pathogénes telluriques limitent sa productivité et leur
contrdle est difficile. Les champignons telluriques Verticillium dahliae, Sclerotinia sclerotiorum et
Macrophomina phaseolina peuvent survivre plusieurs années dans le sol et sont en recrudescence. Suite a
I’interdiction de plusieurs fumigants, la biofumigation, qui consiste en la mise en place, la destruction et
I’incorporation de culture intermédiaire de Brassicacées permettant la production de composés biocides
dans le sol, pourrait étre une alternative. L’effet biocide des produits de I’hydrolyse des glucosinolates, tels
que les isothiocyanates, a été démontré au laboratoire, mais 1’efficacité de la biofumigation est variable en
plein champ. Cette revue a pour objectif de recenser les déterminants majeurs de 1’efficacité de la
biofumigation pour la protection du tournesol. La toxicité des isothiocyanates étant variable selon les
bioagresseurs visés, le second objectif est de recenser les études ayant évalué les effets suppressifs des
produits de la dégradation des glucosinolates, contre les champignons telluriques V. dahliae, S. sclerotiorum
et M. phaseolina. Les agriculteurs peuvent mettre en place plusieurs leviers afin d’améliorer la production
d’isothiocyanates, permettant potentiellement une protection efficace de la culture du tournesol. Maximiser
la production de biomasse puis détruire le couvert lors de températures douces et avant une période
pluvieuse pourraient améliorer I’efficacité de la biofumigation. Des expérimentations en plein champ
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supplémentaires sont nécessaires pour confirmer le potentiel de la biofumigation pour contréler les
pathogénes telluriques du tournesol et évaluer ses potentiels disservices contre les communautés
microbiennes du sol, au regard de leur importance potentielle dans le contrdle des pathogenes telluriques.

Mots clés : Helianthus annuus / cultures intermédiaires multi-services / Brassicaceae / glucosinolates / protection

agroécologique des cultures

1 Introduction

1.1 Oilseed crop production and protection
1.1.1 Factors that limit crop yield

Since 2015, soybean (Glycine max), rapeseed (Brassica
napus subsp. napus) and sunflower (Helianthus annuus L.)
have been the three main oilseed crops produced worldwide
(FAOSTAT, 2020). In 2018, their worldwide production was
ca. 345, 75 and 50 million t/annum, respectively (FAO, 2020).
While the global area of these crops is expanding, unfavorable
weather conditions threaten their production (FAO, 2018).
Despite the moderate water requirements of sunflower,
drought is the main environmental factor that limits its growth
(Debaeke et al., 2017a), and high temperature can decrease its
final production of seeds and oil (Harris et al., 1978). In most
European countries that produce sunflower (Romania, Spain,
France, Bulgaria, and Hungary), yield gaps of 1.1-2.4t/ha
have been reported, and climate change could be partly
responsible for them (Debaeke et al., 2017a). Biotic stress also
limits oilseed crop production worldwide. At least 30
sunflower diseases are known. The most damaging and
widespread fungal diseases are downy mildew (Plasmopara
halstedii), phoma black stem (Phoma macdonaldii), phomop-
sis stem canker (Phomopsis helianthi), white mold (Sclerotinia
sclerotiorum) and Verticillium wilt (Verticillium dahliae)
(Seassau, 2010; Vear, 2016; Debaeke et al., 2017b), most of
which are soilborne pathogens (P, halstedii, S. sclerotiorum,
V.dahliae). More recently, Cadophora malorum has been
reported as a new soilborne fungus of sunflower (Martin-Sanz
et al., 2018; Molinero-Ruiz, 2019). In the context of climate
change, Macrophomina phaseolina could be favored by
ground dryness and temperatures of 28-30°C (Sarova et al.,
2003). S. sclerotiorum and V. dahliae could tolerate unfavor-
able periods better (Wilhem, 1955; Debaceke et al., 2017a) via
their long-term structures — sclerotia and microsclerotia (MS),
respectively —, which remain viable in the soil for many years
(Mol et al., 1995; Cosié et al., 2012).

1.1.2 The challenge of managing soilborne fungi

Protecting crops from soilborne organisms is more
challenging than protecting them from foliar pests (Matthiessen
and Kirkegaard, 2006). Soilborne fungi such as V. dahliae and
M. phaseolina can survive as MS up to 14 years (Wilhem, 1955)
and 4years (Watanabe, 1973), respectively. S.sclerotiorum
produces sclerotia that may survive for 3 years (Cosié et al.,
2012). Soilborne pathogens can coexist in the soil (Raaijmakers
et al., 2009), and their heterogeneous distribution makes
monitoring them costly and usually ineffective (Matthiessen
and Kirkegaard, 2006). For many oilseed diseases, genetic
resistance is one of the most effective protection methods, but it
breaks down frequently due to the appearance of new virulent

strains, as observed for sunflower diseases (Vear, 2016; Debaeke
et al., 2017b; Molinero-Ruiz, 2019). To reduce the pressure of
soilborne pathogens, farmers used to fumigate vegetable and
ornamental crops intensively with methyl bromide (Hoffmann
and Malkomes, 1974; Duniway, 2002; Martin, 2003). However,
methyl bromide was phased out under the Montreal Protocol in
2005 due to its depleting effects on the ozone layer (Laegdsmand
et al., 2007; Gimsing and Kirkegaard, 2009). Other synthetic
compounds were subsequently used to control soilborne
pathogens, such as 1,3-dichloropropene (phased out in the
European Union [EU] in 2007), chloropicrin (phased out in the
EU in 2012) and methyl-isothiocyanate (MITC), the primary
breakdown product of metam-sodium (Ibekwe, 2004). MITC
has a broad biocidal activity but alters important soil functions
such as nutrient cycling (Macalady et al., 1998). It is also highly
volatile, with much of it transferred to the atmosphere after
application (Dungan et al., 2003).

Like for genetic resistance, maintaining the efficacy of
pesticides after repeated use is difficult (Matthiessen and
Kirkegaard, 2006). Synthetic fumigants may become less toxic
due to soilborne pathogens developing resistance (Goldman
etal., 1994) and/or increased biodegradation of their chemicals
(Warton et al., 2003). This latter misunderstood phenomenon
comes from the ability of microorganisms, mainly bacteria, to
catabolize xenobiotics in the soil after repeated exposures with
a short interval between applications (Warton et al., 2003;
Matthiessen and Kirkegaard, 2006). Microorganisms can
accelerate the degradation, which decreases their persistence
and effectiveness for soilborne pathogens (Warton et al., 2003;
Di Primo et al., 2003). This phenomenon has been observed
with metam sodium used for potato (Solanum tuberosum)
Verticillium wilt (VW) (Di Primo et al., 2003). When a soil
develops increased biodegradation, fumigation requires
several years before it can recover an effective biocidal effect
(Warton ef al., 2003). In the meantime, the use of fumigants
seems ineffective and wasteful (Matthiessen and Kirkegaard,
2006).

1.1.3 Alternatives for managing soilborne diseases

The breakdown of resistance and the current context of
agroecological transition have decreased the use of broad-
spectrum fumigants (Warmington and Clarkson, 2016) and
increased interest in alternative methods of crop protection
(Martin, 2003). Reliance on combined and natural mechanisms
to protect crops has been encouraged by Integrated Pest
Management (IPM), as described in the EU Framework
Directive 2009/128/EC. IPM is implemented through eight
principles, and the first one is based on preventing and/or
suppressing harmful organisms using a variety of methods,
such as crop rotations. IPM favors the use of sustainable
biological methods (Barzman et al., 2015). Since isothiocya-
nates (ITCs) are biologically active compounds, and MITC is
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widely used as a fumigant, there is interest in transposing this
biocidal activity of biological sources of ITCs to suppress
soilborne pathogens and diseases (Brown and Morra, 1997,
Matthiessen and Kirkegaard, 2006; Gimsing and Kirkegaard,
2006). This natural alternative to fumigation, called “bio-
fumigation” (Kirkegaard er al, 1993), involves growing,
chopping and incorporating crops that produce ITCs.
Brassicaceae (crucifers) are widely used for this technique
(see part 2).

The utility of biofumigation has been observed for
protecting vegetable crops (Michel, 2014; Morris et al.,
2020) and, to a lesser extent, wheat (Triticum aestivum,
Kirkegaard et al., 2000) and beetroot (Beta vulgaris ssp.
vulgaris, Motisi et al., 2009). Many studies of in vitro
approaches have shown promising results of biofumigation for
soilborne diseases. In the field, however, the effectiveness of
biofumigation has varied more (Motisi ef al., 2010; Morris
et al., 2020). Nonetheless, mechanisms for suppressing
pathogens effectively in the field are increasingly understood
(Kirkegaard and Matthiessen, 2004; Matthiessen and
Kirkegaard, 2006; Morris et al., 2020), and biofumigation
appears to be an environmentally friendly defense strategy
(Lazzeri et al., 2004) considered as a part of IPM (Gimsing and
Kirkegaard, 2009; Kruger et al., 2013). Among oilseed crops,
sunflower seems to be particularly suitable for protection using
biofumigation. It is sown in spring, after a long fallow period
when soils are usually left bare. A Brassicaceae cover crop
introduced during this period would fit into the rotation easily,
thus diversifying it. It would also improve:

— soil structure and reduce erosion (Thorup-Kristensen et al.,
2003; Justes et al., 2012);

— nutrient management, through catch crop and green
manure effects for nitrates and sulfates (Constantin
et al, 2011; Couédel et al., 2018a; Couédel et al.,
2018b);

— soil organic matter (Kirkegaard and Matthiessen, 2004).

To follow the fundamental agroecological principle of
diversifying crop rotations (Altieri, 1999), this review does not
discuss rapeseed protection using Brassicaceae cover crops
and biofumigation. However, it does present studies that used
Brassicaceae as a biofumigant crop. Biotic stresses are not still
a major issue for soybean in France (Lamichhane et al., 2020)
or in Europe. This is in part because soybean is currently grown
on small areas and in diversified rotations (Lamichhane et al.,
2020). The interest in biofumigation to protect soybean
remains low and studies rare. Thus, this review excludes
soybean protection using biofumigation, although some
studies showed promising results. Fayzalla et al. (2009)
showed that soybean root rot and soybean wilt, caused by
Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, M. phaseolina and
Sclerotium rolfsii, could be reduces with mustard in field
conditions.

With a focus on sunflower, the objectives of this review are to:

— highlight the main factors that determine effective
biofumigation;

— review studies on laboratory or field experiments
performed to evaluate suppressive effects of synthetic
GSLs/ITCs or Brassicaceae incorporation on V. dahliae,
S. sclerotiorum and M. phaseolina.

Since studies of sunflower protection using biofumigation
are rare (to our knowledge), most studies concerned other plant
hosts. Thus, after describing the biofumigation concept and
process briefly, factors that drive ITC production are detailed
to provide a set of mechanisms that results in effective
biofumigation. Suppressive effects of glucosinolate (GSL)
products on sunflower soilborne diseases are reviewed based
on studies of a variety of host crops. Finally, non-GSL-related
suppressive effects of biofumigation and the utility of
including Fabaceae with Brassicaceae to protect sunflower
against soilborne disease are also discussed.

2 The biofumigation process

2.1 Biofumigation concept and the use of
Brassicaceae

Biofumigation is defined as the suppressive effect of GSL-
containing species on soilborne pathogens through the
liberation of volatile compounds, mainly ITCs, released after
hydrolysis of GSLs by the enzyme myrosinase during tissue
disruption and incorporation into the soil (Kirkegaard et al.,
1993; Kirkegaard and Matthiessen, 2004). GSLs occur
naturally in families of the order Capparales: Tovariaceae,
Resedaceae, Cappareaceae, Moringaceae and mainly Brassi-
caceae (Fenwick et al., 1983; Brown and Morra, 1997; Van
Dam et al., 2009). They are widely cultivated as vegetables
(cabbage [B.oleracea var. capitata), radish [Raphanus
raphanistrum subsp. sativus], and rocket [Eruca vesicaria
ssp. sativa]), condiments (mustard [Brassica juncea]), forage
(fodder radish [Raphanus sativus var. longipinnatus] and
turnip rape [Brassica rapa subsp. rapal), oilseed crops and
cover crops during fallow periods. However, plants that
contain GSLs can be used to control soilborne pathogens
through biofumigation (Kirkegaard et al., 1993; Brown and
Morra, 1997; Matthiessen and Kirkegaard, 2006) and are
considered to be a biological alternative to conventional soil
fumigation (Brown and Morra, 1997; Matthiessen and
Kirkegaard, 2006; Laegdsmand et al., 2007; Clarkson et al.,
2015). Bactericidal activity of ITCs has been reported (Brown
and Morra, 1997; Smith and Kirkegaard, 2002; Bending and
Lincoln, 2000), as have fungicidal (Angus et al., 1994; Manici
et al, 2000; Smith and Kirkegaard, 2002), nematicidal
(Lazzeri et al., 1993; Riga, 2011; Ntalli and Caboni, 2017),
insecticidal (Borek er al., 1995a; Borek et al, 1998) and
herbicidal activities (Haramoto and Gallandt, 2004). Bio-
fumigation can reduce pest abundance and disease incidence
(Morris et al., 2020), but its degree of pest suppression can
vary significantly. Some studies concluded that biofumigation
did not suppress soilborne pathogens (reviewed by Kirkegaard
and Matthiessen, 2004; Motisi et al., 2010). After rape
incorporation, Davis et al. (1996) observed no significant
differences in V. dahliae population in the soil compared to that
without residue incorporation, while the incidence of VW on
potato was reduced significantly compared to that on potato
grown after a fallow period. VW can be caused by an
interaction between V. dahliae and nematodes like Pratylen-
chus penetrans (Martin et al., 1982; Rowe and Powelson 2002)
or Pratylenchus neglectus (Scholte and s’Jacob, 1990) which
may facilitate the penetration of V. dahliae in roots, but no
information is available about the direct effect of residue
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incorporation on P. neglectus in this study. However, no
significant correlation has been found between VW symptoms
or yield and the nematode. Hartz et al. (2005) also reported that
biofumigation (with mustard) did not significantly reduce
V. dahliae population in the soil or VW on tomato (Solanum
lycopersicum). A review of Motisi et al. (2010) noted an
increase in disease intensity after biofumigation for some
pathogens. Moreover, some studies may not be published
because they unexpectedly observe no significant effects of
biofumigation (Morris et al., 2020). This variability is due to
the many biological and physical factors that influence the
effectiveness of biofumigation (Motisi et al., 2010). Thus,
knowledge about GSL and ITC production, and a systematic
approach to field research through analytical studies are
needed (Kirkegaard and Matthiessen, 2004).

2.2 The GSL-myrosinase system

GSLs are organic anions characterized by a common
b-thioglucose, a sulfonated oxime moiety and a side-chain
group (Fenwick et al., 1983). This side chain determines the
type of GSL: aromatic, aliphatic or indolyl (Fenwick et al.,
1983; Brown and Morra, 1997; Mithen, 2001). To date,
132GSLs have been identified in Brassicaceae tissues
(Couédel et al., 2019). Native GSLs have little or no biocidal
activity or toxicity (Manici et al., 1997). Species that contain
GSL produce myrosinase, a group of similar-acting enzymes
(Brown and Morra, 1997) that are also produced by some
microorganisms in soils (Gimsing and Kirkegaard, 2009).
In intact plant tissues, GSLs and myrosinase are physically
separated (Gimsing and Kirkegaard, 2009). The isolation
seems to be intercellular (Brown and Morra, 1997), with GSLs
in the vacuoles and myrosinase in specialized myrosin cells
(Hoglund et al,, 1992). Both compounds are distributed
throughout Brassicaceae tissues (Wittstock and Gershenzon,
2002), and cells must be disrupted physically for them to
contact each other (Brown and Morra, 1997). The result is
rapid hydrolysis into biologically active products such as ITCs
and other products of GSL degradation, such as nitriles,
organic cyanides, oxazolidinethiones and ionic thiocyanates
(Brown and Morra, 1997; Gardiner et al, 1999). Mature
tissues have less myrosinase activity (Iversen and Baggerud,
1980).

2.3 GSL-hydrolysis products and non-GSL products

The biocidal effect of the products of GSL hydrolysis is
function of the chemical composition of the GSL side chain,
their concentration, environmental conditions and the expo-
sure time of the target organism (Fenwick et al., 1983; Lazzeri
et al, 1993; Laegdsmand et al, 2007; Gimsing and
Kirkegaard, 2009). Each compound differs in its persistence
in the soil, stability and toxicity (Borek et al., 1995b; Manici
et al., 2000).

ITCs are produced rapidly after Brassicaceae tissues are
disrupted (Morra and Kirkegaard, 2002). Their concentration
in the soil peaks 30 min after incorporation and can be detected
for up to 12 days (Gimsing and Kirkegaard, 2006). ITCs are
highly volatile, and the shorter their side chain is, the more
volatile they are (Brown and Morra, 1997). Due to their high

volatility, their toxicity is assumed to spread around the point
of chopping (Angus et al., 1994). Only aliphatic and aromatic
GSLs produce ITCs (Matthiessen and Kirkegaard, 2006), and
they are recognized as the most biologically active products of
GSL hydrolysis, with broad-spectrum activity (Fenwick et al.,
1983; Brown and Morra, 1997; Matthiessen and Kirkegaard,
2006). ITCs are toxic because of their irreversible interaction
with proteins, mainly nucleophilic reagents (Brown and
Morra, 1997; Borek et al.,, 1995a). The reaction damages
the protein structure and functions of pest cells (Dufour et al.,
2015).

Despite the lower toxicity of the other products of GSL
hydrolysis, they may also help control soilborne organisms and
work synergistically with ITCs (Brown and Morra, 1997).
Other non-GSL secondary metabolites, such as sulfur-
containing organic compounds (e.g. sulfoxides, amino acids
such as methionine and cysteine, sulfonium compounds) may
also have toxic effects on soil organisms (Bending and
Lincoln, 1999).

3 Increasing biofumigation effectiveness for
sunflower production

With more than 350 genera (Beilstein ef al., 2006; Abideen

et al., 2013) and 3200species (Abideen et al., 2013),
Brassicaceae present a wide scope for farmers to choose the
most promising crops for effective biofumigation, based on
their GSL concentrations and profiles, and biomass production
(Sarwar et al., 1998). Farmers can act at multiple levels to
improve the biofumigation potential (Borek et al., 1995b;
Brown and Morra, 1997; Matthiessen and Kirkegaard, 2006;
Gimsing and Kirkegaard, 2009):

— choice of Brassicaceae species;

— amount and profile of GSLs produced by the crop;

— rate of GSL conversion into ITCs;

— persistence of biocidal compounds in the soil.

3.1 The choice of the biofumigant Brassicaceae
species

Morris et al. (2020) emphasized that species in the genus
Eruca and Raphanus had the highest biofumigation effective-
ness. However, most studies about biofumigation concern
brown, white or Ethiopian mustard and rape (rapeseed and
forage rape) (Sarwar et al., 1998; Kirkegaard and Matthiessen,
2004; Reau et al., 2005; Clarkson et al., 2015). Brown mustard
has high concentrations of sinigrin GSL, which hydrolyzes into
2-propenyl-ITCs. Considered as a highly toxic ITC (Motisi,
2009), it may explain brown mustard’s promising results for
crop protection (see part 4). The utility of choosing forage rape
cultivars as a biofumigant crop was demonstrated by Gardiner
et al. (1999), who studied products of hydrolysis after
incorporation of cv. Dwarf Essex. Plants were incorporated
using a rototiller at the bud-to-early-flowering stage. The most
abundant product of hydrolysis measured in the soil was the
2-phenylethyl-ITC (2-PE-ITC), obtained from the aromatic
2-phenylethyl-GSL (2-PE-GSL), the main GSL in the roots of
both cultivars. Smith and Kirkegaard (2002) demonstrated the
toxicity of this ITC to pests. Moreover, Larkin ez al. (2010)
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measured a lower VW incidence on potato after forage rape
(cv. Dwarf Essex) incorporation as green manure compared to
a continuous potato (non-rotation) control. However, farmers
harvest rapeseed crops to produce oil, so destroying them at the
flowering stage and/or incorporating them as a green manure
seems unrealistic in the context of oilseed crop production. The
advantage of rapeseed would rely more on an allelopathic
effect during development, with continuous production of
ITCs by its living roots (Rumberger and Marschner, 2003) or
after harvest, during roots decomposition (Reau et al., 2005),
both of which would provide a source of biocidal compounds
(mainly ITCs) against soilborne fungi. Rumberger and
Marschner (2003) demonstrated this phenomenon, observing
that live roots of canola cv. Monty (low root GSL) and cv.
Rainbow (high root GSL) released 2-PE-ITC continuously into
the rhizosphere, which affected soil microbial communities
(bacteria and eukaryotes) without accumulating in the soil.
Despite the interest in rape for its allelopathic and, to a lesser
extent, biofumigant effects, the trend since the 1960s has been
to select and breed varieties with lower GSL concentrations.
Thus, “double-low” varieties (i.e. low in erucic acid and GSLs)
have been introduced (Boag et al.,, 1990). GSLs may be
undesirable or even toxic to mammals (rats and roe deer) when
GSL concentrations increase in rape tissues (Fenwick et al.,
1983; Boag et al., 1990). It is possible, however, to breed
canola with higher 2-PE-ITC concentration without affecting
shoot or seed GSL concentrations (Potter et al., 2000). Since
the GSL concentration necessary to have a toxic effect on
soilborne pathogens remains unknown, low-GSL cultivars
may still have biocidal effects (Couédel et al., 2019). For
example, Kirkegaard et al (2000) found no significant
difference in the decrease in inoculum survival of the fungus
G. graminis var. tritici between canola with high (cv. Tamara
and cv. Karoo) and low (cv. Oscar and cv. Monty) root GSL
concentrations, even though the pairs of varieties produced
different 2-PE-ITC concentrations. In a pot experiment,
Michel et al. (2008) showed that the number of live MS of
V. dahliae in soils after the low GSL canola (cv. Talent) were
approximatively 60 MS/g of soil, compared to that in an
unamended control (approximatively 90 MS/g of soil), but the
differences were not significant. To our knowledge, no study
has examined the potential of rapeseed to control soilborne
diseases of sunflower in field (through biofumigation and/or
allelopathic effects). Seassau et al. (2016) observed, in vitro,
a significant reduction in the germination or the development
of V. dahliae (strains from sunflower) exposed to rapeseed (cv.
Mosa), selected for its low GSL concentration compared to the
unamended control.

Although most studies have focused on Brassicaceae green
manures for biofumigation, seed meals could be used as an
alternative strategy (Mazzola et al., 2001) since they have
more biological activity than green manures. GSLs are
concentrated in the seeds and retained in the meal after
crushing (Borek and Morra 2005). Thus, seed meals can be
a source of GSLs (Brown and Morra, 1997; Morra and Borek,
2010) that stimulate soil microbial communities and suppress
soilborne pathogens (Mazzola et al., 2017). This alternative,
however, would be better suited for small areas of crops with
high commercial value than large areas of sunflower because
of the high cost of seed meals.

3.2 Increasing GSL concentrations and profiles

A positive relation exists between GSL concentrations in
Brassicaceae tissues and their ability to suppress pests and
diseases during biofumigation (Morris et al., 2020). The
concentration and the profiles of GSLs (aliphatic, aromatic and
indolyl) vary among Brassicaceae species (Kirkegaard and
Sarwar, 1998; Bellostas et al., 2004; Bhandari ez al., 2015) and
between their shoots and roots (Kirkegaard and Sarwar, 1998;
Van Dam et al., 2009; Bhandari et al., 2015). Roots usually
have higher GSL concentrations than shoots, even though roots
have lower biomass than shoots (Gimsing and Kirkegaard,
2006; Van Dam et al., 2009; Bhandari er al., 2015). This
difference may be explained by a higher pathogen pressure
belowground than aboveground (Van Dam et al, 2009;
Bhandari ef al., 2015). Biotic stress, such as herbivore damage
and pathogen infection, increases GSL concentrations in
Brassicaceae tissues (Van Dam et al., 2009). It is important that
biotic stress does not decrease biomass production too much,
however, because a positive relation exists between Brassi-
caceae biomass and its GSL concentrations (Kirkegaard and
Sarwar, 1998). A large amount of biomass is thus required for
effective biofumigation (Clarkson et al., 2015). Morris et al.
(2020) predicted that less than 0.53 t dry matter of biomass/ha
would result in ineffective biofumigation. Thus, it is important
that cover crops be established well to maximize their biomass.
While application of fertilizers (nitrogen and sulfur) increases
GSL concentrations (Booth et al., 1991; Li et al., 2007),
applying them to cover crops is neither recommended nor
profitable.

The effectiveness of biofumigation also depends on the
growth stage of the plant. During development of Brassica-
ceae, GSLs turn over or redistribute within its organs (Booth
et al., 1991). GSL concentration peaks at the early flowering
stage in the whole plant, then it starts to decrease in shoots and
roots and increase in the seeds, whose GSL concentration
peaks at maturity (Booth ef al., 1991; Sarwar and Kirkegaard,
1998; Michel, 2008). Because seeds have much less biomass
than shoots and roots, which decreases the amount of biomass
available for biofumigation (Morris et al., 2020), the optimal
timing for biofumigation is at the maximum value of
biomass x GSL concentration (Matthiessen and Kirkegaard,
2006). The recommended stage at which to destroy crops is
thus flowering (Michel, 2008), which also has the advantage of
avoiding seed-set.

3.3 Improving the conversion of GSLs into ITCs

For effective biofumigation, maximizing the hydrolysis
reaction that converts GSLs into ITCs is crucial to generate
high ITC concentration in the soil (Borek ez al., 1995b; Brown
and Morra, 1997; Gimsing and Kirkegaard, 2009). Under
laboratory conditions, Brassicaceae sometimes released only
19% of the total potential ITCs produced (Brown et al., 1991).
This conversion efficiency reached 62.5-100% for Brassica-
ceae seed meals in sterile sand (Neubauer ef al., 2015). In the
field, the efficiency was estimated at 60% (Gimsing and
Kirkegaard, 2006). The efficiency depends mainly on
agronomic practices and soil and climate conditions. The
stage of development of the Brassicaceae for biofumigation
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must be considered, due to the decrease in myrosinase activity
in mature tissues (Iversen and Baggerud, 1980). Brassicaceae
tissues must be chopped finely to maximize contact between
myrosinase and GSLs (Matthiessen and Kirkegaard, 2006).
Thus, chopping at high speed and using hammers instead of
blades is recommended (Matthiessen et al., 2004; Michel,
2008). Dilution with large amounts of water is then crucial to
ensure tissue maceration and soil moisture to hydrolyze GSLs
into ITCs and other products (Matthiessen et al., 2004; Michel,
2008; Gimsing and Kirkegaard, 2009). ITC concentration
increased by up to 7-10-fold when 42 mm of water was added
to a soil after biofumigation (Matthiessen et al., 2004).
However, Gimsing and Kirkegaard (2006) observed no
difference after irrigating with 18 mm over 3hours after
biofumigation. Warmer temperatures also increase hydrolysis
(Matthiessen and Kirkegaard, 2006; Michel, 2008; Gimsing
and Kirkegaard, 2009). Matthiessen and Shackleton (2005)
observed that the biological activity of 2-PE-ITC was
significantly lower at 5°C than at 10-20°C. Consequently,
farmers should carefully choose the day on which to perform
biofumigation. Days with temperatures above 10 °C and with
rain forecast to fall within a few days could improve the
conversion of GSLs into ITCs, which would favor effective
biofumigation. In the soil, a pH around neutral results in ITC
production, while acid pH favors nitrile production (Brown
and Morra, 1997).

3.4 Maximize persistence of ITCs in the soil

Un-hydrolyzed GSLs and the ITCs produced persist in
soils from a few days to a few weeks (Brown and Morra, 1997),
with the concentrations of GSL and ITC peaking 30 min after
Brassicaceae incorporation (Gimsing and Kirkegaard, 2006) to
30 hours (Gardiner et al., 1999). Maximizing the persistence of
ITCs is crucial to increase the duration of exposure of
soilborne pathogens, which increases biofumigation effective-
ness (Borek et al., 1995b; Brown and Morra, 1997).

The main pathway of ITC losses is volatility (Brown and
Morra, 1997). To decrease these losses, solarization is used
with vegetable crops to trap volatile ITCs (Morris et al., 2020).
This technique consists of covering the soil with transparent
polyethylene sheets (Katan, 1981), but it is impractical over
larger areas, such as those of oilseed crops. Thus, rapid
incorporation of the chopped Brassicaceae is highly recom-
mended (Gimsing and Kirkegaard, 2006; Michel, 2008).
Sorption on soil components is another pathway of ITC loss.
For example, ITCs had lower toxicity in soils with high organic
matter content (>1%) (Gimsing and Kirkegaard, 2009;
Neubauer et al., 2014), which suggests that ITCs reacted
with organic matter’s nucleophilic reagents. Soil pH and
texture had little influence on ITC persistence in the soil
(Brown and Morra, 1997), unlike heavy rainfall (70-90 mm),
which could cause ITCs to leach, thus reducing their
persistence (Laegdsmand et al., 2007).

Microbial degradation is a key factor that influences ITC
losses in the soils (Brown and Morra, 1997). Using an
autoclaved soil in biofumigation experiments increased the
stability of ITCs (Rumberger and Marschner, 2003). Farmers
have little influence on this factor, but soils that have never
been fumigated may not experience increased biodegradation

(Warton et al., 2003). Because fumigation is used less often
with oilseed crops than with vegetable crops, mainly because
of the high cost of protecting large areas, soils of oilseed crops
may not experience this increased biodegradation.

4 Suppressive effects of GSL products on
the soilborne diseases of sunflower targeted

Under optimal conditions that maximize GSL concen-
trations, their conversion into ITCs and persistence in the soil,
the effectiveness of biofumigation will depend greatly on the
target species, since pathogens vary greatly in their sensitivity
to ITCs (Brown and Morra, 1997; Smith and Kirkegaard,
2002). To assess the sensitivity of sunflower pathogens to
biofumigation, this review focuses on laboratory or field
experiments performed to evaluate suppressive effects of
synthetic GSLs/ITCs or Brassicaceae incorporation on
V.dahliae, S. sclerotiorum and M. phaseolina (Tab. 1). Since
studies of sunflower protection using biofumigation are rare (to
our knowledge), most studies concerned other plant hosts of
these pathogens, mainly vegetable.

4.1 Experiment using synthetic ITCs/GSLs

In vitro studies of synthetic ITCs or synthetic GSL +
myrosinase tested the sensitivity of pathogens and screened the
most effective GSL profiles (Tab. 1, part a). Neubauer et al.
(2014) tested five ITCs, all of which were lethal to V. dahliae
MS. Aromatic ITCs (benzyl-ITC and phenylethyl-ITC
obtained by Glucotropaeolin and Gluconasturtiin hydrolysis)
were much more toxic than aliphatic ITCs. Among the same
profiles of ITCs (aromatic or aliphatic), ITCs with lower
molecular weight tended to be more effective than ITCs with
higher molecular weight. To suppress S. sclerotiorum, aromat-
ic ITCs were also more effective than aliphatic ITCs. Overall,
benzyl-ITC was the most effective ITC against S. sclerotiorum
mycelial development and sclerotia (Kurt et al., 2011), while
methyl-ITC and allyl-ITC were among the most effective ITCs
at reducing mycelial growth (Kurt ez al., 2011; Ojaghian et al.,
2012). For M. phaseolina, mycelial development was also
reduced by allyl-ITC (Mazzola et al., 2017).

4.2 Experiments using Brassicaceae (in vitro or in
pots)

To screen the potentially most effective varieties and/or
species of Brassicaceae, and to assess effects of hydrolysis
products of GSLs to manage soilborne fungi, experiments were
performed using Brassicaceae biomass (e.g. crushed, ground,
macerated) instead of synthetic compounds (Tab. 1, part b). To
control V. dahliae, S. sclerotiorum and M. phaseolina, mustard
varieties, especially Brassica juncea (brown/Indian mustard),
were used mainly as a source of GSLs and ITCs in
biofumigation studies. Mustard species often showed signifi-
cant suppression of V. dahliae (Olivier et al., 1999; Neubauer
et al., 2015; Seassau et al., 2016), S. sclerotiorum (Ojaghian
et al., 2012; Rahimi ef al., 2014; Warmington and Clarkson,
2016) and M. phaseolina (Mazzola et al., 2017). Some
cultivars of turnip rape (Brassica rapa), forage radish
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(Raphanus sativus), Kohlrabi (Brassica oleracea cv. caulor-
apa) and B. napus were among the most effective species, but
were more variable than B. juncea. In these studies, anti-fungal
effects of ITCs and other products of GSL hydrolysis were
assessed on mycelial growth and/or the long-term survival
structures of the pathogens. Effectiveness of Brassicaceae
varied among the forms of the pathogens. Seassau et al. (2016)
showed that mycelial growth of V. dahliae isolated from
sunflower was suppressed mainly by B.juncea, while MS
germination was suppressed mainly by B.rapa. Since
biofumigation occurs a few months before sunflower sowing,
its suppressive effects would affect long-term survival
structures of pathogens because of the low persistence of
GSLs and ITCs.

4.3 Field approaches to biofumigation

In vitro and pot studies have shown promising biocidal
effects on V.dahliae, S.sclerotiorum and M. phaseolina.
In field conditions, however, results varied more among
studies (Tab. 1, part c), due to the many factors that influence
the effectiveness of biofumigation. The only study of
sunflower crop protection reported a significant reduction in
VW incidence and severity following three Brassicaceae cover
crops and biofumigation compared to that with a bare soil
(Galaup et al., pers. comm.). In both years of its field
experiment, R. sativus was the Brassicaceae that reduced VW
incidence the most, followed by B.rapa and B.juncea. The
ability of biofumigation with a given species to reduce VW
varied between years due to differences in the biomass
incorporated into the soil each year. The largest reduction in
VW was associated with the largest biomass produced. In
strawberry (Fragaria x ananassa) field experiments, Michel
et al. (2008) observed a significant reduction of MS in soils
after biofumigation with B. juncea. Conversely, Hartz et al.
(2005) considered B. juncea an ineffective biofumigant: it did
not decrease the density of V. dahliae in the soil and had no
effect on tomato productivity compared to a fallow control.
Michel (2014) observed no significant effects of B. juncea on
V. dahliae density in the soil, in the short-term, but a reduction
of 80% was observed a few months after biofumigation.
Because of the low persistence of ITCs, they could not have
caused this suppressive effect. Instead, the reduction in MS
may have been caused by stimulation of specific groups of
microbial communities during mustard decomposition and
organic matter addition, as supported by other studies
(Mazzola et al., 2007; Ochiai et al., 2008; Mazzola et al.,
2017). Thus, organic inputs could improve soil biological
status by increasing both the diversity and size of populations
of beneficial species through physico-chemical changes
(Ochiai et al., 2008; Davis et al., 2010; Omirou et al., 2011).

5 Non-GSL-related suppressive effects on
pathogens, and the multifunctionality of
Brassicaceae

Pathogen suppression by green manure addition has been
attributed to indirect effects of higher microbial competition
rather than a direct effect on pathogen inoculum (Davis ef al.,

1996; Davis et al., 2010). This involvement of microbial
communities was supported by long-term studies at the
rotation scale when Brassicaceac and non-Brassicaceae
species were incorporated (Tab. 1, part d). Davis et al.
(2010) observed that cover crops reduced VW on potatoes
more than fallow did. Sudangrass (Sorghum vulgare var.
sudanense cv. Monarch) was a more effective cover crop than
B. napus cv. Dwarf Essex and cv. Bridger. The authors also
suggested that another beneficial effect of sudangrass was the
potential control of root knot nematodes. Larkin et al. (2010)
also observed a significant reduction in VW on potato after
a canola cover crop and to a lesser extent after a rapeseed cover
crop. Davis et al. (2010) and Larkin et al. (2010) concluded
that, beside the direct toxic effects of products of GSL
hydrolysis, VW may have been suppressed due to a change in
microbial communities that increased microbial competition
after cover crop incorporation. The reduction in VW may be
explained by the increase in Fusarium equiseti in the soil
observed by Davis et al. (2010), which suggests a potential
antagonism between the two fungi.

Increasingly, biofumigation benefits are considered along
with other green manure benefits, such as addition of organic
matter to soils (Kirkegaard and Matthiessen, 2004). This non-
GSL-related pathway of suppression may be involved in
reducing pathogens and disease severity in the studies that used
low-GSL cultivars observed by Kirkegaard et al. (2000) and
Michel et al. (2008). The potential key role of microbial
communities in suppressing pathogens emphasizes the need to
assess potential disservices of products of GSL hydrolysis on
these beneficial communities. To date, these disservices and
their influence have been rarely studied, and the review of
Couédel et al. (2019) reported inconsistent impacts of
Brassicaceae on non-target species. No effect of Brassicaceae
incorporation was observed on nitrifying bacteria in field
studies (Omirou et al, 2011). Conversely, Bending and
Lincoln (2000) observed that application of ITCs disrupted
microbial communities, reducing the growth of nitrifying
bacteria in clay-loam soils. One mechanism to avoid these
potential disservices could be cover crop mixtures (Couédel
et al., 2019), which would provide more nutrients, and thus
increase microbial diversity and activity, while preserving
GSL production. Couédel et al. (2018c) showed that,
compared to Brassicaceae sole crops, 50/50bi-species
mixtures of Brassicaceae and Fabaceae reduced GSL
production/ha by an average of only 19%. Mixtures would
maintain most of the potential of Brassicaceae to suppress
pathogens and could mutualize other benefits provided by
either Brassicaceae or Fabaceae. Couédel et al. (2018a)
showed that this mixture captured the same amount of nitrate
as Brassicaceae alone and had a larger nitrogen-green manure
effect. This mixture also provided the same sulphate-catch
crop and sulfur-green manure effects as Brassicaceae sole
crops (Couédel et al., 2018b). This result could be due to
increased biomass production and abiotic-resource-use effi-
ciency (Jensen, 1996). Besides protecting against pathogens
and nutrient enrichment, mixtures provide a bundle of
ecosystem services. They reduce soil disturbance and erosion,
maximize water-use efficiency, increase long-term carbon
sequestration and support pollinators and other beneficial
insects (Therond et al., 2017; Justes and Richard, 2017,
Chapagain et al., 2020). Thus, mixtures of Brassicaceae and
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Fabaceae could increase sunflower productivity. Combining
cover cropping of mixtures with biofumigation represents
a holistic multi-pest protection approach that relies on several
ecological mechanisms, which is in line with the principles of
IPM. Besides diversifying rotations (which may provide
break-crop effects), encouraged by IPM Principle 1 (P1), it is
a major environmentally friendly protection method (Lazzeri
et al., 2004). It may prevent reliance on the synthetic
compounds used in fumigation (Clarkson et al., 2015), and
thus fulfill the principles of giving preference to non-chemical
methods (P4), selecting pesticides to avoid undesired impacts
of broad-spectrum fumigants on non-target beneficial commu-
nities (P5) and reducing pesticide use (P6). Some of
biofumigation’s ability to protect of sunflower would be due
to the ITCs produced by Brassicaceae, and developing
resistance to them is highly improbable because of the
complex cluster of chemically different components involved
(Ntalli and Caboni, 2017). Moreover, ITC toxicity varies
among pests (Smith and Kirkegaard, 2002), which could allow
for specific actions on targeted pests (P5). The potential
increase in some antagonist fungi (e.g. Fusarium spp., as
reported by Davis et al. (2010)) after incorporating cover crops
represents another ecological mechanism to suppress soilborne
pathogens (Médiene et al., 2011), which could be enhanced by
including Fabaceae in mixtures, because it could diversifies the
tissues incorporated (Couédel et al., 2019).

Some principles of IPM, however, could be difficult to
implement for soilborne fungi of sunflower. Monitoring
microscopic and heterogeneous pathogens such as V. dahliae,
as recommended by P2, would be too expensive. Thus, it is
challenging to determine thresholds for intervention (P3).
Nevertheless, biofumigation could still help farmers reach the
underlying objectives of IPM: minimize use of broad-spectrum
biocides, environmental contamination, disruption of benefi-
cial communities and development of resistance (Matthiessen
and Kirkegaard, 2006; Barzman et al., 2015).

6 Conclusion

Soilborne diseases threaten sunflower productivity. VW,
sclerotinia head and stalk rots, and charcoal rot have been
expanding worldwide in the past several years or could be in
the future. They are challenging to manage because of their
ability to survive in the soil and the lack of sustainable
effective control methods. Thus, biofumigation could be an
interesting agroecological alternative for protecting sunflower,
especially as a part of IPM. This review showed that multiple
factors must be considered for effective biofumigation. For
sunflower production, a biofumigant crop can be grown during
the fallow period just before sunflower. Ideally, the Brassi-
caceae should be chopped at early flowering, temperatures of
ca. 10°C minimum and just before a rainy period, since high
temperatures and soil water content increase the hydrolysis of
GSLs into ITCs. Brassicaceae should be incorporated quickly
into the soil after pulverization to reduce volatile losses.

For effective suppression by biofumigation, Brassicaceae
with high GSL concentrations are recommended. The types of
GSLs/ITCs produced by Brassicaceae are also important to
consider, since the biocidal effect of GSLs depend on the target
pathogen. According to the ITCs tested and the Brassicaceae

incorporated, long-term survival structures and mycelia of
V. dahliae, S. sclerotiorum and M. phaseolina were susceptible
most of the time.

While aromatic ITCs and mustards seem to be the most
effective, an increasing number of studies emphasize non-
GSL-related effects of Brassicaceac and non-Brassicaceae
cover crops. Nutrient enrichment after incorporating cover
crops has strong effects on microbial communities that may
stimulate antagonist species of pathogens in the soil. These
effects are supported by studies that show negative correlations
between microbial activity/diversity and the incidence of
symptoms. The potential key role of microbial communities in
the suppressive effect of Brassicaceae incorporation could
explain the positive results obtained with Brassicaceae with
low GSL concentration, such as canola. This highlights the
need to assess effects of Brassicaceae incorporation on
beneficial communities precisely, since the results to date
are scarce and inconsistent. Nonetheless, cover crop mixtures
that include Fabaceae could be an interesting mechanism to
avoid potential disservices to beneficial communities, while
maintaining suppressive effects on target pathogens. Further
research, including field experiments, are needed to confirm
the benefits of these mixtures.
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Annexe Il — Description schématique de la temporalité des deux essais menés afin d’évaluer les effets des broyats de moutarde brune et de vesce du Bengale
sur les fixations de O. cumana par un dispositif en plaques de cultures incubées en chambre de culture. Lors de I'essai 1, les facteurs étudiés étaient le
traitement broyat : Présence de moutarde brune ou absence (traitement témoin) et la date de semis (le jour de I'incorporation des broyats ou 7 jours apres
I'incorporation des broyats). Lors de I'essai 2, seul le facteur « broyat » est évalué avec comme modalités : Témoin sans broyat, moutarde brune et vesce du
Bengale. Les observations sont réalisées environs un mois apres le démarrage de I'essai. Les abréviations MB et VB correspondent respectivement a Moutarde
Brune et Vesce du Bengale.
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Annexe IV — Indice de sévérité de la Verticilliose (%) mesuré a 85 jours apres semis en fonction des biomasses produites selon le précédent cultural a I’échelle
de la composition (témoin sol nu, Brassicacées, Fabacées, associations bispécifiques ou trispécifique des deux familles botaniques). Les données ont été
recueillies durant 4 ans, au sein des 4 dispositifs a Auzeville AUZ16, AUZ17, AUZ19 et AUZ20. Les abréviations AUZ, BI, BS, PB, PF, Rho et TRI correspondent a
Auzeville, bispécifique, « bare soil » (sol nu), Brassicacées en pures, Fabacées en pures, le symbole conventionnel de la corrélation de Spearman et
trispécifique.
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Annexe V — Cotations du marché du tournesol (prix en euros) en fonction des mois, pour les 4 derniéres années (2019 a 2022). La fleche rouge permettent de
signaler la cotation exceptionnelle et conjoncturelle rencontrée pendant la rédaction du manuscrit et utilisée pour les calculs de marge réalisée dans la
discussion du manuscrit. Les fleches vertes indiquent un exemple de cotation plus habituelle, qui a également été utilisée pour les calculs. Source des données :
Source : www.agro.basf.fr - Cours et marchés du tournesol
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Abstract:

Sunflower has agro-ecological benefits (low input, drought tolerant) and is an important oilseed crop.
The crop is sown after an fallow period during which the soil remains uncovered, which can expose it to
nutrient leaching. Also, two soilborne pests of the crop (Verticillium dahliae and Orobanche cumana) are
expanding. Fallow period could be enhanced by sowing cover crops, such as Brassicaceae for their nitrate
catching effects and allelopathic properties, which allow for the production of molecules with biocidal
potential, especially during crushing and burial (biofumigation). In addition, Fabaceae can enhance

nitrogen level in the soil. Their association could lead to a mutualisation of these effects.

The objective of the thesis was to evaluate the ecosystem services provided by the introduction of
Brassicaceae or a Fabaceae, as sole crop or as mixtures, and biofumigation on sunflower. Potential dis-

services on microbial communities of agronomic interest were also studied.

The selected cover crops were brown mustard, forage radish, turnip rape and purple vetch. Laboratory
experiments involving exposure of V. dahliae and O. cumana to grinded tissues showed regulation of V.
dahliae development on culture medium by Brassicaceae and of O. cumana germination (predominant
effect of brown mustard) and more variable effects of grinded tissues on the number of Orobanche

attachments or emergences.

In the field, the regulation of Verticillium wilt is more variable. Fodder radish seems to be the most
promising cover crop to control this disease, with a reduction in damage reaching 40% in 2016. However,
this control could depend on different factors (meteorological and technical). The effects of cover crops
on soil nitrogen levels and yields, compared to bare soil, are also variable depending on the year and the
species of cover crops. An increase in nitrogen (+50 kg.N.ha) was observed in 2019, following purple
vetch. An increase in sunflower yield was observed (+0.7 t.ha™) following purple vetch in 2020, but
reductions (-0.5 to -0.6 t.ha) were also noted. Finally, no dis-service to microbial communities was

identified during this thesis work.

Cover crops and biofumigation, in particular fodder radish or purple vetch, have the potential to provide
ecosystem services, but their expression depends on the weather conditions and the crop itinerary.
Further research is needed to confirm the observed effects, and could be based on a wider diversity of
species and varieties of radish, vetch and sunflower to be evaluated. Validations within experimental
networks of farmers could also be envisaged.
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Résumé :

Le tournesol présente des atouts agro-écologiques (économe en intrants, tolérant a la sécheresse) et occupe une
place importante parmi les cultures oléagineuses. La culture est semée apres une interculture pendant laquelle
le sol reste sans couverture, ce qui peut I'exposer a une lixiviation de nutriments. Aussi, deux bioagresseurs
telluriques de la culture (Verticillium dahliae et Orobanche cumana) sont en expansion. L'interculture pourrait
étre valorisée par I'implantation de cultures intermédiaires multi-services (CIMS), telles que des Brassicacées
pour leurs effets piéges a nitrates et leurs propriétés allélopathiques, qui permettent une production de
molécules au potentiel biocide, notamment lors de son broyage et de son enfouissement (biofumigation). De
plus, des Fabacées peuvent enrichir le sol en nitrates. Leur association pourrait induire une mutualisation de ces

effets.

L'objectif de la these était d’évaluer des services écosystémiques fournis par I'introduction de Brassicacées ou
une Fabacée, seules ou associées, et de la biofumigation sur le tournesol. De potentiels dis-services sur des

communautés microbiennes d’intérét agronomique ont aussi été étudiés.

Les CIMS choisies étaient la moutarde brune, le radis fourrager, la navette fourragere et la vesce du Bengale. Les
expérimentations menées au laboratoire qui visaient a exposer V. dahliae et O. cumana a des broyats ont mis en
évidence des régulations du développement du V. dahliae sur milieu de culture grace aux Brassicacées et de la
germination d’0O. cumana (effet prédominant de la moutarde brune) et des effets plus variables des broyats sur

le nombre de fixations ou d’émergences d’Orobanche.

Au champ, la régulation de la Verticilliose est plus variable. Le radis fourrager semble étre la CIMS la plus
prometteuse pour lutter contre cette maladie, avec une réduction des dégats ayant atteint 40% en 2016.
Cependant, cette régulation pourrait dépendre de différents facteurs (météorologiques et techniques). Les effets
des CIMS sur les quantités d’azote dans le sol et des rendements, en comparaison au sol nu, sont également
variables en fonction des années et des CIMS. Une augmentation de I'azote (+50 kg.N.hal) a été observée en
2019, suite a de la vesce du Bengale. Une augmentation du rendement du tournesol a été observée (+0.7 t.hal)
suite a la vesce du Bengale en 2020, mais des réductions (-0.5 a -0.6 t.ha) sont également a noter suite a un

mélange. Aucun dis-service a I'égard de communautés microbiennes n’a été identifié durant ce travail de these.

Les CIMS et la biofumigation, en particulier le radis fourrager ou la vesce du Bengale, auraient le potentiel de
fournir des services écosystémiques, mais leur expression dépend des conditions météorologiques et de
I'itinéraire cultural mis en place. Des travaux sont nécessaires afin de confirmer les effets observés, et pourraient
s’appuyer sur une plus large diversité d’espéces et de variétés de radis, de vesces ainsi que de tournesols a
évaluer. Des validations au sein de réseaux d’expérimentation chez des agriculteurs pourraient aussi étre

envisagées.
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