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I. — GENERALITES

La découverte de la dénitrification dans les sols et des pertes
consécutives d’azote sous forme gazeuse, date du siécle dernmier.
En 1882, Dehérain et Maquenne [41, 42] montraient que les nitrates
étaient réduits dans la terre arable en N,O et Ny, en présence d’une
forte proportion de matiére organique et en atmosphére privée d’oxy-
géne. A la méme époque, deux autres chercheurs frangais, Gayon
et Dupetit [55, 56, 57], apportaient pour la premiére fois la preuve
de l'origine microbienne de la dénitrification en isolant en cultures
pures, deux germes : Bacterium denitrificans o et B. denitrificans f.
Ces mémes auteurs entrevoyaient la nature exacte du phénoméne,
véritable processus respiratoire qui confére & certaines espéces de
" bactéries la faculté d’utiliser le nitrate et d’autres composés oxygénés
minéraux de ’azote comme accepteurs finaux d’électrons, en four-
nissant ainsi & ces organismes I’énergie nécessaire a leur croissance.

Depuis cette époque, de trés nombreuses études ont été réalisées
sur le sol ou sur des souches pures isolées du sol. Delwiche [44]
donne, dans une revue bibliographique, de plus amples renseignements
sur ces premiers travaux. Plusieurs monographies concernant I’étude
de la dénitrification dans les sols ont été publiées par la suite [26, 67,
91, 115, 124, 167, 169]. Les plus récentes et les plus générales, pré-
sentées par Payne [114] et Pichinoty [117], donnent un apergu
exhaustif des connaissances actuelles concernant les aspects biochi-
miques et physiologiques de la réduction bactérienne des composés
oxygénés minéraux de I’azote. Le lecteur trouvera également des infor-
mations dans les ouvrages de microbiologie des sols [4, 46, 120, 162].

Outre la dénitrification qui se définit comme une réduction dissi-
milatrice véritable du nitrate en gaz (N,O et N,), on reconnait
Pexistence de deux autres types de réduction du nitrate chez les
bactéries [79] : 1) la réduction dissimilatrice incidente, qui aboutit
& la formation de nitrite hautement toxique et qui est réalisée par
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de nombreuses bactéries faisant fermenter les hydrates de carbone ;
2) la réduction assimilatrice, qui conduit & la formation d’ammeoniac
utilisé pour la biosynthése des protéines et des autres constituants
cellulaires azotés, et qui est trés répandue chez les bactéries, les
algues, les champignons et les végétaux supérieurs.

II. — BACTERIES DENITRIFIANTES

Chez aucune espéce bactérienne dénitrifiante connue, la respiration
du nitrate ne présente un caractére obligatoire puisqu’elle peut
toujours étre remplacée par un autre processus d’oxydoréduction :
la respiration de l'oxygéne. Par contre, ces bactéries sont générale-
ment dénuées de pouvoir fermentaire et ne peuvent croitre en anaéro-
biose qu’en présence de nitrate, de nitrite ou d’oxyde nitreux qui
remplissent, dans ce cas, la fonction de l'oxygéne en aérobiose.
I’oxydation des composés organiques est compléte pendant la déni-
trification, le CO, étant le seul produit final. Les bactéries dénitri-
fiantes peuvent oxyder les mémes substrats carbonés au cours de la
respiration et de la dénitrification, avec cependant une exception
pour les composés aromatiques qui nécessitent la participation
d’oxygénases et ne sont utilisables qu’en aérobiose [138].

On connait actuellement une vingtaine d’espéces bactériennes
dénitrifiantes isolées du sol. Elles se répartissent en sept genres,
dont deux sont chimiolithotrophes : Pseudomonas aeruginosa,
P. fluorescens (biotypes B, C, D et F) [139], P. stuizert, P. stanieri
(variété de la précédente), P. mendocina [109] ; Alcaligenes eutrophus
(Hydrogenomonas euiropha) ; Paracoccus denitrificans (Micrococcus
denitrificans), P. halodenitrificans (M. halodenitrificans) [39];
Alcaligenes odorans var. viridans [36], A. denitrificans [118], A. faeca-
lis [92] ; Achromobacter cycloclastes [72] ; Hyphomicrobium Bb522 et
WC [137] ; Thiobacillus denitrificans [13, 71], T. dentirificans RT [16],
Thiobacillus A2 [149] ; Bactllus licheniformts (B. nitrozus) [136, 160],
B. nitritollens [43], B. thermodenitrificans (B. kaustophilus) [7, 170].
Pour l'isolement et la caractérisation sommaire de ces bactéries,
le lecteur se reportera a la récente monographie de Pichinoty [117].
De leur c6té, Smith et coll. [136] et Woldendorp [167] signalent
tout un groupe de Bacillus capables de produire du gaz & partir du
nitrate : B. cereus, B. circulans, B. macerans, B. laterosporus et
B. coagulans ; cependant, ces organismes ne sont pas encore consi-
dérés comme des dénitrifiants.

En dehors de la multitude de travaux de biochimie et de physio-
logie portant sur des suspensions cellulaires ou des extraits acellu-
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laires des souches isolées du sol, certains auteurs ont testé I’aptitude
4 la dénitrification de l'ensemble de la population dénitrifiante
de sols hydromorphes [76, 121] ou de prairie [167], ainsi que I'influence
de divers facteurs sur P'activité de ces populations, tels que la tem-
pérature et le pH [19, 54, 153, 155]. Au sein. de ces populations, des
différences nutritionnelles ont pu également &tre établies [155, 167].
A Texamen des résultats de plusieurs travaux, il ne semble pas
exister de corrélation entre le nombre initial de bactéries dénitri-
fiantes d’'un sol et l'activité dénitrifiante de la population consi-

dérée [b4, 150, 167].

III. — METHODES D’ETUDE

]
1) Mesure de Uactivité dénitrifiante.

L’étude, au laboratoire, de la dénitrification dans les sols peut
étre réalisée par divers procédés. Le plus ancien d’entre eux consiste
a déterminer soit la perte d’azote par la mesure de ’azote total
au moyen de la méthode de Kjeldahl, soit la disparition du nitrate
ou I'apparition du nitrite dans les extraits & I'eau [23]. Cette der-
niére technique peut &tre couplée & une analyse gazeuse lorsque
Pon veut établir la séquence des produits formés lors de la dénitri-
fication dans un sol. Plusieurs procédés peuvent étre utilisés pour le
dosage du nitrate, mais le plus rapide semble &tre celul qui consiste
4 le réduire en nitrite par un catalyseur approprié, le cadmium,
le dosage de NO; étant beaucoup plus sensible. On utilise pour cela
une trousse d’analyse des eaux qui peut également servir sur le terrain.

Un deuxiéme procédé d’étude de la dénitrification consiste &
mesurer la totalité du gaz formé au cours de la réduction du nitrate
ajouté au sol, 4 I'aide de I'appareil de Dumas [75], de I'appareil de
Van Slyke [172], d’'un respirométre électrolytique [95] ou, enfin,
d’un respirométre classique de Warburg [93] utilisé couramment
avec des souches bactériennes pures. Mais cette méthode peut &tre
faussée, surtout lors d’un enrichissement en carbone organique,
par le dégagement de I, ou de CH, [81].

Un progrés trés net a pu é&tre accompli grice & I'analyse de la
composition des gaz produits lors de la dénitrification, par spectro-
métrie en infrarouge pour le N,O [10, 161] et par spectrométrie
de masse & I'aide de N [65, 68, 69, 106, 165], ou par chromatographie
en phase gazeuse avec détection par conductibilité ther-
mique [135, 148] pour NO, N,O et N,. Cette derniére technique,
la moins cotiteuse et la plus simple, a également permis de mettre
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au point une nouvelle méthode d’évaluation de la dénitrification
basée sur la réduction de N,O [51]. La méthode permet d’estimer,
pendant les 6 premiéres heures de I'incubation, lactivité dénitri-
fiante initiale présente dans le sol au moment du prélévement,
alors que la vitesse de réduction de N,O mesurée aprés une vingtaine
d’heures d’incubation représente I'activité dénitrifiante potentielle
qui se développe aprés 'introduction de I'oxyde nitreux [51].

2) Dispositifs détude.

Toutes ces méthodes peuvent &tre employées pour la mesure de
Pactivité dénitrifiante d’échantillons de sol secs, humidifiés et incubés
en présence de nitrate dans des flacons appropriés. Des études ont
également été menées a l'aide de dispositifs contenant des plantes
pour l'étude de Peffet rhizosphére. C’est ainsi que des travaux
concernant la dénitrification ont été faits & l'aide de lysimétres
normaux [108, 123] ou & gaz [90, 96], par percolation d’une solution
de nitrate au travers d’une colonne de sol [62, 164] ou par analyse
des variations de composition de ’atmosphére de phytotrons spécia-
lement congus pour l'étude des pertes d’azote gazeux dans le sys-
téme sol-plante [131, 141, 146]. Woldendorp [167, 168] a utilisé,
quant & lui, le respirométre de Warburg en plagant, dans les coupes
de mesure, des petites boltes en matiére plastique contenant un sol
artificiel et des plantules de pois. Brar [22] a utilisé des racines lavées
de fétuque mises en incubation en présence de nitrate ou de nitrite.

- Des mesures ont également été effectuées sur des échantillons de
sol prélevés au champ et incubés au laboratoire, sans perturba-
tion [105, 144]. Trés récemment, Garcia [63] a appliqué la méthode
de réduction de N,O & l’évaluation de la dénitrification dans les
rizieres en effectuant, dans une étuve portative, les incubations en
anaérobiose des échantillons de sol immédiatement aprés le préle-
vement ; les prélévements d’atmosphére ont été -effectués dans des
tubes sous vide et analysés ultérieurement. par chromatographie
en phase gazeuse, au laboratoire. Enfin, un dispositif trés simple
vient d’8tre mis au point pour I'étude des phénomeénes gazeux
dans la rhizosphére du riz et notamment pour 1’évaluation de la
dénitrification par la méthode de réduction de N,O [125].

IV. — FACTEURS PHYSICO-CHIMIQUES

L’activité dénitrifiante d’un sol dépend essentiellement des facteurs
physico-chimiques ; certains, comme la tension d’oxygéne, le degré
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d’humidité et la teneur en carbone ‘organique, sont trés importants ;
d’autres comme le pH, la température, la salinité, ont une influence
moins marquée.

1) Tension d’ozygéne.

»

Malgré Dehérain et Maquenne [42] qui ont montré que la réduction
du nitrate dans la terre arable n’a lieu que si son atmosphére est
complétement privée d’oxygéne, de nombreux auteurs ont invoqué
par la suite une dénitrification aérobie [25, 27, 38, 60, 100, 101].
Selon Allison et coll. [6, 34], bien que la dénitrification n’ait leu
que lorsque la pression partielle d’O, est trés réduite, il est indé-
niable qu’au champ, la dénitrification est possible méme dans des
sols aérés et bien drainés. Cela peut s’expliquer par le fait que le sol
est un milieu hétérogéne ol des zones aérobies et anaérobies plus
ou moins étendues, peuvent coexister & peu de distance [63, 64].
Nommik [106] a ainsi pu montrer existence d'une corrélation entre
Pactivité dénitrifiante d'un sol et sa teneur en gros agrégats : dans
la zone interne des gros agrégats, la vitesse de diffusion de I'oxygéne
est plus lente que dans celle des petits agrégats.

De nombreux travaux ont montré que I’oxygéne inhibe la dénitri-
fication dans les sols [21, 24, 32, 58, 98, 126, 165] et, actuellement,
Pabsence de dénitrification dans des conditions rigoureusement
aérobies est reconnue comme un fait indiscutable [116, 117].
L’ancienne controverse semble avoir eu une cause d’ordre technique,
car Pobservation courante montre qu’il est difficile de maintenir
une concentration élevée d’oxygéne dans une culture bactérienne
douée d’une forte activité respiratoire : 'oxygéne se dissout dans
le milieu moins vite qu’il n’est consommeé. C’est la raison pour laquelle
les cultures trés denses dénitrifient généralement en présence d’air.

L oxygéne réprime la formation et inhibe le fonctionnement des
enzymes de la dénitrification. C’est ainsi que la vitesse de réduction
de N,O dans un sol de riziére est diminuée de moitié en présence

de 4 % a0, [51].

2) Humidité et submersion.

L’étude de l'influence de la teneur en eau d’un sol-sur la dénitrifi-
cation montre que, en général, 'activité maximale est atteinte & la
saturation [10, 24, 30, 35, 47, b8, 61, 73, 134]. L’humidification du sol
affecte indirectement la dénitrification en entravant la diffusion
d’0, dans le sol [165] ; en effet, la teneur en eau d’un sol modifie sa
porosité & Pair [119]. Selon Némmik [105], la dénitrification est
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stoppée pour une teneur en eau inférieure ou égale & 60 %, de la
saturation, et N,O prédomine dans la phase gazeuse quand le taux
d’humidité est faible. Pour Mahendrappa et Smith [86], I'effet de
Phumidification sur Pactivité dénitrifiante d’un sol ne résulterait
pas seulement de son influence sur la diffusion de I'oxygéne. Ces
auteurs invoquent aussi son influence sur la distribution des micro-
organismes et (ou) des composés azotés, ainsi que sur la dilution des
produits toxiques formés par le métabolisme microbien dans le sol.
D’aprés ces auteurs, & chaque sol correspondrait — en conditions
anaérobies — une teneur en eau optimale pour une activité dénitri-
fiante maximale.

Les sols submergés, tels que ceux des rizidres, sont anoxiques
et constituent ainsi un milieu particuliérement propice a la dénitri-
fication [1, 14, 28, 88, 89, 99, 110, 127, 128, 132, 163, 173]. Celle-ci
est en étroite relation avec 'Eh des sols immergés [8] et ne commen-
cerait, selon Patrick [111], que lorsque I’Eh atteint 338 mV dans un sol
dont le pH est de 5,1. Tusneem et Patrick [152], dans une récente
revue de la littérature relative aux transformations de [’azote en sol
submergé, ont exposé clairement les processus qui aboutissent & une
perte d’azote en riziére, malgré ’emploi d’engrais ammoniacaux..
La submersion entraine d’importantes modifications biologiques et
chimiques : alors que le potentiel d’oxydoréduction baisse dans le
sol [8], & une distance de quelques millimétres & quelques centi-
métres de la couche supérieure, une zone oxydée s’établit directement
au contact de la lame d’eau, zone dans laquelle O, est fourni par 'ean
de submersion, par les nombreuses colonies d’algues se développant
a la surface et par l'exsudation de diverses plantes aquatiques.
(ette zone oxydée est propice & la vie microbienne aérobie et notam-
ment & la nitrification des engrais ammoniacaux mis & la surface.
Le nitrate produit diffuse dans la zone réduite sous-jacente ou il
est perdu par dénitrification [147, 1562, 172]. 1] peut y avoir également
immobilisation d’une partie de ce nitrate dans la fraction organique
du sol [84]. L’enfouissement de l'engrais azoté & faible profondeur
réduirait de beaucoup la perte d’azote [3] estimée selon certains
auteurs & 25-50 pour cent de I'engrais ajouté {1, 40, 172]. La succes-
sion submersion-asséchement du sol crée également des conditions
idéales pour la dénitrification ; le nitrate formé pendant la période
aérée est rapidement dénitrifié quand le sol est submergé de nouveau.
Patrick et Wyatt [113] signalent ainsi une perte de 15 & 20 pour cent
de 'azote total du sol aprés plusieurs cycles d’alternance. Le NOj
n’est généralement pas décelé dans le sol submergé. Cependant,
par la méthode d’estimation de la dénitrification basée sur la réduc-
tion de N,O, Garcia [b3] a pu montrer Iexistence d’une activité
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dénitrifiante en riziére au moment du prélévement, preuve de ’appa-
rition puis de la réduction du nitrate.

3) Matiére organique.

De trés nombreuses études ont montré l'action favorable de la
matiére organique du sol sur son activité dénitrifiante [48, 75, 77, 78,
97, 104, 105, 132, 167]. La fraction de carbone organique soluble
et facilement assimilable du sol fournit I'énergie nécessaire a 'activité
et & la croissance des bactéries dénitrifiantes; c’est un facteur
majeur qui détermine le taux maximal de dénitrification lorsque les
composés oxygénés de l'azote ne sont pas en quantité limitante
et que les deux facteurs précédemment déerits (anaérobiose et humi-
dification optimale) sont réunis [93].

Dans les sols de rizidres, une corrélation positive hautement
significative entre l'activité dénitrifiante potentielle et la teneur
en matiére organique, a pu &tre mise en évidence [D4, 128]. Dans les
sols exondés, 'apport de matiére organique facilement assimilable
entraine une augmentation de 'activité microbienne, donc de la
consommation d’0, qui peut aboutir rapidement a 1’établissement
de zones anaérobies propices & la dénitrification, si la teneur en eau
est sullisante [106].

De nombreux travaux concernent l'influence de I"apport de divers
substrats carbonés sur 'activité dénitrifiante des sols. L’enrichisse-
ment par les glucides présente I'inconvénient de permettre le déve-
loppenient de nomhreux microorganismes qui entrent en compétition
avec la microflore dénitrifiante et peuvent également produire de
‘Phydrogéne lors de la fermentation des glucides. Les substrats
carbonés non fermentescibles sont beaucoup plus sélectils et peuvent
aboutir & des résultats remarquables. Divers autres substrats ont été
utilisés avec plus ou moins de succés. La luzerne donne de meilleurs
résultats que la paille d’avoine ou de blé [73, 165]. Selon Bremmer
et Shaw [24], il faut davantage de paille de blé que de glucose pour
obtenir la méme activité dénitrifiante ; ce sont les composés hydro-
solubles et les constituants facilement décomposables de la paille
qui agissent sur le phénoméne. Selon ces mémes auteurs, 'ordre
d’influence décroissant obtenu avec divers substrats serait le suivant :
cellulose, paille, engrais vert, sciure, lignine ; I'assimilation possible
de ces matériaux varie avec leur résistance a la décomposition
microbienne. L’effet de la paille serait également fortement réduit
par le compostage [24]. Enfin, Guiraud et Berlier [66] ont montré
que P'incorporation de paille avait un effet dépressif sur la culture
du ray-grass en pot, & cause d'une perte précoce d’azote par dénitri-
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fication. Selon ces auteurs, I'effet dépressif de la paille n’aurait done
pas seulement pour cause l'immobilisation temporaire de l'azote
sous forme organique.

L’action favorable du carbone organique sur l'activité dénitri-
fiante d’un sol se retrouve également lorsque 'on examine I'influence
des plantes sur le phénomene. Mais cela constitue un chapitre spécial
qui sera abordé un peu plus loin.

4) pH.

La vitesse de dénitrification est trés faible en milieu acide (pH 3,6
a 4,8) [24, 73, 165] et augmente avec le pH [70] pour devenir rapide
a pH 8-8,6 [24, 58, 106] ; la dénitrification cesse & partir de
pH 10,5 [106]. Selon Broadbent [25] et Wijler et Delwiche [165],
Poptimum se situerait vers pH 6-6,3. Pour Valera et Alexander [154],
la dénitrification ne serait conséquente que dans des habitats voisins
de la neutralité, alors que d’autres auteurs ont trouvé une activité
dénitrifiante appréciable dans une large gamme de pH [48, 77, 78, 82].
Selon Khan et Moore [77, 78], le pH ne serait pas un facteur limitant
pour la dénitrification. Dans des sols de riziére, seule une corrélation
faiblement significative a été mise en évidence entre I'activité déni-
trifiante et le pH [b4].

S%il intervient sur la vitesse de la dénitrification, le pH agit égale-
ment sur Paccumulation des intermédiaires de la dénitrification.
C’est ainsi que I’on observe une accumulation de nitrite 4 pH alcalin
par suite de la faible vitesse de réduction de NO; en milieu alcalin ;
par contre, le nitrite constitue un intermédiaire trés fugace & bas
pH [37, 50]. Le facteur limitant la dénitrification serait la réduction
de NO; dans les sols acides et la réduction de NO, dans les sols
alcalins [37]. Par ailleurs, on observe souvent une production d’oxyde
nitrique & pH acide, qui semblerait provenir d’une réduction chi-
mique du nitrite [106, 165]. Une corrélation inverse hautement
significative a été décelée entre 'accumulation de NO et le pH de
sols de rizitre [50]. Enfin, au-dessous de pH 7, le produit final majeur
de la dénitrification est 'oxyde nitreux, tandis qu’a la neutralité,
le N,O ne s’accumule pas [37, 106, 165]; les mémes observations
ont été effectuées dans des sols de rizieres [50] ; la réduction du N,O
est inhibée & pH acide ou alcalin, tandis qu'a pH neutre, Poxyde
nitreux est rapidement réduit en azote.

5} Température.

IL’activité dénitrifiante d’un sol est en étroite relation avec la
température [11, 15, 24, 58, 106, 159]. Presque négligeable de 3 &
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be C [15, 24, 106, 133], elle augmente avec la température pour
atteindre un optimum qui se situe aux environs de 60 & 65° [24, 106]
et cesse entre 70 et 850, Selon Némmik [106], la dénitrification est
déja importante & 12-13° et peut ainsi entrainer une perte d’azote
appréciable dans les champs des régions tempérées, pendant les mois
pluvieux d’automne. Un effet stimulant de ’alternance gel-réchauffe-
ment a été signalé [94, 133]; plus cette alternance est fréquente
et plus I'écart de température est fort, plus grande est 'activation.
L’expérience de Nommik [106], conduite & une pression partielle
4’0, de 80 a 170 mm de mercure, a montré I’existence d'une forte
corrélation positive entre la dénitrification et la consommation d’oxy-
géne aux différentes températures. Pour Woldendorp [169], la tempé-
rature influe également sur l’activité microbienne générale, sur la
solubilité d’O; et sa vitesse de diffusion dans le sol, d’ou I'impossibilité
de faire la part exacte de 'influence de la température sur la dénitri-
fication en conditions aérobies. Selon Bremner et Shaw [24], la vitesse
de dénitrification dans le sol varie trés peu de 25 a 60°. Enfin,
Garcia [51] a récemment montré lexistence de deux maximums
pour la réduction de N,O par un sol de riziére, & 37 et & 659 la
deuxiéme température correspond & I'activité optimale d’une hactérie
dénitrifiante thermophile, Bactllus thermodenitrificans. En culture
pure, 'optimum d’activité des bactéries dénitrifiantes se situe entre 30
et 37°.

Selon Nommik [106], N,O serait le produit majeur de la dénitri-
fication & basse température, tandis qu'd haute température, N,
s’accumulerait. Pour Bailey et Beauchamp [15], il y aurait une
inhibition compléte de la réduction de NO; & 59, mais la réduction
de NO; continuerait lentement ; ’abaissement de température ne
modifierait pas 'accumulation de N,0, mais entrainerait une dimi-
nution de production de N, et une augmentation de la quantité
de NO. Ce dernier gaz proviendrait d’une réduction chimique du
nitrite.

6) Salinité.

Ce facteur peut se révéler important dans les sols salés comme les
sols de delta ou les sols de riziére de la cote ouest de I’Afrique. Pour
29 sols de riziére du Sénégal, on a noté une corrélation des rangs
inverse qui est hautement significative entre l'activité dénitrifiante
potentielle et la teneur en chlorures. Une corrélation identique
existe également entre le nombre initial de bactéries dénmitrifiantes
et la teneur en chlorures [54]. Lorsque I'on enrichit un sol non salé
avec des quantités croissantes de NaCl, Pactivité dénitrifiante
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diminue ; une teneur de 10 mg Cl-/g de sol semble constituer le
seuil de tolérance.

7) Teneur en argile.

Redman et Patrick [128] ont signalé 'existence d’une forte corré-
lation entre la vitesse de réduction du nitrate et la teneur en argile
de 26 sols hydromorphes de Louisiane, avec un coefficient de corré-
lation de 0,820. Cependant, cetie corrélation n’a pas été retrouvée
sur 29 sols de rizidres du Sénégal [54].

V. — MECANISME ET ETAPES INTERMEDIAIRES

Différents schémas ont été proposés pour expliquer la succession des
réactions qui interviennent dans la réduction du nitrate en gaz (N,O
et Ny). D’aprés Kluyver [79], le nitrite serait réduit en un composé
hypothétique, le radical nitroxyle HNO qui se dimériserait en un
composé trés instable, acide hyponitreux HO — N = N — OH.
Ce dernier donnerait N,O par déshydratation et N, par hydrogé-
nation ou réduction :

2HNO; — 2HNO, — 2HNO - HO~—N=N——OH< ¥
. N,

D’autres composés ont été proposés pour le remplacement du nitroxyle
H N 0

et de I'hyponitrite, notamment la nitramide J N—N < et
H 0

I'hydroxylamine NH,OH, de méme que la nitrohydroxylamine
NO.NHOH. Mais aucune preuve formelle n’a pu étre établie quant
& la présence de 'un de ces composés dans le sol ou dans le milieu
de culture d’une bactérie déniirifiante. En outre, ces corps sont
trés instables pour la plupart et se décomposent spontanément
en donnant N,, N,O et parfois NO,

Actuellement, on a tendance & considérer 'oxyde nitrique comme
Punique intermédiaire entre le nitrite et 'oxyde nitreux :

2NO; — 2NO; — 2NO — N,0 — N,.

En effet, cette séquence a été établie avec certitude chez des bactéries
appartenant & b genres différents [16, 72, 92, 117] parmi les 9 dans
lesquels se rencontrent des espéces véritablement dénitrifiantes.
Le lecteur trouvera un exposé des connaissances actuelles sur ce
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point dans les récentes monographies de Payne [114] et de Pichi-
noty [117].

Cependant, ces présomptions ne semblent pas confirmées dans les
études menées sur les sols. Il est indéniable que le nitrite constitue
le premier intermédiaire de la démitrification. Comme nous ’avons
déja vu, il s’accumule dans les sols alcalins, alors qu'on ne le décéle
pas en grande quantité dans les sols acides ou il est rapidement
réduit. :

Une production de NO au cours de la réduction du nitrate dans
les sols a été signalée par plusieurs auteurs [31, 50, 106, 107, 134, 156,
157, 165] mais elle n’intervient pas toujours [37, 50, 156]. En général,
les quantités détectées sont trés faibles [60, 134, 156], au plus égales
a 5 9 du nitrate ajouté [31].

Cependant, Wijler et Delwiche [165] ont décelé 15 %, de NO dans
un sol acide et Garcia [50] jusqu’a 60 9, dans un sol de riziére de
pH 4,7. En enrichissant des sols forestiers en nitrite, Némmik et
Thorin [107] ont décelé 30 9% de NO & pH 7,3. Selon Wijler et
Delwiche [165], NO apparait seulement si la teneur en eau est basse
et I'oxygéne absent. Cette production occasionnelle d’oxyde nitrique
est attribuée & une décomposition chimique du nitrique en milieu

acide [31, 106, 107, 129, 165] suivant la réaction
3HNO, == 2NO -+ HNO; + H,0.

Selon Nommik [106], la réaction chimique a lieuw méme & pH 6,4
en présence d’une grande quantité d’ions Fet+. Wijler et Delwiche [165]
ont observé la formation de NO 4 pH 7,2 & un faible taux d’humidité.
Une corrélation étroite a été mise en évidence entre la quantité de
NO accumulée lors d’études effectuées en atmospheére confinée et la
quantité de nitrite détectée [31, 50] de méme qu’une corrélation
inverse entre la quantité de NO et le pH d'une série de sols de
riziere [50]. Par ailleurs, la production de NO, quand elle a lieu,
est encore décelable dans les sols stérilisés et enrichis en nitrite [107].
Van Cleemput et Baert [157] ont méme détecté l'oxyde nitrique
dans des sols irradiés par ®°Co a la dose de 2,56 Mrad, alors qu’il
n’y en avait pas dans les mémes sols non irradiés. Cependant, en
apportant 100 ppm de N — NO; dans 4 sols de riziére stérilisés
durant 30 min & 120° et ayant produit plus de 25 %, de NO lors de la
dénitrification de NO;, Garcia [50] n’a pu déceler aucune trace de NO
aprés plusieurs jours d’incubation & 300.

Dans tous les cas ou une formation de NO a éité observée, ce
composé est ultérieurement réduit puisqu’il disparait toujours de la
phase gazeuse en donnant N,O et N, Quand on introduit NO dans
un sol, il est réduit lentement, la période de latence étant assez
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longue [106]. Selon Cady et Bartholomew [33], il y aurait formation,
dans les premiers stades de la dénitrification, d’autres composés
qui agiraient sur les vitesses de réduction de NO;, NO; et NO.
Etudiant la séquence des produits formés au cours de la dénitrifi-
cation dans certains sols, plusieurs auteurs ont mis en évidence
une perte momentanée d’azote en totalisant les composés azotés
déterminés ; en fin d’expérience, la presque totalité de I’azote initial
est cependant retrouvée sous forme de N, [50, 106]. Némmik [106]
attribue cette perte & I'accumulation d’un ou plusieurs composés
intermédiaires non détectés par l’analyse ou bien A l’inhibition
momentanée du dégagement de N.O et Ny, la solubilité élevée de N,O
n’expliquant qu’en partie cette perte.

Quand on étudie la dénitrification dans les sols, on assiste toujours
4 une formation de N,O ; lorsque les expériences sont conduites en
atmosphére confinée, ce gaz est ultérieurement réduit en N,, produit
final de la dénitrification. Nous avons déja vu que les proportions
relatives de N,O et N; dépendaient du pH, de la teneur en eau et (ou)
de la température. N,O prédomine également quand la concentration
de nitrate est forte, car sa réduction ne commence que lorsque la
majeure partie de NOJ a disparu [106]. Comme N,O est trés soluble
dans 'eau, les sols submergés favorisent sa réduction en N,, alors
qu’il a tendance, en sols exondés, & s’échapper dans ’atmosphére
ol sa concentration est d’environ 0,5 vpm. A I'aide de 'azote marqus,
Nommik [106] a pu établir avec certitude que N,O est un précurseur
obligatoire de N, dans les sols,” assertion admise par d’autres
auteurs [31, 37, 156].

VI. — EFFET RHIZOSPHERE

Les études consacrées jusqu'a présent 2 linfluence des plantes
vivantes sur le processus de dénitrification ne sont pas trés nom-
breuses si on les compare aux innombrables expériences se rapportant
& ce processus. Gomme nous Pavons déja vu, Poxygéne est le facteur
majeur qui régit la dénitrification. Ainsi’ distinguerons-nous, pour
Peffet rhizosphére, le cas des plantes en sol exondé (dont les racines
consomment de ’oxygéne) et le cas.des plantes en sol inondé (dont
les racines exsudent de I'oxygéne).

1) Plantes en sol exondé.

Diverses études de dénitrification ont été effectuées dans la rhizo-

sphére du blé [130, 142, 151], du haricot, du mais, de 'orge [102],

BULL. INSTITUT PASTEUR., — 1975, N© 2, 13
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du pois [168] et de plusieurs plantes fourragéres [22, 131, 167].

Dans une revue des travaux russes sur la rhizosphére, Krasil’-
nikov [80] a constaté que, par rapport aux observations concernant
le sol nu, le nitrate est absent de la zone des racines de différentes
plantes, ou présent en faible quantité durant les premiers stades
de la croissance et en fin de végétation. Les bactéries dénitrifiantes
sont trés nombreuses dans la rhizospheére et se chiffrent par millions
voire par billions par gramme de sol sec [140]. Pour le blé, Riviére [130]
a constaté un effet rhizosphére positif sur le nombre de bactéries
dénitrifiantes & la germination, au tallage et & I’épiaison, avec un
maximum au moment du tallage quand la plante a des besoins nutri-
tifs accrus. Michoustine et coll. [102] ont montré que la perte en
nitrate était maximale & la floraison du haricot et & l’épiaison du
mais ; pour cette dernitre plante, le calcul de la quantité de carbone
nécessaire 4 la perte d’azote constatée donnait un chiffre trés nette-
ment inférieur 4 l'estimation du carbone fourni par les exsudats
racinaires. Au stade de I’épiaison, par exemple, pour un poids sec
de matériel végétal de 70 g, il y a eu une perte de 264 mg d’azote
ayant nécessité la présence de 684 mg de carbone; or la quantité
de carbone estimée & ce stade de la croissance du mais, dans les
exsudats et les débris racinaires, est de 3 000 & 7 000 mg.

Selon Allison [5], les pertes en azote seraient plus faibles dans les
sols recouverts de plantes qu’en sol nu, car I'exportation par les
plantes préviendrait la dénitrification. Woldendorp [166, 167, 168]

conteste cette hypothése dans une étude de la perte d’azote sous.
prairie. Selon cet auteur, il existerait un effet stimulant des plantes.

sur la dénitrification ; il résulterait de la consommation d’O, par les
racines et de l'existence d’une microflore rhizosphérique active.
La consommation d’0;,. mesurée au respirométre de Warburg, est
20 fois plus grande en présence de racines vivantes que dans le cas
de racines mortes. Les racines sont entourées d’une petité pellicule
d’eau dans laquelle la pression partielle d’O, est presque nulle;
des conditions anaérobies nécessaires & une activité dénitrifiante
élevée se rencontreront donc dans un sol planté. Selon Wolden-
dorp [168], 10 & 20 9, des engrais seraient perdus aux Pays-Bas
sous Pinfluence de ce facteur. En comparant un sol stérile et un sol
non stérile, 'auteur attribue, dans le cas de plantules de pois de
10 jours, 65 9%, de la consommation d’0, aux racines et 35 %, aux
microorganismes de la rhizosphére.

La dénitrification est également stimulée par les exsudations
racinaires. Woldendorp [166, 167, 168] I’a démontré 4 laide de
plantules cultivées sur un-sol artificiel dépourvu de matiére organique,
et disposées dans les fioles de mesure d’un respirométre de Warburg,
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sous atmospheére anaérobie et en présence de nitrate. L’effet supérieur
du pois par rapport au ray-grass, constaté lors de cette expérience,
serait & attribuer, selon I'auteur, aux acides aminés excrétés en plus
grande quantité par le pois. Des expériences avec des plantules
4 systéme racinaire stérile ensemencé par Pseudomonas sp. ont montré
que cette bactérie peut utiliser les exsudats racinaires comme don-
neurs d’H* pour la dénitrification, tandis que Bactllus sp. en est
incapable. Selon Woldendorp, les batonnets & Gram-négatif seraient
les principaux responsables de la dénitrification sous prairie, et 'effet
favorable des acides aminés découlerait du transfert rapide des protons
au nitrate pendant la désamination de I'acide. Au cours d’une expé-
rience sur la-dénitrification & 'aide de racines excisées de plants
de fétuque agés d’un mois, Brar [22] a constaté que les racines, en
respirant, entrainent une déficience en O, dans leur proche environ-
nement, déficience favorable & la réduction du nitrate, mais les
racines excisées ne fournissent pas suffisamment de substrats pour
réduire en -gaz le nitrite formé.

Enfin, tout récemment, & I'aide d’un dispositif spécial, Stefan-.
son [144, 142, 143, 144, 145] a montré que les produits gazeux de la
dénitrification sont plus abondants dans un sol portant des plants
de blé et renfermant différentes quantités d’eau. En présence des
plantes, on obtient beaucoup plus de N, que de N,;O, alors qu’en
sol nu, on obtient le contraire. Selon ’auteur, la réduction du nitrate
en azote serait directement influencée par la rhizosphére : en sol
non planté, N;O ne serait pas un précurseur obligatoire de N,.
A notre avis, une autre explication peut &tre donnée : en effet, en sol
nu, N;O serait libéré dans atmosphére au fur et & mesure de sa
production, surtout si le sol n’est pas riche en carbone organique,
tandis qu’en présence de plantes, les exsudats racinaires riches en
substances carbonées directement assimilables permettraient la.
réduction de N;O au fur et & mesure de sa production et entraine-
raient une libération supérieure de N, dans ’atmosphére.

2) Plantes en sol inondé.

Il s’agit essentiellement du riz. Comme nous lavons déja vu,
les pertes d’azote par dénitrification en sol inondé sont assez impor-
tantes, malgré 'emploi d’engrais ammoniacaux, et résultent princi-
palement d’une nitrification préalable de NH; dans la mince couche-
de sol oxygénée au contact direct de 'eau de submersion et dans la.
zone aérobie de la rhizosphére du riz, engendrée par I'exsudation
d’0, par les racines.

" De trés nombreux travaux ont en effet montré I'existence d’une.
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exsudation d’oxygéne par les racines de riz [2, 9, 17, 20, 74, 83, 158].
Van Raalte [158] était I'un des premiers & montrer qu'O, est présent
dans le cortex des racines et provient d’'un transport des parties
aériennes vers les racines. Alberda [2], dans une revue de la litté-
rature concernant ce probléme a montré que le riz développe, a la
surface du sol, un tapis de fines racines abondamment ramifiées qui
seraient capables de prélever ’oxygéne du milieu qui serait transporté
dans d’autres parties du systéme racinaire. Ces racines se développe-
raient en fin de tallage et demeureraient actives jusqu’a la maturité
des graines. Selon Bouldin [20], la rhizosphére du riz ne serait pas
beaucoup oxydée dans la région du sommet des racines ; par contre,
la zone aérobie serait plus étendue dans les parties les plus &gées
dans lesquelles les racines possédent de larges espaces intercellulaires
remplis d’air. Pour Armstrong [9], le riz peut tolérer des conditions
trés réductrices parce qu’il posséde au niveau des racines un fort
pouvoir oxydant résultant de la fourniture interne d’oxygéne. Selon
cet auteur, il existerait une différence entre les variétés de riz,
en ce qui concerne la diffusion d’O,; et les petites racines latérales
pourraient oxygéner une zone aussi étendue sinon plus grande que la
racine primaire qui leur a donné naissance. Enfin, Luxmoore et
Stolzy [83] ont calculé qu'une racine de riz de 20 cm de long et de
0,2 cm de diamétre exsuderait 5 & 7 9, d’0, au sommet de la racine ;
un accroissement du diamétre entrainerait une augmentation de la
concentration d’O; & l'intérieur et particulidrement le long des parois
de la racine.

Il semble que le nombre de bactéries dénitrifiantes soit nettement
plus élevé dans la rhizosphére du riz que dans le sol éloigné des racines.
Selon Wu [171], ce nombre serait faible au début de la croissance et
augmenterait brusquement en fin de tallage. Dans 20 des 23 sols
de riziere du Sénégal étudiés, Garcia [49] a trouvé un rapport R[S (*)
supérieur & 1. Cependant, Mahmoud et Ibrahim [87] ont observé,
dans des sols de riziére d’Egypte, une densité de bactéries dénitri-
fiantes plus faible dans la rhizosphére que dans les sols non plantés.
Mais il convient de rappeler qu'en aérobiose, les bactéries dénitri-
fiantes sont capables de se développer sans dissimiler le nitrate,
done, que leur présence en plus ou moins grand nombre ne refléte
pas nécessairement limportance du processus de démitrification.

L’étude de la dénitrification dans la rhizosphére du riz est encore
trés fragmentaire. De et Digar [40], puis Broadbent et Tusneem [28]
ont signalé, lors d’essais en pots et au champ, que la culture du riz

{(*) R/S = nombre de bactéries du rhizoplan/nombre de bactéries dans le sol
éloigné. '
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diminuait la perte d’azote observée lors d’un apport d’engrais
ammoniacal. Cela résulterait de 'absorption de NH} par les plantes
avant qu’il ne soit mobilisé puis perdu dans la séquence nitrification-
dénitrification. Cette séquence se présente-t-elle effectivement dans
la rhizosphére du riz ?

En utilisant le test statistique de la corrélation des rangs [18],
Garcia [49] a observé, dans des cultures de riz en boltes de plas-
tique [45], un effet stimulant du riz sur 'activité dénitrifiante poten-
tielle. Cette stimulation, strictement localisée & la mince pellicule
de sol adhérant aux racines, est d’autant plus marquée que le sol
est plus pauvre en carbone organique. Une corrélation positive
hautement sighificative a été mise en évidence entre le poids sec de
matériel végétal et I'activité dénitrifiante potentielle des bactéries
de la rhizosphére ; comme I'exsudation racinaire est liée & la quantité
de matériel végétal [85], la dénitrification potentielle serait donc
en relation avec la quantité d’exsudats racinaires. Ce résultat a été
confirmé par celui de la mesure de la réduction de N,O qui permet
d’estimer la dénitrification [51]. Avec cette méthode, aucune activité
N,O-réductase n’a été décelée dans la rhizosphére d’un riz de trois
semaines, au moment du prélévement. Cette absence d’activité
dénitrifiante initiale peut résulter d’une absence de nitrification
de NH/ du sol (il 'y a pas eu addition d’engrais dans cette expé-
rience) ou de la présence de conditions défavorables telle la libéra-
tion d’0O, dans la rhizosphére. I’application de la méthode de réduc-
tion de N;O a cependant permis de déceler une activité dénitrifiante
au moment du prélévement, & différents stades de croissance du riz,
dans des échantillons prélevés en pots et dans les champs [53];
Peffet rhizosphére positif du riz sur la dénitrification a également
pu étre confirmé [53]. '

Par ailleurs, cette méthode a permis de démontrer la possibilité
de dénitrification dans la rhizosphére du riz, malgré la présence d’O,
excrété par les racines [b2]. En effet, aprés préincubation en pré-
sence de N0, dans un dispositif approprié (une rhizosphére de riz
représentée par le systéme plantule dgée de trois semaines et 15 g
de sol dans lesquels elle s’est développée, en tube de verre), 'activité
N,O-réductase mesurée en 6 h est quatre fois plus élevée dans la
rhizosphére — donc malgré la présence de la plante vivante — que
dans le sol témoin non planté lorsque N,O est introduit au contact
méme du sol, au travers d’un tamis « Inox » de 200 x. Quand la pré-
incubation est effectuée par introduction de N,O au contact de la
partie aérienne de la plantule enfermée dans un tube & essai maintenu
par un joint de caoutchoue, 'activité de la rhizosphére est deux fois
moins élevée, car la zone de sol atteinte par NyO — qui diffuse
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probablement par la méme voie qu’O;— est plus restreinte dans ce cas.

Cependant, puisqu’il y a eu induction de Ienzyme responsable
de l'activité, induction qui est strictement inhibée par O, [116],
le N;O a probablement diffusé dans une zone du sol ou l'influence
d’0, ne s’est pas manifestée, mais qui est atteinte par les exsudats
racinaires puisque l'activité y est plus grande -que dans le sol nu.
Il y aurait done, dans la rhizosphére du riz, des zones anaérobies
dans lesquelles les processus biologiques peuvent se manifester
avec une plus grande intensité que dans le sol non planté, par suite
de la présence d'une plus grande quantité de substances directement
assimilables et d'une densité bactérienne plus élevée.

VII. — IMPORTANCE EFFECTIVE
DE LA DENITRIFICATION DANS LE SOL

On reconnait actuellement deux catégories de pertes d’azote
par dénitrification [46].

1) Les pertes normales.

Elles sont lentes et progressives et découleraient de l'existence
dans le sol — méme bien drainé — de microhabitats anaérobies
favorables & la dénitrification du nitrate apporté au sol sous forme
d’engrais ou formé par nitrification dans les microsites voisins,
aérobies [64]. Ces pertes peuvent représenter jusqu'a 10 et méme
15 %, de la production annuelle et de I’apport d’azote nitrique [46].

2) Les pertes accidentelles.

Elles sont rapides et importantes et elles apparaissent lorsque
les conditions optimales pour la dénitrification sont réalisées, telles
que la présence d’'une quantité appréciable de nitrate dans un sol
riche en carbone organique, l'anaérobiose conséeutive aux pluies
ou & l'irrigation, et une température assez élevée. Dans les régions
tempérées, ces conditions peuvent se rencontrer en été ou pendant
les mois pluvieux d’automne [106] et surtout dans les prairies [168].
Dans les régions tropicales, les pertes d’azote peuvent &tre considé-
rables dans les riziéres.

3) Les remédes.

Pour réduire les pertes par démitrification, on conseille générale-
ment I'apport d’engrais sous forme ammoniacale dans tous les cas
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ou NH; est absorbé préférentiellement par la culture, notamment
pour le riz. On peut également employer des inhibiteurs de nitrifi-
cation [29, 59, 112, 122] pour réduire la formation de NO; & partir de
Iengrais ammoniacal. Enfin, il est conseillé de fractionner les apports
de matiére organique fraiche qui stimulent la microflore dénitri-
fiante.

Une inhibition spécifique partielle de la dénitrification a été signalée,
aprés usage de pesticides [12, 103] et actuellement plusieurs recherches
dans ce sens sont en cours au Japon. Rappelons, & ce propos, que la
microflore dénitrifiante peut avoir une action bénéfique sur le sol
— notamment en sol submergé — en éliminant certains acides
toxiques pour les cultures [171].
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