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RÉSUMÉ

Dans le cadre d'un programme de recherche portant sur la dynamique de la matière organique dans les
systèmes prairiaux tropicaux, une étude comparative est conduite afin de tester l'efficacité de deux méthodes
de fractionnement physique du sol à énergie de dispersion distincte (méthode A < méthode B), dans l'étude et
la caractérisation (C, N, biomasse microbienne, 15N immobilisé, mOiphologie) des habitats microbiens d'un
sol à argile 2:1. .

Pai-la méthode A, près de 30 % de la masse totale des micro-organismes et 20 % de la totalité de l'azote 15
immobilisé dans le sol sont localisés dans la fraction macroagrégée 250-2 000 jlm. Ces agrégats sont consti
tués d'une matrice argileuse enrobant des débris organiques figurés et des particules sableuses. La majeure
partie de l'azote 15 apporté (40 % de la quantité totale immobilisée) est immobilisée dans la fraction micro
agrégée 2-20 jlm. Celle-ci contient 20 % de la masse totale des micro-organismes du sol. Lafraction 0-2 jlm iso
lée par la méthode A contient 40 % des organismes du sol et JO % de la quantité totale d'azote 15 immobilisé.

La méthode B provoque l'éclatement des agrégats 250-2 000 jlm, la disparition des micro-organismes et la
diminution des quantités d'azote 15 immobilisé dans les fractions 250-2 000 jlm et 2-20 jlm. Cependant, les
produits entraînés de ces fractions ne s'accumulent pas directement dans la fraction 0-2 jlm. La nature des
transferts et l'origine des composés organiques accumulés dans la fraction 0-2 jlm, sous l'effet de la méthode
B, sont envisagées à partir de deux hypothèses concernant l' homogénéité du marquage isotopique des pro
duits organiques.

Cette étude conduite sur un sol à argile 2:1 montre que seule la méthode possédant l'énergie de dispersion
la plus faible (méthode A), permet la prise en considération des habitats microbiens inclus dans les structures
250-2 000 jlm et ceu.x de la fraction 2-20 jlm.

MOTS CLÉS: Fractionnement physique - Immobilisation - Habitat microbien - MET - 15N - Vertisol.

ABSTRACT

EFFECT OF THE SOIL DISPERSION ON THE LOCATION OF THE MICROBIAL BIOMASS. ExAMPLE OF A VERTISOL

As a part ofa research program about soil organic matter turnover, the microorganism habitats ofa vertisol
were studied. Aiming to set up a method to achieve microbial habitat fractionation, on the characteristics (C,
N, microbial biomass, 15N immobilized, micromorphology) of the resulting fractions, we compared the effect
of the soil disruption energy (methodA < method B).

By method A, the size fraction 250-2 000 jlm contained about 30% of the total soil biomass and 20% of 15N

immobilized in the soil. This macroaggregated fraction was composed of organic residues and sand coated
with a clay matrix colonized by numerous microorganisms. Most of the 15N was immobilized in the fraction
2-20 jlm (40% of the 15N immobilized in the unfractionated soil), about 20% of the total soil biomass was
located in this fraction. Microorganisms associated to clays dispersed by method A amounted to 40% of the
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total biomass when 15N immobilized in this fraction represented only 10% of the 15N immobilized in the un
fractionated soil.

Method B disrupted the macroaggregates 250-2 000 Jlm. Microorganisms and 15N previously immobilized
in 250-2 000 Jlm and 2-20 Jlm fractions were transfered to finest fractions. lncreased disruptive energy indu
ced the increase of the quantity of microorganisms and 15N immobilized in the dispersed clay fraction. The
origin of the components accumulated in this fraction was discussed.

As a conclusion, characterization of the microbial habitats of heavy smectitic clayey soil should save the
fragile macroaggregated fraction 250-2 000 Jlm which was obtained by the low energy of dispersion used in
methodA.

KEY WORDS : Microbial habitats - 15N immobilization - Physical fractionation - TEM - Vertisol.

INTRODUCTION
Le sol représente pour les organismes qui y vi

vent un milieu très complexe car très hétérogène. Il
est constitué d'une phase solide dominante, formée
de particules de tailles et de natures variables,
d'une phase aqueuse et d'une phase gazeuse. La
taille, la forme et l'arrangement de ces particules
(simples ou complexes) et des vides associés défi
nissent la structure du sol (BREWER, 1964). Ces par
ticules existent isolées (particules simples) ou sous
forme d'agrégats (particules complexes) et sont en
tourées d'une phase aqueuse qui est, à l'exception
des milieux saturés, discontinue. Les micro-orga
nismes qui survivent principalement grâce à ce film
aqueux et aux substances dissoutes ou particulaires
ne se répartissent donc pas au hasard dans le sol.

Pour ELLIOTI et COLEMAN (1988), la distribution
des organismes est essentiellement régie par la
structure du sol. Ils proposent en effet un modèle
dans lequel les organismes vivants sont répartis se
lon leur taille dans des pores de différents diamètres.
HATTORI (1988) montre que les protozoaires
(>97 %) et les champignons (90 %) sont préféren
tiellement localisés à la surface des agrégats, alors
que les bactéries (90 %) sont situées à l'intérieur.
GUPTA et GERMIDA (1988) indiquent que la biomasse
fongique, l'activité respiratoire et les quantités d'en
zymes contenus dans les microagrégats «250 /lm)
sont inférieures à celles des macrostructures
(>250 /lm). SEIFERT (1964) indique que la nitrifica
tion est plus rapide dans des agrégats de petites
tailles. ELLIOTI (1986) obtient des taux de minérali
sation (C et N) plus élevés pour des agrégats de
taille >300 /lm que pour des agrégats compris entre
53 /lm et 300 /lm. ADU et OADES (1978) montrent
qu'un substrat carboné apporté à un sol sablo-limo
neux (argile = 18 %) est dégradé en premier par
l'activité fongique, secondée ensuite par l'activité
bactérienne, alors que dans le cas d'un sol argileux
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(argile =60 %) ce substrat est simultanément décom
posé sous l'action des champignons et des bactéries.
Ce résultat peut s'expliquer par la porosité distincte
de ces deux sols, mais aussi par leur abondance dif
férente en champignons et en bactéries. Il existe en
effet une corrélation négative entre la teneur en argi
le et la biomasse fongique, alors que cette corrélation
est positive avec la biomasse bactérienne (KACZ
MAREK et PEDZIWILK, 1988). Ces travaux montrent
que le sol apparaît donc comme une mosaïque de
sites hétérogènes abritant des populations différentes
de micro-organismes et dont le métabolisme reflète
les conditions physico-chimiques qui règnent au sein
de leur habitat respectif. Ces habitats microbiens,
constitués par l'association d'organismes vivants à
différents stades de croissance et de particules à di
vers degrés d'altération, sont le lieu de « résidence »
et d'activité des micro-organismes du sol. L'étude du
fonctionnement microbiologique du sol et la caracté
risation de ces habitats doivent donc combiner:

- des techniques de mesures de l'ensemble de la
masse des organismes (bactéries, champignons, né
matodes ... ) ;

- des techniques de détection des produits de
leur activité (COz dégagé, N immobilisé, polysac
charides excrétés ... ) ;

- des techniques de caractérisation des différents
habitats microbiens, en particulier des techniques
micromorphologiques.

Ces techniques doivent fournir, de plus, des ré
sultats dont les interprétations peuvent être éten
dues à toutes les échelles, spatiales et temporelles,
d'organisation du sol.

Les travaux les plus nombreux ont porté sur la
caractérisation de la structure du sol et une étude
critique de l'ensemble des méthodes utilisées dé
passerait le cadre de cet article. Les principales
méthodes reposent soit sur des mesures de porosité
(DANIELSON et SUTHERLAND, 1986 ; GREVERS et
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JONG, 1990 ; Wu et al., 1990), soit sur la quantifi
cation de différentes classes d'agrégats stables à
l'eau ou dans divers liquides (HENIN et al., 1969 ;
BRUCKERT, 1979 ; KEMPER ET ROSENAU, 1986 ;
ALBRECHT et al., 1992). En ce qui concerne ces
méthodes, les modalités de préparation des échan
tillons (séchage, mode d 'humectation... ) modifient
profondément les caractéristiques des fractions iso
lées (ELLIOTI, 1986; OADES ET WATERS, 1991).

Les études concernant la distribution des micro
organismes dans le sol ont utilisé en grande majorité
les méthodes citées plus haut. Les sites microbiolo
giques du sol ont été caractérisés soit à partir d'ob
servations de lames minces de sols (KILBERTUS,
1980 ; FOSTER, 1986 ; TIPPKOTIER, 1990 ; POSTMA
et ALTEMULLER, 1990), soit à partir de techniques
de fractionnement par centrifugation (HOPKINS et
al., 1991) ou par tamisage (AHMED et GADES,
1984 ; KANAZAWA et FILIP, 1986 ; GUPTA ET
GERMIDA, 1988; JOCTEUR MONROZIER et al., 1991).

L'étude présentée ici concerne la localisation des
micro-organismes et leur activité. Pour ce faire
nous avons mis en œuvre la chronoséquence analy
tique suivante:

1 - incubation pendant trois jours d'un échan
tillon de sol en présence de glucose et d'urée (lSN)
afin de favoriser l'immobilisation microbienne;

2 - séparation d'agrégats «250 flm) et de ma
croagrégats (250-2000 flm) de stabilités différen
tes, obtenus par une méthode « douce» (méthode
A) ou « agressive» (méthode B) ;

3 - observations optiques et ultramicroscopiques
(MET) des agrégats des différentes classes granu
lométriques obtenues, avec un accent particulier
concernant la localisation des bactéries;

4 - caractérisations chimiques (C, N) et isotopi
que (lSN) des différentes fractions granulométri
ques obtenues;

5 - quantification par une méthode biocidale de
la biomasse microbienne associée à chaque classe
granulométrique et relations avec les quantités de
lSN immobilisé.

.MATÉRIEL ET MÉTHODES

Le sol
Le sol étudié est un vertisol (0-2 pm %= 47)

(tabl. 1) du sud-est de la Martinique (Sainte-Anne).
La végétation est une prairie à pangola (Digitaria
decumbens) depuis 10 ans. L'horizon 0-10 cm est
prélevé à la bêche.

Incubation
Le sol est tamisé manuellement à 2 mm, après

séchage à l'air, afin d'éliminer les débris végétaux
grossiers. L'équivalent de 80 g de sol sec à 105 oC
est placé dans 6 pots en PVc. L'incubation se fait
en présence d'une solution contenant de l'urée
(160 mg Nurée. kg- l sol) enrichie en lSN (E % =
47) et du glucose (2,5 mg C.g-I sol) et se déroule à
28 oC ± 1 oC durant trois jours. Le volume de la
solution fertilisante est calculé afin d'ajuster l'hu
midité du sol à 100 % de la capacité au champ.
Nous avons choisi d'apporter l'azote 15 sous for
me d'urée en solution, car son hydrolyse très rapi
de (quelques heures) (NKRUMAH et al., 1989)
entraîne la libération immédiate d'ammonium qui
représente la forme azotée préférentiellement utili
sée par les micro-organismes (DOMMERGUES et
MANGENOT, 1970). Un apport conjoint de glucose,
substrat carboné très facilement assimilable par les
micro-organismes, est effectué permettant ainsi
l'immobilisation rapide de l'azote de l'urée (LADD
et AMATO, 1977 ; NICOLARDOT, 1988). Une étude
préalable a effectivement montré que, pour ce sol,
l'immobilisation de l'azote de l'urée est maximale
trois jours après son apport (résultats non publiés).

Fractionnement physique
Deux méthodes de fractionnement physique sont

appliquées en fin d'incubation sur un échantillon
moyen de sol obtenu par le mélange de trois pots.
Les méthodes utilisées comportent une phase ini
tiale de dispersion de l'échantillon et une phase de
fractionnement granulométrique en milieu aqueux
(fig. 1). Cette dernière étape, commune aux deux

TABLEAU 1
Quelques caractéristiques analytiques de l'horizon 0-10 cm
Sorne allalytical characteristics of the sail (0-10 cm layer)

Matière Organique Propriétés d'échange (mmol (+) / kg)

C N
mgtg sol ClN H,O

pH

KCI C.E.C. Ca Mg K Na 5

Analyse mécanique
(en gt 100 g de sol talaI après destruction

de la matière organique)

100SfCEC 25O-2ooOilm 50-250llm 2o-5!l1lm 2-20llm 0-21lm

33,00 2,80 11,8 5,5 4,8 400 208 110 5 37 360 91 4 2S 7 17 47
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Les résultats de la répartition pondérale des frac
tions granulométriques obtenus par les méthodes A
et B sont comparés à ceux obtenus lors de l'analy
se mécanique après destruction de la matière orga
nique et dispersion totale des particules minérales
élémentaires.

Observation
Les fractions grossières (>50 pm) sont observées

à l'état humide à la loupe binoculaire (Wild
M420). Pour les observations en microscopie élec
tronique à transmission (MET), les échantillons
humides sont fixés à l'aide d'une solution d'acide
osmique à 1 % (VILLEMIN et TOUTAIN, 1987).
L'échantillon est enrobé d'agar à 2 % après élimi
nation de la solution fixatrice en excès par rinçages
successifs, découpé en petits cubes, déshydraté par
échange eau-acétone et ensuite imprégné de résine
(de type epon). Les coupes ultraminces sont
contrastées à l'acétate d'uranyle puis au citrate de
plomb. Les polysaccharides neutres sont mis en

35 g de sol

tamisé à 2000~

méthodes, permet d'obtenir -les fractions 250
2000 pm et 50-250 /lm par tamisage dans l'eau, la
fraction 20-50 pm par sédimentation et les frac
tions 2-20 pm et 0-2 pm par centrifugation en
continu (rotor JCFZ sur centrifugeuse Beckman
J21B). La fraction 0-2 pm est floculée par du
CaCl2 0,5 M et le surnageant (fraction soluble)
n'est pas dosé. En revanche, l'étape de dispersion
diffère selon la méthode:

- méthode A (faible énergie) : agitation
(50 trs.mn-1) durant 2 heures d'une suspension de
sol (80 g sol dans 250 ml d 'H20) après 16 heures
de contact ; .

- méthode B (forte énergie) : agitation
(50 trs.mn- 1) en présence de 5 billes d'agate (dia
mètre = lcm) durant 16 heures d'une suspension
de sol (80 g sol dans 250 ml d 'H20) (BRUCKERT,
1979). L'énergie développée dans ce cas est envi
ron 2 fois celle nécessaire pour séparer deux micel
les d'argile en milieu saturé par l'eau (JOCTEUR
MONROZIER et al., 1991).

+

DISPERSION

~
---M-é-th-o-de-A---r • Méthode B~

+
Contact 16 heures à 4°C

Agitation 2 heures
(rotation 50 lOurs.mn· 1)

ajout 5 billes
agate. diamètre 1cm

+
Agitation 16 heures

(rotation 50 tours.mn· 1)

FRACTIONNEMENT GRANULOMETRIQUE

tamisage à 2501lJ11 ---+ Fraction 250-2000 ~

1
tamisage à 501lJ11 ---+ Fraction 50-250~

sédimentation ---+ Fraction 20-50~

centrifugation ---+ Fraction 2-20~

---..~ Fraction 0-2~

FIG. 1 - Schéma du protocole des fractionnements granulométriques.
Flow chart for size fractionatioll methods.
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évidence par la réaction de Thiery (THIERY, 1967).
Les observations sont faites au MET modèle Zeiss
EM 952 réglé à 60 kv.

Analyses du sol total et des fractions granulomé
triques

Les fractions granulométriques étant lavées au
KCl lM afin d'éliminer l'azote minéral, et l'azote
ammoniacal rétrogradé étant négligeable (résultats
non publiés), l'azote total dosé dans ces fractions
est sous forme organique.

• C et N total: une aliquote du sol total et des
fractions granulométriques est séchée à l'étuve à
80 oC, homogénéisée, finement broyée à 200 pm
puis analysée après combustion dans un analyseur
CNS Na 1500 (Carlo Erba).

• analyses isotopiques l5N : la détermination de
l'abondance isotopique est faite, comme pour l'ana
lyse élémentaire, sur un échantillon finement broyé
contenant au moins 40 pg d'azote. La prise d'essai
est introduite dans un analyseur C, N (Carlo Erba
Na 1500) couplé à un spectromètre de masse isoto
pique (Finnigan, VG). Le gaz de référence N2 à
99,998 % est calibré par rapport à l'azote de l'air
(abondance isotopique = 0,3663 %). Toutes les dé
terminations sont effectuées par le Service Central
d'Analyses (S.c.A.) du CNRS (Solaize, France).

sec) sont placés dans un dessiccateur à vide saturé
en vapeur de chloroforme (l00 à 150 ml de CHCl3
débarrassé des traces d'alcool par passages succes
sifs du solvant sur une colonne d'alumine activée
4 heures à 130 oC). L'humidité des échantillons est
maintenue constante durant les 10 jours de l'incu
bation par la présence de papier filtre imbibé
d'eau. Le dessiccateur, une fois purgé de son air
ambiant, est fermé hermétiquement puis placé en
chambre chaude à 28 o± 1 oC. Les micro-orga
nismes sont tués par les vapeurs de chloroforme et
les produits de leur lyse sont extraits en fin d'incu
bation par une solution de KCl 2M. Les fonctions
a-aminées et l'ammonium libérés lors de la pro
téolyse des micro-organismes tués sont dosés par
colorimétrie à la ninhydrine (MOORE et STEIN,
1954). La biomasse est exprimée en C-biomasse
égale à : 21 X [ (N a-aminé dosé après 10 jours
d'incubation sous atmosphère saturée en chlorofor
me)-(N a-aminé dosé avant la fumigation) ].

Le calcul de la masse des micro-organismes ne
se fait pas en référence à un échantillon témoin
comme dans la majeure partie des méthodes bioci
dales (JENKINSON et POWLSON, 1976 ; CHAUSSOD et
NICOLARDOT, 1982). Cette méthode a donc l'avan
tage d'éviter les problèmes liés au choix de
l'échantillon de référence.

RÉSULTATS
Mesure de la biomasse microbienne

La biomasse microbienne du sol total et des frac-
tions est obtenue par la méthode de fumigation- Répartition pondérale des fractions granulométri-
extraction (AMATO et LADD, 1988). Dans cette mé- ques
thode, les échantillons (sol total ou fractions de 0,1 Les bilans pondéraux des fractionnements gra-
g à 5,0 g selon leur richesse en azote total) amenés nulométriques (méthode A et méthode B) sont de
à l'humidité équivalente (environ 30 % du poids 100 %.

10 méthode A • méthode B "*" anal. méca·1

60 en % pondéral du sol total

50 f--,---+-----f-----t-----r--------i

40 f-----"~+-----f-----t-----r--------i

30 f-----Pot-----f------+l

20

10

o
0-21lm 2-20J.lrn 20-50llm 50-250llm 250-2000llm

FIG. 2 - Répartition pondérale des fractions granulométriques isolées par les méthodes A et B, en comparaison avec
l'analyse mécanique (résultats exprimés en % du poids du sol total).
Distribution of the soil fractions separated by A or B methods, compared with particle size distribution
obtained by mechanical analysis (results expressed as % ofsoil total weight).
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La répartition pondérale des fractions granulomé
triques est fortement modifiée par la méthode de
dispersion utilisée (fig. 2). Avec l'accroissement de
l'énergie appliquée (méthode B) on note une forte
diminution du poids de la fraction 250-2 000 Ilm,
une forte augmentation de la fraction 0-2 Il m et une
augmentation relativement faible des fractions de
taille comprise entre 2 et 250 Ilm. Avec la méthode
A, la fraction 250-2 000 Il m est environ 6 fois plus
importante que les particules sableuses 250
2 000 Il m obtenues par l'anal yse mécanique (respec
tivement 27 % et 4 % du poids du sol total). Avec la
méthode B, on retrouve pour cette même fraction
des poids identiques à ceux obtenus par l'analyse
mécanique. Il y a donc eu une destruction presque
complète des agrégats de taille 250-2 000 Il m.

L'accroissement de l'énergie de dispersion pro
voque l'augmentation de la quantité d'argiles dis
persées sans toutefois conduire à la dispersion
totale des particules argileuses du sol. En effet, les
fractions 0-2 Ilm isolées par les méthodes A et B
ne représentent respectivement que IS % et SS %
des argiles granulométriques du sol obtenues par
l'analyse mécanique. Une fraction importante des
argiles (45 % pour la méthode B) reste donc agré
gée dans les fractions de taille comprise entre 2 et
200 Il m, en dépit de l'accroissement de l'énergie
de dispersion du sol.

Planche 1 : méthode A.
MethodA

Photo a : fraction> 250 Ilm observée à la loupe binoculaire.
Cette fraction est formée de sables grossiers libres (S) et de ma
croagrégats (MA). On distingue nettement dans ces macroagré

gats la présence de grands restes de tissus végétaux (RT).
Fraction> 250 ftm observed through the binocular magnifier.

This fraction is composed offree coarse sands (5) and of
macroaggregates (MA). ln these maccroaggregates, one can

clearly distingllish considerable residues ofplant tissues.

Photo b : détails d'un macroagrégat > 250!Jm observé au MET
(coloration acétate d'uranyle et citrate de plomb). Les grands

restes tissulaires (RT) sont emprisonnés dans un plasma
argileux (A). Les bactéries (B) colonisent le plasma argileux

et les restes tissulaires (RI).
Macroaggregate> 250 pm observed through TEM (uranyl
acetate and lead citrate coloration). The considerable tissue

residues are trapped in a clayey plasma (A). The clayey plasma
and organic residues are colonized by bacteria (B).

Photo c : détails d'une colonie bactérienne (B) observée au
MET (réaction de Thiery). Les argiles (A) sont étroitement

associées aux polysaccharides bactériens (P).
Details ofa bacterial colony (B) observed throllgh TEM
(Thiery' s reaction). Clays (A) are closely associated to

bacterial polysaccharides (P).

86

Caractéristiques morphologiques des fractions
granulométriques

Nous avons essentiellement observé les fractions
250-2 000 Ilm et 0-2 Ilm obtenues par les deux mé
thodes A et B.

La fraction 250-2 000 Ilm isolée par la méthode
A est principalement formée de particules com
plexes et de quelques sables libres (planche 1,
photo a). Ces particules sont constituées de débris
organiques figurés plus ou moins humifiés et dont
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la taille varie de 500 !Jm à 2 000 !Jm (racines, rési
dus de parties aériennes ... ), et de sables agglomé
rés au sein d'une matrice limono-argileuse
(observations MET). De plus, on distingue très net
tement des colonies bactériennes localisées sur, et
dans, les résidus organiques, et à la surface des ar
giles (planche 1, photo b). Dans ce dernier cas, il y
a formation de microagrégats argilo-bactériens, les
polysaccharides sécrétés par ces micro-organismes,
et révélés par la réaction de Thiery (THIERY, 1967),
fonnant une enveloppe organique sur laquelle s'ad
sorbent les particules argileuses (planche 1, photo
c). Cette association smectites polysaccharides bac
tériens, rencontrée dans ces particules complexes et
isolée par la méthode A, pourrait assurer leur cohé
sion. Ces macroagrégats (> 250 )..l m), dans lesquels
on trouve à la fois la source de carbone (résidus or
ganiques), l'agent de transfonnation de la matière
organique (micro-organismes) et un des comparti
ments de stockage de la matière organique (argi
les), représentent un des habitats essentiels pour les
micro-organismes du sol.

La fraction 250-2 000 )..lm isolée par la méthode
B est caractérisée par l'absence de particules com
plexes. Elle est formée de débris végétaux et de sa
bles libres (planche 2, photo a). Au microscope
électronique à transmission, les résidus organiques
figurés apparaissent exempts de particules minéra
les argileuses (planche 2, photo b).

La fraction 0-2 !J m, observée au microscope
électronique à transmission, est formée, quelle que

Planche 2 : méthode B
Method B

Photo a : fraction> 250 flm observée à la loupe binoculaire.
Cette fraction est formée de sables grossiers (S) et des restes

tissulaires (RT) totalement dispersés.
Fraction> 250 ~m observed through the binocular magni

fier. This fraction is composed of cOQ/'se sands (5) and
dispersed organic residues.

Photo b : détails d'un reste tissulaire (RT) observé au MET
(coloration acétate d'uranyle et citrate de plomb). Les tissus
végétaux, exempts de plasma argileux, sont colonisés par de

très nombreuses bactéries (B).
Details of organic residue observed through TEM (uranyl

acetate and lead citrate coloration). Plant tissues without any
clayey plasma are colonized by very nllmerOllS bacteria (B).

Photo c : fraction 0-2 flm observée au MET (réaction de
Thiery). Cette fraction est constituée d'argiles dispersées (A)

ou agrégées autour d'amas polysaccharidiques (P)
Fraction 0-2 ~m observed through TEM (Thiery' s reaction).

This fraction is composed of dispersed (A) or clays
aggregated by polysaccharides.
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soit la méthode de fractionnement granulométrique
utilisée (A ou B), de particules argileuses, soit dis
persées, soit adsorbées sur des amas organiques de
nature polysaccharidique (planche 2, photo c). Des
observations identiques ont été faites par FELLER et
al. (1991) pour un sol ferrallitique argileux cultivé
en canne à sucre. Il ne semble pas y avoir d'effet
significatif de la méthode de fractionnement sur
les caractères ultra-structuraux de cette fraction
0-2 )..lm.
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Répartitions du carbone et de l'azote organiques
dans les fractionsgranulométriques (tabl. II)

Les sommes des quantités de carbone (C) et
d'azote (N) contenues dans chacune des fractions
granulométriques (mg C .g-l sol) isolées par la mé
thode A ou par la méthode B sont respectivement
égales, pour le carbone, à 94 % et 100 % du carbo
ne du sol total, pour l'azote, à 100 % et à 97 % de
l'azote du sol total.

La répartition de l'azote (fig. 3b) dans les diffé
rentes fractions granulométriques isolées par une
méthode donnée est analogue à celle du carbone
organique (fig. 3a). Pour la méthode A, les réparti
tions du carbone et de l'azote sont les suivantes:

Carbone : fraction 250-2 000 flm > fraction 50
250 flm > fraction 2-20 flm > fraction 0-2 flm >
fraction 20-50 flm.
Azote: fraction 250-2 000 flm > fraction 2-20 flm
;:::: fraction 50-250 flm > fraction 0-2 flm > fraction
20-50 flm.

Pour la méthode B, on obtient le classement sui
vant:
Carbone: fraction 50-250 flm > fraction 2-20 flm
> fraction 0-2 flm > fraction 250-2 000 flm > frac
tion 20-50 flm.
Azote: fraction 50-250 flm = fraction 2-20 flm =
fraction 0-2 flm > fraction 20-50 flm > fraction
250-2000 flm.

TABLEAU II
Caractéristiques (C, N, C/N et lSN) des fractions granulométriques isolées par les méthodes A et B
C. N. CIN ratio and 15N organic contents of the particle size fractions separated by A or B methods

Carbone Azote CIN

mglg fraction mglg sol mglg fraction mglg sol E% J.lglg fraction J.lglg sol

A B A B-------- A BAB A BAB A B----- ------ --- ------ --- A B

F 250-2000 J.lm 44,10 169,90 12,48 4,42 3,20 6,00 0,906 0,156 1,42 0,80 45,44 46,00 12,90 1,20

F SO-2SOJ.lm 23,40 30,50 7,93 9,97 2,00 2,30 0,678 0,752 1,59 1,16 31,80 26,68 10,80 8,70

F 20-SOJ.lm 19,80 16,20 1,68 2,45 1,80 1,70 0,153 0,257 1,49 1,25 26,82 21,25 2,30 3,20

F 2-20J.lm 30,20 36,80 6,58 8,68 3,40 3,10 0,741 0,732 3,18 1,83 108,12 56,73 23,60 13,40

F0-2J.lm 35,80 30,00 2,61 7,77 3,70 3,00 0,270 0,777 1,96 3,16 72,52 94,80 5,30 24,50

Légende

14 28

12 13

11 10

9 12

10 10

méthode A méthodeB

50 C organique (% C total)

40 i-----t------t-----t-----+..............,;------1

50-250~m 250-2000~m20-50~m2-20~

o

30 f----+-----t-----I---

10

20

FIG. 3.a - Répartition du carbone organique (% du C organique du sol total) dans les différentes fractions granulométriques
isolées par les méthodes A et B.
Carbon content (% ofsoil total organic carbon) of the different size fractions separated by A or B methods.
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Légende

méthode A méthodeB

SO N organique (% N total)

40 f----+-----+-----t----t-----I

SO-2S0lJl11 2S0-2000lJl1120-S0lJl112-20lJl11
o

30 f----==-f-----t------+----t-r/

10

20

FIG. 3.b - Répartition de l'azote organique (% N organique du sol total) dans les différentes fractions granulométriques
isolées par les méthodes A et B.
Organic nitrogen content (% ofsoil total organic nitrogen) of the different sizefractions separated
by A or B methods.

La comparaison des méthodes A et B (fig. 3a et
3b) montre que l'augmentation de l'énergie de dis
persion provoque un transfert de carbone et d'azote
essentiellement des fractions 250-2 000 pm vers
les fractions 0-2 pm : la fraction 250-2 000 /lm
perd environ 60 % de son carbone organique, et
80 % de son azote organique. Les quantités de car
bone et d'azote organiques de la fraction 0-2 /lm
sont respectivement multipliées par 2,5 et 3 sous
l'effet de l'accroissement de l'énergie de disper
sion.

Rapports C/N des fractions

À l'exception de la fraction 250-2 000 pm, les va
leurs des rapports C/N des fractions obtenues par les
méthodes A et B différent peu (tabl. ll). Par contre,
la valeur élevée (C/N =28) pour la fraction 250
2000 /lm isolée par la méthode B indique que cette
fraction est constituée de débris végétaux, alors que
la valeur plus basse (C/N = 14), pour la même frac
tion obtenue par la méthode A, indique que cette
fraction est constituée d'un mélange de composés
organiques à C/N faible «11) et à C/N élevé (C/N
~28). Cette constatation est en accord avec les ca
ractéristiques macro- et ultramicromorphologiques
des fractions (cf. 3b) et la valeur calculée du rapport
C/N (C/N calculé =Il) des produits organiques dis
persés de la fraction 250-2 000 pm par l'accroisse
ment de l'énergie (tabl. IV).

Répartition de l'azote 15 immobilisé dans les frac
tions granulométriques

Après les trois jours d'incubation, 18 % de
l'azote 15 apporté par l'urée sont sous forme
d'azote minéral et 68 % sont immobilisés dans le
sol. Les pertes estimées sont donc de 4 %.

Les bilans lsN du fractionnement granulométri
que sont respectivement égaux à 88 % et à 85 % de
lsN organique du sol total non fractionné. L'origi
ne des pertes (12 % et 15 %) n'a pu être déterminée:
pertes par dénitrification lors du fractionnement
et/ou addition des erreurs relatives des dosages chi
miques et isotopiques de l'azote sur les différentes
fractions. L'interprétation des résultats tiendra
compte de ce déficit en azote 15, et les résultats
isotopiques lsN seront exprimés en % de la somme
des fractions.

La méthode de dispersion a un effet significatif
sur la répartition de l'azote 15 récemment immobi
lisé dans les différentes fractions granulométriques
(fig. 4). Par la méthode A, la majeure partie de
l'azote marqué, apporté sous forme d'urée, est im
mobilisée dans les fractions 250-2 000 /lm (24 %),
50-250 /lm (20 %) et 2-20 /lm (43 %). Il faut noter
que les agrégats> 50 /lm, isolés par la méthode A,
contiennent près de la moitié de l'azote immobilisé
dans le sol (24 % + 20 % = 44 %). La fraction
2-20 /lm obtenue par cette méthode est la plus
enrichie en azote 15 (E % =3,20) (tabl. II).
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1 D méthode A • méthode B 1

60 ISN organique (% ISN organique total)

50

40

30

20

10

o

(1,4)

(0,8)

0-2J.Ùl1 2-20J.ll11 20-50J.Ul1 50-250J.Ul1 250-2000J.Ul1

() valeur d'excès isotopique (E%) 15N (tableau II)

FIG. 4 - Immobilisation de 1SN-urée dans les différentes fractions granulométriques isolées par les méthodes A et B
(résulLals exprimés en % de lSN organique total).
15N urea immobilized il! the different size fractions separated by A or B methods
(results expressed as % of total organic 15N).

Par la méthode B, l'azote immobilisé est retrou
vé préférentiellement dans les fractions 50-250 flm,
2-20 flm et surtout dans la fraction 0-2 flm (respec
tivement 17 %, 26 % et 48 %) (fig. 4). La fraction
0-2 flm est la fraction la plus enrichie en azote 15
(E % =3,18) (tabl. II).

L'accroissement de l'énergie de dispersion pro
voque une redistribution des quantités d'azote 15
immobilisées dans les fractions 250-2 000 fl m,
2-20 flm et 0-2flm. Les modifications constatées
concernent à la fois les quantités d'azote 15 immo
bilisées dans ces fractions et leur enrichissement
isotopique (E %).

Sous l'effet de l'accroissement de l'énergie de
dispersion, la fraction 250-2000 flm perd 90 % de
l'azote 15 organique et son excès isotopique dimi
nue fortement (respectivement 1,42 % et 0,80 %).
Les débris organiques libérés après la destruction
des agrégats par la méthode B sont donc moins en
richis en azote 15 que les agrégats isolés par la mé
thode A. La fraction 2-20 flm perd environ la
moitié des quantités d'azote 15 immobilisé et l'ex
cès isotopique baisse fortement aussi (3,18 % et
1,83 %). Dans le même temps, la quantité d'azote
15 immobilisé dans la fraction 0-2 flm est multi
pliée par 5 et son excès isotopique augmente (res
pectivement égal à 1,96 % et 3,16 %) (tabl. II).

Ces résultats indiquent que l'augmentation de
l'énergie de dispersion provoque des transferts en
tre les fractions 250-2 000 flm et 2-20 flm d'une
part et 0-2 flm d'autre part. Pour les deux métho
des A et B, plus de 50 % de l'azote 15 immobilisé
sont associés aux fractions < 50 fl m.
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Répartition des micro-organismes dans ;'es frac
tions granulométriques

La masse totale des micro-organismes du sol non
fractionné est égale à 1 400 flg C. g-l sol, soit 4 %
du carbone organique du sol. Les bilans en C-bio
masse du fractionnement granulométrique sont res
pectivement égaux à 107 % et à 90 % pour les
méthodes A et B. Ces bilans indiquent que la mas
se des micro-organismes de la fraction soluble, qui
n'a pas été dosée, peut être considérée comme nul
le. Les résultats présentés ci-dessous seront expri
més en % de la quantité totale obtenue par la
somme de chacune des fractions et non par rapport
au sol non fractionné.

La distribution des micro-organismes dans les
différentes fractions granulométriques est très for
tement influencée par l'énergie de dispersion
(fig. 5). Avec la méthode A, les micro-organismes
sont répartis essentiellement dans les fractions
250-2000 flm, 2-20 flmet 0-2 flm (respectivement
27 %, 21 % et 38 % de la biomasse microbienne
totale). Les micro-organismes présents dans les
agrégats> 50 flm, isolés par la méthode A, repré
sentent 38 % des micro-organismes totaux (27 %
et Il % respectivement dans la fraction 250
2 000 flm et 50-250 flm). Avec la méthode B, envi
ron 60 % des micro-organismes sont isolés dans la
fraction 0-2 flm et seulement 24 % dans les frac
tions >50 flm (2 et 22 % dans les fractions 250
2000 flm et 50-250 flm respectivement).

L'accroissement de l'énergie de dispersion pro
voque la diminution de la masse microbienne
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1D méthode A • méthode B 1
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FiG. 5 -Distribution de la biomasse microbienne (C-biomasse) dans les fractions granulométriques isolées
par les méthodes A et B (résultats exprimés en % du C-biomasse du sol total).
Biomass-C located within the different sizefractions separated
by A or B methods (results expressed as % oftotal C-biomass).

(flg C-biomasse. g-l sol) associée aux fractions
250-2000 flm et 2-20 flm et l'augmentation de cel
le associée aux fractions 50-250 flm et 0-2 flm
(tabl. III).

À l'exception de la fraction 50-250 fl m, les frac
tions isolées par la méthode A sont toutes plus ri
ches en micro-organismes (flg Cbiomasse . g-l
fraction) que les fractions obtenues par la méthode
B. De la même façon, le carbone microbien repré
sente une proportion plus importante du carbone
organique (C-biomasse en % C organique fraction)
pour les fractions isolées par la méthode A que
pour celles obtenues par la méthode B (tabl. III).
Cependant, il faut souligner que, quelle que soit la

méthode appliquée, la contribution du carbone mi
crobien au carbone organique (C-biomasse en %
C organique fraction) est particulièrement impor
tante dans la fraction 0-2 flm : 10,4 % (méthode B)
et 21,3 % (méthode A) à comparer à 4,8 %, valeur
maximale pour les fractions> 2 pm.

DISCUSSION ET CONCLUSIONS
Afin d'étudier la localisation des micro-organis

mes et la répartition de l'azote immobilisé par ces
micro-organismes dans un sol argileux, nous avons
conduit une incubation en conditions contrôlées.
L'immobilisation de l'azote, stimulée par l'apport

TABLEAU III
Concentration du C-biomasse dans les différentes fractions granulométriques isolées par les méthodes A et B
Concentration ofmicrobial biomass C within the diffèrent pm-ticle size fractions separated by A or B methods

C - biomasse

!Lglg fraction !Lglg sol

méthode méthode méthode méthode
A B A B

% C organique
de la fraction

méthode méthode
A B

F 250-2000 !Lm 1444 760 409 19 3,30 0,40

F 50-250 !Lm 490 861 166 280 2,10 2,80

F 20·50 !Lm 575 216 49 32 2,90 1,30

F 2-20 !Lm 1446 600 315 118 4,80 1,40

Fo-2!Lm 7625 3133 560 812 21,30 10,40
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d'un substrat carboné facilement assimilable, est
suivie grâce à l'utilisation de l'urée 15N. Les résul
tats obtenus, ainsi que les conclusions tirées de cet
te étude, sont entièrement liés aux modes
opératoires. En effet, l'activité « immobilisatrice »
des micro-organismes est mesurée suite,à t'apport
d'urée et de glucose en solution. Un apport sous
forme de débris organiques figurés aurait probable
ment privilégié l'activité fongique et favorisé l'im
mobilisation de l'azote dans les fractions riches en
débris organiques. De plus, l'humidité du so~ est
constante tout au long de la période d'incubation,
ce qui favorise le développement des micro
organismes dans l'ensemble de l'échantillon. Des
cycles humectation-dessiccation auraient peut-être
favorisé l'activité des micro-organismes situés
dans les pores les plus fins. Ces quelques points
étant signalés nous centrerons notre discussion sur
l'effet du mode de dispersion sur les différents ha
bitats microbiens.

En effet, la comparaison des deux méthodes uti
lisées souligne las~nsibilité di~férente des Jrac
tions granulométriques à l'augmentation ,de
l'énergie de dispersion (méthode B > méthode A).
Les principales modifications discutées concernent
principalement les fractions 250-2 000 pm, 2
20 pm et 0-2 pm.

Les macroagrégats de taille 250-2 000 pm isolés
par fractionnement granulométrique après une agi
tation ménagée de l'échantillon dans l'eau (métho
de A) sont pondéralement très importants (près
d'un tiers du poids du sol total). Ces macrostruc
tures (planche 1), constituées de débris organiques
figurés enrobés dans une matrice organominérale,
abritent environ un tiers de la masse totale des
micro-organismes du sol, colonisant à la fois la ma
trice minérale et les fragments organiques, et un
quart de l'azote 15 immobilisé dans le sol. Ces agré
gats constituent donc un des sites de résidence et
d'activité des micro-organismes du sol (KANAZAWA
et FILIP, 1986; GUPTA et GERMIDA, 1988).

L'agitation plus énergique de l'échantillon de sol
en présence de billes d'agate (méthode B) conduit
à la destruction de ces agrégats. La matrice minéra
le et les micro-organismes associés sont redistri
bués dans les autres fractions, la quantité d'azote
immobilisée dans cette classe granulométrique est
très fortement réduite. L'éclatem~nt des agrégats eL
la dispersion des argiles entraînent la libération de
débris organiques peu décomposés devenus les
seuls sites d'accueil pour les micro-organismes
(planche 2, photo b).
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Il apparaît donc très clairement que l'étude des
sites microbiens d'un sol à argile 2:1 doit pouvoir
prendre en considération les agrégats de taille 250
2 000 pm et que cela n'est possible qu'en appli
quant au sol une méthode de fractionnement ayant
une faible énergie de dispersion (la méthode A
dans notre cas).

Cependant, l'accroissement de l'énergie de dis
persion du sol modifie aussi les caractéristiques
d'agrégats de plus petites tailles et tout particuliè
rement celles de la fraction 2-20 pm. Cette frac
tion, obtenue par la méthode A, abrite 20 % des
micro-organismes totaux du sol et contient plus de
40 % de l'azote 15 immobilisé dans le sol. Ils re
présentent donc un autre site important pour les
micro-organismes du sol (JOCTEUR MONROZIER et
al., 1991 ; GUEZ, 1990) et un lieu privilégié de
stockage de l'azote (LADD et AMATO, 1977).

L'agitation du sol en présence de billes provoque
la diminution des micro-organismes et & l'azote
immobilisé dans cette fraction. L'hypothèse selon
laquelle les micro-organismes, situés à la surface
des agrégats 2-20 pm, ayant utilisé bien plus effi
cacement l'urée 15N que leurs homologues inter
nes, sont entraînés dans la fraction 0-2 pm par
l'augmentation de l'énergie de dispersion, paraît
vraisemblable.

Les micro-organismes associés aux argiles dis
persées par agitation dans l'eau (méthode A) repré
sentent près de 40 % de la masse totale des
micro-organismes. Le carbone de ces organismes
correspond à 20 % du carbone organique total de
cette fraction. Cette proportion est la plus impor
tante de toutes les fractions. Par contre, moins de
10 % de l'azote 15 immobilisé dans le sol sont
localisés dans cette fraction qui contient par
ailleurs 8 % du carbone et de l'azote du sol. L'im
mobilisation de l'azote de l'urée dans les argiles
aisément dispersables se produit dans la même pro
portion que celle de l'azote total, mais différem
ment de la distribution de la biomasse
microbienne. Les micro-organismes de ce compar
timent sont plus faiblement marqués que ceux as
sociés à la fraction 2-20 pm en raison soit d'une
synthèse de biomasse 15N plus faible, soit d'une
utilisation d'azote non marquée plus importante.
Cette deuxième hypothèse est d'autant plus vrai
semblable que, par la méthode B, la surface de la
fraction 2-20 pm est décapée et que les micro
organismes qui s' y étaient développés iront ali
men~er la fraction 0-2 pm, laissant sur place une
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biomasse microbienne plus interne avec un excès
isotopique faible (1,83 %).

Une agitation plus énergique (méthode B) pro
voque une augmentation de la biomasse micro
bienne et d'azote 15 immobilisés dans cette fraction
0-2 pm. Le carbone des micro-organismes repré
sente encore 10 % du carbone total de la fraction.

L'accroissement de l'énergie de dispersion du
sol modifie profondément la distribution en taille
des sites abritant les micro-organismes et leurs mé
tabolites (I5N immobilisé). Pour établir la nature
des produits organiques dispersés et fou érodés à
partir des fractions 250-2 000 pm et 2-20 pm et
celle des produits accumulés dans la fraction 0-2 pm
(tabl. IV), il nous faut envisager deux hypothèses
concernant 1'homogénéité du marquage isotopique
15N des constituants organiques:

1re hypothèse: le marquage isotopique 15N des
constituants organiques est homogène, celui des
produits dispersés l'est aussi.

Dans ce cas, les constituants dispersés de la frac
tion 250-2 000 pm, dont la valeur de l'excès isoto
pique 15N est égale à l,56 %, ne correspondent pas
aux produits accumulés dans la fraction 0-2 pm, la
valeur de l'excès isotopique de ces produits étant
très nettement supérieure (3,79 %) (tabl. III). Ces
produits proviendraient donc de la fraction 2-20 pm
possédant une valeur d'excès isotopique 15N suffi
samment élevée (3,20 %). Dans ce cas, si la quan
tité d'azote 15 qui s'accumule dans la fraction
0-2 pm (19,2 pg15N.g-1 sol) provient de la fraction
2-20 pm, on s'aperçoit que l'accroissement de
l'énergie de dispersion (méthode B) provoquerait
la disparition de 80 % des microagrégats (19,2/

23,6 chiffres correspondant respectivement à la
quantité d'azote 15 contenu dans la fraction 2
20 pm isolée après agitation dans l'eau et à la
quantité d'azote 15 accumulé dans la fraction 0
2 pm). Ces produits organiques, dispersés de la
fraction 2-20 pm, sont remplacés par ceux disper
sés de la fraction 250-2 000 pm. Les variations
pondérales de carbone et d'azote de la fraction 2
20 pm sont donc apparemment nulles.

Selon cette première hypothèse, les macroagré
gats > 250 pm seraient constitués d'agrégats plus
petits (2-20 pm) libérés par l'augmentation de
l'énergie de dispersion: Ces microagrégats (2
20 pm) remplaceraient ceux isolés par agitation
dans l'eau et détruits par l'augmentation de l'éner
gie de dispersion.

2e hypothèse: le marquage isotopique 15N des
constituants organiques et produits dispersés n'est
pas homogène.

Il existerait dans la fraction 250-2 000 pm des
constituants organiques dont la valeur de l'excès
isotopique 15N est égale à 3,79 %. À partir de
l'équation (i),

QN == Q15N / E % (i) (d'après GUIRAUD, 1984)
on peut calculer la quantité d'azote total (QN)

d'un échantillon connaissant son excès isotopique
(E %) et sa quantité d'azote 15 (QI5N). Dans notre
cas, E % == 3,79 % et Ql5N == 11,7 pg 15N.g-l sol,
la quantité d'azote total serait donc égale à 1,16 /
0,0379 soit 308 pg N.g-I sol. Cette quantité repré
senterait 40 % (308 / 750) des produits originaires
de la fraction 250-2 000 pm et dispersés par l'aug
mentation de l'énergie. Les 60 % restant seraient
formés de produits organiques non marqués. Ce-

TABLEAU IV
Variations des teneurs C, N, 1SN et C-biomasse des fractions 250-2 000 Ilm, 2-20 Ilm et 0,2 Ilm

sous l'effet de l'accroissement de l'énergie de dispersion (méthode B - méthode A)
Variatiolls ofC, N, 15N and biomass-C colllents ofparticle sizefractions 250-2 000 pm, 2-20 pm and 0,2 pm

due ta increasing of the energy ofthefractionation method (method B - method A)

Poids C N C/N 15N C-biomasse
g/g sol en%

Fraction mg/g frac. mg/g sol mg/g frac. Ili/g sol E".i> llg/g sol M/g frac. llg/g sol C frac.
lllm) ---------- ------

250-2000 -0,257 31,40 -8,06 2,90 -750 11 l,56 -11,7 1518 -390 4,8

2-20 0 Imp -2,10 lmp -9 lmp Imp -10,2 imp -197 Imp

0-2 0,186 27,70 5,16 2,70 507 10 3,79 19,2 1355 252 4,9

les chiffres négatifs 1-) Indiquent une diminution, et les chiffres positifs une augmentation.
Imp : calcul lmpossible.
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pendant, la quantité d~azote 15. apporté par ces
composés marqués originaires de la fraction 250
2 000 pm est inférieure à celle accumulée dans la
fraction 0-2 pm (respectivement 1,1'6 et 1,93
pg15N. g-l sol ). Les produits dispersés de la frac
tion 2-20 pm participeraient donc aussi"à l'enri
chissement en azote 15 de la fraction 0-2 pm. Leur
départ est compensé par l'arrivée des produits peu
marqués et originaires de la fraction 250-2 000 pm.
Ceci pourrait expliquer la valeur plus faible de
l'excès isotopique 15N de la fraction 2-20 pm iso
lée par la méthode B, comparée à celle mesurée
dans cette fraction obtenue par la méthode A (res
pectivement 3,20 % et 1,80 %).

Selon cette seconde hypothèse, la méthode B
provoquerait la destruction totale des macroagré
gats constitués de composés organiques fortement
marqués (40 %) et de composés organiques peu
marqués (60 %). Les produits fortement marqués

seraient associés à des argiles et s'accumuleraient
dans la fraction 0-2 pm sous l'effet de la méthode
B. Les composés organiques peu marqués (débris
végétaux figurés ... ) seraient associés à des microa
grégats et isolés dans la fraction 2-20 pm. Selon
cette hypothèse, la méthode B altérerait légèrement
les microagrégats (2-20 pm) obtenus après agita
tion dans l'eau.

Il est très difficile de privitégier une des deux
hypothèses. Mais il faut remarquer que quelle que
soit l'origine et la nature de cette fraction argileuse
dispersée par l'accroissement de l'énergie de dis
persion, celle-ci est très différente de celle obtenue
par simple agitation dans l'eau (méthode A). Elle
est plus enrichie en azote 15 mais le carbone des
micro-organismes est proportionnellement moins
abondant.
Manuscrit accepté par le Comité de rédaction le 5 avril
1993.
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