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l NTRODUOTIO N

Il est incontestable que la r~chesse d'un sol dépend de la

micrOl'lore présente, comme il est vrai que l'augmentation du rendement

des cultures est fonction des disponibilités en aliments organiques et

inorganiques de ce sol. De ce fait, les facteurs d'accroissement de la

valeur agricole d'un sol, sont directement liés aux techniques qui per

mettent d'une part, de mesurer d'une manière aussi exacte que possible,

le transfert des matériaux (carbone, azote, phosphore ••• ) du sol à la

plante et inversement. et d'autre part, de déterminer l'activité enzy

matique spécifique d'organismes communs du sol (bactéries nitrifiantes,

dénitrifiantes. du phosphore, des nodosités etc••• ).

Dans ce mémoire, nous nous proposons de décrire certaines techniques

modernes d'étude de la rhizosphère appliquées dans les laboratoires

de microbiologie des sols :

1- autoradiographie

2- analyse chromatographique. des exsudats racinaires

3- méthodes de perfusion et du flux continu

4- méthodes d'application foliaire

5- dosage des complexes enzymatiques du sol

6- respirométrie
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Ce stage,d'une durée très limitée,a surtout consis~é

en une information sur les différentes méthodes d'autoradiographie

employées par M. KHAU VAN KIEN :

- autoradiographie macroscopique;

- autoradiographie semi-macroscopique;

- histoautoradiographie microscopique.

Principe
il s'agit de faire absorber à des plantules par voie

folia1re,une solution d'orthophosphate marquée au 32p , e t d'examiner

ensuite la plante dans son ensemble et en détail,en décela nt la

radioactivité par les points d'impact obtenus sur une émulsion

photographique.

PROTOCOLE OPERATOIRE

Nous avons opéré sur des plantules d'orge au stààe trois

feuilles;après avoir soigneusement déterré les plants de la serre,on

lave les racines pour enlever la terre aussi complètement que possi

ble,puis on transplante dans des fioles d'erlenmeyer de IOO ml rem

plies aux trois quarts d'une solution minérale. Afin d'éviter toute

contamination directe du milieu, celui-ci a été isolé par plusieurs

feuilles d'aluminium,le pied des plantes étant entouré de coton.Un

tuteur en fil de fer permet de maintenir les plantules dressées.

La.radioactivité est incorporée aux plantes par la voie de l'ab

sorption folia1re,sous forme d'une solution d'orthophosphate marqué

au 32p,de deux façons différentes:

-pour le premier lot de trois plantules,on dépose la.

solution sur les feuilles sous forme de gouttes dont le volume aété

déterminé:I ml donne 52 goutes et contient 0,5 mc(millicurie),il y a

donc environ ra ~c(microcurie) par goutte.
On additionne à 1& solution d'orthophosphate marqué, une solution d'

o albumine collante à volume égal ,pour permettre aux goutes déposées

sur les feuilles,de s'y maintenir.II faut penser à calculer l'acti-.../ ..
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vité du 32p à l'aide d'une abaque.On a.déposé 7 gouttes par feuille,

soit 210 ~c pour le premier pot en 5 heures,9gouttes par feuille soit

270 ~c pour le deuxième pot en 29 heures, 12 gouttes par feuille soit

360 ~c pour le troisième pot en 53 heures.Un quatrième pot non trai

té constitua le témoin.

-Pour un deuxième lot de 3 plantules,on fait absorber la

solution d'orthophosphate marqué et diluée au dixième par de l'eau

distillée,par l'extrémité d'une feuille taillée en biseau et trempant

dans un tube contenant la solution radioactive,pendant respectivement

5 heures, 29 heures et 53 heures.Un quatrième pot non traité consti

tue le témoin.Le passage du phosphore dans les racines et la solution

minérale est grossièrement contr~lé au compteur. On passa alors aux

déterminations autoradiographiques selon les techniques suivantes:

1- AUTORADIOGRAPHIE MACROSCOPIQUE

Quand le temps d'absorption prévu siest écoulé,on extrait

la plantule de son support et on la fixe dans l'azote liquide. Puis on

l'étale entre deux feuilles de papier filtre en ajoutant quelques

gouttes de formol.On place les feuilles entre deux plaques de verre,

doublées de deux plaques de contreplaqué, et on dispose le tout à l'

étuve pour la nuit avec un poids servant de presse.

Le lendemain, on retire la plante qu'on colle ensuite sur une feuille

de papier bristol, en évitant les bavures. On ressèche quelques ins

tants à l'étuve et on passe da ns la chambre noire. En lumière rouge,

on sort le film de son enveloppe, on l'applique sur le papier bristol,

on recouvre le tout avec le papier jaune qui enveloppait la pellicule

et on pique les quatre coins avec une aiguille pour maintenir l'en

semble fixe. Après avoir remis le tout dans l'enveloppe,on place celle

-cidentre deux plaques de verre doublées de contreplaqué avec un poids

servant de presse. On laisse alors la pellicule photographique siim

pressionner pendant un temps variable, fonction de la dose radioactive

absorbée. Puis on la sort de l'enveloppe dans la chambre noire, et on

la passe successivement dans le révélateur, dans l'eau puis dans le

fixateur,pour la développer. On lave à l'eau et on laisse sècher. On

peut alors la rephotographier pour en réduire le format et obtenir une

diapositive ou une photo.
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L~autoradiograph1e macroscopiq~e des plantes séparées du sup

port rend compte de l!absorption du radiophosphore par les feuilles et

de sa migration jusqu'aux racines;;, Le 32p apparait en noir sur la photo

(fig. I).

II~ HISTOAUTORADIOGRAPHIE MICROSCOPIQUE

Après des temps variables d~absorption de la solution d'ortho

-phosphate marqué, on sectionne ~a,tige des plantules au niveau du col

let et on recueille un fragment de .tige, de feuille pour coupe trans

versale, de feuille pour coupe longitudinale, des racines du collet et

des racines terminales, pour chacune des trois méthodes d~inclusion

q,ui seront ainsi comparées:

- inclusion dans du tissu animal et coupe au cryotome;

- inclusion dans lai paraffine et coupe au microtome;

- inclusion dans la cire et coupe au microtome.

I- Inclusion dans du tissu animal------------------------------
Elle est nécessaire pour effectuer des coupes au

cryotome, car le tissu animal enrobe parfaitement l'objet à couper,

lors de Àa, congélation, permettant ainsi d~obtan1r des coupes très

fines. On emploie du foie ou du rein de rat de laboratoire. On inclut

chaque organe à couper entre deux sections planes de tissu congelé,

avec une goutte d'eau pour consolider Àe tout qu'on fixe sur le cy

lindre porte-objet du cryotome. Après congélation on taille l'organe

avec une lame de rasoir et on effectue les coupes à -I9° C à l'aide

du cryotome. On recueille les coupes sur des lames ILFORD.

La préparation des organes à couper est commune.

On les place dans un godet contenant une solution de nitrate de cobalt

pour précipiter le 32p (nitrate de cobalt : I%. formol : I~~. acide

acétique: I%, eau distillée q.s.p. IOOml, pH 4). On dispose les deux

godets dans un dessicateur et on fait le vide toute une nuit pour rem

placer dans les tissus, les bulles de gaz par le liquide. Le lendemain

on enlève le cobalt en excès par passage des organes dans l~eau disti17

.../ ...
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Orge aya nt absor bé 32 p p ar la voie foli aire pass age dans les racines.
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-lée. Le nitrate de cobalt a précipité le 32p sous forme de phosphate

aux endroits de sa localisation.

a- Inclusion dans la cire----------------------
LLcire uti11.~e est soluble dans l'eau.

Caractéristiques commerciames

APL/65 Michrome HP 56° C

WATER WAX for embedding tissues

Edward GURR Ltd

42, Upper Richmond Road West

London, S. w. 14

On prépare 50 ml de diverses ddlutions de cette cire dans l'eau

5% 25% 50% Il 75% et 100%

qu'on fait fondre à l'étuve à 560 C. Puis on passe successivement les

organes à couper 20 minutes dans chaque dilution de 5% à 75%, et une

heure dans la cire à 100% additionnée de 5% de glycérine et de 5% d'eau,

puis une autre heure dans du 100% neuf, en maintenant toujours les godets

â l'étuve à 56° C. On coule la cire à IOOO~ dans un moule disposé sur une

plaque de verre; et on y introduit les organes à couper, d'après un plan

défini à l'avance, à l'aide d'aiguilles chauffées pour faire fondre 10

calementla cire. On laisse refroidir, on marque des repères, et on tail

le le bloc que l'on fixe ensuite au porte-objet du microtome, en chauf~

fant légèrement celui-ci pour fondre localement la cire qui adhèrera aU

support en refroidissant.

On effectue des coupes de quelques microns d~épaisseur, en longs rubans

qu'on dépose sur des lames ILFORD. On dispose les lames sur une plati-

. ne chauffa nte (chauffage doux) pour fondre la cire. Pour améliorer l~

adhérence des coupes sur les lames, on dépose au préalable une goutte

d'une solution d'albumine collante qu~on étale avec le petit doigt. On

laisse les lames rerroidir à température ambiante, puis on les sèche

entre deux feuilles de papier joseph et on les dispose sur une plaque

recouverte de papier joseph, préparation contre le papier, qu'on place

ensuitebà l'étuve â 56° C pour la nuit.Le lendemain les lames sont

prAtes pour l~autoradiographie.

. ..1. . .



On opère

la. lumière,

la paillasse

en lumière rouge dans une chambre noire.

on dispose ses instruments d'après un plan

préalablement recouverte d'une feuille de

8

On passe successivement les organes à cou-

per dans les solutions suivantes:

alcool 500 : 20 minutes

alcool 700 1 20 minutes

alcool 90° l heure

alcool 95° l heure

alcool 1000: l heure

xylol ou toluène 10 à 15 minutes

paraffine molle l heure

paraffine dure 2 heures

Pour obtenir la paraffine molle, on ajoute à la. paraffine du commerce

qui fond à 500 -520 c , 3% d' huile de paraffine; on obtient un mélange

qui,fond à 47° C. La paraffine dure est obtenue en fondant puis en fil

trant la citoparaffine du commerce (Prolabo) qui fond à 56°-58° C.

Puis on coule la paraffine dure dans un moule posé sur une plaque de ver

re enduite d ~ albumine et on inclut les organes comme pour la cire enns'

aidant d'aiguilles chauffées et d~après le m~me plan d'inclusion.On mar

'que des repères et on laisse refroidir avant de tailler le bloc et de

fixer les différentes parties sur les porte-objets du microtome comme

pour la cire. On colle les rubans de coupes sur des lames 1LFORD avec

quelques gouttes d'albumine collante et d'eau distillée, et on sèche après

égouttage, sur une platine chauffante. On élimine ensuite la paraffine

par passages successifs des lames dans le toluèza, la série décroissante

des alcools et l'eau.

Le~ trois séries de lames étant pr~tes, on va procéder à l'opé

ration la plus délicate : !~~~!!!~!~~_~!_!~~~~!~!~~_p~~~~~~!P~!g~!_~~

les lames.----------

Avant d'éteindre

bien établi, sur

papier noir:
_ face à soi, un cube de verre qui servira de support pour l'opéra-

tion;
_ à sa gauche, un chiffon, une platine chauffante portant une spatule

...1..•
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et une grande boite de ~étr1 remplie d~eau portée à 410 C et dans laquel~

le on place la boite d~émulsion, une cuvette d'eau chaude;
• à sa droite, un cristallisoir contenant le rouleau qui servira à

'taler l'émulsion sur les lames(celui-c1 est creusé d'une encoche de 25

o microns et possède un butoir servant à obtenir un déplacement parallèle),

une bo~te pour ranger les préparations.

Après s'~tre accoutumé au noir, on ouvre la bo~te d~émulsion; celle-ci

es t solide et sec présente sous la forme de petits macaronis (référence

commerciale: ILFORD, nuclear research Emulsion in gel form, émulsion

type G 5 -ESSEX-England). On la porte au bain-marie à 410 c. Puis on pose

la première lame sur le support et on y dépose une goutte d'émulsion

prélevée à l'aide de la spatule, et on l'étale rapidement avec le rouleau.

On dépose alors la lame sur la paillasse pour permettre à l'émulsion de

sècher et on recommence liopérati?~avec les lames suivantes. Après sè

chage, l'épaisseur de l'émulsion e~t finalement réduite à 6 microns. En

fin d~opération on range les lames ~ans leur boîte qu'on emballe dans du

papier noir pour mieux les protéger<de la lumière. On place les bo~tes

dans un réfrigérateur pendant une durée variable, pour permettre l'im

pression de l'émulsion photographique par le rayonnement du 32p•

Il ne faut pas oublier de contr8ler l'émulsion avant usage: on doit ob

server moins de 20 grains au microscope, grossissement 1000, dans le

champ~ , après étalement sur une lame et fixation.

Toujours en chambre noire, on développe l'émulsion par passages successifs

des lames dans :

- révélateur D 76 3 à 5 minutes;

- eau : rinç age ;

- fixateur : 10 minutes.

Puis on les lave à l'eau et on les sèche; on les colore ensuite à l'éry

throsine ou au bleu de toluidine, on les monte au beaume du canada ou au

sirop d'apathy. On observe au microscope et on photographie : le radio

phosphore apparait sous forme de points ou de t~ches noirs(fig.2-3-4-5 & 6)
r :

r ,

.../ ...
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Fig. 2 - UTO ADI G APHI E H G SCOPI QUE

Se c t i o n longi t udinale de f euille d ' Or g e

Abs or p t i on r aci naire .

inclusion à l a cire.
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Se ct i on l ongi tudi nale de r a ci ne d l r ge

Abs or pt i on racinaire.

i ncl usio n à l a cire.



Fi g . 5- AUTORADIOG APHI E MI CROSCOPIQUE

Section tra nsversale de racine d' Or g e ; inclusio n dans du foie

d' a lilmal et coupe au cryostat.

Absorp ~ion racinaire.
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S e c t i o n t r ansver s a le de r a cin e d ' Or g e ; i n c l us i o n à l a cire.

Abs orp t i o n r a c i na i r e .
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III. AUTORADIOGRAPHIE SEMI-MACROSCOPIQUE

Cette méthode, qui a fait l'objet d~une publication par

KHAU VAN KIEN a u colloque de Vienne sur l'emploi des radioisotopes

dans 1es études phytotrophiques et phytophysiologiques. 5 - 6vseptem

bre 1966, m'a seulement ~t~ expos~epar son auteur. Elle a pour but d'~

tudier l'exudation racinaire dans le sol après absorption foliaire de
32P • La principale difficulté d'une telle étude est d'obtenir des cou-

pes histolog1q~es non perturbées de liassociation radicelles-sol, sachaat

que ce dernier est constitué par des particules de taille et de dureté

variables. Il faut donc préparer des milieux de culture artificiels,

sans grains durs, mais possédant une structure poreuse aussi semblaèle

que possible à celle des sols naturels.

Les milieux de culture utilisés par l'auteur, sont à base de kaolin ou

d'autres argiles, finement pulvérisés et tamisés. Ces matériaux sont

ajoutés progressivement à l'eau avec un nouet de gaze pour éviter la

prise en masse. Après plusieurs lavages par décantation. on égoutte au

maximum. A la p~te épaisse on incorpore. à raison d'une partie pour dix

de terre humide en volume, une solution aqueuse de gélatine à 10% ad

ditionnée de milieu de KNOPP à concentration convenable. le taux de

phosphate étant réduit au I/IOe• On méla~ et brasse longtemps pour

incorporer le maximum d'air. Il en résulte une p~te épaisse et onctu

euse. dont on remplit des pots en polyéthylène de 50 ml. On sèche

jusqu'à consistance ferme, mais souple. une légère pression du doigt

devant laisser un creux. La masse.~démoulée est fendue par le milieu; on

y insère les racines de la plante~à étudier. puis on ressoude les deux

bords de la fente. Les racines qui se développeront ensuite restent à

proximité du plan de séparation repéré sur la paroi du pot. Les pots

sont disposés dans des conditions, climatiques convenables. Les plan

tules germées sur sol naturel ont été prélevées avec précaution, la

vées soigneusement à l'eau, puis partiellement stérilisées par trempa

ge de quelques secondes dans l'éther éthylique. Ce traitement laisse

suffisamment de germes pour qu'une flore se reconstitue au contact des

racines après 8 à 10 jours.
Quelques jours après la transplantation, une solution diorthophosphate

mar~é au 32p est déposée sur les;·feuilles sous forme de gouttes. Ce

radioélément a été choisi surtout en raison du fait que 1& fraction

..•1•.•
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organique des exsudats racinaires est composée principalement de glu~

. cides phosphorés. de phospholipides. de protéines phosphorées, d'aci

des aminés en relation avec des carbonyl-phosphates, etc •••

Afin d'éviter toute contamination directe du sol. on l~isole par plu

sieurs feuilles d'aluminium, le pied des plantes étant entouré de coton
vaselin~ et 1& base des pétioles, badigeonnée de silicone. Le paeeage

du phosphore dans les racines et le sol est grossièrement contr~lé au

compteur. Puis, après un temps donné, la plante est rapidement conge

lée dans son pot par l'azote liquide.

Après retour progressif à une température de -2fJ C.

on dépote et taille grossièrement le bloc de terre pour lui donner la

forme d'un parallélépipède rectangle dont l'une des faces est paral

lèle au plan des ra cines. On sépare les feuilles.

Un moule métallique rectangulaire d'un volume environ 4 fois plus

grand que celui du bloc et de hauteur légèrement inférieure à celui-ci,

est placé sur de l'azote liquide. Le bloc est déposé au milieu du moule

le plan des racines étant horizontal et légèrement au-dessus du bord du

moule. On verse très lentement dans le moule de l'eau qui se congèle

au fur et à mesure, jusqu'àn ce que le bloc soit complètement inclus

dans la glace. Le moule est ensuite fixé sur un support solide entre

deux pains de carboglace; on rape le bloc de glace au moyen d'une frai

seuse électrique ou~ à défaut, d'une rape à métaux, périodiquement re

froidie, jusqu'au plan des racines. La surface est ensuite polie avec

du papier filtre ou un chiffon propre, puis nettoyée à l'éther de pé

trole. On pratique une autoradiographie sur film kodirex protégé par

une feuille de mylar de 6 ~ d'épaisseur, la préparation étant maintenue

sous presse à l'obscurité, à -200 C, pendant 6 à 13 jours selon la, dose
de ,32p•

Cette méthode ne eenseigne que très imparfaitement sur la localisation

du phosphore dans les racines et le milieu environnant en raison de la

faible probabilité de trouver une racine allongée dans le plan de l'uni

que section obtenue pour chaque plante. Le radiophosphore apparait sous

forme de taches ou d'amas irréguliers, correspondant à l'intersection

de racines avec le plan d'observation ou à des exsudats.
. .•1•••
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Les pots sont congelés à ~ 28° C, pendant une

heure au lI.oins.On revient comme précédemment à une température moins

basse (0:- 20 C environ. ) pour prélever les échant:Ulons. Le Dd1ieu de

cultldte conge1é est découpé en petits parall.él.épipèdes (Ix lJeO.5 cm envi

ron) dans les zones des grosses. moyennes et petites racines diaprés le

repère. Les fragments taillés en tronc de ~amides sont fixés sur les

porte-bl.ocs du cryotome et ramenés à la teapérature de - 28° C. Des cou-. "

pes d~épaisseur régulière de 5 à 8 ~, sont obtenues ensuite au voisina-

ge de -I7° Ct et recueillies sur des lames 1LFORD enduites extemporané

ment de colle à l'albumine pour augmenter l'adhérence. On parachève

l'étalement en pressant sous papier filtre. Aptès sèchage à l'air, on

recouvre les coupes de procelloidine (3 couches d'une solution à 1%

d'alcool éther). L'émulsion coulable G5 1LFORD est alors étalée à l'obs

curité avec un rouleau de 25 p. Les coupes sont ensuite conservées à l'

obscurité et au froid (00 C pendant 15 à 20 jours). Après développement.

les ~ames sont montées avec du sirop d'apathy. on peut aussi les colorer

à l'érythrosine ou au bleu de toluidine avant le montage.

C'est cette méthode qui fournit le plus d'images intéressantes de la

distribution du radiophosphore dans les racines et de son exsudation

dans le milieu, grace au grand nombre de coupes autoradiographiques qu'

elle permet d'examiner au microscope pour chaque plante. On peut exa

miner des plantes cultivées sans précaution d~aseptie, pour voir les

bactéries ou autres microorganismes en relation avec les exsudats.

3- Conclusions de l'auteur-----------------------

Dans les racines de grand diamètre, on'peut obser

ver sur leurs sections longitudinales, obliques ou transversales une

concentration de la radioactivité particulièrement importante dans la

zone centrale, surtout dans les vaisseaux du bois (fig. 7). La locali

sation du radiophosphore est plus diffuse dans les cellules du paren

chyme cortical, mais plus marquée au niveau des noyfaux•

.../ ...
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Fi g . 7 - AUTO .A IO G:?APHIE ! IC_OSCOP IQUE

Rac i ne s en pla c e da n s le s o l a ve c e xs uda t i o n d 3
2 p dans l ee

ili e u amb iant ; co pe a u cryos t a t .



o

13
Aux points d'émission des radicelles, les zones corticales des grosses

racines sont fréquemment plus marquées. Les localisations les plus

intéressantes se voient au niveau des radicelles et des zones termi

nales des racines où le 32p est moins concentré, ce qui facilite les

observations histologiques et cytologiques. La migration du phosphore

n'apparait pas continue dans la longueur des racines, mais semble

résulter de pulsations plus ou moins périodiques.

-
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1- Matériel et Méthodes

1- Obtention des exsudats racinaires---------------------------------

La méthode consiste à cultiver stérilement des plan

tules sur du sable et à recueillir les exsudats racinaires par lavage

du support à l'eau distillée. Nous avons utilisé des semences de MILLET

Panicum miliaceum L., var. "Hanàckè" , récoltées en 1966 en Tchécoslo

vaquie.

On prépare tout d'abord le sable en le la

vant dans une solution concentrée d'acide chlorhydrique, puis en le rin

çant trois fois de suite dans de l'eau distillée. On le sèche ensuite à

l'étuve à 1050 c. On répartit le sable dans des fioles d'Erlenmeyer de

500 ml et on l'imbibe d'eau distillée, de façon à l'amener à 60% de sa

capacité maximum de rétention. On stérilise trois fois de suite à l'au

toclave à 1200 C pour détruire efficacement toutes les spores. On sté

rilise d'autre part à l'étuve de poupinel les boites de verre cylin

driques requises (diamètre 14 cm, hauteur 10 cm) munies de leur couver

cle. Puis on dispose stérilement dans chaque boite, une couche de sable

humidifié.

b- Stérilisation des semences--------------------------
Cette méthode, préconisée par KORENJAKO,

consiste tout d'abord en un lavage soigneux et prolongé des graines à

l'eau du robinet, en él'minant celles qui flottent ou s'agglomèrent en

tre elles pour former des 'grappes. Puis on les stérilise dans une fiole

d'Erlenmeyer de 2 L, contenant l L d'une solution aqueuse stérile de

HgCL2 à 0,1% , pendant 15 à 20 minutes, en agitant de temps en temps.

On les lave ensuite plusieurs fois avec de l~eau distillée stérile pour

faire dispara1tre toute trace dé mercure, et on les transfère stérile

ment dans les boites de verre, à raison d~environ 500 graines par boite•

..•1. . •
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On les étale uniformément sur toute la surface et on répartit une fine

couche de sable humide par dessus. On place alors les boites dans une

serre à 25-300 C. en ayant soin de les humidifier chaque jour avec de

l'eau distillée stérile.

c- Récolte des exsudats rac1na1ree

Après 12 jours, quand les plantules ont

atteint le couvercle des boites, on sépare l'ensemble en deux lots:

-premier lot: on enlève les couvercles et on laisse les plantules

se dessècher jusqu'à un degré qui leur permettra cependant de repartir

après humidification. Cette rehumidification est faite avec de l'eau

distillée s;érile et les plantes sont laissées ainsi pendant une période

n'excédant pas 12 heures. Puis on opère comme pour le deuxième lot.

-deuxième lot: les couvercles des boites ne sont Stés que lors de

la récolte des exsudats. Pour cela, on enlève systématiquement tous les

résidus des graines et la partie aérienne des plantules, et on lave le

sable avec les racines sur un filtre bUchner sous vidé, avec roo à 200

ml d'eau distillée stérile.Le filtrat sera utilisé pour laver successi

vement le sable de toutes les boites. En fin d'opération, on a ainsi

recueilli 500 ml d'un liquide brun-orangé pour les II boites du premier

lot et environ 350 ml pour les 8 boites du deuxième lot. Ces deux solu

tions qui contiennent les exsudats racinaires, sont centrifugées s épa

rément deux fois de suite pendant jO minutes à 4.000 tours/minute.

On recueille le surnageant et on élimine l'eau par lyophilisation (con

gélation dans l'éthanol à -400 C puis sublimation par vide de 0,1 mm de

mercure pendant 20 heures).

Le résidu est broyé dans un mortier d'agate et conservé dans un flacon

à couvercle rodé. dans un dessicateur contenant de la potasse en pastilles.

Le m~me procédé peut 8tre appliqué au sable non planté pour contrSler

l'absence de matière organique.

.../ ...
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2- Analyse des exsudats racinaires-------------------------------

On doit détBrminer les données suivantes:

- humidité (poids sec)

- substances minérales (cendres)

- substances réductrices

- azote total.

Les acides volatil~s sont directement déterminés dans la solution obte

nue après lavage du sable, avant évaporation de celle-ci. Tous les au

tres corps sont estimés par des méthodes chromatographiques.

On peut estimer le pourcentage d'exsudats racinaires par rapport

- au poids sec de la partie aérienne des plantes qu'on obtient

après séjour d'une nuit à l'étuve à 1050 Ci

- au poids sec de racines qu'on obtient après lavage et élimi

nation du sable, et séjour d'une nuit à l'étuve à 1050 C ;

- par plante en comptant le nombre de graines germées.

Il suffit dans les deux premiers cas, de faire le rapport des deux poids

secs. On trouve habituellement pour le blé ou l'orge, un rendement de

0,5 mg par plante, ce qui représente 7 à 10% du poids sec de la partie

aérienne.

Avant de commencer le fractionnement des exsudats racinaires, on prépare

6 chromatogrammes avec du papier Whatman ~I .11 faut avoir soin de re- .

couvrir la paillasse avec du papier filtre et de porter des gants de

plastique. Les chromatogrammes sont découpés dans le sens de la largeur

de la feuille de papier Whatman et ont27 cm de large. On trace au crayon

une ligne à ~ cm du bord supérieur, et une autre à 3 cm du bord inférieur

qui va servir de base à la découpe de l'extrémité en 9 triangles de 3 cm

de base (-fig.8). On lave les chromatogrammes à l'eau distillée pendant

une nuit par chromatographie descendante.

a- Fractionnement des exsudats racinaires en familles--------------------------------------------------

Avant de pouvoir analyser la composition

des exsudats par chromatographie sur papier, on doit les fractionner par

échange d'ions en trois familles de composés 1

...1...
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- acides aminés

- acides organiques

- glucides •

Principe: lOO mg d'exsudats racinaires sont dissous dans 20 ml d'eau

distillée, puis séparés par passages successifs sur deux colonnes conte

nant chacune une réa~ne échangeuse d'ions d~fférente (f~g.9) :

-en substances adsorbées sur résine cationique (catex),

-en substances adsorbées sur résine anionique (anex),

-en substances neutres non adsorbées sur les deux résines.

Les deux premières fractions sont ensuite recueillies par élution.

Solution d'exsudats

racinaires

!
ZEROLlT 225 (catex)

Passage, lavage à l'eau distillée

1
ELUAT(l)

ZEROLlT FF (anex)

1

Elution par

NB40H l2,5%

lavage à l'eau distillée

Passage,lavage à l'eau distillée

!
ELUAT(3)

lavage

Elution par

CH
3COOH

6N

à l'eAu distillée
~

ELUAT(4) ELUAT(2)

(Glucides) (Acides organiques) (Acides aminés)
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'" -Les acides aminés .----------------- sont isoles sur la résine catio-
nique Zerolit 225 (identique à la Permutite 50),acide "fort" dont le

groupe actif est C6H4S03H
(fabriquant:United water softeners,Gunners

burg ave.,Londres W4). Cette résine est mise sous forme de sel de sodium

avant usage,par la méthode suivante:

on la'place dans une fiole d~Erlenmeyer contenant 150 ml d'une solu

tion aqueuse de soude à 4% et on la laisse macérer pendant une nuit, puis

on la lave avec 300 ml d'eau distillée(le pH final est 6,0 ). On élimine

l'eau et on ajoute 150 ml d'une solution aqueuse d'acide chlorhydrique

à 4% qu'on laisse en contact 3 à 4 heures avec la résine, puis on lave à

nouveau à l~eau distillée jusqu'à obtention d'une réaction négative avec

le nitrate d~argent(plus d'ions Cl).

La vitesse de passage de la solution aqueuse renfermant les exsudats

racinaires doit ~tre d'une goutte toutes les 15 à 30 secondes.

L~éluat (1) est recueilli dans une fiole d~Erlenmeyer de 500 ml et passé

après lavage de la résine cationique par 50 ml d'eau distillée, sur la

colonne contenant la résine anionique.

Les acides aminés sont élués par 100 ml d'une solution aqueuse d~ammoni

aque à 12,5% et on lave de nouveau la colonne avec 50 ml d~eau distillée.

L'éluat (2) est transféré dans une capsule et évaporé dans un courant

d'air chaud obtenu avec une lampe à infra-rouge et un ventilateur,jus

qu'à obtention d'un résidu sec.

~ -~~~_~~!~~~_2~~~~!g~~~sont adsorbés sur la réaine

anionique Zerolit FF (identique à la Déacidite FF), base "forte" à grou

pe ammonium quaternaire N(CH3~3+Gl~ (fabriquant: UWS). On doit mettre

cette résine sous forme de formiate avant usage:

l'échangeur sous forme de chlorure, tassé dans la colonne de verre,

est lavé par un lent courant de 5 ml de solution (3M) de formiate de so

dium (20,4 g dans 100 ml d~eau), jusqu'à disparition de toute trace de

chlorure dans l'éffluent, puis le sel est éliminé par lavage à l'eau

distillée (100 ml). Juste a.ant l'emploi, l'échangeur est lavé par 50 ml

d'une solution (6N) d~acide formique (31,2 ml d~acide à 85% dans 100 ml
d'eau). puis à l'eau distillée jusqu~à neutralité.
Après passage de l'éluat (1) sur la colonne et lavage par 50 ml d~eau

distillée,on tiransfère l'éluat (3) qui en résulte, dans une capsule et

on évapore comme précédemant.

. ..1...
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On élue ensuite les acides organiques retenus par l'échangeur anionique

par une solution (6N) d'acide formique, et on lave à nouveau avec 50 ml

d'eau distillée. Puis on transfère cet éluat (4) dans une capsule pour

l'évaporer.

1 -~!!~-§!~~!~!~ sont localisés dans l' éluat (3), so

lution neutre recueillie après passagœlibreset successifs sur les deux

échangeurs.

Remarque: on peut également employer d'autres types de résines:

acides "forts"

bases "fortes"

Amberlite IR 120

Dowex 50 (standard)

Amberlite IRA 400

Dowex l (standard)

...1...

On recueille ensuite chaque résidu d'évaporation dans un petit tube

étiqieté, à l'aide de 2 ml d'une solution aqueuse à 50% d'éthanol. On

dissout le résidu avec un agitateur de verre en employant 0,5 ml de

solvant à chaque fois. Les solutions ainsi obtenues sont conservées au

réfrigérateur, et pr~tes à 3tre analysées par chromatographie sur papier.

On opére par chromatographie descendante dans des

enceintes de verre. Chaque famille de composés est analysée sur un chro~

matogramme différent, qu'on dispose dans des enceintes distinctes conte~

nant un solvant approprié. Sur la ligne tracée au crayon sur le papier

chromatographique, on dépose en des points équidistants, à l'aide de

micropipettes, deux quantités différentes des deux solutions à analyser,

et deux ou trois solutions standard de composés à Rf connu.

-Les acides aminés sont déterminés dans la fraction-----------------
adsorbée sur la résine cationique.

u On dépose sur le chromatogramme 50 ~ et 100 pl de la solution à analy

ser. Les solutions standard sont réalisées pour chaque composé à la con

centration de 0,5% dans une solution 4queuse à 50% d~éthanol. On dépose

sur le chromatogramme 2 ~ de chacune des solutions standard suivant le

plan ci-dessous:
-solutions standard l

cystine
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asparagine

citrulline

acide glutamique

proline

acide ~amino-butyrique

valine

iso-leucine

-solutions standard 2

lysine

acide aspartique

sérine

hydroxyproline

cl..-alanine

proline

methionine

phenylalanine

-solutions standard 3

ornithine

arginine

glutamine

glycocolle

thréonine

proline

tyrosine

leucine

On prépare habituellement 5 ml de solution pour chaque corps et on les

conserve au réfrigérateur dans des petits tubes à essai étiquetés.Il faut

contr~ler leur pureté avant usage, par l'absence de trouble.

Nous avons donc 7 points de dép~t sur le chromatogramme, 3 pourles solu

tions standard et 4 pour les solutions à analyser. On dispose le papier

dans l'enceinte de chromatographie qui contient dans le fond comme dans

le bac dans lequel trempe le sommet du chromatogramme, le m@me solvant

û dont la composition est:

n butanol 4 parties

acide acétique l partie

eau distillée l partie

. . .1. . .



22

Le chromatogramme est placé 4 fois de suite dans l'enceinte. le front

du solvant devant dépasser chaque jours celui de la veille pour séparer

nettement les composés, .ce qui demande 7 à 9 heures. La vitesse de dépla-

. cement du solvant dépend de la température dont l'optimum est de 20P C.

Le chromatpgramme est ensuite suspendu dans la haute et sèche durant la

nui t , La révélation se fait par simple passage du chromatogramme dans une

solution à 0.2% de ninhydrine dans l'acétone. Puis on le suspend pour

évaporer l'acétone et on le sèche quelques minutes à l'étuve à I05° C.

Tous les acides aminés réagissent à froid habituellement au bout

de 3 heures et donnent des taches pourpres sauf pour certains comme la

proline (jaune) et l'asparagine (marron). Si un corps se colore après

chauffage mais non après être resté une nuit à température ambiante. ce

n'est certainement pas un acide aminé en~.

Les acides forts fumants (HCl. HN0
3

) affectent la stabilité de la colo

ration par la ninhydrine:les taches bien formées p~issent et celles

qui se forment n'apparaissent pas complètement. Cet effet est annulé par

l'incorporation de pyridine dans le révélateur

Un chromatogramme révélé à la ninhydrine peut ~tre préservé comme suit:

on trempe le papier dans une solution de nitate de cuivre (I ml d'

une solution à~ueuse saturée de nitrate de cuivre dans IOO ml d~éthan01

absolu + 0.2 ml d'une solution ~queuse à IO% de HN0
3

); la coloration

tend vers un rose-rouge qui est stable pour plusieurs mois.

On localise les taches au crayon et on photographie le m~me jour, après

avoir découpé le chromatogramme pour en réduire la surface.

Si on décèle la présence de sels sur le chromatogramme. il faut dessaler

la solution avant de recommencer la chromatographie. Pour cela, on place

l'échantillon liquide dams une petite coupelle de verre, en évitant d'

entrainer le dé~t qui s'est formé au fond du tube. On évapore la solu

tion sous une lampe à infra-rouge avec ventilation, et on extrait le ré

sidu cinq fois de suite avec 3 ml d'une solution 6N (24%) d'acide chlor

hydrique à 5% (3 ml) dans 60 ml d'acétone. On transvase dans une autre

coupelle de verre en évitant d'entrainer le précipité de sels. On ajoute

0.5 ml d'eau distillée et on évapore comme précédemment. Quand il reste

3 ml environ. on ajoute l ml d'eau distillée pour s'assurer que tout le

chlore est bien éliminé. Puis on extrait le résidu avec 1.5 à 2 ml d'une

solution aqueuse à 50% d~éthanol; on peut alors recommencer l'analyse

chromatographique.

. ..1. .. '
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-~~~_~~!~~~_~~~~~g~~~ sont déterminés dans la
fraction adsorbée sur la résine anionique. On dépose 100 pl et 150 pl

de cette fraction sur le chromatogramme, ainsi que les solutions stan

dard suivantes:

-solution standard l

acide citrique

malique

glycollique

lactique

malonique

fumarique

-solution standard 2

"li 1la

acide citrique

tartrique

malique

lactique

fumarique

-solution standard 3 :

acide oxalique

malique

glycollique

lactique

succinique

fumarique

10 JÙ

30 pl
10 )11

Le solvant de chromatographie , n butanol/acide formique/eau distillée

( 4:1:5), est placé dans une ampoule à décanter d'un litre et laissé re

poser une nuit, après agitation vigoureuse. Le surnageant, solution pure

et claire, est placé dans le bac, et la solution trouble inférieure,

dans le fond de l'enceinte à chromatographie, pour saturer l'atmosphère

en .àbanol, et éviter ainsi une diminution de sa concentration dans la

phase aqueuse. On élue le chromatogramme deux fois de suite pendant 7 à

9 heures et on le révèle en vaporisant la solution suivante, qu'il faut

préparer avant usage:

-glucose 5g

-éthanol absolu 50 ml

-eau distillée 50 ml

-aniline 5 ml

..•1..•
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On sèche pendant quelques minutes à l'étuve à 1050 C, tout en surveillant

pour que le papier ne prenne pas une teint brune.

~-~~~_~!~~!~~~ sont déterminés dans la fraction neu

tre des exsudats racinaires. On dépose 25 et 50 pl pour chaque solution,

et en deux points, les solutions standard suivantes:

-solutions standard l :

raffinose 10 )Ù

saccharose

maltose 5fl
galactose

glucose

fructose

ribose

xylose

rhamnose

-solutions standard 2 :

maltose 5pl
galactose

glucose

arabinose

xylose

ribose

rhamnose

desoxyribose

-solutions standard 3 : (occasionnellement)

identique à SI sans saccharose ni maltose, mais avec cel-

lobiose.
Toutes ces solutions sont aussi à 0,5% dans une solution aqueuse à 5~~

d' éthanol.
Le solvant est obtenu comme pour les acides organiques en mélangeant les

composés suivants: n butanol/pyridine/benzène/eau distillée dans la pro

portion (5:3:I:}). Le surnageant est utilisé dans le bac et la solution

inférieure, dans le fond de l!enceinte.

Le chromatogramme est développé quatre fois de suite pendant 7 à 9 heures,

et révélé par trempages successifs dans des bacs métalliques contenant

les solutions suivantest

...1...
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2.5 ml d~une solution aqueuse saturée de N0
3

Ag + 1000 ml acétone:

une minute;

- après sèchage de 5 minutes, dans 23 ml d'une solution à 55% de

NaOH + 1000 ml éthanol absolu, jusqu~à ce que les taches deviennent noi

res: 3 minutes environ;

-puis tdut de siite dans une solution ~queuse à 5% de NH40H jusqu'à

ce que le papier s'éclaircisse;

-puis dans une solution aqueuse à 200~ de Na2S203
pour fixer la colo~

ration : 5 minutes;

-on lave enfin le chromatogramme dans un bac rempli d~eau du robi

net, sous un mince filet d~eau. On la isse sècher plusieurs heures. à tem

pérature ambiante. Les taches sont très brunes à noires.

cr-~~~_!~!~~~_~h~~~!!g~~~peuvent 3tre déterminés
da/hs la fraction a,dsorbée sur la résine an'onique;c'est la technique

qui a été employée ici.

Une méthode plus efficace consiste à les extraire par l~éther dans la

solution initiale des exsudats racinaires(cf. SMITH, Chromatographie

Techniq~JI958). Comme les acides phénoliques sont solubles dans l'éther,

l'acétate d~éthyle, etc•••• on prépare une simple extraction à l'éther.

ce qui élimine tous les ions minéraux, les composés aminés et les autres

corps non solubles dans l'éther. On peut aussi évaporer l'extrait puri

fié et le concentrer 10 à 20 fois; on réduit ainsi à 100 ~ la quantité

à appliquer sur le chromatogramme. Dans un simple extrait à l'éther. on

obtient également des phénols non acides. On les élimine en séparant l'

éther de la solution fortement alcalinisée. puis cette dernière est aci

difiée et extractée de nouveau par l'éther. Ce second extrait contien-

dra tous les acides organiques solubles dans l~éther. c'est à dire les

acides phénoliques, les acides aromatiques simples. les acides indoliques

et la plupart des corps conjugués de ces composés. Puis. si on doit détec

ter les acides phénoliques, on emploie une solution alcaline de sel de

diazonium; pour détecter les acides indoliques, on emploiera le séactif

d'Ehrlich.

Méthode d'extraction

- On additionne à la solution contenant les exsudats

racinaires 5 ml de chloroforme et 5 ml d'acide acétique glacial; ce der-

nier est ajouté pour p~éven1r toute oxydation alcaline des phénols, par~

. . .1..•
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ticulièrement des polyphénols.

-On dispose 20 à 35 ml de la solution dans un large

tube bouché, puis on refroidit à 00 C et on ajoute une quantité suffisante

de NaHC0
3

de façon à obtenir une concentration finale de 2% 8 On extrait

alors cette solution trois fois de suite par 1/3 de volume d'éther dépour

-vu de pero~de, ou d'acétate d'éthyle. Chaque tois, on pipette la cou

che d'éther et on la rejette; elle contient cependant les phénols non

acides et les amines qui pourront aussi ~tre détectés.Quelque8-fois des

précipités peuvent apparaitre , mais on peut facilement les éliminer par

l'addition d'un ml d'éthanol en agitant une fois.

-Puis on ajoute à la solution alcaline 1/3 de volume

d'éther pour éviter la formation d'écume et pour dissoudre tout composé

phénolique qui pourrait précipiter et se coller sur les parois du réci

pient. On l'acidifie ensuite à pH a avec une solution (5N) d'H2S04 et on

la sature avec ~n sel , soit (NH4)êS04 à la concentration de 50 gl100 ml

soit NaCl avec 25g/100 ml; le premier est le plus satisfaisant pour pré

venir la formation d'émulsions.

-On extracte la solution acide avec trois fois 1/2

volume d~éther, qui pourra contenir 25% d'éthanol pour accroltre la solubi

-lité conjuguée. Après chaque agitation et séparation des phases, tou

jours dans le m~me tube, on pipette la couche d~éther dans un petit bé

cher et on l~évapore à l'aide d~un courant d~air froid. Ainsi chaque VQ

lume d'éther est évaporé pendant qu'on obtient le valume suivant.

-On dissout le résidu sec dans une solution dlétha~

nol à 95% ou d~acétate d'éthyle, en utilisant 1/10e du volume initial de

la solution.

Autres méthodes : au centre de Pédologie-biologique de Nancy-Vando.uvre,

on emploie deux méthodes d~extraction :

-extraction continue à l'éther
,----------------~------.-----

On acidifie la solution (pH 2) par H2S04 ; l'extrac7

tion à l~éther est effectuée pendant 16 heures dans un appareil qui per

met une extraction en continu (fig. 10), avec enrichissement des produits

solubles dans l~éther et recyclage de l!éther.

. ..1..•
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-Extractions successives à l'acétate d'éthyle---------------------------------------------
On mélange dans une ampoule à décanter de 100 ml, 20 à 30

ml de la solution acidifiée (pH 1) par HCl N ou 2N, avec le m~me volume

d'avétate d'éthyle. Puis on agite pendant une minute et on récupère le

tout. Il faut recommencer l'opération trois fois de suite; s'il y a ap

parition d'une émulsion, on laisse décanter et on élimine la phase sur

nageante, en reprennant l'émulsion par une petite quantité d'acétate d'

éthyle. Il faut ensuite éliminer les traces d'eau dans une fiole d'Erlen

meyer hermétiquement bouchée, avec une pincée de S04Na2 anhydre, par agi~

tation. Puis on filtre et on concentre à 25-50 ml ; la solution est alors

pr.te pour la chromatographie.

On emploie habituellement les quatre standards suivants. en 4

points différentà :

-acide ortho-coumarique

-acide pa ra-coumarique

-acide férulique

-acide para-hydroxybenzo!que

à raison de 10 Fl par standard, et à la concehtration de 0,5% dans l'étha

nol à 95%.
Le solvant de chromatographie a la composition suivante: n-butanol/pyri

dine/eau (140:30:30). Le chromatogramme est développé une seule fois en

7 à 9 heures.
On révèle avec l'acide diazoto-sulfanilique ,de la façon suivante:

25 g d'avide sulfanilique sont dissous dans 125 ml à 10% de KOH.

Après refroidissement, on ajoute 100 ml à 10% de NaN02• On agite puis on

place dans une ampoule à décanter. On laisse ensuite couler goutte à gout

te la solution dans 40 ml d~HCl (densité 1,19) dans 20 ml d'eau froide,

tout en agitant. La température de la réaction ne doit pas dépasser 80 C.

Dans le fpnd, on recueille les sels diazo!ques qu'on lave avec de l'eau

distillée à 3-40 C, deux ou trois fois, puis avec l'éthanol refroidi, et

enfin à l'éther refroidi. Puis on dessèche à l'air à température ambiante.

Ces sels sont stables si on les conserve dans un flacon teint et en chamb~

froide plusieurs mois.

On dissout ensuite 0,1 g de ces sels avant usage, dans 20 ml ~ 1~~ de

O révèle par vaporisation. Les colorations
solution aqueuse de Na CO .• n

. 2 3

...1.•.



des solutions standard sont les suivantes:

-acide ortho-coumarique

-acide para-coumarique

-acide férulique(4-0H-3-methoxy cinnamique)

-acide para-hydroxybenzo!que

II- Résultats et discussion

orangé

rouge

violet

jaune

28

Pour le premier lot d'environ quatre mille semences dont on

n'a pas dessèché les plantules, nous avons obtenu 0,2 g d'exsudats raci

naires poids sec, ce qui représente une sécrétion moyenne de 0,05 mg par

graine. Le deuxième lot de cinq mille cinq cent semences dont on a des

séché puis rehumidifié les plantules, a fourni 0,3 g d'exsudats racinai~

res, ce qui représente une sécrétion moyenne de 0,0545 mg par graine.

Dessication et réhumidification ont donc entrainé un léger accroissement

de la quantité d'exsudats racinaires, qui est toutefois dix fois plus

faible que pour le blé.

Les acides aminés identifiés sont donnés dans l'ordre

croissant de leur Rf. Ceux qui ont le m~e Rf, sont placés entre paren

thèses (fig. II)

ornithine

arginine (lysine, asparagine)

glutamine (citrulline)

acide aspartique (sérine)

glycocolle

acide glutamique

«-alanine

méthionine (valine)

phenylalanine

leucine (isoleucine)

Pour obtenir une identification plus complète, il aurait fallu faire uns

analyse chromatographique bidimensionnelle. Nous pouvons quand m~me cons-

...1...
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tater une nette différence quant à la quantité entre les lots avec et

sans dessicition.Il nous a fallu dessaler la fraction cationique car le

premier chromatogramme a révélé la présence de sels (fig. 12).

Il nous a fallu ensuite recommencer une troisième fois la chromatographie

les coneentrations des solutions à analyser étant trop faibles (fig. 13).

Les acides aminés présents en plus grande quantité sont l~~alanine et la

glutamine.

Il sont représentés sur la figure 14 et comprennent

seulement deux composés: l'acide malique en quantité élevée et l'acide

fumarique beaucoup moins abondant.

La teneur des exsudats racinaires de Millet est très

pauvre en glucides. Beaucoup sont à l'état de trace, mais pn peut toute~

fois admettre la présence de glucose, fructose (arabinose) et rhamnose

(fig. 15).

La méthode d'investigation employée n'a pas permis

de déceler de tels acides. Il faudrait employer l'extraction à l'éther de

la solution initiale pour s'assurer de l'absence effective de ces compo

sés (fig. 16).

Mise à part la composition en acides organiques, acides aminés

et glucides, on peut noter un autre aspect intéressant , si on compare

les exsudats racinaires des plantes normales et ceux des plantes des

sèchées et réhumidifiées. En effet, la quantité d'acides aminés est su

périeure dans, le deuxième cas, ce qui correspond aUB résultats de ROUATT

et al., tandis que l~on assiste à l'inverse en ce qui concerne les glu-

cides.

. .•1.••
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III- Etude de la croissance de PSEUDOMONAS putida , en présence d'exsu

dats racinaires de MILLET

Pour tester la valeur nutritive des exsudats racinaires de Mil

let, deux expériences ont été menées à l'aide du biophotomètre de BONNET'

MAURY et JOUAN, avec une souche de Pseudomonas putida K2•
Les milieux suivants ont été utilisés %

-Taylor I : KH2P04
0,4 g

MgS0
4

0,05 g

NaCl O,I g

FeC1
3

O,OI g

(NI!4)2HP04 0,5 g

glucose I g

-Taylor l' . Taylor I sans glucose et azote•
-Taylor 2 Taylor I + 4 g de casamino-acides (Vit. free)

-Taylor 3 Taylor I + 5 s tryptone + 3 g d'extrait de levure

On stérilise les deux solutions d'exsudats racinaires deux fois IO minutes

à 1/2 atmosphère, en ajustant leur pH à 6,8-7,0 entre les deux stérili

sations, et en les filtrant ou en les centrifugeant si elles sont trou

bles. Il ne faut pas utiliser de filtre bactériologique~ • La souche bac

térienne doit 3tre jeune (20 heures). On recueille les bactéries dans le

tube avec milieu de Taylor 3 gélosé incliné, avec quelques ml d'eau dis

tillée stérile. Et on ensemence avec 0,2 ml de cette suspension ,chaque

cuve des deux systèmes suivants:

Expérience I : exsudats racinaires sans dessiccation

I- faylor l, 5 ml + eau distillée, 5 ml

2- Taylor 2, 5 ml + eau distillée, 5 ml

3- Taylor 3, 5 ml + eau distillée, 5 ml

4- Taylor l, 5 ml + solution à 0,2~~ d'exsudats racinaires, 5 ml

5- Taylor C:, 5 ml + solution à 0,25% d'exsudats racinaires, 5 ml

6~ Taylor 3, 5 ml + solution à 0,25% d'exsudats racinaires, 5 ml

.../ ...
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Expérience II : exsudats racinaires après dessiccation

1- Taylor l', 5ml + solution à u,I% d'exsudats racinaires, 5 ml

2- Taylor l', 5 ml + solution à O,~~ d'exsudats racinaires ,5 ml

3- Taylor l'. 5ml + solution à 0,5% d'exsudats racinaires, 5 ml

4- Taylor l', 5 ml + eau distillée, 5 ml

5- Taylor 3, 5 ml + eau distillée. 5 ml

6- taylor 1~,5 ml + solution à O,~~ d'exsudats racinaires, 5 ml

Les courbes de croissance sont enregistrées automatiquement.

Résultats

-~xpérience 1

Elle nous donne peu de renseignements, car les courbes sont très voisi

nes. On peut cependant distinguer, dans la phase exponentielle de crois

sance, l'ordre décroissant suivant (fig. 17)

6 - 3 - 5 ~ 4 ~ 2 ~ 1
Le milieu le plus riche (Taylor 3), additionné d'exsudats racinaires(6),

présente la meilleure croissance. supérieure à celle obtenue avec le mi

lieu de Taylor 3 sans exsudat (3). Il en est de m3me pour les deux autres

milieux: 5 et 2, 4 et 1 •

Nous pouvons tout d~abord constater l'absence de la phase de latence (fig.

18). L'ordre décroissant des courbes est le suiva nt:

5 - 3 - 6 - 2 - 1 - 4

Le milieu de Taylor 3 est très supérieur au milieu l' • Parmi ceux-ci,

lWinfluence de la concentration des exsudats racinaires est très nette.

Le milieu de Taylor I~ avec l'eau distillée, ne montre aucune croissance,
ce qui démontre la valeur nutritive incontestable des exsudats racinaires.

Les courbes 3. 6 » 2 et 1 montrent une inflexion assez nette dans leur

phase exponentielle de croissance, ce qui pourrait s'expliquer par la

consommation rapide d'un composé ou d'un groupe de composés, jusqu'à son

épuisement total, puis une baisse de croissance durant le temps d'adap-

tation aux autres composés.
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Principe

Dans le but d'expérimenter deux méthodes distinctes de percœ

lation d'une colonne de sol, nous avons étudié le pouvoir nitrifiant de

ce sol en percolant une solution de (NH4 )2 S04 et en mesurant la teneur

en nitrite et en nitrate des divers percolats au cours du temps.

Les deux méthodes testées diffèrent essentiellement par le fait que dans

l'une, mise au point par MACURA, la solution nutritive, ajoutée d'une fa

çon continue au sol,est toujours neuve, tandis que dans l'autre, le per

colat alimente lui-m~me la colonne de sol, qui constitue dans les deux

cas, un système ouvert.

A- MATERIEL ET METHODES

I~ Appareils

1- Méthode du flux continu-----------------------

L'appareil utilisé se compose d'un réser

voir pour alimenter la colonne, d'un mécanisme de régulation du débit

d'alimentation, d'une colonne contenant l'échantillon de sol, d'un récep

teur pour le percolat, d'un dispositif permettant l'aération, l'élimina

tion du 00
2

et d'autres gaz éventuellement, et d'un dispositif pour e.
timer ma quantité de CO

2
dégagé, lors de l'étude du métabolisme diune

substance carbo~ée (photo I, fig. I9).

a-Réservoir d'alimentation
-----------~------------

C'est un flacon de 5 litres, con

tenant la solution nutritive apportée continuellement au sol et qui ren

ferme les composés dont on veut tester le métabolisme par la population

microbienne. Le réservoir est clos par un bouchon à deux orifices par les

quels passent deux tubes de verre, l'un pour l'aération, l'autre pour l'

acheminement de la solution nutritive jusqu'au sol. Le premier est reliéf

à un filtre en coton et à un piège à CO2 le d~xième est connecté au tube

d'alimentation de la colonne par l~intermédiaire d'un tube de caoutchouc

qui passe dans une valve électromagnétique. Celle-ci permet de contr~ler

...1..•
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LEGENDE DE LA FIGURE 19

Méthode du flux continu-----------------------

I- Réservoir pour le milieu nutritif

2- Tube avec coton stérile

3- Tube conduisant la solution nutritive

4-Capillaire

5- Valve électromagnétique

6- ColGnne de perfusion contenant le sol

7- Laine de silice

8- Récepteur de percolat

9- Tube avec coton stérile

IO- Tube absorbeur de 002

II- Valve de contrele de l'aspiration
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le débit de la solution nutritive. Ces valves sont elle&m~mes contrS

lées par une minuterie, rendant possible la régulation de leur durée d'

ouverture ainsi que de l'intervalle entre deux ouvertures. Pour permettre

au taux d'alimentation de rester sensiblement constant, on place un tube

capillaire avant la valve électromagnétique.

C'est une colonne de verre de

3 cm de diamètre et de 22 cm de long. L'extrémi~é inférieure, effilée et .

munie d'un rodage externe, est connectée au récepteur deipercolat par un

tube de verre. L'extrémité supérieure. munie d'un rodage interne, est

close par un bouchon de verre rodé, percé de deux ouvertures reliées à

deux tubes de verre: le tube central est le conduit d'alimentation de la

colonne en solution nutritive, le tube latéral permet l'aération du sol.

Celui-ci est disposé entre deux couches de laine de silice, de façon à

obtenir une imbibition uniforme.

C'est un flacon de verre muni di

ùn bouchon rodé à deux ouvertures, l'une connectée à la colonne de per

fusion, l'autre à une colonne d'absorption du gaz carbonique dégagé lors

de la respiration du sol. On peut placer ce flacon dans un vase Dewar

rempli de glace pour emp~cher toute prolifération microbienne et post

métabolisation du percolat, ou bien additionner quelques gouttes d~anti

septique.

On peut aérer le sol à l'aide d'air

comprimé ou en opérant au moyen d'une trompe à eau, une succion constante

dont on contrSle l'intensité par une valve réglable. Si on étudie la mé

tabolisme d'une substance carbonée, ~n purifie l'air par passage dans un

train de flacons de lavage contenant de la chaux, de la soude et éventu-

ellement de l'acide sulfurique.

. ..1...
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La stérilité est obtenue par un filtre de coton. Après ~tre passé au tray

vers de la colonne de sol, l'air est recueilli dans le tube d'absorption

rempli d'une solution titrée d'hydroxyde de sodium. ce qui permet de me

surer qua~tativement la teneur en gaz carbonique en fonction du temps et

de remplacer facilement la solution d'NaOH (photo 2).

L'appareil est placé dans une

chambre thermostatée à la température de 28 =2° C •

L'appareil diffère du précédent par le fait

que le réservoir d'alimentation es; aussi le récepteur de percolat. C'estn

un gros tube de 5 cm de diamètre et 27 cm de long, connevté à l'extrémi~
u

té inférieure de la colonne de percolation, à l'aide d'un bouchon rodé à

deux ouvertures; la deuxième permet de relier le réservoir au tube absor

beur de 002 .La solution nutritive remonte dans la colonne de perfusion pa

un tube de verre de 0.5 cm de diamètre et de 65 cm de hauteur, soustl'in~

fluence de la succion permanente obtenue comme pour l'appareil précédent.

On effectue les prélèvements dans le réservoir par une tubulure latérale

munie d~un bouchon rodé (photo l ~ fig. 20).

11- Procédés expérimentaux

I- Méthode du flux continu-----------------------

On emploie un sol tamisé au tamis

de 5 mm, après dessiccation dans un courant d'air. Puis on place 30 g

dans chaque colonne de perfusion. Avant de commencer l'expérience,on hu

midifie le sol avec de l'eau distillée.

. ..1..•
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LmE:ND;~ DE LA FIGURE 20

1- Solution nutritive

2- Tube conduisant la solution nutritive

3- Colonne de perfusion contenant le sol

4- Laine de silice

5- Tube absorbeur de CO2

6- Valve de contrele de l'aspiration

7- Prise d'air
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b-Début et déroulement de l'expérience------------------------------------

On sait qu'après réhumidifica

tion de sols dessèchés dans un courant d'air, la consomation d'oxygène

et la production de gaz carbonique sont accrus; on l'attribue aux chan

gements de disponibilité des aliments provoqués par le sèchage. De plus,

les sols contiennent différentes quantités de composés minéraux solubles,

tels les nitrates,etc•••• Comme ces transformations peuvent modifier le

déroulement des processus que l'on veut étudier, pendant la phase initia

le des eKpériences, et fausser les résultats obtenus, on percole les co

lonnes de sol avec de l'eau distillée, pendant un certain temps.

On a montré que sous ces conditions, on note un accroiss@ment du dégage

ment de gaz carbonique par le sol le premier jour, puis celui-ci décroit

graduellement pour se maintenir à un bas niveau constant à partir du

troisième jour. Les nitrates sont aussi élués au bout du deuxième ou troi

sième jour, quand on fait passer de l'eau distillée stérile. La percola

tion de cette eau pendant les 3 à 5 premiers jours de l'expérience, est

ainsi suffisante pour déplacer du sol de nombreux aliments minéraux so

lubles et pour lui faire atteindre un équilibre biologique.

Après cette période préliminaire, on percole la solution nutritive; elle

contient les substances dont on veut tester le métabolisme par la popula

tion microbienne du sol, ou bien l'effet sur le métabolisme d'autres bub

stances.

Le taux de percolation doit ~tre constant ou contr~lé par un mécanisme

régulateur. En excluant les cas particuliers dans lesquels on expérimen

te l'effet du taux de percolation, on calcule celui-ci de telle manière

que le poids de solution gui passe au travers de la colonne de perfusion

en 24 heures, soit égal au poids du sol, soit habituellement 30 à 50 ml.

Ce taux varie en général de 2 ml par heure, et on le calcule en mesurant

la quantité de solution recueillie dans le récepteur de percolat. La quan

tité de substance additionnée au sol dépend de sa concentration dans la ~

solution nutritive et du taux de percolation. Dans le cas présent, nous

avons utilisé une solution de (NH4 )2 50
4

contenant 140 pg par ml •

...1...
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c-Estimation de l'intensité de l'activité--------------_._----------------------
microbienne

Elle se fait par le dégagement

de gaz carbonique lors du métabolisme de matières organiques. Ce gaz est

absorbé da ne une solution titrée de Boude, dans le tube absorbeur. On

détermine la quantité de CO2 par titration.Quand on étudie la nitrifi

cation, l'intensité du processus dépend de la quantité de nitrites et de

nitrates déterminés dans le percolat. Exceptée la détermination du gaz

car-oond.que , toutes les mesures sont faites à l'aide du percolat.

Etan~ donné que l'on a déterminé la concentration de la substance à tes

ter, dans la solution nutritive et dans le percolat, ainsi que la quan

tité de ce dernier, il est possible d'estimer la quantité d~ substance

utilisée par la microflore du sol ou retenue par le sol. En analysant le

percolat, il est aussi possible d'identifier les produits finaux du méta

bolisme • Pour un grand nombre d'entre eux, la quantité peut ~tre affectée

par leur absorption dans le sol.Pour effectuer l'analyse microbienne du

sol, on doit utiliser le sol de la colonne de perfus~on.

On procède comme précédemment, mais le taux

de percolation est difficile à estimer; en effet, la solution nutritive

accomplit de façon continue, un cycle fermé. On recueille les échantillons

pour l'analyse à l'aide d'une pipette, à raison de 5 ml par prise d'essai.

La percolation s'arr~te d'elle-m~me quand le niveau du percolat atteint

celui du tube latéral faisant office de prise d'air; ceci restreint la du

rée de l'expérience. La solution de (NH
4

)2 504 abune concentration iden

tique à celle utilisée pour l'autre expérience(140 pg/ml).

11I- Calculs

Par rapport à la deuxième méthode où les propriétés

de la culture changent continuellement, ainsi que les conditionà de milieu,

en raison de l'épuisement du substrat et de l'accumulation des produits

terminaux du métabolisme, la méthode de culture continue permet d'opérer

. . .1. . et
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sous des conditions constantes, en respectant l'importance et la compo

sition de la population microbienne, et celle du milieu. La technique du

flux continu représente un type spécial de culture continue. Le milieu

qui contient les aliments et les substances dont on veut tester le méta

bolisme , passe continuellement au travers de la colonne de sol dans la

quelle sont adsorbés les microorganismes. Ceci est une particularité

caractéristique qui distingue ce procédé des autres méthodes de culture

où le substrat est ajouté aU milieu tout en une seule fois. au début de

l'expérience. On peut également estimer la transformation du substrat

pendant un intervalle de temps choisi, sans causer de perturbation au sol.

Pour obtenir des données quantitatives sur la consommation du sub

strat, il est nécessaire de conna1tre le volume de la solution qui percole

le sol et qu'on désigne par v. Cette valeur représente le produit du taux

de percolation f, exprimé en ml/heure, et de la durée t de l'expérience.

La valeur est obtenue en pratique, en mesurant le valume du percolat. SI

l'on connait la concentration du substrat dans la solution nutritive SR

et si l'on peut estimer la concentration du substrat dans le percolat SE '

on a percolé au total SR.v ,et on retrouve SE.v mg de substance dans

le percolat au temps t. Il s'en suit que la quantité de substrat consom

mé ou retenu par le sol est

mg

Ces valeurs sont exprimées pour daBintervalles séparant deux mesures, en

général pour des périodes de 24 heures, ou bien sous la forme d'une somme

cumulative dont on trace la courbe représentative. S1 la consommation du

substrat pendant les premières 24 heures est SI ' durant les secondes 24

heures S2 ' etc ••• , la courbe représentera la somme de ces valeurs.

Il en est de m~me pour les produits terminaux du métabolisme, ~els que

le CO
2

' les nitrites, les nitrates, etc ••• , qui sont aussi exprimés pour

des intervalles de 24 heures et sous forme de somme cumulative avec courbe

représentative. Dans ce cas, on doit cependant soustraire les forma~ions

endogènes de gaz carbonique, de nitrites, de nitnates, etc •.• , dans les

témoins percolés ~ l'eau distillée.

... / .. ~
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IV- Méthodes de dosaEie

On emploie la méthode colorimétrique de GRIESS-ILOSVAY.

On traite une partie aliquote de percolat

par un réactif diazotique (acide sulfanilique) en solution acétique, pour

convertir le nitrite en un sel de diazonium. Puis on traite ce sel par

u lt~-naphthylamine dans une réaction couplée, pour le convertir en un

compo.@ azo. On mesura alors au colorimètre à la longueur d'onde optimale

(520 m~), l'absorption de la lumière par la solution rose obtenue.

b- Réactifs

-dissoudre 0,5 g d'acide sulfanilique dans 150 ml d'acide acétique

à 15% •
-dissoudre 0,1 g d'~-naphthylamine dans 20 ml d'eau distillée bouil~

lante, at diluer la solution uOLenue dans 150 ml diacide acétique à I5%.

-mélanger les deux solutions après refroidissement •

-solution standard de nitrite: dissoudre 0,247 g de NaID2 dans l'eau

et diluer à 1000 ml dans une fiole jaugée. Si on utilise NaN02 pur et sec,

cette solution contient 50 pg de N-NOz/ml. Il faut la conserver au réfri

gérateur.

On mélange 1 ml (contenant moins de 5 pg d'

azote nitreux) et 1 ml du réactif dans une fiole jaugée de ~O ml, en ajou

tant le réactif après avoir dilué avec environ 20 ml d'eau distillée. Puis

on laisse reposer une heure et on complète au trait de jauge avec de l'ea~

distillée. On mesure alors l'intensité de la coloration au colorimètre à

'20 mp (filtre vert).

. ..1...
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d- Courbe étalon

On déte~mine la teneur en nitrite de l~échan

tillon en se référant à une courbe étalon obtenue avec une gamme de con

centrations en nitrite suivante:

o , œ, 2 , 3 , 4 et 5 ~.

Pour cela, on dilue 20 ml de la solution standard de nitrite dans 1000 ml

d'eau dans une fiole jaugée, et on agite vigoureusement. Puis on met

respectivement 0, l , 2 , 3 , 4 et 5 ml de cette solution diluée dans

des fioles jaugées de 50 ml et on mesure les intensités de coloration ob

tenue par le prOcédé décrit pour l'analyse du percolat o

e- !~~!l~~_~~~_~~~~~~~_~~_!~_~~~~~~~_~~!~~!!~~~!

g~~_~~_~~!~~~:!Ye~Y!!_~2~!f!~~ . , .. , , ... , , .

Les modifications apportées à la

méthode précédente consistent au remplacement de l'acide sulfanilique par

la sulfanilamide, et de l'~naphthylamine par la ~(I-naphthyl)-ethylene

diamine).

R../~-1lli2
-

(A) + ID
2

+ 2. H+ . ,,,,,}r

1) +

8R~(B) R-/ )-N:: N + '>
~ - ..

(II)

(A) réaction de diazotisation

(B) réaction de couplage

(1) sulfanilamide (R= -S02.NH2)

(II) N-(1-naphthyl)-ethylènediamine (R~== -NHoCH2.CH2.NH2)
L'emploi de ces deux nouveaux réactifs augmente, par rapport à la méth~de

précédente, la vitesse de coloration, la stabilité de la coloration et

la sensibilité de la méthode.

. ..1..•
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-dissoudre 0,5 g de sulfanilamide dans 100 ml d'Hel 2.4 N. Il faut

préparer la solution au minimum 24 heures avant usage et la conserver au

réfrigéra teur.

-dissoudre 0,3 g de N-1-naphthylethylènediamine hydrochloride dans

100 ml d'HCI 0,12 N. Conserver la solution dans un flacon teinté au réfri

gérateur.

On met 2 ml dans une fiole jaugée

de 50 ml et on dilue avec environ 40 ml d'eau distillée.On ajoute l ml du

réactif diazotique(sulfanilamide) et on agite. Puis, après 5 minutes, on

ajoute l ml du deuxième réactif. on agite et on laisse reposer 20 minutes.

On complète ensuite au trait de jauge avec de l'eau distillée. on agite et

on mesure la densité optique au colorimètre à 520 ~.

On emploie la méthode colorimétrique à l'acide 2-4

phenoldisulfonique.

On nitrate l'acide 2-4 phénoldisulfonique

en position 6. Le développement de la coloration a lieu si:

-la nitration est effectuée pendant 10 minutes sur un milieu sec

(elle est en effet partiellement inhibée par l'eau);

-le milieu est alcalinisé par NH40H 6N.

OH OH
Li l2-W 3H

+ HID
3

) ID2~OO3H + H20

°3H S 3H

.. .1. . .



43
L'addition de CaC0

3
évite la perte de nitrate lors de l'évaporation.

On mesure au colorimètre, à la longueur d'onde pptimale (420 mp), l'ab

sorption de la lumière par la solution colorée en jaune.

b-Réactifs

-acide phénoldisulfonique: dissoudre 25 g de phénol blanc pur dans

225 ml d'H2S0 4
concentré(d=I,84) et chauffer la solution dans un flacon

légèrement bouché, dans un bain-marie bouillant pendant 6 heures. Conser

ver la solution dans un flacon teinté avec bouchon de verre.

-solution d'ammoniaque: mélanger un litre de NH
40H

(d:0,89-0,90) et

un litre d'eau.

-CaC0
3

en poudre fine.

-solution standard de nitrate: dissoudre 0,122 g de KN0
3

dans l'eau

et diluer à 1000 ml dans une fiole jaugée. La solution contient 100 ~g

d'azote nitrique pa r ml, si on a utilisé du nitrate de potassium pur et

sec. Conserver la solution au réfrigérateur.

On pipette 1 ml( contena nt moins de 15 ppm

de Cl-) dans un bécher en pyrex de 50 ml_ on ajoute environ 0,05 g de

CaC03 et on évapore l'échantillon sur une plaque chauffante, dans une at

mosphère exempte de vapeurs d'HN0
3

, en évitant l'ébullition. Il faut re

tirer les béchers quand les échantillons sont secs et éviter de poursuivre

le chauffa ge. On laisse refroidir et on ajoute 2 ml d'acide Phénoldisul

ionique à l'aide d'une pipette à écoulement rapide. On agite par rotation

du bécher, pour que l'acide dissolve le résidu dessèché.

Puis, après avoir laissé reposer 10 minutes, on ajoute 20 ml à'eau en agi~

tant par rotation, et à l'aide d'une burette, on ajoute lentement la solu

tion d'ammoniaque tout en agitant, jusqu'à ce qu'apparaisse une coloration

jaune qui indique l~alcalinisation de la solution. On ajoute alors environ

2 ml en excès. Puis on transvase la solution dans une fiole jaugée de 100

ml, à l'aide d'un petit entonnoir, en rinça nt abond~ent à l'eau distil

lée, et on complète au trait de jauge. On agite et on mesure l'intensité

de la coloration au colorimètre à 420 mp(filtre bleu).

. ..1•.•
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d-Courbe étalon

On détermine la concentration en nitrate d'

un échantillon, en se référant à une courbe étalon dressée d'après les

résultats obtenus avec des solutions contenant respectivement

o ,10 30 50 70 et 100 )Ag d' N-ID;

Da ns ce but. on dilue 10 ml de la solution standard de nitrate dans 100

ml d'eau dans une fiole jaugée et on agite. Puis on met respectivement

o , 1 , 3 , 5 , 7 et 10 ml de cette solution sta nàard diluée

dans des béchers en pyrex de 50 ml et on mesure les intensités des colo

rations obtenues par le procédé décrit pour l'analyse du percolat.

~ RESULTATS ET DISCUSSION

Dans tout ce qui suit, on désignera par C la méthode du flux

continu et par P la méthode de perfusion. L'expérience a démarré le 5 juin

de la manière suivante:

- C percolation des quatre colonnes à l'eau distillée;

- P percolation de deux colonnes témoins à l'eau distillée, et de

deux colonnes avec la solution de (~H4) 2 S04.

Le 8 juin. on commence ~ percoler deux colonnesde l'expérience C par la

solution de (NH
4)2

S04. Les dosages sont effectués dès le lendemain.

Pour les nitrites, il faut préparer 14 fioles jaugées de 50 ml: 6 pour la

courbe étalon, 4 pour C (2 échantillons + 2 témoins) et 4 pour P (2 échan

tillons + 2 témoins).

Pour les nitrates, on utilise 14 béchers de 50 ml.Si l'on s'aperçoit que

la concentration est trpp forte, d'après l'intensité de la coloration, on

recommence l'opération avec une quantité moins élevée de percolat.

Nous avons effectué 6 dosages successifs pour chacun des deux ions ID~ et

NO; , et les résultats se trouvent consignés dans les tableaux suivants:

. . .1. . .



Tableau 1
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45
Quantités de percolat en ml recueillies dans l'expèrience C

( CI et C2 représehtent les témoins ).

9 juin 12 juin 14 juir 16 juin 19 juill 21 juin
(I.i) (:S.i) (2.i) (2.i) (:S.i) (2.i)

CI 45. 41 34 34 48 48
-

C2 67 60 50 51 76 77

C
3 58 43 36 37.5 37 57

C
4 54 42 35 36 54 54

Tableau II 9 juin (PI et P2 ' CI et C2 représentent les témoins).

Quantité Densi té )1g N-NO-
2

per~îlat optique cor:eesp.

1 0,070 1

2 0.144 2

3 0,206 3
4 0,294 4

PI 1 ° }lg N-N02! lI ll
P2 1 °
P3 0.1 0,118 1,68 16.8

P4 0,1 0,110 l,57 15,7

CI 1 ° }1g ~-~~/tI~ota
C2 1 °
C3 r 0,035 0,5 29

C4 r 0,020 0,3 16,2 .../ ...



Tableau III 12 juin 46

Quantité Densité »s N-ID2

percolat optique corresp.

ml

l 0,065 r
Sol.

2 0,130 2
stand.

3 0,195 3

4 0,260 4

PI r 0 }lg N-IDi'm

P2 r 0

P~ 0,2 0,040 0,62 .3,1

P
4

0,2 0,070 1,08 5,4

CI r 0 pg N- ID2
total

C2 1 0

C3 r 0,102 l,58 68

Cu. r 0,085 1,32 55,5

Tableau IV : 14 juin

u

Quantité Densité )lg N7ID2
percolat optique corresp.

m1

r 0,062 r

Sol. 2 0,127 2

stand 3 0,180 3

4 0,247 4

Pr r 0 J.lg No:-IDlm II

P2 r 0

P":5 l 0,010 0,20 0,20

Pu. r ~022 0,34 0,i34

Cr r 0

c2 r 0

c3 r 0

C4 r 0
•••1•••



lJ:ableau V : 16 juin 47

Quantité Densité »e N-N02
percolat optique corresp.

ml

r 0,062 r

Sol. 2 0,130 2

stand. 3 0,180 3

4 0,255 4

PI r 0 ~g N-:-N02/ ml

p r 02

Pj r 0,015 0,2 0,2

Pk r 0,015 0,2 0,2

C r 0 ,~g N~N02 t.l

°2 r 0

C3 r 0,030 0,5 28,5

C4 r 0,040 0,64 34,5

Tableau VI 19 juin

QUantité Densité )lg N~N02

percolat optique corresp.
ml

r 0,050 r

Sol. 2 0,120 2

stand 3 0,180 3

4 0,240 4

PI l 0 ~g N-002/ ml

P2 r 0

P3 il: 0,015 0,2 0,2

PI, r 0,015 0,2 0,2

CI r 0 )lg N-OO; t

C2 r 0

C~ r 0,030 0,5 28,5

C r 0,040 0,64 34,5



Tableau VII : 21 juin

.I ',~

Quantité Densité }lg N-N02
percolat optique cor-r-eap,

ml

r O,Obo l

Sol. 2 O,I20 2

stand. 3 0,180 3

4 0,245 4

PI

P;l

P-z. EXPEtU1'NG.ï~ 'rJ<::RMINSE
Pl.1.

CI 1 ° .ug N-NO- t2

C~ 1 °
C't r 0,028 0,46 26,2

C4, r 0,038 0,64 34,5

2- Dosage des hitrates
--~--------t------- Tableau VIII : 9 juin

Quantité iJensité pg N-NO;
percolat optique corresp.

0,1 0,043 10

Sol. 0,3 0,097 jO

stand 0,5 0,J.~3 50

0,7 0,J.85 '(0

Pl 1 0,045 14 p.g N-.ii03! mlL

p r 0,030 92 idem

""3
r 0,080 26

P4, l 0,080 26 }.tg N-~O~t.

CI 1 0,020 6 270

C2 r 0,015 4 268

C
3

1 0,030 9 522

C4, 1 0,023 6 324
•. •1•••



Tableau IX .1.2 juin 49

~uantité Densité »e n-dJ":'
percolat optique

. j

ml
corresp.

0,1 0,U4) 10

Sol. 0,3 ù,l~O ';0

stand. 0,,5 0, .J.9ü :;0

0,', 0,240 70

p. .L v,042 10,4 .lg l"- .o jIm.J.

.t"2 l u,040 10,~

1"'.;> l 0,262 b~ idem

P4 l 0,262 b~ ~g N-:-IDjt.

C 1. 0,012 3 '~8.L

C", J. v,OI5 4 240

C3 1 0,042 II 473

C4 1 0,038 10 420

Tableau X : 14 juin

Quantité Densité ug N-ID3
percolat optique corresp.
ml
0,1 0,050 10

Sol. 0,3 0,130 30

stand 0,5 0,195 50

0,7 0,280 70

Pr 1 0,038 8,6 »e N-royml

P? 1 0,038 8,6 -ià...

P3 0,5 0,170 42,2 ~.

~Lt,4

P t, 0,5 0,170 42,2 ~4J4

Cr r 0 ~g N-OO"3t•

Ca 1 0

C~ 1 0,025 6 216

Cu 1 0,020 4 154
. . .1 . . .



'l'ableau XI 16 juin
50

Quantité Densité pg N-roj
percolat optique corresp.

0,1 0,050 10

Sol. 0,3 0,120 30

stand. 0,5 0,205 50

0,7 0,270 70

PI 1 0,°30 7,5 ~g N-NO~/m

P2 1 0,040 10 id.

P3 0,5 0,I8a 46 92

P4 0,5 0,180 45.8 91,6

CT 1 0,015 4 136

C2 1 0,015 4 1]6

C3 1 0,020 5 187,5

C4 r 0,020 5 180

Tableau XII 19 juin

-
Quantité Densité pg N-NO;e
percolat optique corresp.

ml

0,1 0,050 10

Sol. 0,3 0,120 30

stand. 0,5 0,210 50

0,7 0,290 70

PT 1 0,030 7,6 ~g N-NO:/Il

P2 r 0,030 7,6 id.

P~ 0,5 0,190 48 96

PLt. 0.5 0,200 51 102

C 1 °
ilg N-N03 t ,

T

Cz 1 °
C
3

r 0,035 9 506

C4
r 0,035 9 486

l

...1. . .



Tableau XIII 21 juin 51

·..~'.ffil'II

Quantité Densité p.g N-N03percolat optique corresp.
ml

O,I 0,050 lO

Sol. 0,3 0,I22 30

0,5 0,220 50

0,7 0,300 70

PI

P2 EXPER ENCE TERMl NEE
p'.

3
P4

CI r ° !).tg N-NO~t.

C2 r °C
3 r 0,Ol8 4,2 239,5

C4 r 0,Ol2 2,4 l29,6

On peut alors tracer les courbes cumulatives représentatives des quanti

tés de nitrite et de nitrate apparues par ml de percolat.

!~È!~~~~_!!Y_: Quantités cumulatives de N-NO~ et N-NO; par ml pour C

N-N02 L
N-NOj L N-N03 1: N-NOj rj. E T E-T

..ug/ml ..ug/ml )J.g/ml ..ug/ml )lg/ml p.g/ml p.g/ml p.g/ml

9 0,4 0,4 7,5 7,5 5 5 2,5 2,5

12 l,45 l,85 lO,5 18 3,5 8,5 7 9,5

14 ° I,85 5 23 ° 8,5 5 l4,5

l6 0,4 2,25 5 28 4 l2,5 l 15,5

19 0,57 2,82 9 37 ° 12,5 9 24,5

21 0,50 3.32 3.3 40,3 ° I2,5 3.3 27,8
.
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L'expérience de perfusion P s'est terminée d'elle

m3me le quatorzième jour, quand le niveau du percolat a atteint. par suite

des prélèvements successifs, le niveau de la prise d'air latérale(fig.20
7).

Mais cette période a suffiX pour établir les différentes courbes(fig.2I):

-les nitrites sont apparus pendant les cinq premiers jours(I6 ~g N/ML)

puis leur concentration a rapidement diminué pour devenir presque nulle en

fin d'expérience.

Nous n'avons décelé aucube trace de nitrite dans les témoins percolés à l'

eau distillée.

-par contre, il est apparu dans ces témoins. au début de l'expérience,

une faible quantité de nitrate(II,5 ~ Niml), provenant du lessivage de la

colonne de sol.

-enfin. dans les colonnes percolées par la solution de (NH4)2S04 ,nous

avons pu noter que la concentration de N-NOi. d'abord inférieure à celle

de N-NO~(essai-témoina 14 ~g/ml en 4 jours). croissait rapidement et de

meurait presque constante en fin d'expérience(91 pg N/ml en 14 jours).

Comme la solution nutritive contenait 140 ~g ~ml, nous voyo~ qu'environ

les 2/3 de l'azoteammoniacal ont été transformés en nitrate. en 15 jours.

Nous avons arr3té l'expérience du flux continu C le seizième jour. Les
- - àquantités totales d'N-N02 et d'N-NO} cha que dosage (tableau XIV) sont

irrégulières; ceci provient d'une variation du taux de perfusion, d~ s~e

ment à un mauvais fonctionnement des valves électromagnétiques. ce qui

constitue le grand défaut de l'appareil.

La courbe cumulative des quantités d'azote nitreux et nitrique apparues par

ml(fig.22) reflète par contre assez bien le processus de nitrification.

Mais par comparaison avec les résultats obtenus pour l'expérience de per

fusion p. nous voyons que cette courbe cumulative représente celle obtenue

da ns les 5 premiers jours pour l'expérience P(tableau XV):

w -
N-NO N-NOS :li N-NO T N-N03E-~2 . 3
)lg/ml ~g/ml ~g/ml ~g/ml

P 13 41 II.5 25

C ~,32 4D.' 12,5 27,8 ...1...
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~ous pouvons noter cependant que la quantité de l~-N02- apparue est supé

rieure dans le cas de la perfusion P.

Il faut souligner à ce propos que la quantité de solution nutritive qui

percole le sol, est largement supérieure dans P que dans C en un m~me laps

de temps, car si l'on peut régler son débit par une valve électromagnéti

que dans le cas du flux continu, il n'en est pas de m~me pour la perfusion,

pour laquelle on peut d'ailleurs reprocher le trop gros diamètre(0,8 cm)

du tube de remontée de la solution nutritive(fig.202). Un tube de 0,4 cm

de diamètre serait plus approprié.
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Ce court mémoire me permet d'exposer quelques techniques em

ployées dans ce laboratoire par VRANY. Elles ont pour but de tester l'in

fluence de certaines substances, soit sur le rendement d'une récolte, soit

sur la microflore rhizosphérique. Dans le premier cas, on ne doit prendre

aucune précaution d'aseptie, tandis que dans le deuxième cas, il faut o

pérer avec des cultures stériles hydroponiques pour l'analyse des exsudats

racinaires, ou avec des cultures hydroponiques inoculées par la souche

microbienne à tester.

I- Cultures non stériles en pot

Il s'agit dans ce cas de tester par exemple, l'inflüence de l'a~

plication foliaire d~urée sur le rendement d'une céréale. On peut opérer:

en injectant avec une microseringue, une quantité con

nue de la substance, au niveau de la tige ou des gaines foliaires, ou bien

en déposant des gouttes de la substance,additionnée de Tween ou d~albumi

ne collante, sur les feuilles.

On peut tremper les feuilles pendant 30 minutes dans

une solution de la substance à tester, ou bien les presser entre deux é

ponges imbibées par la solution, ou bien encore vaporiser celle-ci sur

les plantes à l'aide d'un atomiseur, en ayant soin bien entendu, dans cha~

que cas, de bien isoler le sol des pots à l'aide de coton et de papier d'

aluminium.

2- Cultures hydroponiques stériles

Il faut d'abord laver les graines pendant 30 à 60 minutes, puis

les stériliser pendant 20 minutes dans une solution stérile à 0,1% de

chlorure mercurique.

. ..1..•
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Après trois ou quatre rinçages à l'eau distillée stérile pendant deux

heures, les graines sont placées dans des boites de Pétri, sur une couche

d'agar à 0,7% pour les faire germer. On teste leur stérilité sur une fra.~

tion, dans des tubes de bouillon de culture, mis à l'étuve à 2~o C ,à rai

son d'une graine par tube.

0ritique: certains auteurs comme POCHON, mettent en garde contre l'emploi

du chlorure mercurique. Les lavages répétés à l'eau distillée ne suffi

raient pas en effet, à éliminer complètement le mercure de la surface des

graines.

Les boites de Pétri sont laissées à température ambiante ou bien placées

à l'étuve à 25-3~ C pendant deux à trois jours, de façon à obtenir des

racines de l cm de long environ (les graines utilisées pour la démonstra

tion étaient des semences de ma~s). Puis les graines germées sont déposées

dans des tubes de culture stériles, munis d'une ouverture latérale et ren.

fermant des petites billes de verre pour support de culture, et de l'eau

distillée (fig. 23).
Pour les longues expériences, on remplace l'eau par une solution minérale

nutritive. On place les tubes sur un support dans une serre. Quand les

plantules sont au stade trGis feuilles, on injecte par l'ouverture laté

rale la substance à tester (antibiotique, herbicide, urée, etc ••• ) dans

la tige, à l'aide d~une microseringue. Il suffit ensuite d'examiner les

exsudats racinaires pour déterminer ma transformation chimique de la sub~

stance, ou de tester son influence sur la population microbienne inoculée

au début de l'expérience g

3~ Autres dispositifs de culture stérile

Deux autres dispositifs sont employés au laboratoire:

a- l'un consiste à cultiver les graihes dans un tube dant le

fond est constitué par un fin filet de nylon; ce tube est placé dans une

fiole d'Erlenmeyer contenant l'eau distillée stérile ou le milieu minéral

nutritif, et dans lequel se développeront les racines (fig. 24).

0- ütautre système est basé sur les m~me principes, mais permet

de placer trois tubes sur un milieu commUDK contenu dans une boite de ver

re cylindrique dont le couvercle méta~que ~omporte trois ouvertures pour

les trois tubes, et deux petites pour permettre l'arrivée de l'air et la

sortie du milieu liquide(fig. 25).
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Dans le but d'étudier l'effet rhizosphérique, nous avons cultivé

en serre dans des plant-tubes, sur du sol de Bambey(Sénégal, sol DIOR tro

pical), une graminée fourragère tropicale, l~E1EUSINE coracana. Les p~ts

témo~ns non plantes ont const~tué le sol non rh~zosphérique, tandis que les

pots plantés d'une façon très dense, représentaient le sol rhizosphérique.

Afin de comparer l'activité biologique globale de ces deux sols, nous avons

procédé à la mesure du dégagement du 002, ainsi qu'au dosage des complexes

enzymatiques suivants:

-deshydrogénase,

-saccharase,

-amylase.

Puis nous avons essayé de mettre au point une méthode eudiométrique de do

sage de la catalase.

La deuxième partie de ce stage, nous a permis d'expérimenter ~ respiro

mètre différentiel pour étudier notamment l'effet rhizosphérique, la to

xiqité de certains extraits végétaux sur la microflore du sol, ainsi que

l'influence des argiles sur cette toxicité et sur la biodégradation de ces

substances complexes.
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1- MESURE DU DIDAGEMENT DE e0
2

DU SOL

Le dégagement du e02 du sol est fonction de son acti

vité biolog~que et surtout de sa teneur en carbone organique facilement

minéralisable.

Les échantillons de sol humidifiés à 10~~ de la capacité au champ, sont

mis dans des récipients étanches renfermant eux-mime des béchers conte

nant des quantités connues de soude titrée. Au bout de 7 jours, on dose

la soude libre dans les récipients renfermant les échantillons de sol et

daha les récipients témoins n'en renfermant pas. Par la différence, on a

la quantité de soude ca rbonatée, par la respiration du sol.

Pour effectuer le dosage de la soude libre, on élimine le carbonate de so

dium formé, en le faisant passer à l'état de carbonate de baryum insolu

ble par adjonction de chlorure de baryum dilué.

La soude non carbonatée est dosée par de l~acide chlorhydrique qui doit

~tre assez dilué(au maximum N/5) pour éviter la décomposition du e03Ba

resté en suspension dans la liqueur.

En fait, la base libre qu'on dose n'est pas la soude qui était dans la

solution à titrer, mais la baryte car:

On opère en présence de thymolphtaléine qui Vire du bleU au blanc dès

qu,~il y a excès d' HeL

On mej dans un bocal à fermeture canette de 200 mL.

30 g de sol que l~on porte à une humidité correspondant à la capacité au

champ; On y place également un bécher de 30 ml contenant 10 ml de soude

...1...
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approximativement N qui se carbonatera en présence du 002 provenant de la

respiration du sol.

On ferme le bocal hermétiquement et on le met à l'~n

cubation à 28° C, en maintenant la température aussi constante que pos

sible pour éviter les condensations sur les parois du bocal.

On verse la soude carbonatée dans chaque bécher dans

une fiole d'Erlenmeyer de 100 ml. On lave ce bêcher avec 40 ml d'H20 en-·

viron. Puis on verse dans chaque fiole, 4 ml de chlorure de bar~um à 2~~

et on ajgute deux gouttes de thymolphtaléine à 0,2%. On dose alors, en

faisant couler lentement HCl N/5 à l'aide d'une burette ,jusqu'à dispari

tion de la couleur bleue.

5-Calculs
, --------

La quantité de soude carbonatée est égale à la dif

férence entre la quantité de soude dosée à la sortie des bocaux témoins

et la quant~té dosée à la~ sortie des bocaux contenant la terre.

l ml HCl N/5 correspond à 4,4 mg CO2

Ils sont consignés dans le tableau 1. Les mesures

ont été effectuées aux25e et 40e jours et nous permettent de voir d'une

part, la supériorité très nette du sol rhizosphérique sur le sol témoin

non planté, et d'autre part l'accentuation de la différence entre les

deux mesures au cours du temps.

. ..1•.•
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Tableau l Mesure du dégagement de CO2 d'un sol tropical DIOR

R = sol rhizosphérique

S = sol non planté

6.3

Hel Hcl n'=témoi~ Coeffici~nt

: Sols · · : To tal : Coefficient: humidité · C02"gl'V5 N/5 :mg .
;lünérelisatio~n' -a' · . % c

W~ : bxcxO, 1466:: · .
1 djex,3, 18 I

... • • f ·.
:Mesures ;Moyenne~ ·

b · c d e cm· ·· a al·1

: 48.7 ··
R 48,6 : 48.6 :

1,15 0,084 0,13 2,0648,5 0,5
25j: ·· ·, · 49,1 49,I·, ·: 48,9 ··· ·· 48,8 48.8 ·· S 0,3 I,07 0,047 0,13 1,15·,
25j: 48,8 : :· ·49,1 49, r ·, ··. . , ·'- 48.4

: R 47.4 48,0 :
2,98: 48,3 : 0,8 1,04 0,122 0,1.3

: 40j ·48.8 ~8,8 ·, ',

· : 48,8,

· S : 48.8 48,8 0,1 I,IO 0,016 0,13 0,.39·
: 40 . · 48.8 : ·.. ·, J , . .

48,9 48,9 · . . ". ,:
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II- MESURE DE L!ACTIVITB DESHYDROGENASIQUE

I- Définition

Les deshidrogénases sont les enzymes qui catalysent

le tra/nsfert de l'hydrogène de la matière organique (substrat ou donneur)

sur un accepteur d'hydrogène. Dans un sol en axaérohiose, cet accepteur

est l'oxygène; en anaérobiose, l'oxygène peut ~tre remplacé par un accep

teur d'hydrogène artificiel: le T.T.C.(2-3-5 Triphényltétrazolium chlorid

CI9HI5CIN4 incoŒore). Celui-ci se transforme en TPF(Triphénylformazan

NNHC6H5
rouge).

Substrat

oxydable

TTC

Deahydr-ogénase."')
TPF

(stable)

Substrat

oxydé

-La quantit@ de TPF formée est proportionnelle à la

qUantité d'hydrogène transférée par la deshydrogénase.

-La quantité de TPF formée s'évalue par lecture au

spectrophotomètre à 485 m~. Au préalable, une courbe étalon est établie à

partir de TPF.

Les résultats s'expriment en ~l d~H2/g de sol sec/24 h. Cette méthode qui

constitue une mesure des processus d'oxydation biologique dans le sol, don

ne de très bons résultats comparatifs.

suivant la méthode de

CASIDA (L.E.), KLEIN (D.A.) , SANTORO (T.) -I964

Soil deshydrogenase activity

Soil Science -98, (6), 37I-376.

a-Mise en route-------------

On mélange soigneusement 30 g de sol et 0,3 g

•.•1•.•
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de 003ca qu'on répartit en fractions de 6 g dans des tubes à essai de 18
ou de 22 • Dans chaque tube on verse I ml d'une solution aqueuse à 3% de

TTC et 2,5 ml d'eau distillée(éventuellement on ajoute une solution 0,02 M
de DL-a/la,nine), on malaxe à l'aide d~une tige de verre, on agite au

vortex. L'humidité doit être telle qu~il apparait un peu d'eau libre à la

surface du sol. On bouche les tubes et on incube 24 heures à 370 C.

b-Le lendemain
on tra~nsvase le sol sur un filtre

(coton hydrophile ou papier filtre sans cendre) posé sur une fiole de 100

ml. On rince suffisamment à l'alcool méthylique ou à l'acétone, jusqu'à

ce que le filtre employé perde sa couleur rouge et on ajbste à IOO ml avec

de l'alcool méthylique ou l'acétone. On mesure ensDite la densité optique

à 485 mp au spectrophotomètre. On fait Ulla gamme étalon avec du TPF, en

partant d'une solution mère de 50 mg de TPF pour IOO ml de solvant(acétone

ou alcool méthylique).La gamme étalon correspondra à des concentrations

comprises entre 0 et 5 mg de TPF/IOO ml de solvant.

En aucun cas, on ne dépassera la concentration de 6 mg/IOO ml. On effectua

trois dosages par échantillon, et un témoin sans TTC dans chaque cas(blanc)

La droite d'étalonnage du TPF est ramenée à l~ordonnée

à l'origine (y=O). Dans le: cas où l'appareil de lecture ne permet pas une

remise à l~origine directe de la courbe d'étalonnagelsi c est la densité

optique lue pour l'acétone, on a

y-c = ax soi t Y = ax

Soit dO la densité optique lue avec un échantillon donné, d la moyenne des

densités optiques des trois lectures du m~me échantillon.

Soit dl la densité optique lue avec un blanc ..

On reporte sur la courbe étalon la valeur de la densité optique d-d~ et

l'on obtient directement la teneur de l'échantillon de 6 g de sol en TPF,

soit f. Le résultatx s'exprima en mg de TPF par g de sol sec.

F = f/6 x coefficient correcteur d'humidité

ou mieux, en~l d'hydrogène par g de sol sec par 24 heures.

F~ = F x 150,35 (tableau II)

. . .1• . •
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Les résultats peuvent ~tre exprimés en fonction uu carbone total. Ils sont

obtenus en se reportant à la courbe étalon(fig.26) et confirment la supé~

riorité du sol rhizosphérique sur le sol non planté.De plus. nous pouvons

noter pour ce sol, un indice d!activité deshydrogénasique élevé.

Tableau II activité deshydrogénasique
d'un sol tropical DIOR

R = sol rhizosphérique

S = sol non planté

Densité : d '=témoin: mgc~ TPF: :mg TPF/ :.ul H/24h: .
optique .

Sols. : co e r , H:g sol PS: g/sol FI/C:
d d-d' f F=f/6.H:FxI50,35:

· F'·· ·· Mesures Moyennes ·· · ·· · ·· · · · ·• · 6 · · ·· ·· R · I~ · 7,6· · · 3,6 · 0,1,5 1,15 0,03 4,32 :3319· • ·25j • · ·4 " 4 "·•
·· 6,5 ·: ·S 7 6,3 · ·· ·

5.5 1,3 · 0,10 1,07 0,02 2,68 :2058
:w25j •·5 5 ·: ·· · · · u
-"- " *
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III- DOSAGE DE LA SACCHARASE

On fait agir,en milieu alcalin, le filtrat renfermant
les glucides sur une solution titrée de ferricyanure de potassium. Le

ferrocyanure engendré passe à l'état de ferrocyanure de zinc insoluble

et l'excès de ferricyanure est dosé par iodométrie.

2 Fe(CN)6K4 + 3 s04zn (.I!'e (CN) 6) 2zn3K2 + 3 S04K2)w

2 Fj( CN)6H3 + 2 HI > 2Fe(CN)6H4 + 12

12 + 2 S203Na2 )' 2 NaI + S406Na2

Par différehce avec le témoin, on obtient la quantité de ferricyanure qui

a réagi, donc la quantité de sucres réducteurs libérés par lVhydrolyse du
saccharose.

On introduit IOO g de sol dans une rao l,e d' erlenmeyer

de 200ml .On ajoute 3 ml de toluène avec une burette, on mélange soigneu

sement et on attend 15 minutes. Puis on ajoute 20 ml exa~tement de tampon

P~5,5 préparé comme suit:

500 ml d'une solution de phosphate disodique à II,94I g/l

I§5 ml d'une solution d'acide acétique à 6 g/l(on vérifie le,

pH du tampon par colorimétrie ou au pH-mètre)~

Ce tampon assurera le pH optimum pour l'action de l'enzyme. On ajoute en

suite 20 ml exactement dVune solution de saccharose à 5% fra1chement pré

parée.Dans les témoins, on met 20 ml d'eau au lieu de 20 ml de solution s~~

crée. Les deux solutions doivent ~tre à 37° C. On ferme les fioles avec

des bouchons de liège. On agite et on met à l'étuve 24 "heures à 37° C,en

m~me temps qu'un ballon bouché de deux litres, rempli d'eau diqtillée qui

servira le lendema$n matin. On agite les fioles 6 à IO heures après•

.../ ...
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Le lendemain, on verse dans chaque fiole 60 ~l d'eau

distillée à 37° C qui provient du ballon, et on agite. Puis on replace à

l'étuve 1 heure. On jette ensuite sur filtre à plis, et on prélève exac

tement l, 2 , 3 , 4 , 5 ou 10 ml du filtrat et on verse dans une fiole

d'Erlenmeyer de 100 ml. On ajoute 10 ml d'eau distillée à la burette, puis

exactement 10 ml de solution I(voir formule ci-dessous) à l'aide d'une

burette. ON place au bain-mariebbuillant 20 minutes. Pendant ce temps, on

prépare une quantité suffisante de solution II avec IK(voir formule ci-des

sous). On refroidit avec de la glace pilée et on ajoute 10 ml de solution

II, ainsi que 10 ml de solution III (acide acétique à 9% en volume). On ajoa

-te enfin 0,5 g environ de Thiodène , réactif d' iodométrie d'emploi très

commode, et on titre à l'hyposulfite de sodium NV20.

On effectue trois dosages par échantillon.

Solution 1 : solution de ferricyanure de potassium NV20

dissoudre dans l'eau distillée, 16,5 g de ferricyanure de potassium RP et

70 g de carbonate de sodium anhydre RP,amenérà un litre.

Solution II : iodure de potassium, sulfate de zinc et

chlorure de sodium. Préparer une solution contenant 50 g de sulfate de zinc

et 250 g de chlorure de sodium par litre. Cette solution est stable, et on

lui ajoutera au moment de l'emploi, une quantité d'iodure de po~assium tel

le que la solution contienne 2,5 g pour cent. Il faut toujours ajuster à

100 ml.

On utilise la tablE qui figure à la page 66 du tome III

du traité de chimie végéta/le de BRUNEL. Si lion prélève 5 ml du filtrat

pour le dosage des sucres, on multiplira par 2 les résultats figurant au

tableau de la page 66. Si l'on prélève 1 , 2 , 3 , 4 ml de filtrat, on

multiplie par 10 • 5 , 3.3 • 2,5 les résultats figurant au tableau de la

page 66.Les résultats sont alors exprimés en mg de glucmse/g de sol hum1dà•

...1•.•
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Il est nécessaire de les corriger, compte tenu de l'humidité du sol. Si l'

humidité est X%, on applique le coefficient:

IOO + X

IOO

Exemple: si l'humidité est 23%, on multiplie le chiffre obtenu, par I,23.

On exprime les résultats en mg de glucose/g de sol sec (NS).Afin de les stan

dardiser, il est conseillé(DURAND 1965) d'exprimer ces résultats en PM ou

en mpM(IO-3 ~) de produit formé par minute.Il suffit alors de multiplier

NS par le coefficient 3,858.

Exemple: si NS = 7,00 mg de glucose/g de sol, l'activité exprimée. en mpM est:

8 -37,00 X 3, 58 = 27.IO pM/minute/g de sol

Tous ces résultats peuvent Atre exprimés en fonction du carbone total.

-Il est nécessaire de faire un témoin pour chaque type de

sol étudié
-Pour l'extraction de l'enzyme, on utilise des solutions

(solution tampon, solution àe saccharose) faite avec de l'eau distillée dans

un appareil en pyrex.
-Dans le cas des sols sableux, ou contenant moins de ma

tière organique, on utilisera 20 g de sol au lieu de IO, les quantité des so

lutions d'extraction at de saccharose restan~ les m~meB.

ü

7- Résultats

Ils sont contenus dans le tableau III, et confirment les

résultats antérieurs:

-supériorité du sol rhizosphérique;

-accroissement de la différence avec le temps.

. ..1•.•



Tableau III Dosage de la saccharase

d'un sol tropical DIOR

R= sol rhizosphère

S= sol non planté

-
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· .. glu/:IO-3pM ·· fil: Fe(CN)6K3 ':n=échant: Tabl: mg glü Tot Taux/C
: Sol=St ~t

.
~00- 3p.Lvi/G• ~ ra; : n'=tém. · 30 W~ e sol /g sol %· .

N/20 n-n' · xH% x3,856 C :xIOO/Cml

· Mes. Hoy. :·
R ··· 8,8 ·25t. ··· · 10: 9 8,9· · 8,9 0,9 I,3if. r , JO l,54 5,95 : 0, Ij 4576· ···· 9,8 9,8 · ·· · ··.a.

· ·· 9 ·
8,9 9,0 · :·

S 9,3 · Ot8 1,18: r ,ch 1,26 4,87 :0 1; 3747· · ,· · . · :25j: 9,8 · · •
9,8 ·. ·

•
8,6 · ·· ·· · 8,5 : 8,5 ·:R · ·· 8,4 1,3 2,00: 1,04 2,08 8,02 :O,I~ 6173: 40j: · .

9,8 · . • .
9,8 · .

· ··· 9,3··~S 9,2 9,2 :.
· .

~ 0, 73~ 1,1: :0, I~ 2383· · 9,3 · · 0,5 0,80 4,00·:@j: ·· · 9.7 · 9,7 ,· · · .· ·. •
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IV- DOSAGE DE L'AMYLASE

L'amylase est un enzyme du groupe des hydrolases et

catalyse l'hydrolyse de l'amidon en glucose. On dose ce dernier de la m~

me façon que pour la saccharase.

On procède comme pour le dosage de la saccharase, mais

en remplaçant le saccharose par l'amidon apporté sous forme de 20 ml d'une

solution d'amidon soluble fra1chement préparé. On porte la durée d'incu

bation à 4 jours. On effectue également trois dosages par échantillon.

3- Résultats

Ils s'expriment (tableau IV)

en mg de sucres réducteurs par g de so~, soit NA ;

en IO-3 ~minute/g de sol. Dans ce cas, on a/pplique à NA le coef

ficient 0,9645.
On peut penser que la première mesure (25& jour) est erronnée, car R~S.

Le deuxième résultat confirme ceux obtenus pour les autres complexes an

zymatiques.

CONCLUSIONS GENERALES

Ces méthodes de dosage de l'activité enzymatique d'un

sol nous ont donc permis d'une part, de confirmer la supériorité de l'ac

tivité biologique du sol rhizosphérique sur le sol non planté l d'autre

part de situer cette activité biologique d'un sol tropical par rapport à

celle de différents sols tempérés étudiés dans ce laboratoire, et de voir

q.u'elle est très rédu1-te. Ceci confirme la faible valeur du taux de car-

bone,(O,I3%).

•..1•.•



Tableau IV Dosage de l'Amylase

dans un sol tropical DIOR

i :fil:
t • •

:S 1· trat
o 0 li> :.

: : ml:

.
ne é chanj .
n'=tém.:Tabl;.
n'-n ,30

Moy.

R

:25 .: 10• Jo

o •

• 0

:.

Mes.

8,8
8,6
8,7
9,7

:..
o

8,7

o
o

1,0 1,67 :0,1~ 1288

:.
S

ft ft

: 25 .: 10
• J ..,."

:.
ft

: S :·
:40 . :10
: J :

o

u

o·
ft·

··

ft•
:.
:.
·o

8,6
8,6
8,6
';),7

8,5
8,7
8,6

9,9

8,7
8,7
8,8

:.
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v- .lJOSAGE DE LA CATALASE PAR LA METHODE EUD10METR,ll1QUE

La méthode eudiométrique est la plus simple et la plus pratique,

parmi les méthodes de détermination de l'activité catalasique.

+
c as-t al.ase

)

On fait réagir sur une quantité connue de sol, une solu

tion à 3% d'eau oxygénée, et on mesure le dégajgement d'oxygène au cours

du temps:

L'appareil(fig.27) modifié par KRUGLOV et PAROMENSKAYA

(Soviet Soil Science. janvier 66-1), est constitué par deux burettes réu

nies par le bas, par un connecteur à trois voies, la troisième reliant une,

ampoule D à l'aide d'un tube de caoutchouc. Les burettes et l'ampoule con

tiennent de l'acide sulfurique à ~~. La burette B qui sert à mesurer le

volume d'oxygène dégagé, est réliée par un connecteur à trois voies C à la

fiole active A, siège de la réaction, et qui est placée sur un agitateur

magnétique E. Cette fiole de 100 ml possède un diverticule latéral dans

lequel on dépose l'eau oxygénée avant de la faire réagir sur le sol.

On détermine l'activité catalasique de la manière suivante:

on place 0,5g de CaOO
3

et 3 g de sol dans le fond dé la fiole A, ainsi

qu'un barreau aimanté. On dépose 5 ml d'une solution à 3% d'eau oxygénée

dans le diverticule et on bouche hermétiquement la fiole. A L'aide de l'

ampoule D, on ajuste le niveau de l~acide sulfurique dans la burette B à

la graduation zéro.On ferme l'extrémité libre du correcteur à trois voies C

à l'aide d'une pince de Mohr, et on teste l' étanchéité de l'appareil. On

projètte ensuite l'eau oxygénée sur le sol, en évitant d'échauffer l'at

mosphère intérieure de la fiole pour ne pas fausser les résultats, et on met

instantanément en marche, l'agitation magnétique.

On mesure toutes les 5 minutes, le volume. de gaz dégagé, en amenant les ni

veaux de l~acide sulfurique dans La burette et dans L'ampoule dans un m~me

. . .1. . .
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plan, en manoeuznarrt l'ampoule 15 secondes avant d~effectuer la mesure.

On opère donc à pression constante.

Dans le cas d'analyses en série. on peut préparer d'avance toutes les fio

les comme précédemment; habituellement, il faut 6 à 7 minutes pour déter

miner l'activité catalasique d'un échantillon de sol. L'agitation magné

tique entraine une plus grande stabilité de la vitesse de la réaction.

n Nous avons comparé l'activité catal<.lsique de trois

types de sols bien différents:

-un sol agrico~ brun calcaire (Montet-France);

-un sol ferralitique(Manankazo-Madagascar);

-un sol tropical(Dior-Sénégal).

Les courbes obtenues sont très différentes, et l'ordre croissant de l'ac

tivité catalasique, correspond bien à celui de liactivité biologique glo~

baIe (fig.28) •.

Il est fort probable que les résultats obte

nus par cette méthode sont supérieurs à ceux qui correspondent à l'activité

réelle du complexe enzymatique car il se produit dans le sol des réactions

chimiques non enzymat~ques quand on y introduit l'eau oxygénée, entrainant

un déga/gement gazeux supplémentaire.

b-Dans un but pratique, nous avons modifié quelque peu

le dispositif ci-dessus, en adaptant le calcimètre de DIETRICH-FR~HLING

(Prolabo-522I) à la mesure de l'activité catalasique d'un sol(fig~29).

c-Il existe d'autres méthodes de dosage dont celle de

BAROCCIO (cité par DURAND dans la revue d'écologie et de biologie du sol

tome 2, fascicule 2 -1965) ,qUi consiste à doser l'eau oxygénée restant à

.. .1. . •
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la fin de la réaction.

Protocole opératoire : dans un bécher de IOO ml, on met successive

ment I g de terre séchée à l'air, IO ml de tampon phosphate de pH 6,8
<9,078 g KH2P04

et II,876 g Na2HP04,
2H20 par litre) et 2 ml d'H202 à y~

préparée extemporanément. On aj~ue vivement de temps en temps et on arr8te

la réaction au bout de 4, de IO ou de 60 minutes, à l'aide de 10 ml d'

H2S04
4N. On complète à 100 ml avec de l'eau, on filtre et prélève 25 ml

du filtrat que l'on place dans une fiole d'Erlenmeyer de 300 ml. On ajQute

deux à trois gouttes d'une solution de molybdate d'ammonium à I% et 5 ml

d'IK à 10%. On porte à l'obscurité pendant 3 minutes et on dose l'iode libé

rée à l'aide de thiosulfate 0,05 N. On fait un essai à blanc avec du sable

calciné et un essai au temps zéro en mettant l'acide sulfurique en m~me

temps que l'eau oxygénée.

BAROCCIO exprime les résultats en ml de thiosulfate 0,05 N. Pour différen

tes terres, l'activité varie de 7,90 à 6I t75 en opérant à 220 et laissan~

l'action se poursuivre pendant une heure.

. . .1...
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VI- RESPIROMETRIE

1- Description du respiromètre différentiel GILSON-----------------------------------------------

Il s'agit d'un respiromètre pour lequel to~

tes les mesures sont réalisées non plus à volume constant comme pour le

respiromètre classique de WARBURG, mais en différentiel et à pression cons

tante(fig.30).

Ce principe de base permet en effet d'éviter

au manipulateur. les divers inconvénients des aJPpareils conventionnels à

volume constant:

-le jaugeage de la verrerie,

-les calculs complexes de correction(mesures différentielles) ,

-les capillaires obstrués,

-la non interchangéabilité des fioles.

Les lectures se font directement à l'aide de volumètres à affichage digita

dont l'échelle de mesure s"étend sur 500 microlitres. Tous les robinets

sont en acier sur lexan et possèdent à chaque orifice, un joint torrique

d'étanchéité.

c-Inconvénients

Les manomètres volumétriques étant connectés

aux fioles actives par des tuhe~ en tygon, ne peuvent ~tre employés en

cas d'utilisation de gaz à haute concentration(IOO% d'OZ ,d'HZ ,de COZ'

d'N etc ••• ) qui diffuseraient au travers du tygon. L'appareil ne peut
2

donc servir qu'à des études de respiration sous atmosphère normale •

. ..1. . .
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Dans le but de vérifier une nouvelle fois, mais avec

une autre technique, la supériorité de l'activité biologiqme d'un sol de

rhizosphère sur un sol non planté, nous avons mesuré l'absorption d'oxygè

ne à l'aide du respiromètre GILSON, par des échantillons de sol de la rhi

zosphère d'~LEUSINE coracana(sol Dior de Bambey-Sénégal), le sol témoin

provenant des pots non plantés. Nous avons utilisé des fioles de mesure,

spécialement conçues pour l'étude respirométrique des sols(fiole DROBNIK

modifiée). Ces fioles, d'une capacité d'environ 50 ml(fig.3I), sont allon

gées pour permettre de recevoir un plateau inoxyda/ble pouYant contenir

15 g de sol. Elles sont également muniès d'un tube de purge, et d'un réci

pient central de l ml pour l'absorbeur de CO2 •

aMMise en route de l'expérience------------------------------

On règle le bain thermostaté du respiromètre

à 30° C, puis on ajuste le volume des deux fioles de compensation, avec de

l'eau distillée, de telle façon que leur volume d'air, soit égal à la som

me des volumes des diverses fioles actives. On pèse ensuite les échantil

lons de sol sur les plateaux correspondant et on les humidifie avec de l'ea

distillée, de façon à atteindre une capacité au champ de 60%, favorable

au déveLêppement; optimum de la microflore du sol. On place un ml d'une so

lution à 40% de KOH dans le puit central de chaque fiole, et on y ajoute

un morceau de papier filtre roulé qui offrira, après s'être imbibé de potas

se, une surface beaucoup plus grande pour fixer le CO2 dégagé par la res

piration. On dispose alors les plateaux dans les fioles correspondantes,

suivant un ordre établi à l'avance, et on ajuste les bouchons rodés, pré

alablement graissés au Rhodorsil(graisse au silicone), ainsi que les robi

nets de purge. Puis on fixe les fioles au manomètre correspondant, on fer

me les robinets de purge de toutes les fioles ainsi que le robinet de com

munication avec l'atmosphère extérieure et on laisse incuber pendant une

heure au maximum, pour permettre à l'atmosphère intéraeure des diverses

fioles, de se mettre à la température du bain.On ferme alors simultanément

les robinets R
3(fig.30) et on commenc~ les mesures dant l'échelonnement

sera fonction de l'intensité de la respiration.

. ..1..•
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100 pl d'02 absorbés en 6 heures par 10 g de so=
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sol rhizosphérique

(poids sec);

sol non planté : 38 ~l d'02 absorbé en 6 heures par 10 g de sol P.S.

Il Y a donc toujours supériorit@ du sol rhizosphérique, mais la respira

tion est néanmoins très faible, comparée à celle d'un sol tempéré.

forestières

Nous avons percolé une colonne de sol par

un extrait à l'eau de litière forestière pendant 48 heures, pour mesurer

ensuite l'absorption d'oxygène, à l'aide du respiromètre GILSON, par des

échantillonà de sol, en faisant une comparaison avec le m~me sol percol@

par de l'eau distillée.

Nous avons réalisé trois expériences simila

-res en faisant varier la technique d'inclusion de l'extrait de litière

au sol, le type de litière et enfin le type de sol.

Cl{ -Mise au point de la technigue, par compa

raison de la percolation avec l'apport de substance au dernier moment.

Nous avons percolé deux colonnes

d'un sol de Syvrite planté en feuillus(sol brun lessivé) d'une part avec

un extrait à l'eau d'écorce de Pin, et d'autre part avec de l'eau distil-

lée.La percolation terminée, on élimine le liquide en excès par filtratio

sous vide. Nous avons réalisé une expérience similaire en n'ajoutant l'

extrait d~écorce de Pin et l'eau, qu'au dernier moment au 601 pour l'hwn.

-difier approximativement à 6~~ de sa capacité au champ.

. . .1. . .
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La percolation s'est révélée comme étant la meilleure technique pour de tel

les études car la différence de l'extrait d'écorce de Pin avec l'eau est

plus accentuée que dans le cos de l'apport au dernier moment(fig.33).

p-Influence du type de litière

Nous avons comparé deux litières

forestières très différentes:un extrait à l'eau d'écorce de Pin et un ex

trait à l'eau de feuilles de Charme, en percolant par ces deux extraits,

deux colonnes de sol de Syvritc planté en feuillus. L'extrait de feuilles

de Charme s'est révélé être le plus actif sur la micropopulation du sol

(fig.34).

~-Interaction du type de sol

~us avons comparé, dans une ex

périence identique à la précédente, l'influence des deux extraits à l'eau

d'écorce de Pin et de feuilles de Charme sur deux sols différents:

-un sol de Syvrite planté en feuillus(sol brun lessivé)

-un andosol(sol brun cryptopodzolique de type moder).

On retrouve toujours la supériorité de l'extrait de feuilles de Charme,

mais pour l'andosol, la différence entre les deux extraits est très atté

nuée par comparaison avec le sol de Syvrite, au profit de l'extrait d'écor

ce de Pin(fig.35).

CONCLUSIONS GEIŒRALES

Pour tirer de meilleurs résultats de cette série d'ex

périences, il aurait fallu en effet, pouvoir doser la quantité de substancE

actives appliquée au sol, en mesurant leur teneur en carbone, après lyophi-
r

lisation des extraits aqueux, pour pouvoir les comparer pour une m~me tenaL

en carbone et faire des études de biodégradation en employant des téneurs

en carbone croissantes. Ceci représente d'ailleurs une technique générale

que l'on pourrait appliquer pour de nombreuses autres substances orGaniqueE

et not~ent les exsudats racinaires.

. ..1...
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a-Sur la toxicité de l'extrait aqueux d'écrnte de Pin

vis à vis de BAClttDS megaterium var. non sporulée

Nous avons opéré en milieu liquide, dans des

fioles de mesures de 15 ml, pourvues d'un diverticule latéral, d'un puit

central et d'un robinet de purge. L'argile utilis@ était du kaolin lavé.

t:l(-Protocole expérimental

On prépare les quatre systèmes sui

vants, avec trois répliques pour chacun d'eux:

-système 1 : dans la fiole: 2 ml de milieu Y' ensemencé avec B. megateriumc
dans le diverticule: 1 ml d'eau distillée,

dans le puit central: 0,3 ml de KOH 40%.

-système 2 dans la fiole: 2 ml de milieux Y' ensemencé avec B. megateriuc
dans le diverticule: 1 ml d'extrait aqueux d'écorce de Pin

dans le puit central: 0,3 ml de KOH 40%.

dans la fiole: 2 ml de milieu Y' ensemencé avec B. megateriumc
+ kaolin lavé ( 6 mg/ml),

dans le diverticule: 1 ml d'eau distillée,

dans le puit central: 0,3 ml de KOH 40%.

dans la fiole: 2 ml de milieu Y' ensemencé avec B. megateriwnc
+ kaolin lavé ( 6 mg/ml),

dans le diverticule: 1 ml d'extrait aqueux d'écorce de Pin,

dans le puit central: 0,3 ml de KOH 40%.

Le milieu Y~ a la composition suivante:KH2P0 4
l g, KN0

3
0,5 g, MgS04,7H20

0,2 g, CaC1
2,2H20

0,1 g , NaCl 0,1 g , FeC1
3

0,01 g J glucose l g , oligo

éléments 1 ml , casamino-acides l g , extrait de levure l g , eau distillé

1000 ml.
On met les fioles à incuber dans le bain thermostaté à 30° C sous agitatio

pendant 15 à 30 minutes, puis on ferme la communication des aüux branches

des manomètres et on effectue des mesures de l'absorption d'oxygène toutes

les demi-heures. Au bout de deux heures, on fait passer rapidement le con

tenu des diverticules dans le milieu ensemencé et on continue les mesures •

. . .1. . .
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~- Résultats

D'après le tracé des courbes d'ab

sorption totale d'02 d'une part(fig.36) et d'absorption horaire d'02 (vi

teaa8 d'absorption) d'autre part(îig.37), noua pouvons constater que le

kaolin a ralenti l'intensité de la respiration, mais que la toxicité de

l'extrait d'écorce de Pin a le m~me effet en présence ou non d'argile, car

les courbes obtenues sont parallèles. Ce ralentissement de la respiration

pourrait s'expliquex par l'absorption d'une partie de la population bacté

rienne entre les feuillets de kaolin. Il en résulterait une inactivation

partielle, donc un abaissement de l'absorption d'oxygène.

b-sur la biodégradation de l'extrait aqueux d'écorce

de Pin par une souche de BACILLUS megaterium var. non sporulée

Nous avons constitué pour cette expérience,

un sol artificiel en mélangeant en parties égales, du kaolin et du sable

de Fontainebleau broyé, et nous avons comparé l'absorption d'02 avec un mi

lieu liquide, suivant le protocole suivant:

-système l : 3,5 ml de milieu Y' ensemencé avec B. megaterium + 0,3 ml dec
KOH 40% dans le puit central.

3,5 ml d'extrait aqueux d'écorce de Pin ensemencés avec B. me

gaAerium + 0,3 ml de KOH 40% dans le pui t central.

10 g de sol artificiel + 3,5 ml de milieu Y' ensemencé avecc
B. megaterium + 0,3 ml de KOH 40% dans le pui~ cen~ral.

10 g de sol artificiel + 3,5 d'extrait d'écorce de Pin ense

mencés avec B. megaterium + 0,3 ml de KOH 40% dans le puit

central.

Après avoir mesuré l'absorption d'oxygène au reapiromètre GILSON à 30° C

pendant 5 heures 1/2 sans agiter, nous avons mis en route l'agit&tion pen

dant une durée de 2 heures 1/2.

Résultats: La respiration est plus intense en milieu liquide ,surtout pour

le milieu Y' sous agitation, car l'aératton du milieu est supérieure il cel-
e

le obtenue dans le sol artificiel qui,une fois humidifié, a une consistancE

patause. Par contre, on obtient une courbe identique en présence d'extrait

d'écorce de Pin qui est toxique pour le bacille, même en milieu liquide

agité(fig.38).
. . .1. · .
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