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1 N T R 0 DUC T ION

La dénitrification, découverte à la fin du siècle dernier,

consiste en une réduction dissimilatrice du nitrate en gaz (N
2

0 et

N2 ). Il s'agit d'un processus respiratoire anaérobie qui confère à

certaines espèces bactériennes, la faculté d'utiliser le nitrate et

d'autres composés oxygénés minéraux de l'azote comme accepteurs d'

électrons.

E~ agriculture, le processus de la dénitrification aboutit à

une perte de l'azote présent initialement dans le sol ou apporté

sous forme d'engrais. De nombreuses études, tant en sol exondé qu'en

sol inondé, ont été effectuées pour préciser l'influence de certains

facteurs physico-chimiques ainsi que pour comprendre son mécanisme

et ses étapes intermédiaires. Parmi ces travaux, un petit nombre est

consacré à l'influence des plantes vivantes, mais ils ont porté prin.

cipalement sur les sols exondés où, dans la rhizosphère, l'anaérobio.

se s'établit par suite d'une consommation importante d'oxygène par

les racines et les microorganismes qui prolifèrent à proximité (Wol

dendorp, 1963).

Les sols de rizière sont généralement riches en carbone organi

que provenant de la décomposition des résidus de récolte enfouis

lors des travaux préculturaux; submergés pendant la culture du riz,

ils sont anoxiques et constituent ainsi un milieu particulièrement

propice à la dénitrification. Cependant, le riz absorbe préférentiel.

lement l'azote sous forme de NH: . On utilise donc, pour sa fertili

sation azotée, des engrais ammoniacaux tels que le sulfate d'ammo

nium et l'urée. On assiste cependant à des pertes importantes d'azo

te estimées selon certains auteurs, à 25-50 pour cent de l'engrais

ajouté. En effet, la submersion entraîne d'importantes modifications

biologiques et chimiques: alors que le potentiel d'oxydoréduction

baisse dans le sol, ~ une di~tance de quelques millimètres à quel

ques centimètres de la couche supérieure, une zone oxydée s'établit

directement au contact de la lame d'eau, zone dans laquelle l'oxy-



2

gène est fourni par l'eau de submersion, par les nombreuses colonies

d'algues se développant à la surface et par l'exsudation de diverses

plantes aquatiques. Cette zone oxydée est propice à la vie microbien·

-ne aérobie et notamment à la nitrification des engrais ammoniacaux

épandus en surface. Le nitrate produit diffuse dans la zone réduite

sous-jacente où il est réduit par la dénitrification (Tusneem et

Patrick, 1971). L'étude de la dénitrification dans les sols est ana

lysée dans le détail dans la revue bibliographique (article 1).

En abordant l'étude de la dénitrification dans les sols de ri

zière, après avoir précisé l'influence de divers facteurs physico

chimiques (article 2) et examiné la séquence des produits formés au

cours du processus (articles 3 et 4), le premier problème à résoudre

était de savoir si la dénitrification se produisait effectivement

dans la rhizosphère du riz. En effet, contrairement aux plantes cul

tivées en sol exondé pour lesquelles on assiste, dans la rhizosphèr~

à l'établissement d'une zone anaérobie, le riz exsude de l'oxygène

par ses racines entraînant l'existence d'une zone aérobie dans la

rhizosphère (article 1). Or actuellement, l'absence de dénitrifica

tion dans des conditions rigoureusement aérobies est reconnue comme

un fait indiscutable (Pichinoty, 1973).

Les techniques habituelles d'étude de la dénitrification ne

permettaient pas de résoudre facilement ce problème. Aussi l'élabo

ration d'une nouvelle méthode devint rapidement indispensable (arti

cles 5 et 6). Elle devait aussi pouvoir nous permettre de vérifier

les données actuelles du problème de la dénitrification dans les

rizières et de proposer une solution originale pour remédier à ce

phénomène (articles 7 et 8). Il avait en effet été démontré par d'

autres auteurs que les pertes d'azote étaient moins importantes en

sol cultivé qu'en sol nu et qu'en employant des inhibiteurs de ni

trification, on pouvait diminuer sensiblement ces pertes (article 1).

L'étude de l'influence de la rhizosphère du riz sur la dénitri

fication (article 9) a été facilitée par l'emploi de la nouvelle

méthode d'estimation du processus (article 10) et l'utilisation d'

un dispositif simple mis au point au laboratoire (article 11).
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Parallèlement aux études globales sur le sol, une étude micro

biologique était entreprise. Elle devait tout d'abord nous permettre

de préciser la séquence des produits de la dénitrification chez

deux bactéries isolées au Sénégal, une nouvelle souche de la bacté

rie sulfo-oxydante et chimio-lithotrophe Thiobacillus denitrificans

RT (article 12) et une bactérie sporulée thermophile apparentée à

Bacillus thermodenitrificans (article 13). I~ous avons tiré profit

de l'inhibition de la réduction de N20 par l'acétylène (8alderston

et coll., 1976 ; Yoshinari et Knowles, 1976). La séquence

Î~O; ,.. NO; • ~ NO ... Î~20 ~ N
2

avait été démontrée auparavant chez plusieurs bactéries Pseudomo

~ denitrificans qui est en réalité une espèce mal définie du genre

Alcaligenes (Matsubara, 1970), P.perfectomarinus (Payne et coll.,

1971), Alcaligenes faecalis (Matsubara et Iwasaki, 1971) et Achromo

bacter Eycloclostes (Iwasaki et Matsubara, 1972).

Cette étude microbiologique avait également pour but de déter

miner la population dénitrifiante des sols de rizière du Sénégal à

l'aide de numérations spécifiques et d'isolements de souches pures,

en sol nu comme dans la rhizosphère du riz (article 14). Woldendorp

(1963) pense que des espèces sporulées du genre 8acillus doivent

jouer un rôle important dans la dénitrification, mais les espèces

citées par cet auteur ne sont pas considérées comme dénitrifiantes.

Il nous est nécessaire de vérifier ce fait dans les sols de rizière

et d'exploiter une information nouvelle concernant la présence dans

les sols, de bactéries dénitrifiantes capables d'utiliser des con

centrations en nitrite nettement supérieures à celles tolérées nor

malement par la plupart des souches connues (Vangnai et Klein, 1974).

Enfin, en association étroite avec Pichinoty à Marseille et

Mandel à Houston (U.S.A.), nous avons entrepris l'étude de la déni

trification sur des souches de collection et de nouvelles espèces

dénitrifiantes isolées en France et au Sénégal, en utilisant l'oxy

de nitreux comme substrat respiratoire (articles 15 à 23 non inclus),
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1. - GÉNÉRALITÉS

La découverte de ln dénitrification dans les sols el dps pertes
consécutives d'azote sous forme gazeuse, date du siècle dernier.
En 1882, Drhérain ct Maquenne [41, 42] montraient que les nitrates
étaient réduits dans la terre arable en N 20 f't. l\2' en présence d'une
forte proportion de matière organique et en atmosphère privéf' d'oxy
gène, A. la mênlf' époque, deux autrf'S eherchf'lIfs frallçais. Gayon
et Dupetit [55, 5G, 571, apportaient pour la première fois la preuvp
de l'originf' microbienne de la dénitrification en isolant pn culturf's
purcs, deux germes : Bacterium dRm:trificans (X et B. denitrificGns p.
Ces mêmes auteurs entrevoyaient la nature exacte du phénomène,
véritable processus respiratoire qui confère il certaines espèces d"
bactéries la faculté d'utiliser le nitrate et d'autrf's ('olllposés oxygénés
minéraux de l'azote comme accepteurs tinaux d'électrons, en foul'
nissant ainsi à ces organismes l'énergie nècessairc il leur croissance,

Depuis cette époque, de très nombreuses études ont été réalÏ!'ées
. sur le sol ou sur des souches pures isolées du sol. Delwiche [44]

donne, dans une revue bibliographique, de plus amples renseigllements
sur ccs premiers travaux. Plusieurs monographies concernall t r étudp
de la dénitrification dans les sols ont été publiées par la suite [2G, 6i,
91, 115, 124, 167, 1G9J. Les plus récentes ct les plus générales, pré
sentées par Payne [114J et Pichinoty [117J, dOllllent un aperçu
exhaustif des connaissances actuelles COTJeerlHlIll l('s nspeets hiochi
miques ct physiologiques do la réductioll l)[lctôriellllc des composés
oxygénés minéraux de l'azote. Le lecteur trounra égalf'll1cnt des infor
mations dans les OU\Tages de microbiologil' des sols [4, 46, 120, 162J.

Outre la dénitritlcation qui se définit comllll' UIII' réduction dissi
milatrice véritable dn nitrate cn gaz (NIl) rt :"2), on reconllaÎt
l'existence de deux autres types dl' réduction dn nitrate chez les
hactéril's [79J : 1) la réduction dissimilatrice incidell te, qui ahoutit
:1 la formation de nitrite hautement toxiqnp pt qni l'sI rèalisée par
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de nombreuses bactéries faisant fermenter les hydrates de carbone j

2) la réduction assimilatrice, qui conduit à la formation d'ammoniac
utilisé pour la biosynthèse des protéines ct des autres constituants
cellulaires azotés, et qui est très répandue chez les bactéries, les
algues, les champignons ct les végétaux supérieurs.

II. - BACTÉRIES DÉNITHIFIANTES

Chez aucune espèce bactérienne dénitrifiante connue, la respiration
du nitrate ne présente un earaqJère oLligatoire puisqu'elle peut
toujours être remplacée par un autre processus d'oxydoréduction:
la respiration de l'oxygène. Par contre, ces haetéries sont générale
ment dénuées de pouvoir fermentaire et ne peuvent croître en anaéro
biose qu'en présence de nitrate, de nitrite ou d'oxyde nitreux qui
remplissent, dans cc cas, la fonction de l'oxygène en aérobiose.
L'oxydation des composés organiques est complète pendant la déni
trification, le COe étant le seul produit final. Les hactéries dénitri
fiantes peuvent oxyder les mêmes substrats earhonés au cours de la
respiration et de la dénitrification, avec cependant une exception
pour les composés aromatiques qui nécessitent la participation
d'oxygénases ct ne sont utilisables qu'en aérobiose [138].

On connaît actuellement une vingtaine d'espèces bactériennes
dénitrifiantes isolées du sol. Elles se répartissent Cil sept genres,
doht deux sont ehimiolithotrophes : Pseudomonas aeruginosa,
P. fluorescens (biotypes B, C, D ct F) [139J, P. stutzeri, P. stanieri
(variété de la précédente), P. mendocilUL [109] j Alcaligenes eutrophus
(Hydrogenomonas eutropha) j Paracoccus denitrificans (1Uicrococcus
denitrificans) , P. halodenitrificans (M. halodenitrificans) [39] j

Alcaligenes odorans var. viridans [36J, A. denitrificans [118], A. faeca
lis [92] j 4chromobacter cycloclastes [72J ; Hyphomicrobium B522 et
WC [137J ; Thiobacillus denitrificans [13, 71J, T. denitrifica.ns HT [16],
Thiobacillus A2 [149J j Bacillus licheniformis (B. nitroxus) [136, 160J,
B. nitritollens [43], B. thermoden itrificans (B. kaustophilus) [7, 170].
Pour l'isolement et la caractérisation sommaire de ces bactéries,
le lecteur se reportera à la récente monographie de Pichinoty [117J.
Dt' leur côté, Smith et coll. [136J et Woldendorp [167] signalent
tout un groupe de Bacillus capables de produire du gaz à partir du
nitrate : B. cereus , B. circulans, B. macerans, B. laterosporus ct
B. coagulans; cependant, ces organismes ne sont pas encore consi
dérés comme des dénitrifiants.

En dehors de la multitude de travaux de biochimie et de physio
logie portant sur des suspensions eelIlllaircs ou des extraits accllu-
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laires des souches isolées du sol, certains auteurs ont testé l'aptitude
à la dénitrification de l'ensemble de la population dénitrifiante
de sols hydromorphcs [76, 12tJ ou de prairie [167J, ainsi que l'influence
de divers facteurs sur l'activité de ces populations, tels que la tem
pérature et le pH [19, 54, 153, 155]. Au sein de ces populations, des
différences nutritionnelles ont pu également être établies [155, 167J.
A l'examen des résultats de plusieurs travaux, il ne semble pas
exister de corrélation entre le nombre initial de bactéries dénitri
fiantes d'un sol et l'activité dénitrifiante de la population consI
dérée [54, 150, 167J.

Ill. - MeTHUDES D'ÉTUDE

1) Mesllre de l'actil'ité dénitrifiante.

L'étude, au lahoratoire, de la déIlitrification dans les sols peut
être réalisée por divers procédés. Le plus ancien d'entre eux consiste
à déterminer soit la perte d'azote par la mesure de l'azote total
au moyen de la méthode de Kjeldahl, soit la disparition du nitrate
ou l'apparition du nitrite dans lrs extraits ù l'pau [23J. Cettp dpr
lIièrc techniqur pPlIt êtrr couplée il ulle analyse gazeuse lorsque
rOll veut étahlir la séquence d!'!> produits formés lors de la di~nitri

fication dans un sol. Plusieurs procédi-s PCUYCllt être utilisés pour 1('
dosage du nitrate, mais le plus rapide semble être celui qui consiste
Il le réduire en nitrite par un catalyseur approprié, le cadmium,
le dosage de NO; étant heaucoup plus sellsihle. On utilise pour cela
une trousse d'analyse dps caux qui pput également servir sur le terrain.
. Un deuxième procédé d'étude de la dimitrification consiste il
mesurer la totnlité du gaz formé au cours de la réduction du lIitrate
ajouté au sol, il l'aide de l'appareil de Dumas [75J, de l'appareil de
Yan Slykc [172J, d'un l'l'spiromètre électrolytique [95] ou, enfin,
d'un respiromètre classique de \Varhurg [93J utilisi~ couramment
a'-ec des souchrs bacti~riennes pures. Mais cette méthode peul. être
faussée, surtout lors d'un enrichissement en carhone organique,
par le dégagement de IJ 2 ou de CII t [81].

Un progrès très net a pu être accompli grâce il l'analyse de la
composition des gaz produits lors de la dénitrification, par spectro
métrie en infrarouge pour le N 20 [10, 161J ct par spectrométrie
de masse à l'aide de 15N [65, 68, 69, 106, 165J. ou par chromatographie
en phase gazeuse avee détrctioll par conductihilité ther
mique [135, 148J pour NO, N 20 et N 2• CeUe dernière technique,
la moins coûteuse et la plus simple, a (;galement permis de mettre
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au point une nouvelll' méthode d'évaluation de la dénitrification
basée sur ]a réduction dl' N20 [51]. La méthode permet d'estimer,
pendant les 6 premières heures de l'ineuhation, l'activité dénitri
fiante initiale présente dans le sol au moment du prélèvement,
alors que la vitesse de réduction de N 20 mesurée après une vingtaine
d'heures d'incubation rI'présente l'activité dénitrifiante potentielle
qui se développe après l' introduction de l'oxyde nitreux [51.].

2) Dispositifs d'étude.

Toutes ces méthodes peuvent ê~re employées pour la mesure de
l'activité dénitrifiante d'échantillons de sol secs, humidifiés ct incuhés
en présence de nitrate dans des flacons appropriés. Des études ont
également été menres à l'aide de dispositifs cont"nant des plantes
pour l'étnde de J'efTet rhizosphère. C'pst ainsi quI' des travanx
eoncernant la dénitrification ont Hé faits 11 raidI' OP l~'siJrlètr"s

normaux [108, 123] on à gaz [90, D6), par percolation d'UlH' solution
de nitrate au travers d'une colonne de sol [62, 164, ou par analyse
des variations de composition de l'atmosphère de phytotrons spécia
lement conrllS pour l'étude des p"rtes d'azote gazeux dans le sys
tème sol-plante [131, 141, J!j6J. Woldendorp [167, 168J a utilisé,
quant il IlIi, le respiromètre dl' 'Yarburg en plarant, dans J(·s COUpl'S
de mrSllre, des petites hoîtes en matière plastique contenant un sol
artificiel ct d"s plantules de pois. BraI' [22j a utiJis{~ des rHeines lavél's
de fétuque mises en incuhation en présl'ncc de nitrate ou de nitrite.

Des mesures ont également été effectuées sur des i-chantillons dl'.
sol prélevés au champ ct incubés au lahoratoire, sans perturha
tion [105, 144). Très récemment, Garcia [53J a appliqué la méthode

. de réduction dl' N20 à l'évaluation de la dénitrification dans les
rizières en efTectuant, dans une étuy!' portative, I(~s illcuhatiolls Cil

anaérobios~~ des échantillons de sol i/llln(~diat('ll1ellt après le prélè
vement; les prélèvements d'atlllosph(~r(' ont été efTectu('s dans des
tuLes som vide ct allalys;~s ultüieuremcnt par ehrolllatogmphie
en phase gazeusc, au lahoratoire. Enfin, un dispositif très simple
vient d'être mis au point pour l'étude des pllénolllènes gazeux
dans la rhizosphèrl' du riz et notamment pOlir 1(~Yaluation de la
dénitrification par la méthode de réductioll de N 20 [125].

IV. - FACTEURS PIlYSICU-CHDlIQLiES

L'activité dénitrifiante d'lm sol dll]Jcnd esselltiellemellt des facteurs
physieo-chimiques; certalns, comme lu tension d'oxygène, le degré
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d'humidité et la teneur en carbone organique, sont très importants;
d'autres comme le plI, la température, la salinité, ont une influence
moins marquée.

1) Tension d'oxygène.

Malgré Dehérain et Maquenne [42J qui ont montré que la réduction
du nitrate dans la terre arable n'a lieu que si son atmosphère est
complètement privée d'oxygène, de nomhreux auteurs ont invoqué
par la suite une dénitrification aérobic [25, 27, 38, 60, 100, 101J.
Selon Allison ct coll. [6, 34J, bien que la dénitrification n'ait lieu
que lorsque la pression partielle d'OR est très réduite, il est indé
niable qu'au champ, la dénitrification est possihle même dans des
sols aérés et bipn drainés. Cela peut s'expliquer par le filit que le sol
est un milieu hétérogène où des zones aérobies et anaérobies plus
ou moins étendues, peuvent coexister il peu de distance [63, 64J.
Nommik [106] a ainsi pu montrer l'existence d'une corrélation entre
l'activité dénitrifiante d'un sol ct sa t{,Ul'lIr en gros agrégats: dans
la zone interne d{'s gros agrégats,'la vitesse de diffusion de l'oxygène
est plus lente que dans celle des petits agrégats.

De nomhreux travaux ont montré que l'ox~ïzène inhihe la dénitri
fication dans les sols [21, 24, 32, 58, 98, 12G, 165J ct, actuellement.
l'absence de dénitrification dans des conditions rigoureusement
aérobies est reconnue comme un fait indiscutable [116, 117J.
L'ancienne controverse semble avoir eu une eause d'ordre technique,
car l'observation courante montre qu'il est difficile de maintenir
une concentration élevée d'oxygène dans une culture bactérienne
douée d'une forte activité respiratoire: l'oxygène sc dissout dans

, le milieu moins vite qu'il n'est consommé. C'est la raison pour laquelle
les cultures très denses dénitrifient généralement en présence d'air.

L oxygène réprime la formation et inhihe le fonctionnement des
f'nzymes de la dénitrification. C'est ainsi que la vitesse de réduction
de NIO dans un sol de rizière est diminuée de moitié en présence
de 4 % d'OR [51].

2) Humidité et submersion.

L'étude de l'influence de la teneur en eau d'un sol sur la dénitrifi
cation montrc que, en général, l'activité maximale est atteinte à la
saturation [10, 24, 30, 35, 47, 58, 61, 73, 134J. L'humidification du sol
affecte indirectement la dénitrification en entravant la diffusion
d'Ol dans le sol [165J ; en eHet, la teneur en cau d'ull sol modifie sa
porosi té il l'air [119]. Scion NoIIIIII ik [105J, la dénitrification est
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stoppée pour une teneur en eau inférieure ou égale à 60 % de la
saturation, et N20 prédomine dans la phase gazeuse quand le taux
d'humidité est faible. Pour Mahendrappa et Smith [86J, l'effet de
l'humidification sur l'activité dénitrifiante d'un sol ne résulterait
pas seulement de son influence sur la diffusion de l'oxygène. Ces
auteurs invoquent aussi son influence sur la distribution des micro
organismes ct (ou) des composés azotés, ainsi que sur la dilution des
produits toxiques formés par le métaholisme microbien dans le sol.
D'après ces auteurs, à chaque sol correspondrait - en conditions
anaérobies - une teneur en eau optimale pour une activité dénitri
fiante maximale.

Les sols suhmergés, tels que ~·eux des rizières, sont anoxiques
ct constituent ainsi un milieu particulièrement propice à la dénitri
fication [1, 14, 28, 88, 89, 99, 110, 127, 128, 132, 163, 173]. Celle-ci
cst en étroite relation avec l'Eh des sols immergés [8J et ne l'ommen
cl'rait, selon Patrick [111 J, que lorsque l'Eh atteint 338 mV dans un sol
dont le pH est de 5,1. Tusneerh et Patrick [152J, dans unI' rpcente
revue de la littérature relative aux transformations de l'azote en sol
submergé, ont exposé clairement ll's processus qui aboutissent à une
pl'rte d'azote en rizière, malgré I\'mploi d'engrais ammoniacaux.
La submersion entraîne d'importantl's modifications hiologiques ct
chimiques : alors que le potentiel d'oxydoréduction haisse dans le
sol [8J, à une distance de quelques millimètres à quelques centi
mètres de la couche supérieure, une zone oxydée s'établit direetelllent
au contact de la lame d'eau, zone dans laquelle O2 est fourni par l'eau
de submersion, par les nombreuses colonies d'algues se développant
à la surface et par l'exsudation de diverses plantes aquatiques.
Cette zone oxydée est propice à la vic microbienne aérobie et notam
llIt'nt il la nitrification des engrais ammoniacaux mis à la surface.
Le nitrate produit diffuse dans la zone réduite· sous-jacente où il
est perdu par dénitrification [147,152, 172J. Il peut y avoir également
immobilisation d'une partie de cc nitrate dans la fraction organique
du sol [84]. L'enfouissement de l'engrais azoté à faible profondeur
rèduirait de beaucoup la perte d'azote [3J estimée selon certains
auteurs il 25-50 pour cent de l'engrais ajouté [1, 40, 172]. La succes-

. sion submersion-assèchement du sol crée également des conditions
idéales pour la dénitrification; le nitrate formé pendant la périodl'
aérée est rapidement dénitrifié quand le sol est suhmergé de ilOuveau.
Patrick ct Wyatt [113J signalent ainsi une perte de 15 il 20 pour cent
de l'azote total du sol après plusieurs cycles d'alternance. Le NO;
n'est généralement pas décelé dans le sol submergé. Cependant,
par la méthode d'estimation dl' la dt-nitrification /Jasée sur la rl'~duc

tion de N20, Garcia [53J a pu montrer l'existencl' d'unt' activité



174 J.-L, GARCIA

12

dénitrifiante en rizière au moment du prélèvement, preuve de l'appa
rition puis de la réduction du nitrate.

3) Matière organique.

De très nomhreuses études ont montré l'action favorahle de la
matièrp organique du sol sur son activité déuitrifiallte [48, 75, 77, 78,
97, 104, 105, 132, 167J. La fraction de carhone organique soluble
et facilement assimilahle du sol fournit l'énèrgie nécessaire il J'activité
et à la croissance des baètéries dénitrifia"ntes; c'est un facteur
majeur qui détprmine le taux maximal de dénitrification lorsque les
composés oxygi'nés de l"azbte lie sont pas en quantité lirnitante
et que les deux facteurs précédemment décrits (anaérobiose et humi·
dification optimale) sont réunis [n3J.

Dans les sols de rizières, une corrélation positive hauternpnt
significative cntre l"activité dénitrifiante potentielle pt la teneur
en matière organique, a pu être mise l'rI évidence [54, 128]. Dans les
sols exondés, rapport dl' rnHlièrp organique facilcllll'Ilt assimiJahlc
entraîne une aUl!nH'1I1ation dl' l'activité microhienlle, donc de la
consommation d'02 qui pelll ahoutir rapidement il l'élahlissrment
dl' zones an<\(~rohips propil'l's il la d'~lIitrification. si la tplH'ur pn l'au
('st suffisante [1 Ofij.

De nomhreux travaux eOllel'l'l1('nl lïnfhll'lIcC dl' rapport d(' din'rs
substrats cal'honi~s sur raetiyité dénitrifiante des sols. L'ellI'ieliisse
ment par les glucides présente l'ruconvénient de permettre le déve
loppement de lIolllhI'l'uX microorgallisllll's qui entrent en compétiliull
avec la microflore di.nitrifiantl' ct peuvent également produire de
l"hydrogène lors de la fermentation des glucides. Les suhstrats
carbonés non fCI'nH'ntescihles sont beaucoup pIns sélectifs ct peuvent
ahoutir à d"s résultats remarquahles. Divers autres substrats ont été
utilisés avec plus ou llI()in~ de succè~. La luzcrne donne de meilleurs
résultats que la paille d'avoine ou de blé [73, 165J. Sl'lon BI'enuner
ct Shaw [24J, il faut davantage de paille de blé que de glueuse pour
ohtenir la mêllle activité dénitrifiante j ce sont les compusés hydro
solubles et les constituants facilementdécotnposaLlcs de la paille
qui agissent sur le phénomène. Selon ces mêmes auteurs, l'ordre
d'influence décroissant obtenu avec divers substrats serait le suivant:
cellulose, paille, ellgrais v('rt, sciure, lignine; l'assimilation possilJle
de ces' matériaux varie avec leur résistance à la décomposition
microbienne. L'efTet de la paille serait également fortement réduit
par le compostage [24J. Enfin, Guiraud et Berlier [66J ont montré
que l'incorporatioll de paille avait un cfTet dépressif sur la culture
du ray-grass Cil pot, à eallse d'une perte précoce d'azote par dénitri-
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fication. Selon ces auteurs, l'cfTet dépressif de la paille Il'aurait donc
pas seulement pour cause l'immohilisation temporaire de l'azote
sous {orme organique.

L'action favorahle dll carholle organique sur l'activité dénitri
fiante d'un sol sc retrouve égalelllellt lorsque l'on examine l'influence
des plantes sur le phénomène. Mais cela constitue un chapitre spécial
qui sera ahordé un peu plus loin.

4) pll.

La vitesse de dénitrification est très faihlé cH milil'u acide (pH 3,6
à 4,8) [24, 73, 165] et augmente a"cc le pH [70J pour dl'venir rapide
à pH 8-8,6 [24, 58, 106] j la dénitrification cesse à partir de
pH 10,5 [106]. Selon -Hroadbent [25] et \Vijler pt Dplwiche [165],
l'optimum sc situerait vers pH 6-6,3. Pour Valera pt Alexander [154],
la dénitrification ne serait conséquente que dans des hahitats voisi~s

de la neutralité, alors que d'autres auteurs ont troU\'é une activité
dénitrifiante appréciahle dans lIne large gamme de pH [48, 77, 78,82].
Selon Khan et Moore [77, 78J, le pH Ile serait pas un facteur limitant
pour la dénitrification, Dans des sols de rizière, sl'IIII' une corrélation
faihll'ment significatin a été mise en évidence l'Iltrl' l'activité déni
trifiante ct le pH [54].

S'il intervient sur la vitesse de la d«"nitrificatioll, le pH agit égale
ment sur l'accumulation des inh'rmédiaires dl' la d«'~nitrifieation,

C'est ainsi que l'on observe une accumulation dl' nitrite il pli alcalin
par suite dl' la faible vit.esse de réduction de 1\'0; ('II milieu alcalill ;
par contre, 1(' nitrite constit.lle 1111 intermédiaire lrès l'ugaee à bas
pH [37, 50]. L(' facteur limitallt la d«"nit.rification scrnil ln réduction
de l'iO; dans ll's sols acides ct la réduction de :\"0; c1nns les sols
alcalins [37]. Par ailleurs, on ohs{'r\'C sounnt une production d'oxyde
nitrique à pH acide, qhi semlllt'rait provenir d'lIIl1' rl~d\letioll chi
mique dw nitrite [lO6, Hi5]. UIH' eorréla,lioll illwrs(' hautemeut
significative a été décelée entre l'necumulation dl' :"i0 l't le pH de
sols de rizière [5(1J. Enfil1, au-dessous dt~ pH 7, le produit final majeur
de la dénitrification est J'oxyde nitrel/x, tandis qn'iI la neutralité,
le N20 ne s'accumule pas [ai, 106, 165]; les lIlèllll'S observations
ont été efTectu"es dans des sols de rizières [50J : la ri·duclioll elu N20
est inllibée à pH acide ou alcalin, tandis ql/'ù pli nl'I/Ire, l'oxyde
nitreux est rarlidement réduit ('/1 azole.

5) Température.

L'activité dénitrifiante d'uu sol est en étroitl' rl,lation avec la
templ~raturc [11, 15, 24, 58, 106, 15!lJ. Presque négligeable de 3 11
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5° C [15, 24, 106, 133J, elle augmente avec la température pour
atteindre un optimum qui sc situe aux environs de 60 à 65° [24, 106J
ct cesse entre 70 ct 85°. Selon Nommik (106J, la dénitrification est
déjà importante il 12-13° ct peut ainsi entraîner une perte d'azote
appréciable dans les champs des régions tempérées, pendant les mois
pluvieux d'automne. Un efTet stimulant de l'alternance gel-réchauffe
ment a été signalé [94, 133J; plus cette alternance est fréquente
ct plus l'écart de tel11p{·roture est fort, plus grande est l'activation.
L'expérience de Nihllluik [106J, cOllduite il une pression partielle
d'02 de 80 à 170 I11m de mercure, a montré l'existencp d'une forte
corrélation positive entre la d,;nitrilication ct la consommation d'oxy
gène aux dilférentes températures. Pour Woldendorp [169J, la tempé
rature influe également sur l'acti''it,; microbienne généraie, sur la
soluhilité d'0 2 ct sa vitesse de difTusion dans 1(' sol, d'où l'impossibilité
de faire la part t'xaete de l'influence dl' la température sur la dénitri
fication ('n conditions aérobies. Selon Bremner et Shaw [24J, la vitesse
de dénitrification dans le sol varie 1rès peu de 25 il 60°. Enfin,
Garcia [51J a récemment montré l'existence de deux maximums
pour la réduetion de N 20 lHlI' un sol de rizière, il 3i ct il 65°; la
deuxième température correspond il l'activité optimale d'une hactérie
dénitrifiante tlwrmophile, Baril/us thermodenitrificans. En culture
pure, l'optimum d'activité des hactéries dénitrifiantes se situe entre 30
et 37°.

Selon Nommik [106J, N20 serail le produit majeur de la dénitri
fication il hasse température, tandis qu'à haute température, :"2
s'acculIlulerait. Pour Baill'Y et Beanchamp [15J, il y aurait une
inhihition complète de la réduction de NO; il 5°, mais la réduction
de NO; continuerait lentement; l'ahaissement de température ne
modifierait pas l'accumulation de 1\'20, mais entraînerait une dimi
nution de production dé 1'\2 ct unI' augmentation de la quantitç
de NO. Ce dernier gaz proviendrait d'une réduction ehimique du
nitrite.

6) Salinité.

Ce facteur peut sc révéler importallt dans les sols sa!l;s comme les
sols de delta ou les sols de rizière de la côte ouest de l'Afrique. Pour
29 sols de rizière du Séllégal, O/l fi noté un!' corrélation des rangs
inverse qui est hautement sigllilieHti\'l~ entre l'aetivité d{·nitrifiallt(·
potentil'l1l' et la teneur ('n chlorures. LJnr~ corrdation identique
existe égalemellt entr(' le nomllrl~ initial dl' hactéries d(;nitriliantes
et la tenenr l'n chlorures [54 J. Lorsq ue l'on enrichit un sol non salé
avec df's quantités croissHntl's dl' 1'\aCI, l'activitr; dénitrifiante
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diminue; une teneur dl' 10 mg CI-/g de sol sem hIe constituer le
seuil de tolérance.

7) Teneur en argile.

Hedman et Patrick [128] ont signalé l'existence d'une forte corré
lation entre la vitesse de /,pduction du nitrate et la teneur cn argile
de 26 sols hyctromorphes de Louisiane, avec un coefficient de corré
lation de 0,82b. Cepenelant, cette corrélation n'a pas été retrouvée
sur 29 sols de rizièrl's du Sénégal [54].

Y. - ;\1l~CA:'\lS3JE ET I~TAPES lNTEIUlÉDL\ lIŒS

DifTérents schémas ont l'ft; proposés pour ('xpliqlll'r ln surcl'ssion d('s
réactions qui illterviellll(~nt dans la réduction dll nitratc en gaz (N 20
ct :"2)' D'après KluYVI'r [i!l], JI' nitrite serait réduit ('n un composé
hypothétique, le radical nitl'oxyle Hl\'O qui sc dil11<orisel'ait en un
composé très instnh!P, l'acidp hyponitl'eux HO - :'\ = N - OH.

. Cc dernier donnerait i\'2u par déshydratation et :\'2 par hydrogé
nation ou réduction:

1'\20
2HN0 3 -+ 2HN0 2 -+ 2HNO -+ HO - N = l\; - OH <: ."

N2

D'autres composés ont ... , ..' proJlos(~S pour le remplacement du nitrox~'le

Il 0
et de l'hyponitrite, notamment la nitramide ""/ ~ - ;\' «: ct

11 ~O

l'hydroxylaminc NH 2() il, de lI1êmeque la lIit rohydroxylamine
N0 2NHOH. Mais aucune pl'('Un formelle Il'a pu être établie quant
ft la présence de l'UII de ces composés dans le sol ou dans le milieu
dl' culture d'une hal'tèric d"~nitrifiallte. JÙl outre, ces corps sont
très instahles pour la plupart et se décomposent spontanément
en donnant 1\'2, N20 et parfois NO.

Actuellement, on a tendance il considérf'r l'oxyde nitrique comme
l'uniqul' interllll~diairl' f'lltr'e l" nitrite ct J:oxydc nitreux

2I"0; --~ 2:'\0; -+ 2NO -+ N 20 -+ N 2 •

En cfTct, cctte s<oqUCII('l' a étl~ "'tahlie awc certitude c11l'7. dcs hactéries
appartenant il 5 w'nl'l'S diITücnts [Hi, 72, !J2, 117J parmi les 9 dans
If'sq\ll'ls se J'l.'ncontrf'/I1 dl's l'spi'ccs vüital,Il'lIu'/I!. dénitrifiantes.
Le lecteur trou\'('ra 1111 l'xpns(', d..s ('onnaissan('l's aelucllf's sur cc
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point dans Ip!' récentes monographies de Payne [114] et de Pichi
noty [117J.

Cependant, cps présompt.ions ne semldl'nt pas confirmées dans les
étudcs menées sur les sols. Il est indèniablp que le nitrite constitue
le premier intermédiaÎre dl' la dénitrification. Comme nous l'avons
déjà vu, il s'accumule dans les sols alcalins, alors qu'on ne le décèle
pas en grandI' qualltité dans les sols acides où il est rapidement
réduit.

Une production de NO au cours de la réduction du nitrate dans
les sols a été signalée par plusieurs aut('urs [31, 50, 106. 107, 134,156,
157,165] mais ..lIe n'intervient pas toujours [37, 50, 156J. En général,
les quantités dl,t('ctées sont très faibles [50, 134, 156J, au plus égales
à 5 % du nitrate ajouté [31J.

Cependant, Wijlpr et, Delwiche [165J ont décelé 15 % de NO dans
un sol acide ('t Garcia [50J jusqu'à 60 % dans un sol de rizière de
plI 4,7. En enrichissant des sols for('stil'rs pn nitrite, :\iimmik et
Thorin [107J ont déc..\(; 30 % de NO il plI 7,3. Splon \\ïjl.. r et
Delwiche [165]. 1'\0 apparaît seulement si la teneur en eau est ha!'!'e
et l'oxygènc al Isent. Cette production occasionnelle d'oxyde nitrique
est. attrihué(' il tlne décomposit.ion chimique du nitrique l'n milipu
al'ide [31, 101;. HI7, 129, 165J sui\'allt la réaction

3Hi'\02 ~ 2:\'0 + 111\0 3 + H 20.

Selon NÜIIllIlik [106), la rl'action chimiqll(' a lieu môml' il plI 6,4
en présence d' 1l1H' grande quantité dïolIS Fp++. Wijlpr et Dplwichl' [165]
ont. o1Jsl'rn', la forluatinn de NO il plI 7,2 il un faible tanx d'humidité.
UllC corrélation étroite a été mise pn l,videllcl' pntre la quantité de
NO accumulé(' lors d'études elTectupcs Cil atlllo~phèrc confillP(' d la

. quantité dl' nitrite détectél' [31, 50J d(~ mênJ(' qu'une corrèlation
inverse entrt· la quantité d{' 1'\0 l'l 1(· plI d'ulll~ ~(;I'i(' de sols de
rizièrc [50J. Par ailleurs, la productioll de NO, qualld dl(· a lieu,
est l'lIcore décelable dahs les sols ~térjlisl's .. \ enrichis l'Il lIitritc [107J,
Van Cleemput d Baert [1 ;,7] ont mêTlH' di,tech; l'oxyde nitrique
dans des sols irradiés par BOeo il la dosl' de 2,5 Mrad, alors qu'il
n'y Cil avait pas dans les mf'mes ~ol~ nol! irradiés, Cependant, en
apportant 100 ppm de N ~ NO; dalls 4 sols de rizière stérilisés
durant 30 min il 1200 el ayant produit plu~ de 25 % de 1'\0 lors de la
dénitrilleation dl' :'lU;, Garci~ [50J n'a pu dl"eeler aueuue trace de NO
après plusieur'< joul'~ d'iucubatioll à 30°,

Dans tous les cas où Hne forlllatioll de NO ,a été ollsl'I'vée, ce
composé est ultérieurement réduit puisqu'~J disparaît toujours de la
phase gazeuse en donnClnl N 20 l't ;-\2, (luand on introduit NO dans
un sol, il est rédnit lentenwnt, la flPriodp de latencc étant assez
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longue [106]. Selon Cady et Bartholomew [33], il Y aurait formation,
danl' les premiers l'tadcl' dl' la dénitrification, d'autres composés
qui agiraient sur les vîtesl'es de réduction de NO;, NO; et NO.
Étudiant la séquence des produill' form(~s au cours de la dénitrifi
cation dans certains l'ols, plusicurs auteurs ont mis cn évidcncc
une perte moinelltanée d'azote en totalisant les composés azotés
déterminés; en fin d'expérieIice, la presque totalité de l'azote initial
est cepcndant retrouvéc sous forme de 1'\2 [50, 106]. 1'\ümmik [106J
attribue cette perte à l'accumulation d'uil ou plusieurs composés
intcrmédiaires non détectés par l'analyse ou bien à l'inhibition
momentanél' du dégagement de NzO et N2, la solubilité élevéc de NIO
n'expliquant qu'en partic cette l;·erte.

Quand on étudie la dénitrification dans les sols, on assiste toujours
à une formation de N20 ; lorsque les expériences sont conduites en
atmosphère confméc, cc gaz est ultrrif'lm~mentréduit en 1'12> produit
final de la dénitrillcation. Nous avons déjà vu qne les proportions
rl'latives de N20 et N z dépendaicnt du pH, dl' la teneur cn l'all et (ou)
de la température. NzO prédomine également quand la concentration
de nitrate est forte, car sa réduction ne commence que lorsquc la
majrure partie de NO; a disparu [106]. Comme 1'1 20 est très soluble
dans l'eau, les sols submergés favoriscnt sa réduction en N2, alors
qu'il a tendance, en sols exondés, à s'échappcr dans l'atmosphère
où sa concentration est d'environ 0,5 vpm, A raide de J'azote marqué,
Nommik [106] a pu établir avcc certitude que N 20 est un précurseur
obligatoire de N 2 dans les sols, assertion admise par d'autres
auteurs [31, 37, 156J.

YI. - EFFET RHIZOSPHÈRE

Les études consacrées jusqu'à présent à l'influence des plantcs
vivantcs sur le processus de dénitrillcation ne sont pas très nom
breuses si on les comparo aux jnnomhrables expérienccs se rapportant
à cc processus. Commc 1I0US l'avons déjà v~, l'oxygène est Il' facteur
majeur qui régit la dénitrifi~ation. Ainsi distinguerons-nous, pour
l'cffct rhizosphère, le cas dcs plantes en sol cxondé (dont les racines
consomment de l'oxygène) et le cas des plaIltes en sol inondé (dont
les racincs cxsudent de l'ox~'gène).

1.) Plantes en sol exondé.

Diverses études dl' dénitrification ont été effcctuécs dans la rhizo
sphère du blé [130, 142, 151J, du haricot, du maïs, dl' l'orgc [102],

BULt.. INstiTUT PA9TEUR. - 1975r. NO 2. 13
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du pois [168J ct dr plusieurs plant(~s fOlll'ragèrrs [22, 131, 167J.
Dans Ulle revue drs travaux russes SUI' la rhizosphi:re, Krasil"

nikov [80J a constaté qùe, pal' rapport aux ohservations .coneernaut
le sol nu, le nitrate est absent de la zone des racines df, dilTàentes
plantes, ou préseut en faible quantité durant les premiers st.ades
dl' la croissauee ct rn fItl de vi,gHation. Les hactéries déuitrifiant.es
son t très nombreuses dans la rhizosphère ct se chifIrent par millions
voire par billions par gramme ùe sol sec [140J. Pour le lM. Hivière [130J
a constaté un efIet rhizosphèl'(' positif sur le nomhre de bactéries
dénitrifiantes il la germiuatiou, au tallage ct à l'épiaison, avec un
maximum au moment du tallage quand la plante a des hcsoins nutri
tifs accrus. Michoustine ct eoll. [lD2J Ollt montré qur la perte eu
nitrate était maximale 11 la floraison du haricot ct ~I l'épiaison du
maïs; pour crtle drrnière plante), le calcul de la quantité de earhone
néc('ssaire il la perte d'azote eOlJstatée donnait un ehifTr" trils nette
ml'ut infilril'ur il rl'stimniioll du earhonr fourni par les exsudats
raeinnires. Au stade de r(;piaison, par exempll', pour un poids sec
de matériel végétal dl": 70 Ir, il Y a eu une perte de 26~ mg d'azote
oyant nécessité la prés('hec d(' 684 mg de carbonl' ; or la quanti!i,
dl' carhone l'stillll;e il Cl' stade de la croissance du maïs. dnns lp!-'
l.'xsudats pt les di'!Jris raciuaires. pst (le 3 000 il 7 0(1(1 mg.

SPlon Allison [5J, les p('rt('~ en azotr sl'raicnt plus fnihle~ dans les
sols recouyerts de plantes qu'pn sol nu, car rexportatioll par les
plantes préviendrait la dénÎtrifientiol1, \Yoldendorp [166. Hil, 168~

eontestc l'cUI' hypothi~sc dans une étude de la per!1' d'azote sons
prairie. Selon cet autl'urj il existel'llit un efIct stimulant des plantes
sur la dénitrification; il rèsult{lrait de la eOllSOlnl11ation Il'02 par les
racines et de !'existl'nce d'une microflore rhizosphérique active.
La consommation d'02, mesurée au l'l'spiromètre de "'arIJUrg, est
20 fois plus grande en ptésenee de racines vivantes {lue dans le cas
de racines mortes. Les racines sont entourées d'Une retitl~ pellicull'
d'eau danslaqul'l1l' la pression partielle d'02 est presque nulle;
des conditions allaérohil's nécessaires à une actiyité dénitrifiante
éleyée sc rencolltreront donc dam un sol planté. Selon \Volden
dorp [168J, 10 l~l 20 % des e?lgrais seraient perdus aux Pays-Bas
sous l'influence .de ec facteur. En comparant un sol stérile ct un sol
non stérile, l'auteur attribue, dans II' cas de plantules de pois dl'
10 jours, 65 % de la consommation d'02 aux racines (·t 35 % aux
microorganismes de ln rhizosphère.

La dénitrification est églllmnent stimulée par les (,xsudatious
racinaires. Woldendorp [lG6, 167, 168J l'a démontr.: il l'aide dl'
plantules cultivées sur 1111 sol artificiel dépourvu de matière, organique,
ct disposées dam les fioll's dl' I1WSnrl' d'lin l'l'spiromètre d.' \Varhurg,
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sous atmosphère anaérobie et en présence de Ilitratc. L'effet supérieur
du pois par rapport au ray-grass, constaté lors de cette expérience,
serait à attribuer, selon l'auteur, aux acides aminés excrétés en plus
grande quantité pHr le pois. Des expéricnces avec des plantules
à système racinaire stérilr ensemencé par Pseudomonas sp. ont montré
fJur cette hactérie peut utilisel' Ics rxsudats racinaircs comme don
ncurs d']]+ pour la dl'nitrification, tandis quc l/acillus sp, en est
incapable, Selon \Voldrndorp, les bâtonnets à Gram-négatif seraient
lcs principaux respolH'abl,'s de la dénitrification sous prairir, ct l'rfTet
favorable dcs acides aminés décuulerait du transfert rapide des protons
au nitrate pendant la désamination··dc l'acide. Au cours d'une expé
rience sur la dénitrification il l'aidc de ra~ines exeisérs de plants
dl' fétuquc âgés d'un l1lois, Brar [22J a constaté qne les racines, en
rrspirHnt, entraînent u né déficience en O2 dans leur proche environ
Ill'lIwnt, déficirll\~e favotahle il la réduction du nitrate, mais les
rncinf's excisées nr fournissrlll pas sufliSal1lll1l'ilt de suhstrats pour
réduire Cil gaz le Ilitrite forlll\;.

Enfin, toul rl;celllnwnt, il j'aide d'un d isposit if spécial, Strfan
son [141, 112, 143, 14 Ir , 1 '15; a mon'tré que les produits gazeux dl' la
dènitrification SOllt plm abondants dans un sol portanl dl'S plants
de 1>lr 1'1 rrufrrmant difTéfl'ntes quantités d'cau. En JJI'{'scnee des
planles. on obtient brallcoup plus dl' N 2 que de :\'20, alors qll'en
sol nu. on obtil'Ilt le conll'aire. Selon l'autcur, la réduction du nitrate
en azotc serait directellH.'nt inilurlleée par la rhizosphère : en sol
non planté, 1\20 Ill' serait pas UII précurseur obligatoire de ;'\2'

A notr(' avis, ulle autrc cxplication peut être donnée: en rfTet, en sol
nu, 1\10 serait. libéré dans l'at.mosphère au fur et à mesure de sa
production, surtout si le sol n'est pas riche cn carbone organique,
tandis qu'en présence de pIailles, les exsudats racinaires richcs en
substances carbonées directement assimilables permettraicnt la
réduction de NIO au fur et à mesure de sa production et entraîne
raient une libération sup(\ricmc de N 2 dans l'atmosphère.

2) Plantes en sol inondé.

Il s'agit essentiellcment du riz. Comme nous j'ayons déjit vu,
les pertes d'azote par dénitrification cn sol inondé sont assez impor
tantes, malgré J'emploi d'engrais ammoniacaux, ct résultent princi
palement d'une nitrification préalablc de NB: dans la mince couche
de sol oxygénée au contact dircet de l'cau de submersion et dans la
zone aérobie dl' la rhizosphère du riz, engcndréc pal' r exsudation
d'Ol par les racines.

De très nombreux tra vaux ont en effct montré l'existencl' d'une
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exsudation d'oxygène par les racines de riz [2, 9,17,20,74,83, 158J.
Van Haalte (158) était l'un des premiers à montrer qu'Os est présent
dans le cortex des racincs et provient d'un transport des parties
aériennes vers les racines. Alberda [2J, dans une reyue de la litté
rature concernant cc problème a montré que le riz dévcloppe, à la
surface du sol, un tapis de fines racines abondamment ramifiées qui
seraient capables de prélever l'oxygène du milieu qui serait trallsporté
dans d'autres parties du système racinaire. Ces racines se développe
raicnt en fin de tallage et demeureraient actives jusqu'à la maturité
des graines. Selon Boùldin [20J, la rhizosphère du riz ne serait pas
beaucoup oxydée dans la région dt! sommet des racines; par contre,
la zone aérobie serait plus étendue dans les parties les plus âgées
dans lesquelles les racines possèdent de larges espaces intercellulaires
remplis d'air. Pour Armstrong [9), le riz peut tolérer des conditions
très réductrices parce qu'il possède au niveau des racines nn fort
pouvoir oxydant résultant de la fourniture interne d'oxygènl'. Selon
cet auteur, il existerait une différence entre les variétés de riz,
en cc qui concerne la diffusion d'02; ct les petites racinl's latérales
pourraient oxygéner une zone aussi étendue sinon plus grande que la
racine primairf' qui ll'ur a donné naissanel'. Enfin, Luxrnoore et
Stolzy [83J ont calculé qu'une racine de riz de 20 cm de lonl! et de
0,2 cm de diamètre exsuderàit 5 à 7 % d'Os au sommet de la racine;
llll accroissement du diamètre entraînerait une augmentation de la
concentration d'Os à l'intérieur ct particulièrement le long des parois
de la racine.

Il semble que le nombre de bactéries dénitrifiantes soit nettement
plus élevé dans la rhizospllère du riz que dans le sol éloigné des racines.
Sf'lon Wu (171), ce nombre serait faible au début de la croissance et

. augmenterait brusquement en fin de tallage. Dans 20 des 23 soll'
de rizière du Sénégal étudiés, Garcia [49J a trouvé un rapport HIS (")
supérieur à 1. Cependant, Mahmoud et ~brahim [87J ont observé,
dans des sols de rizière d'Égypte, une densité de bactéries dénitri
fiantes plus faible dans la rhizosphère que dans les sols non plantés.
Mais il convient de rappeler qu'en aérob~ose, les bactéries dénitri
fiantes sont capables de se développer sans dissimiler le nitrate,
donc, que leur présence en plus ou moins grand nombre ne reflète
pas nécessairement l'importance du processus de dénitrification.

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

(") RjS = nombre de bactéries durhizoplanjnomhrl' dl' bactéries dans le sol
éloigné. .
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diminuait la perte d'azote observée lors d'un apport d'engrais
ammoniacal. Cela résulterait de l'absorption de NIf: par les plantes
avant qu'il ne soit moLilisé puis perdu dans la séquence nitrifieation
dénitrification. Cette séquence se présente-t-elle effectivement dans
la rhizosphère du riz?

En utilisant le test statistique de la corrélation des rangs [18J,
Garcia [49] a observé, dans des cultures de riz en boîtes de plas
tique [45], Ull efIet stimulant du riz sur l'activité dénitrifiante poten
tielle. Cette stimulation, strictement localiséc à la mince pcllicule
de sol adhérant aux racincs, est d'autant plus marquée que le sol
est plus paUHe en earhone org';lnique. Une corrélation positive
hautement significatin a été mise en évidence entre le poids sec de
matériel végétal ct l'activité dénitrifiante potentielle des hactéries
de la rhizosphère; comme l'exsudation racinaire est lié!- Il la quantité
de matériel végétal [85], la <!éllitrifieatioll potentielle srrait donc
cn relation avec la quantité d'exsudats racinaircs. Cc résitltat a Hé
confirmé par l'l'lui de la mesure de la réduction dl' NzO qui permet.
d'estimer la dénitrification [5t]. Avec el'1.1e méthode, aucune activité
l'\zO-réduetase n'a été décelée dans la rhizosphère d'un riz de trois
semaines, au moment du prélènment. Cette absence d'activité
dénitrifiante initiall' peut résulter d'une absence de nitrification
de NB: du sol (il n'y fi pas eu addition d'engrois dans cette expé
rience) ou de la présence rie conditions défavorables telle la lihéra
tion d'Oz dans la rhizosphère, L'application de la méthode de réduc
tion de 1'\20 a ceprndant permis de déceler unI' activité dénitrifiante
au moment du prélèvement, ù difTh'l'nts stades de croissance du riz,
dans des échantillons préleVés en pots et dans les champs [53J ;
l'effet rhizosphère positif du riz sur la dénitrification a égalemen t

.pu être confirmé [53].
Par ailleurs, ceUI' méthode a permis de démontrer la possibilité

de dénitril1eation dans la rhizosphère du riz, malgré la présence d'Oz
excrété par les racines [52]. En efI(~t, après préincubation cn pré
sence de N,a, dans un dispositif approprié (une rhizosphère de riz
représentée Pi1r le système plantule âgée de trois semaines et 15 g
de sol dans legqucis elle s'est' développée, en tulle de verre), l'activité
NzO-réductase mesurée en 6 h est quatre fois plus élevée dans la
rhizosphère -,- donc IJJlllgréla présence de la plante vivante - que
dans Je sol témoin non planté lorsque NzO est introduit au contact
même du sol, au trayers d'un tamis I( Inox)) de 200 (Jo. tluand la pré
incubation est effectuée par introduction de NzO au contact de la
partie aérienne de la plàntulc enfermée d:ms lin tube il essai maintenu
par 1111 joint de caoutchouc, l'act.ivité de la rhizosphère l'st deux fois
moins élevée" car la zone de sol atteinte par Nzù - qui dilTuse
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probablement par la même v-oie QU'02- est pins restreinte dans cc cas.
Cependant, puisqu'il y a cu induction de l'enzyme responsahle

de l'activité, induction qni est strictement inhihée par O2 [116J,
le 1'\20 a probahlemcnt dillns(> dans lIlle zone du sol où l'influence
d'Of ne s'est pas manifestée, mais qui l'st atteinte par les exsudats
racinaires puisque l'activité y est plus grande que dans le sol nu.
Il y aurait donc, dans la rhizosphère dn riz, des zones anaérohies
dans lesqul'\Ies les processus biologiques peuvent sc manifester
avec une plus grande intensité que dans 1(' sol non planté, par suitl'
de la présence d'une plus grande quantitr dl' sllhstances dircctl'Illent
assimilables ct d'une densité haç,tériennc plus élevée.

VII. - IMPORTANCE EFFECTIVE

DE LA DÉNITRIFICATIO:-.I bA~S LE SOL

011 reconnaît actuellement deux catégories de pl'rtcs d'azote
pOl' dénitrification [46].

1) Les pertes normaks.

Elles sont lentes et progressiws et découleraient de l'existence
dans le sol - même bien drainé - demicrohahitats anaérohies
favorables il la dénitrification du nitrate apporté au sol sous forme
d'engrais ou formé par nitrification dans les microsites voisins,
aérobies [64j. Cl'S pl'rtes peuvent représeoter jusqu'à 10 ct même
15 % de la production annuelle et de l'apport d'azote nitrique [46] .

.2) Les pertes accidentelles.

Elles sont rapides ct importantes ct elles apparaissent lorsque
les conditions optimales pour la dénitrificr,ltion sont réalisées, telles
que la présence d'une quantité appréciable de nitrate dans un sol
riche en carbone organique', l'anaérobiose consécutive aux pluies
ou à l'irrigation, et une température assez élevée. Dans les régions
tempérées, ces conditions peuvent se rencontrer en été ou pendant
les mois pluvi(·ux d'automne [106] et surtout dans les prairies [168].
Dans les régiens tropicales, les pertes d'azote peuvent être considé·
rahles dans le's rizières. !

3) Les remèdes.

Pour réduire les pertes par dénitrification, on conseille générale
ment l'apport d'engrais som forme ammoniacale dans tous les cas

22
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où NB: est absorbé préférentiellement par la eult.ure, notamment
pour le riz. On peut également ('mploycr des inhibiteurs de nitrifi
cation [29, 59, 112, 122J pour réduire la formation de NO; à partir de
l'engrais ammoniacal. Enfin, il est conseillé de fractionner les apports
de matière organique fraîche qui stimulent la microflore dénitri·
fiante.

Une inhihition spécifique partielle de la dénitrification a été signalée,
après usage de pesticides [12, 103J ct actuellement plusieurs recherches
dam ce sens sont en coUrs au Japon. Happelons, à cc projlos, que la
microflore dénitrifiante peut ayoir une action bénéfique sur le sol
- notamnH'llt en sol suhmergé.. - en éliminant certains aeides
toxiques pour les cultures [171 J.

HÉFÉHE~CES

[1] AUICIlA:"DA:"I, C. F. &. PA'r:"AIK, S., ~ilrogen changes and ferlilizer
losses in lowland waterlogged ·~oiJ~. J. f"dian Soc. Soil Sri., 1958, 6,
87-!13.

(2) ALln:nn.\, l'., Growlh and 1'001 t1I'yc\opmcnl of lowlancl rire amI ils rela
tion 10 ox~'gen sllppl~" PIani a. Soïl, 19,,3, D, 1-::!8.

(3) AI.ECKSIC, Z., BIIOF.sfIAnT, Il. &. .\hODELUOF., Y., ShaUow deptll placement
of (NH4\2S0C in .ubmf'rJ!erl l'icI' soils as relaterl to ga.eous lossc. of
fcrlilizer nilrogeflllnd fl'rtilizl'r l'lIicil'nc~·. Plant a. Soil, 19h1:!, 2./, 338-342.

[4] AT.F.XA~DER, '\1.,. Introdnclion III sllilmicrubiology ".•John \Yill'Y &. SOIl8.
New York, 1961.

(5) ALLISO:", F. E., The fall' uf nill'ug"n applied 10 soil•. Ac/l'allc. Agroll.,
1966, 1&, 219-258.

r6) ALl.ISOX, F. E., CARTER, J. X.•\: Sn:ItI.l:"G, L. D., The clreet of partial
pre8S\Il'e of oX~'gen on lIcnitl'ilicalion ill soil. Soil Sci. Soc. Am!'r. Proc.,
1960, 24,283-285.

[7J AMRItOZ, A., DenilrobacleriulII tllet'mo/,/lilum spec. nova, ein Ueilrag zur
Diologie der therlllophilt~n Bakll'rien. Zen/l'hl. Bald., 1913, 3i, 3-16.

(8) AOAIINE, S., A revie~v of l~rseltreh on rcdox p01entials of padd~' soil. in
Japan. Soil Sei., 1962, !J.J, G·13.

[9] AnM~TIIOXG, \V., Rhizosphf're nxirlalion in l'iee: lin allal~'sis or intcrvarietal
dilTert'nec~ in nxytren f1i1x from 1ht, l'onfs. Plalli. Physiol., 1969, 22,
29(;-303. .

[10] AnNoLD, f. \V., Losse. of nilrons oxitle Irom soil. ./. Soit Sei., HJ::i4, 5,
116-138

[11] AVNUIEl.ECII, Y., Kitl'ale trallsfllrll1a1ioll in pcn\. Soit Sri., 19ï1, 111,
113-118.

[12J A7.AD, M. I. & KIIA:"I A. A., Hedllclilln uf nilrogen losses Ihrough denitri
fication frolll paddy soil h~' 1h" al'l'licHfioll of pcsticides. nr!'.~t Pal<.
J. AgI'. Re.~., 1%R, 6, 128-133.

[13J BAAl.~nt."lJ, K. &. B.UI.51tl.·Il, K. S., Studies on T1Iiobaeill" .• tlcni/ri/icans.
Arch. Mil<"o1Jiol., 19::;r., ;:0. 3r.·/i:.!.

;.



186

[1ft]

[15]

[16]

[17J

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[2"]

[25J

[26J

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

J)·L. GARCIA

DAIJ.F.Y, L. D. &. llEA\]CIIAMI', E. G., Nitrate reduclioll and redox poten
tials measured wilh permanently and temporarily placed platinum
electrodes in salurate.1 soils. Canad. J. Soit Sci., 1971, 51, 51-58.

DAILEY, L. D. & llEAUCIIAMl', E. G., ElTeds of temperature on nitrate
and nitrite ion J'eductioll, Jiitrogenous gas production and redox potential
in a saturated soil. Canad. J. Sail Sei., 1973, 53, 213-218.

BALDE~SI'ERGER, J. & GAIIGIA, .L-L., Red'uclion of oxidized nitrogell
compounds by a new-strain of Thiobaeillu,ç deni/rificans. Arch. Mikro
biol., 197;, (sous presse).

BARRER, D,. A., EDERT, M. &: E\'A~s, N. T. S., The mO\'cnient of 015
t111'ough barley alld rice planls. J. exp. Bo/any, 1962, 13, 397-1,03.

DAUZO:'<, D:, van den DIIIESSCIlE, H. &. DOMMERGUES, '1:., L'elfet litière.
1. Influence in Si/fl d.·s litières forestières sur qucfques cara~léristiques

biologiques des sols. Oernl. Piani; 1969, 4, 9!1-122.
BOLJ.AG, J. M., ORCUTT, 1\1. L. &. BOJ.LAG, B., Denitrificntion by isolnted

50il bacteria under various cn\'irolllnentai conditions. Sail Sei. Soc.
Allia. Proc., 1970, 34, fl7;;-fl79.

lloLJ.DI~, D. n., Speculations on Ihe oxi.lation-reduction status of the
rhizosphere of riee roots ill slIbmerged soils. Ter/m. Repli/. SrI'. In/ .
...1/. Enerp,y A/lellcy, 19;;8, 65, 128-139.

BnA:'<DT, G. Il., \YOU:OTT, A. H. &. EI\lr.KSO~, A. E., :"iitrogen transfol'
mations ill soil as rclated lo stl'uclllrc, moisture and oxygen dilTusion
rate. Sail Sei. SnI'. Amel'. Pruc.,'1964, 28, 71-75.

DRAR, S. S.. luflu('nee of roots on denitriliealion. Pilm/ a. Sail, 1972, .16,
713-715.

BnE>I:'<EII, J. )1., )\"tholls of soils anal~'sis, in« Inorganie forms of nitrogen"
(parI 2\ le. A. Black), Am..r. Soc. Agron. Illc. Pub!., :'IladisoII, 1!J65.

BnE~I~ER, J. )1. '" SuAw, K., Denitrification in soi1. II. Factors alTecting
denitrilieatioll../. a1(ric. Sci., 19i18, 51, r,0-52.

BnOAI>IlE:'<T, F. E., Denitrification in some California soils. Suil Sei.,
1951, 72, 129-138.

BIlOAD1JE~T, F. E.•\: CI.AIlK, F., Denitrification, in « Soi! nitrogcII Il (Bal'·
tholomew W. \'. '" Clark F. E.\ (p. 344-359). Amer. Soe. Agron. Inc.,
Madison, 1965.

BROAVIIE:'<T, F. E. &. STOJA:--O\'1C, B. F., The elTl'cl of parlial pressure
of oxygen on sorne soil nitro~en transformations. Soil Sei. Soc. Amer.
Pral'. , 195:!, 16, 3;,9-363.

BnOADIJEl'T, F. E. &: T\)S:'<EE~I, :'II. K, Losses of nitl'ogen from sOIlle
lIoodeti soils in trneel' experilllclI\s. Soil Sei. Soc. Amer. l'roc., 1971, 35,
922-926,

B\.·~oY, L. G. &. BnEMl'ER, J. ;'II., Inhibition of nitrification in soils.
Suil Sei. Soc. Amer. Proe., 19ï3, .17, 396-398.

BvnFono, J. H. '" ;'IhLI.I~GTO:'<, H..r., Nitrolls oxide in the atll1osphcrt'
of a rCli-brown cart h. \hh Int. Congr. Soil Sci:, Ade1aïde II, 1960, 505-511.

CAVY, F. B.•\: BAnTIIl)l.MIF.W, )1. V., Sequclltial products I,f Ilnacrobic
denitrifieation in Norfolk soil maleria!. Sail 5ci. 50e. Amer. Proe., 1960,
2J, '.77-1,82.

CADY, F. B.•\: BAnTnOl.I)~t1-:\\', \\". \'., IlIflucllce of Jo\\" p02 on llcnitrifi
catioll processes ami 11I'olll1ct5. Suil Sei. Soc. Amer. Pme., 1!J61, 2.;,
362-365.

CA DY, F. B. &. BAIlTIIOI.O~"':\\', "'. \'., Invcsl.igal.iolls of nilri .. oxille r(~al"

tions in 50ils. Sail Sei. Sile, .-\1IIt'r. l'roc., 1963, 27, 51(j-54!!.

24



LÀ DÉNIT1UFICATION DANS LES SOLS 187

25

[3ft) CAnTER, J. N. & ALLlSO;\", F. E., Investigations on denitrification in well
aerated soils. Soil Sei., 1960, 90, 173-177.

[35) CAWSE, P. A. & SIIELDON, D., Rapid reduetion of nitrate in soil remoi
stened alter air-drying. J. agrie. Sei., 1972, 78, 405-'.12.

[36] CIIATELAIN,.R., Réduction des nitrites par Alcaligenes odoran8 var. virida1l8.
Ann. I1I8t. Pasteur, 1969, 116, 498-500.

[37] COOPER, G. S. &. SMITU, H. L., Sequence of products formed during deni
trifieation in some diverse western Boils. Sail Sei. Soc. Amer. Proc.,
1963, 27, 659-662.

(38) ConBET, A. S. &. WOOLDItIDGE, W. R., The nitrogcn c~-c1e in biological
systclIls. 3. Aerobic 4leuitrification in soils. Bioche",. J., 19',0, 34, 1036
10'.0.

[39] DAVIS, D. H., DOUDOIIOFF, )I. &. STANlER, R. Y., Proposai tü reject the
I!'enus l1yd,w!,cnomollas: taxonomie implications. In/ . ./. sysl. Baet.,
1969, 19, 375-390..

[40] DE, P. K. &. DIGAR, S., Influence of the riel' crop on the loss of nitrogen
gas from \\"atl'l'-Ioggcd soils. .1. agric. Sri., .1955, 45, :!80-282.

[41] DEHERAIX, P. P., LA r"riuclinn tics nitrates dallsla tcrrc arable. C. R. Arad.
Scî. (Paris), 1897, 1!!.J, 21;9-273.

(42) DEIIEItAIX, P. l'. &. :\\'\Ql'EXXE, L., Sur la réduction .Ies nitrAt.es dans la
terre aralJle. C. H. Amd. Sei. (Paris), 1882, 95, (i91-ti93.

[43] DELA l'ORTE, B., Trois nouvclles e8rèces de· Bacil/uR : 1JacillM similaba
dill8 n. sp., lJaril/us long;'YllOrIlR n. sp. ct B"cilills lIilri/r)l/ens n. sp.
Alln. fnst. Pas/l'w', 197:.!, J:!3, 821-834.

[44] DELWICIIE, C. C., \),~nitrilil-ation, in « Inor!!,anienitl'o!!'en metabolism »,

1955 IS~'mposium, )TcCollulll. l'rail Institute, Baltimorel ()lcElroy \V. D.
,'1;, GIR~~ 13.1 II" 23:1-25!1). The Johns Hopkins 1'1'ess, Baltimore, 1956.

(45) DO"){ElIGt:ES, Y., CO~llIllE~IOXT, H., BECK, G. ,'1;, Ol.L.H, C., Notc prMi
ll1inairc concl'rnant la su!falo-I'('duction l'itizosph('ri'lue dans un sol
salin tunisÎl~n. Uel'. Ero/. Biol. Sol, 1969, 6, 11;'-1 :!!J.

[46] DO"~IERGlJES, Y. l'l;, )IA~GENOT, F., a Écologie mi(,l'Obielllw du sol ll.

)Iassoll "'- Ci(', Paris, 19;0.
[47] E"'PETE, D. )1. ,1,;, COllXFIEI.D, A. II., Lo~ses, thl'ou!!h rlenitrification,

from soil of arplipd illorganic nitl'ogen even at lo\\" 1lI0isture content.
Nature (Lond.), 1%'1, 201, 322-323.

[48] EKrETE, D. M. & r.oll:i;n~:LD, A. H., Erreet o! pH and addition or organie
lIIah..rials on dl.·nih'jlieatiml losses frolll soil. Sa/lire (Lond.), 1965,
208, 1200.

[49J GARC"', J.-L., Tnf1uem'e de ln l'hizosph~re du riz sur l"aelivitù dénitrifiante
potentielle des sols de rizières du S('négal, Ol'col. Plan/., 1973, 8, 315
323.

[50] GARCIA, J.~L., Séquene" des rroduits formés ilU cours de la dénitrification
dans les sols de riziôres du Sén('gal. Anll. Micrnbiol. (lnst. PaRteurJ,
1973, 124 B, 351-3G2.

[51) GARCIA, J.-L., Héuuction ,I~ l"ox~'de nitreux dans les sols de rizières du
SI.\nègal : mesure dl' l'acti,-iH' d4'nitrifiante. Soil Biol. l1iochcm., 197!1, 6,
79-84.

[52] GARCIA, J.-L., Erret rhizosphin'e du riz sur la dénitrification. Soil Biol.
Biochem., 1975, 7 (sous presse).

[53] GARCIA, J.-L., F":valuatioll ri" la dt'nitrification dans les rizières par la
méthode de réductÎOll 41e :'oi'l). Soil Biol. Biochem., 19;5, 71sous presse).



188 J.-L. GARCIA

[54] GAIICIA, .1.-1.., HAIMD"UL'r, M., JACQ, V., H':-:Al"OO, G, & ROGlm, l'.,
Al'tiviti's mÎcrubil'nnl's dans les sols de rizièr('s du Sionôgal : relations
avee l('s cara('tl'ristiqucs physieo-ehimil\ucs et inl1uence de la rhizo
sphère. Rev. Ecol. lliol. Sol, 197'., 11, 1G!I-185.

r55] GAYO:", U. l\ DUI'E'rI'r, G., Sur la fl'rllll'Iltati"n Iles nitrates. C. R. Acad,
Sei. Il'aris), 1882, 9.5, C'I'I-6',(i.

[56] GAVO:", U. ,\ ))UPETIT, G., Sur la transformation des nil.rat('s en nitrites.
C. R. Arad. Sei. (Paris), 1882, 95, 1365-1367.

[57] GA VO"', l'. l\: Ih:PE1'1'r, G., He('.hcrches SUI' la réduction des lIitratcs par les
inliniments petits. Soc. Sei. [Jhy.~. Sai. llOl·deau.l', 1881i, 2 (sl'r. 31,201-307.

[58] GlulOun, C. 1\1., TEIIESi\, G. & BOJ.LE:-:, ,V. B., Determination of soil
nitr"g('11 loss('s in palouse soil8. /Jacl. Jlror., '1957, 57, 9 (A3).

[59] GOIIJ:"G, C. A. 1., Conlr,,1 of ni)rilication b~' :!-chloro-6·trichll)rometh~·1

pyridine. Soil Sei., 1962, 93, 211-218.
[60] GREE"'LD;D, D. J., Is aerobie d ... nilrilieation important in tropical soils ?

6th Inl. Congr. 'Sllil Sei., 1956, il, 765-7(19.
[61] GREENI.AXO, D. J., Denitrilieation in sorne tropical soil8. .1. agrir. Sci.,

19(i2, 58, 227-233.
[62] GRF:F:N\\'oon, D.•1., Nitrification ami nitratf' dissimilation in soil. 1. Method

oi stud~'inl!' nitra te dissimilation. Piani a. Soil, 1962, 17, 36:l-37ï.
[63] GnEE:<wooD, n. J., Nitrification and nitrale Ilissimilation in soil. II. Eff('ct

of oX~'g"11 cIllH'entrntion. PianI a. soa., 1%2, J7, 378-391.
[6'.1 GRF:EN\\'OOO, lJ. J., Nit.rogen transiormntinns and the di~lribution o[

OX~'~CII in ~oil. elu·m. Jnd., 1963, 799-80:j.
[65] GUtnA!:I>. li. ,\: BER1.IF:R, Y., Détnrninatinn '1ullntÎtnt.iw 1'1 isotopique,

par spectrométric de masse, des composl's gazeux produits cinnS la dénitri·
fication. îllim. allai., 1970, 52, 53-5(i.

[66J GUIRACD, G.•\: BERI.IER, Y., Étude a\"Cc l'ai(1e de l'a7.0te 15, dl' la dénitri
ficalion dans le sul notamllll'nt en pl·..·S('IH·(' de paille enfouie. C. H. Acad.
Agrie. Fr., 1969, 55, 1000-1007.

[67] HAuc"" H. n., Soil IInd fertiliz('r nitrogen. A l'l'vic\\' of recellt work and
commentary. 9th Int.. Congr. Soil Sei. Adelaide Il, 1968, '.7;)-486.

[68] HAuc"', H. Il. & MEI.STED, S. 'V" Some lIsl'l'cts of the prohlcll1 of evaluat
ing den:ll'il1l'ation ln solls. Sail Sei. Soc. "1/11er. Pme., 1956, 20, 361-364.

[69] HAUCK, Ho D., lIIF:LSTED, S. 1\r. & YAOiK'.... cn, P. E., l'sc of nn isotope
distribution in nitrogen gas in the stlH\Y of denitrifieatit'n. Soil ."Id.,
1958, sa, 28i-:!91.

[70] HILTBOLD, A. E. l\ AOA~IS. F., EIrect of nitl'o!!,en volatilizalion on soil
aeidit.y ehangcs due to applicd nitrogcn. Soil Sei. Soc. Anll'r. Proc.,
1969, 24, 45-47.

[71] HUTCm:oiSo:-:, )1., .Jon:<S'roxE, 1\. J. & "'III;F:, D., Taxonomy of anaerobic
1'lIiobacilli. ./. gen. Microbiol., 1967, 47, 17-23.

[721 IWASAKI, H . .\:. )["'rSUDAI\A, T., A nitl'ill, I·l·ductase from Achron!obader
cycLocla.ç/e.~. ./. Hiochcm. (Tokyo), 197~, 71, 645-652.

[73] JANSSO:<, ~. L. & CJ.AIIK, F. E., Losses oi nilro~en durin~ decomposition
of plant matel'ial in the presence of inol'/ranÎc nitrogen. Sail Sri. Soc.
Amer. Proc., 1952, J6, 330-334.

[741 JENSEN, C. R., STOLZY, L. H. & LETE\', .r., Trnc('r studics of ox~w'n diffu
sion throll/!h roots of bar1l·;o.', corn imd ric(·. Soil Sei., 1967, 10.1, 23-29.

[75] JONF:S, E. ,J., Loss of dem('ntal nitro!!"n from soils undl'r anaerobic condi
tions. Soil Sei., 1!J:il, 71, 193-HHi.

26



LA DÉNI1'lllF1CATIO.Y DA.YS LES SOLS 1B9

27

{76] .IORDAI'O, J. JI. Jr, PATRICK, \V. 11. Jr .\: '\·ILI.IS, "'. Il.. ~ill'llte rcduction
by bllcteria isolatcd frorn wnlcrJogged erowh'~' soil. Soil Sei., 196ï,
104, 129-133.

[ii] KHAN, M. F. A. & MOORE, A. 'V., Losses of lldded nitrogen from some
Alberta soils. Soil Sei., 1968, ](J6. 232-23(1.

[i8] KnAJ'(, 1\1. F. A. (\;. MOORE, A. "'., 1)1'nitJ'if~'ing eal'acit~, of SOllll~ Alberta
soils. Canad. J. Soil Sei .• 19GB, 48. B9-91.

[79] KLUYVEll, A. J~, Sorne aspeels of nilrate J'eduction, in « .Microbial meta
bolisll1 ", S~·mpos.urn, Rome. 1!153 (p. ï1-91).

[8U] KRASIL'NIKOV, N. A., Intcraction hetween soil mieroor!ranislils and plants,
in « Soil mieroorganisms and higher plants " (p. 2/!l-3Of., , 19GB, Aead.
Sei. CSSR.

[Bi] LASKOWSKI, D. & MORAGAN, J. T,., Thc eITeet of nitrate and nitrous oxide
on hydrogen and met.hane al'enlllllllltion in anaerobicll!ly incubatcd
soils. Piani a. Soil, 1967, 2i. 3,,/-368.

fB2] LOEWENSTEIN, H., ENGLEBEnT. L. E., ATTOE, O. T. ,\: ALLEN, O. N.,
Nitrogen loss in gascous forIll frorn soils as influcQl'cd b~' fcrtilizers
and management. Soil Sei. Soc. Amer. Proc., 195/, 2]. 39i-400.

lB3] LuxMooRE, R. J. & STOLSY, L. 11., O~~'gen diITlIsion in lhe soil-plant
s~·stern. Agron. .1., 1970, 6:!, '322-324.

lB4] MACItAE, I. C., ANOAJAS, R. R.•\: SAI.ANOANAN, S., Til(' fatl' of nitrate
nitrogen in sorne tropical soils fnllowing subllll'rg'·Ill~'·. Soil Sei., 196B,
105, 32i-:l34.

[85] )[ACURA, .1., Intcractions nlllril,iolllll'lI,'s plant"s-baeU'ri,'s ct bases expl~

rimentalcs de la bactl'rislllion tI,·s graincs. Happorl g,'·nl·ral. Ann. In .•'.
Pasleur, 1!H.ti. ]]1 (suppl.l. !'-38.

[86] ~IAnE~DnArl'A, .\1. 1\. & S~lnll, H. L.• Soml' clfeels of lIIoislllre nn dcnilri
ficatioll in add and aikillilll' 8oils. Soif Sri. Soc. AmH. P~or., 196i, 31,
:!12-215.

{Bi] ~IAlul<ll:l>, S. A. Z. .\( lORAn l". A. :'\., Stlldies on the rhiz()spher~microfiorn
of rice. Aria agroh.. Acad. 1l1/1I1f.• 19iO, 19, 71-i8.

[B8] ~IANN, L. D., Anaerllbiosis in soils. )Icnsurcllll'nt of parllllll'Iers eontribut
ing to d,'nitrifieation. T,ùs. Absl,.. Int. B., 1972, 3.3, 243i,

{B9] I\IANzANO, A. H., Tracer sludy of some nitrogcn transformations in li

soil undcr fioodecl conditions. Di.,.9. Ab.'lr. lnt. B., 19GU. 29. {14i5.
{90] MAIITlN, A. E. & Ross, P . .1 .• A lIitrogen-halance study usin!! labelJed

fertilizl'r in Il Iras l~·sirn"'cr. Piani a. Sqil, 19GB. 28, 1B2-18G.
[91] MARTIN. A. E. II;. SK .... nlNG. G. \Y., Losses of nih·ofll·n from the soil-plant

systrm. COffl.lllOnll't!alllt Bur. Paslllre.' Field CroT'R Bull., 19G2. 46, 19-34,
(92] MATSUDARA, T. &. IWASA"I, n.. Enzymatic sll'ps of clissimilalory nitrite

reduetion in AlcaligeneR {aeealis . .1. TJiochem. iTok~'ol, 19i1, G9. B59·8G8.
193] MeGARIT\', J. 'V., Denitrification sluclil's f1n som" soulh Australilln soils.

Plant a. Soil, 1961, 14, 1-21.
[94] McGADJT...., J. \V., Elfeet of frcezing of soil 011 dellitl·ili,'utioll. Salll~e

(Lond.), 19G2, ]96, 1342-1343.
{95] MeGARIT\', .1. \V., Gn~IOI!lI, C. M. & BOLT.F.:'l. \Y. Il .• l'SI' Ilf an elcctro·

Iyt.ic respirollleler to Bludy t1enilriflealioll in soil. ('alllid . .1. Microlliol .•
195B, 4, 303-31G.

{96] MeGARITl', .1. \V. & llAuch':, R. D., An aeromell'ie npparatns for the
evnlua~ion of gABeons nitro!?cn lrllnsformations in liI'hls soils. Soil Sei.,
1969, '10S, 335·3"".

;

i··



190 J.-L. GARCIA

[97] l\lCGARITV, J. W. & ~IVEIIS, R. J. K., Denitrifying activity in solodized
8010netz soils of castern Australia. Soil Sei. Soc. Amer. Proc., 1968,
32, 812-817.

[98] MEEK, Ho D., GRASS, L. Il. & MACKENZIE, A. J., Applied nitrogen losses
in relalioll to oxygcn status of soils. Soi! Sâ. Soc. Amer. Proc., 1969, 33,
575-578.

[99] l\IEI'K, R. D., GRASS, L. n., "'I1.LARDSON, L. S. & l\bCKENZIE, A. J.,
Nitrate transformations in a eolumn \Vith a contl'ollcd water tahle.
Soi! Sei. Soc. Amer. Proc., 1970, 34, 235-239.

[100] l\IÈEK, n. D. & MACKGNZIF., A..J., The elTect of nitrite and organie matter
on aerobie gaseou8 losses of nitrogen from a ealcareous 80il. Soil Sei.
Soc. Amcr. Proc., 1965, 2.9, 17(j-178.

[101] MEIKLF:JOIlN, J., Aerobic dCllitr\fication. Ann. app/. Biol., 1%0, 2i,
558-573.

[102] MICHOVSTlNE, E. N., HAKI~I, A. j liA ZI.1F.\"ITC 1/, S. D. & LEGG, J. O.,
Le processus dl' ia déllitrification ct les pertes de l'azotl' par Il' sol.
AmI. Iml. Pa.~lc/lr, 1965,109 (suppL), 235-2'.7.

[103] MIHt'I, S., "·ATANADF., J. "= lIoN"A, M., The elTl'ct of pestic:<Jes on the
dCllilrifil'alion in pal\d~- soil. Soil Sei. Plant S"lr., 1964, 10, 15-23.

[104] Mn:Rs, H. J. K. "= l\ICGAIIITY, .1. W., Factors influencing high denitri
f;ving arti\"ily in the sllbsoil of solodizl'd so(onl'Iz. PIani a. Soil, 1971,
35, 145-160.

[105] l\Ivlms. R. .1. K. &: ~ICGAII1TV, .1. W., Denitrification in Ilntlisturbed
eOTl'S fronl a Bolodized solnllrtz B hOl'izoll. Plant a. Soil, 1972, 3i, 81-R9.

[106] NO~fMIK, JI., Ill\'PsligRI.ions (111 ,Ienitrification in soil. Acla Agr. Scand.,
1956, 6, \!J;)-:!:!l'I.

[107] NOMMIK, II. &: TIIOIIIN, J., Trullsfnrmntions of 16N-labelled nitrile and nitrate
ill forl'st raw humus tilll'in/: lIIUIl'l'obie incubation, in «Isotopes and radia
lion in soil ]llallt relalioll811ips illclllding- forestry )1 (p. 369-3821. IAEA
Vil'nna, 19ï:!.

[108] O"EnnEIN, L. :"., Lysimelcr ~'udies on tracer nitrogen in fOl'est soi).
1. l'\itl~'w'n losse8 b,\' Icachill!! amI \,o)atilization after addition of urca NI5.
Soi! Sei., '1968, 106, 280-290.

[109] !'AJ.l.EIlONr,:". J., DOl;UOIIOl'F, )1., STANIEIl, H. Y., SOLANES, H. E. &: Mü'
DEL, ~l., Taxonorny of the aerobie pseudomonas: the propertics of the
PsclIdmllona., slU/:eri gr·oup. .1. gCII. Micro/Jiol., 1970, 60, 215-231.

[110] l'ATNAIK, S.t N15 tl'a(:I'r ~hl(lil's 011 IIIf' transformation of applicd nitl'ogen
in sllbml'I'j!l'd riec soils. Pruc. /Ildian Acad. Sei., 191i5, 61, 25-30.

[111] PATRICK, "'. IL JI', Nitrall' l'cduction rates in a submerged soil as alYeeted
by l'l'dox potential, in « 711. Inl. Congl'. ~oil Sei. Madison », 1960, II
(p. 494-500). .

[112J PATRICK, \Y. H. JI', PeTERSON, F..f. &. TURNEn,F. l'., Nitrification inhi
bitors for 10wlan,1 rirc. Soil Sei., 1968, 105, 103-105.

[113] PATIlICK, \V. H. JI' &. \""ATT, R.,Soil nitrogcrloss liS a re8ult of alternate
subll1l'rlll'nc(' and dryinj!. Soil Sri. Soc. Anier. Proc., 1964, 28, 6!JÏ-G53.

[114J PA.... NE, \". .1., Reduction of uil.·ogcnolls oxides by microorganisrns.
Batl. Ile!'., 1973, 37, l,(l9-'•.'>2.

[115] PERIGAt'D, S., Ln dynamique de l'azote <J'lIlS les sols hydrolllOrphes.
Bull. A.F.E.S., 1963, 1, 1-58.

[116J PICII1NOTV, F., L'inhibition pOl' l'oxygène de la d"nitrification hactérî'·nne.
Ann. In.91. Pa.,leur, 1965, 109 (suppL), 2',8-255.

;..

28



LA DÉN/TRIP/CATIO:Y DANS LES SOLS 191

29

{117]

{118]

(119]

[120]

[121]

{122]

(123]

[124]

[125]

[126]

[127]

(128J

[129]

[130]

{131]

[132]

[133]

[lM]

[1351

{136]

pIClII1'lO'I'Y, F., La r(>duction haeti-rienne dès composés oxygi-nés minüaux
de l'a:r.oll'. Bull. Imt. Pn.steur, 1973, 71,317-395.

plCIIINOTY, F. & CnATELAIN, R., IH,duction du nit rat!', du nitrite et de
l'oxydç nitreux par Alcaligene.9 denitrifica.n.9 el Alcllligel1c_~ oc/oram.
Ann. Microbiol. (lnllt. Pa.9teurJ, 1!J73, 124 B, 445-'.'09.

PILOT, L. & PATRICK, W. H. Jr, Nitrate reduction in suils. Elfect oC soil
moisturl' tension. Soil Sei., 1972, 114, 312-31".

POCIION, J. & de BAIIJAC, H., ({ Traité dl' microbiologie des sols )J, Dunod,
Paris, 1958.

POCIION, J. & NAGIIID, A. J., Sur la microflore J('lIitrifiante des tourbes
acides. A 1111. blllt. J>a.9teur, 1!J56, 90, 51 0-512.

PRASAD, n., TUR1'lKIIEDE, n. B. & llAs, V. K., 2-chloro-6-ttricloloromethyl)
pyridine [or rcducing nilrogen lossl's [rom upland padd~' soils. Current
Sei. (lndia), 1966. 35, 312-313. -.

PRATT, P. F., CIIAI')!AN, II. D. l\: GIIAIII':R, ;\1. J., Gains and losses oC
nitrogen alld deplh distrihutioll oC nitrogen and inorganic carbon in the
soiloC a I)'simcter invl'stigation. Soi! Sei., 1960, 90, 293-297.

QUASTEL, ,f. H., Soil ml'Iabolism. Alln. Re",. Plant Ph!l"iol., 1965, 16,
217-2 ttO.

RAIMnAul.T, !If., RINAUDO, G., GARCIA, .I.-L. l\: HOt:RE"l', :\f., Deviee Cor
the study oC gascous ml'taholislIIs in Ihe ricl' rhizosl'll{'rc. Soil Biol.
Biochem., 1975 (sous l'I·l'IISl').

REDDY, K. R. & PATRICK, 'V. II: Jr, El1'ccl of alll'rlllltl' :ll'robic and anlll'rO
bic conditiolls on redox potl'ntial, nrgauil' matter deromposilion 'and
nitrogen loss in a f100ded soil. Soil Biol. Bioclle",., 1!Ji5, i (SO\18 pressl'!.

REDAIAN, F. H., Errert of sublllerlrl'lIc{' on denilrificatillll alld ph~'sico

ehemielll propertil'8 oC important. l.ouisiana lIoils. Di.•.•. Allstr., 1965,
25, 5480.

RED~IAN, F. H. &. PATRICK, ,Y. II . .Ir, Effeet of submergenee on several
biologieal and ehernieal soil properties. LouÎsÎalla State IIni",. Agric.
Expt. Sia. Bull., 1965, 592, 28.

REUSS, J. O. &. SMITIf, R. L., Chemienl reaetions oC nitriles in acid soils.
Soi! Sei. Soc. AT1It'r. Proe., 1965, 29, 267-270.

RIVIÈRE, J., Contribution à l'étude de la rhizosphère du bl.... Thèse Fac.
Sei. Univ. Paris, 1959, serie A, nO 3328. 245 p.

Ross, P. J., l\IAIITIN, A. E. &. Ht::-:ZELL, E.'F., A gns-tight grlJwth ehamber
Cor investigating gaseou's nitrogen changes in the soil plant: atmosphere
system. JYature (Lond.), 1964, 20/, 441t-447.

SCHAEFER, R., Sur la réduction di.ssimilntriee des nitrates dans les sols
hydromorphes. C. R. Aearl. Sei. (paris), 1951, 2-52, 2591-2593.

SCllAEFtm, R., Infillence du régime thermique d'incubutiofl, en particu
lier d'1Jn g,el repété. sur la réduction dissimilative des nitrates dans un
mull e~ un hydromuU calciqul's. Ann. Inat. Pa8teur, 196,*, 107 (suppl.
au nO 3), 282-292,

SCHWARTZDECK, R. A., l\IeGREGOR, J. 1\1. 6.: SCHMIDT, E. L., Gaseous
nitrogen losses Crom nitrogen Cl'rtilized soHs measurcd with in[rared
and mllSS spectroseopy. Soi! Sei. Soc. Amer. Proc., 1!J61, 26, 186-189.

SlIflTII, D. H. &. CI.ARK, F. E., Sorne usdul techniques and neeessories
ror adaptation o[ the gas l'hromutograph to soil nitrogl'Il studil's. Soil '
Sei. Soc. Amer. Pme., 1960, 2-1-, 111-115.

SMITII, N. n., GOUDON, n. E. l\: CLARK, F. E., Aerobic sporcCorming'
baeterin. Morrogr. U. S. Del" Agric., 1952, nO 111.



192 J.-L. GARCIA

30

[13iJ SI'EII1:, G. T. l .... HOA liT', n. S., DCllitrification with llll'thanol: a selcctive
enrichmenl for JJYI"lOmicrobiu/Il spccics. .1. Bac!., 1!Ji1, 108, 733-i36.

[138J STANIER, Il. Y., Doubollon, M. l .... ADELBIlIlG, E. A., « The microbial
word Il Ip. 2t't). Prentice-lIaIl Ine., Englewood ClilTs (:\. ,1.), 197u.

[139] STA1'IEII, H. Y., PALLEIIO:-I, N . .J. l .... IJOUDOIlOI.T, )1., The aerohic pseudo
monads: a taxonomic stndy. J. /5l'n. J1Jicrobiol., 1!'6fi, 4.1, 15!J-171.

[l!.0J STAnKEY, H. 1.., Intl'Tl'l'Iationships IlI'twel'Îl microorganisllls and plant
roots in Ille rhizosphere. }Jael. 111'1'., 1959, 22, 154-17li.

[ft.1] STEFA:-SO:-, H. C., Sl'nll'd growth eha11lbcrs ,fol' studics of Ihe ell'eets of
plants on 1he soil al mo~plll'rc.•/. Agl'ie. EI/gng. Jk~., 1970, J,J, 2!15-301.

[l'>2J STU'A:-SO:-, H. C., Soil denitrilieation in sealell soil-planl s~·sll'rns. I. EIl'..cl
oE plants snil wa\('I' eonlent nnd soil orgnnic maltl'r content. Plant a. Soit,
1972, .n, 113-127.

[Ha] STEFA:-SO:-. H. C., Soil dl'nitrification in sealel! soil·planl s~·~tI'IlIS. lI. En,'ct
of soi] watl'r eonl\'nl and forlll of nl'l'lil'd nilrogcn. PIIlIII a, Soil, 1!li2.
37, 12!J-14U.

[14.'.] Sn:FA:-so:-, H. C., Soil dcnitrifieationin scall'd soil-plant systcJn~. III. E/I'cet
of t1istIll'Lw.[ nmlnndislul'ill'd soil samples. PianI a. Soil, 1!J7:!, .'37,141-1 "!J,

rL45] STEFA:-~O:-, H. C., EI1'..., , ..f,I'I:1II1 !!rowlh anrt form of nilJ'og"n fertilizer
on Ill'nitrilit-ation rr-"III ~olllh "\lIslralilln soils. Ausll'. .1. Soil Jle.~" 1!li~,

10, 183-1!""
[1'1 fil STEf'A:-SO:-, H, C. l .... (;IIEE:-I.A"n, Il..1., )1t'aglll'l'llIt'nl "f lIitr"!!"n IInd

nilrons "sid" {'\'oh,linn f"olll s..il-plllnl s~'~telll~ u~in!! ~"III('d growlh
ehlllllhl'I's. Suil Sn'. , UJiO, 1119, :!03-2(Ui.

[H7J St·1.I:KI, l'., Chllral'l""i8Iit'g of lIIil'j'tH'l'Ipmigllls in plltltly fil'ld gnils. .Jal"
a~I'ic. /il'''. quarl .. 1\Hii, 2, iI-l:!.

[1 '. Il] T,\l~KE'r1', .1. 1.., Thl'ot"" IInd applicntion n[ I!a~ ehrornalol!l'''ph~' in soil
lIel'nlion l'l'~l'l\l'l'h. Sui{ Sri . .'\Uf••·Llller. Proc., 1!IG8, 32, 3'.1.·3;.0.

[1~9J TAYl.on~ H. F. l .... ]lO.\IIE, S. L., Thiobaci/l".~ dellitri/iral/ .• liS an obligatc
chemolillltlt r..ph. Bact. Proc .• 1%9, li3.

[150] TODD, TI. I.. l .... l"i'1:"EIII ,r. lI., Comparisnn of t\\'o tcchni'lllc~ fol' asscs~ing

flenill'ifÏt'atiolJ in tCl'l'cstrial l'cosystNns. Contribution fl'om Ihe Eastern
Deciduou~ Fmcsl Biome, 1972, eS-JBP, 2 p.

[1511 Tnol.LDI·:l'lElI, G., Eihfluss der slickslolT ,md Knliumcl'nührun/z \'on
'Vcizell sowi., tlrr Satlf'rsto!Tvl'l'sol'gung dl'r "'uneln nuf 1lllktericnzahl,
'VurzdatHluIIg unt! DenÏlrilikation in dei' Hhizosphiirl'. ZbI. /Ja1.-'.,
I. Ab\. Orig" 19i1, 126, 130-H1.

[152] Tl.·Sl'F.EM,)1. E. &. PATltlCK, ,V. IL .h, ~itrog(m transformations in watel'
Ingged soil. LOllisiall(1 Siaie Ulliv. Agrie. E,l'pt. Sla. Bul/., 1971, (j!j7, 75,

[153] VALERA, C. L., Inycstigations on the dcnitrifying flora of the soil. Dis.~.

Ah,"" 1!'5!J, 20, 1929-1930,
[154J VALERA, C. L. &. ALEXAI'ŒEII, M., The signifieance of plI in bacterial

denitrifiealioll. Baet. Proe., 1959, 25.
[155] VALERA, C. L...... ALEXA l'DER, M., Nutrition lInd ph~'siolog~' of denitrif~'

ing hactel'ia. Plant a. Soil, 1961, 15, 268-280.
[156J van CLEEMI":'T, 0" f:tude de 13 di'nitrification dans le sol. PélInlogie (Gand),

1971, 367-376. '
[157J van CLEEMI'UT, O. & BAERT, L., The denitl'ification proecss in c10sed

anaerohic conditions of y-irradiated and non irradiated soil sarnples.
•Meded. Fac. LandIJOf/l"\I'elerl.~eh. Gent, 1972, 37, 1177-118'•.

[158) van RAALTr" ~1. II., On Ihe oX~'gcn supply of l'ice roots. Ann. Jard. Rot.
BllileTI:org, 19"1, 51, "3-57.



LA DÉNITRIFICATION DANS LES SOLS 193

31

[159] ynn SeIlRE\'E:", D. A., :'i"ill'ogen trahsformalÎolIs ÎII the former suvaqueous
soils of polders reel'lIlly reclaimed from lake Ijssel. II. Losses of nitrogen
due to dellilrilieal.ioll mlll Il·aehing. Piani a. Soil, 1963, 18, 16:3-175.

[160] "ERnOF.VE:'il, 'V., Aprohi" sporcforming nitrate reducillg haeteria, Thesis,
Uilgeverij V\'altmall, DeIH, 19:12.

[161] WAC:'lF.R, G. Il . .\ SmTII, (;. K, Nitrogen losses frOIII soils fl'rtilized wilh
difTerellt lIitrogell l'ahil'I's. Soi! Sci., 1958, 8.5, 125-129.

[162] \\'AKSMAl'<, S. A.,·Soillljieroviolog~-, Johll \Viley and SOIlS, Ine., :'\l'W York,
1!l52.

[163] 'VA!':G, 'V. C., On the fale of nitl'atc in soils under f1oodr·,1 conditions,
1Uem. Coll. A~ric. ;'\ilt/. Taill'all Uni"., 1!163, 7, 26-35.

[164] \VIIEELEIl, B. E. J., The cOIIYl'I'sioll of amino-acids ill soil"_ II. Denitrifi·
cation in percolatecl soils. PlI/nI a. Soit, 1963, 19, 219-2:32.

[165] 'VIJJ.ER, J . .\: DEI.WIl;JlE, C. C., In"cstigatiolls on the dellilrif~-ing process
in soil. Piani a. Soit, 1!l:'lt" J, 155-169.

[166] "·OI.nE;.;noRP, .J. \V" The quantitative intlucllce of the l'hizosphcre on
d"nitrifiealioll, Plaul a. Soil, 1962, 17, 26ï-270.

[167] \Vm.nE;.;noIlP, J. \V., The illfluenec of living plants on tfr·lIilrilieation.
1\11'111'11. l.anI1MlOoge.•t:fI. lFagt'lIin/ll'lI, 1963, 6.1, 1-100.

[1C.8] \Vol.nF.;.;nolll', J. \V., L'illnUelle(' d,'s plantes yivanles 5111' la ,li:llitrilieatioll.
A lin. Insi. Pas/t'uI', 1!Hi3, lOS, t, 21i-f,33.

[169] WOLDE;';DORP, J. \Y., LOSSI'S of soil nitl'ogen. S/ik,./of, 1%tl, 12, :12-4(;.
11701 'Vou••r. & RAnKEn. A. N., The gl'DUS Bacillu.~ : aids to the identification

of ha spccies, illcldeI1tilielllion ml'lhods for lllicrobiolo{!isIS" (Gihbs, B. ~J.

ct Shaplon, D. A.) Iparl H, !l3-109). Academic l'l'CSS, :\ew York,
1968.

[1;11 \Vt:, .\1. ~l. H., Mic\'ohiologieal stllllies of the rhiwspill'I'" of riel' in the
poorl:-- drllined pnrldy soil. Soi/.~ Fer/il. Taiwan, 196'7, 23-31.

[172] Y AloIA:-IE, 1., Nitrate teduction and dcnitrificatioll in f100ded soil. Soil
Plant food.. 1957, 3, 100-103.

[173] YA~IANE, 1., Reduction of nitt'ale and sulfate in submergcd soils \Vith special
rcfcrence to redox potentinl and water-soluvle sngar ('ontent of soils.
Soil Sei. Piani .Nu/r., 1969, 139-148.

1\1l'11l~lt:mE DAn!'o'ÉouD s. A. - l.AVAL



II - E T U 0 E

A - SOL NU

SUR L E SOL

32

1 - Influence des facteurs physico-chimiques

article 2



artik:le 2

Activités microbiennes dans les sols de rizières du Sénégal

Relations avec les caractéristiques physico-chimiques

et in8uence de la r~izosphère

PAR

;J.-L. GARCIA, M. RAIMBAULT, V. JACQ, G. RINAUDO et P. ROGER

Laboratoire de Microbiologie du sot de l'D.R.S.T.O.M., B.P. 1386, Dakar - Sénégal

INTRODUCTION

L'influence des facteurs physiques et chimiques et de la rhizosphère du
riz sur les activités microbiennes des sols hydromorphes a déjà fait l'objet
de nombrc~uses publications. Dans des sols de Louisiane a notamment été
étudiée l'influence de la submersion sur la réduction des nitrates (REDMAN et
PATRICK, 1965) et sur la réduction des sulfates (CONNEL et PATRICK, 1968). Au
Japon, OKUDA et YAM.\GUCHI (1956) ont analysé l'influence des propriétés de
différents s'ols de rizières sur l'activité des cyanophycées fixatrices de N2 tan·
dis que YAMANE (1958) s'est intéressé à la formation du méthane. Enfin
RINAUDO et coll. (1971) Ol1t étudié la fixation non symbiotique de Nz dans les
sols de rizières de Côte d'Ivoire. Ces différentes activités microbiennes ont
toujQurs été étudiées séparément Sur des sols provenant de régions éloignées,
ce qui rend difficile toute comparaison.

Pour cette raison, nous avons évalué sur un même lot d'échantillons de
sols de rizières: (1) la fixation de N2 (a) par les cyanophycées, (b) par les
bactéries libres dans la rhizosphère du riz, (2) la nitrification, (3) la dénitri·
fication, (4) la sulfato-réduction, (5) la formation biologique du méthane.

GÉNÉRALITÉS

Au Sénégal, les rizières sont essentiellement localisées dans le sud du pays
(région de Casamance) et dans le nord (région du dèlta du fleuve Sénégal). Les
rizières artisanales de Casamance sont cultivées en bilIons dans leur grande majo-
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l'l,lI:1 li. !II' Il.i.!1 l'fi 0 O,6'l
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1II Texture: A : argile. LA: limon argileux; LAS limun argil"·s,,hkux; l F limon lin;
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rité et Je riz y est repiqué; dans la région du fleuve Sénégal, par contre, les rizières
sont planes, plus étendues et le riz y est semé mécaniquement.

Nous avons prélevé 29 échantillons de sols de riziL'res bien représentatives; les
échantillons ont été séchés à J'air et tamisés à 2 mm. L'analvse de leurs propriétés
physiques et chimiques a été eJlectuée suÎ\'ant les mét hodes classiques d'analyse
des sols (tableau 1). Nous avons mesuré au laboratoire le~; variations hebdoma
daires du pH et du Eh au cours de la submersion de tous les échantillons de sols
incubés à 30" C sous une couche d'eau de 2 cm, pendant un mois.

Pour j'étude de J'influence de la rhizosphère du riz, la variété IR8 a été cultivée
sur l'ensemble des échantillons de sols, dans des colonnes de terre en boîtes plates
de matière plastique transparente (DOMMER(;1JrS et coll., 1969) à raison de 10 plants
par boîte. Pour chaque sol. 2 boîtes sont plantées ct une boîte non plantée consti
tueile témoin. Le sol a été maintenu par arrosage quotidien, à une humidité proche
de la capacité au champ pendant 15 jours, puis engorgé par immersion pendant
les 45 jours suivants. Pour expliquer les variations observées dans les différentes
activités microbiennes, teus les résultats ont été soumis à une analyse statistique
ct plus précisément au test de corrélaI ion des rangs de SPEARM~'1 décrit par
B.~\'ZON et coll. (1969).

RÉSULTATS ET DISCUSSION

1. - Variation du pH et du Eh au cours de la submersion.

Les résultats (tahleau II) montrent que pour 6 sols (N'" l, 3, 5, 9,22 ct
29) le pH et le Eh ont très peu ,'arié ; il s'agit de sols acides, plus précisément
d'anciennes mangroves aménagées pour la riziculture, à l'exception du sol
N" 1 qui est très sableux ct pauvre en carbone organique.

Pour tous les autres sols, le pH, acide au départ, augmente plus ou moins
rapidement pour se stabiliser à une valeur supérieure à 6,0 tandis que le Eh
diminue puis se fixe vers - 100 mV. Pour les sols N'" 18 et 26, le pH qui est
supérieur à 6,0 n'évolue pas au cours de la submersion. En appliquant le test
de corrélfltion des rangs de SPE\RMt\N, nous avons trouvé une :orrélation
inverse h~utement significative entre le pH après 3 semaines de submersion
et la teneur en chlorures des sols.

II. - Croissance du riz en vases de végétation.

La croissance a été exprimée par le poids sec du matériel végétal de
l'ensemble des plants de riz obtenus (tableau III). Le riz n'a pas poussé sur
les sols Nus 3, 4, 5, 6 ct 29 oü les graines ont été tuées par sulfato-réduction
spermosphérique (voir ~ VI). Les sols Nus J, 2, 13, 18 et 22 ont montré une
croissance faible tandis que les meilleurs sols se révélaient être dans J'ensem
ble, Ceux des stations expérimentales.

III. - Fi~mtion potentielle de N2•

1. Fix(lfiol1 algale da liS les sols de Cas(1mal1ce.

Mesur!! de la fixalio1/ de N· :

Des échantillons de 2 g de sol séché à l'air sont introduits dans des fioles de
10 ml puis submergés sous une l,une d'eau de 1 mm. Ces fioles, dont la moitié est
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Vàtlatlon du pH et du Eh au cours de la submersion

-1 sem.3 sem.

El, (Volts)

1 sem.initial1 SI'I11,

pli

1 sem.initial 1

===c==='===="-- ...._- ..===1CO===--===========C=====O.==Localité

1

2
3
·1

6
7
~

!)

10
Il
I~

13
14
15
16
17
18
l!l

'20
'lI
2'2
Z:l
24

26
27

2!)

BoulolaL. .
Big-nonn .
~[eùina .
~ll'dina .
~Ipdina .
Kumobeut , .
Loudiu .
OlH:SOUYC.••..................

D'Ir-Salam .
Djibl'1or .
Djiholor .
Djibplor .
.:'\iatruisse .
Sibink .
Goudomp .
Bamhalo... . . . . . .
Tunafî. . . . . . . . .. . .
Dinnuo '"
Bonnkilinn .
Kaolack , , .
Ermupor .
~It'dina .. , .. ,...... . .
Thinroye .. , , .
Djibr-tor ,., .
noss-llelhio........ . .
Boundoum , . . .. . .
Nliag':1r .

Kcur-Dlullu , .
Baling"or ' .

·1,3
4,0
·1,3
'1,"2
5,'2
5,3
f) ~;)

4,6
5,3
5,4
4,8
4,6
4,6
4,7
5,6
5,0
.1,1'1

4,5
5,6
5,4
.I,f>
·1,6
4,3
·1,6
6,3
5,-1
6,R
4,1

6,2
·I,!t
:1,"2
4,7
3,·1
G,7
6,1;,

6,8
4,!l5
6,0
5,8
5,4
5,1
;>,7
5,4
6,3G
6,3
5,3
4,3
6,0
;,,6
.1,6;,

·I,/r>
[l,'"

f"),6
(. ,)

',~

6,0
(i,65..,
~.-

;>,6

·1,1
2,7
·I,n
3,3G
5,~

5,5
r).~

·1,2
6,1
6,2
li.'25
6;2
6,5
6,0
6,6
6,5
6,2
~,:)

6,6
li,·l
·1,6
6,0
5,n
(;,0

li,-15
G"':~

li,7
,1,6

~),n

:1,:1;)

ü;!
li,:3;,

n,i
-I,!l
6,1
fi .,

(i.1

li, 1
G,~);:)

li,4
6,5
6,3
n.a
;',1'1
f),5
()t~r)

l,Hi
;',\);'
6,0
(\,1

G
I

; )

li. 1
fi,ïr>
1.7

:>;2-
6 ·)
,~

3,'2
;,,7

:J.o,
6,1
fi,'15
li,ô5

6,1
6,5
6,3
H,G5
6,2
6,4
6,4
6,35
fi,4
6,05
6,5
6,'!
·1,3
J,O
6,0
(i,05

6.5
6,.1
6,8
1,5

+ 0,'270
+ 0,.1!l;,

+ 0,375
+ 0,3liO
+ 0,100
+ 0,370
+ 0,3;;0
+ 0,360
+ 0,375
+ 0,370
+ 0,345
+ 0,400
+ 0,410
+ 0,435
+ 0,,11'15

+ 0,415
+ 0,4!l5
+ 0,500
+ O,flOO

+ 0,450
+ 0,445
+ 0,:10;,
+ O,I~;,.

+ 0,405
+- 0.·16fl
+ (),:l~;,

+ 0,·180
+ 0,31'10
+ 0,,150

+ 0,165
+ 0,':'00
+ 0,380
+ n,105
+ 0,355
- O,tHO
-0,040
.- 0,135
-n,OSO

- 0,100
- 0,060

+ 0,n45
+ 0,030
-0,6'25

+ 0,145
-0,125
-0,095
+ 0,'270
+ 0,400
- 0,015

+ 0':230
+ 0,:110
+ O,"2iG
+ O,n\);)

+ 0,11'5
+ 0;2;'0
+ O,'2'~5

+ 0,030
+ 0,385

+ 0,'230
+ 0,1I5
+ 0,400
+ 0,060
+ n.,36;;
-- 0,075
_ .. tl,05fl

--0,145 1

- 0,010 [1

-0,155

- 0,135 li

-0,015

-0, 175 1

- 0,170 ,1

- 0,155
-0,160
- 0,l"20
- 0,1'20

+ 0,030 1

-0,150
- 0,170
T 0,110
-0,160
- 0,04;,
-O,ORO
-- O,OJ-:;,

- O,ORO
-·O,llfl
+ 0,':';,0

+ 0,385
-- 0,085

+ 0,3!l5
-O,OM'

+ 0,375
- 0,03;.
- 0,055
-0,130

+ 0,090
- 0,085
-0,150
- 0,050
- 0,180
- 0,035
-0,135
-0,1':'0
- 0,105
-O,O!lO
-0,040
-0,165
- O,O!l;;
+ 0,1I0
- 0,130
- 0,045
--n,105
- 0,100
-- O,O!)O
-0,140
+ 0,3'2;,
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entourée de papier d'aluminium :lfin d'obtenir des témoins dans lesquels les
algues ne se développent pas, sont placées pendant 21 jours dans un phytotron.
Le niveau d'eau est régulièrement ajusté pour rompehser les pertes par évapo
ration. A la fin de l'incubation, on cflectue directement dans les fioles une mesure
de réduction de l'acétylène (STEWART et toll., 1967). Pour chaque sol, 5 répétitions
ont été faites. La fixation algale est mesurée p.lr différence entre les fioles incu·
bées à la lumière et celles incubées à l'obscurité.

Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau Ill. Pour les sols étudiés,
à l'exception du N° 1 très sableux, on n'observe pas de fixation algale en dessous
de pH = 6,0 sous eau. Il ne semble pas exister de corrélation entre l'intensité de la
fixation de N, et le pH du sol. Les fixations mesurées sont faibles, à l'exception du
sol N° 13. A titre indicatif, une réduction de 10 nmoles de C,H./g/h correspondrait
approximativement à une fixation de 60 kg de N, par hectare et par an si le sol, non
planté, était placé constamment dans les conditions de submersion utilisées pour
J'expérience, avec une période d'éclairement de 10 h/j.

- Numération des cyanophycées:

'La numération des cyanophycées a été faite par la méthode des suspensions
dilutions sur milieu de WAT.\NABE (1959) qui renferme par litre K,HPO., 0,3 g;
MgSO., 7H,O, 0,2 g; CaCI" 0,05 g; FeCl" traces.

Le nombre de cyanophycées fixatrices de N, varie entre °et 6 X ]()l' par
gramme de sol sec (tableau HI). Le test de SPE,\RMAN a été utilisé pour rechercher
l'existence d'une corrélation entre la densité de ces organismes ct le pH du sol. La
corrélation est positive et hautement significative dans les trois cas étudiés : pH
initial, pH après 3 semaines de submersion et pH intermédiaire. En cc qui concerne
les sols submergés étudiés, la valeur pH =: 5 mesurée après un mois d'incubation
semble constituer la limite inférieure compatible avec la présence de cyanoph:vcées.
En elIet, clans 3 sols de pH inférieur à s,a, ces organismes étaient absents.

2. Fixqtion de N, par les bactéries libres dans la rl1izospl1ère du riz.

L'expérimentation a porté sur 23 sols, le riz ne poussant pas dans les No' 3, 4,
5, 21, 22 et 29. Pour chacun des sols, le dispositif expérimental sui,'ant a été utilisé:
microcolonnes de sol de 12 X 120 mm (tubes en. pyrex) ensemencées avec une
graine de riz IR8 prégermée pour le sol rhi7.0sphérique et microcolonncs de sol
non ensemencées pour le sol non rhizosphériqllc. La photopériode comportait
14 h d'éclairement à 20 000 lux. La fixation de N, a été estimée au ISe jour par la
méthode de réduction de l'acétylène (RIN\lTDO et coll., 1971).

Les résultats obtenus (tableau III) ont été exprimés à la fois en nanomoles
d'éthylène et en microgrammes de N, (l nmole C,H./h correspond à 0,224 J.Ig N/j).
Il a été en effet démontré que la fixation de N, pouvait être va.lablement estimée
par la méthode de réduction de l'acétylène en se basarit sur le facteur de conver·
sion « C,H, : N,:= 3 » (RTNAVDO et DOMMERGl'ES, 1971). Aucune corrélation n'a pu
être observée entre la fixation rhizosphérique de N, et les différentes caractéristi.
ques physico-chimiques des sols. Il convient toutefois de faire les deux remarques
suivantes (a) la fixation de N, dans la rhizosphl::re est très étroitement liée à la
croissance de la plan te qui dépend elle-même de la richesse du sol; (b) les sols
N°' 3, 4, 5. 21, 22 et 29 sur lesquels le riz n'a pas poussé dans les conditions expéri
mentales, n'ont pas été retenus pour les recherches de corrélation. Si toutefois on
tient compte de ces sols en leur attrihuant une activité fixatrice nulle, une corré·
lation inverse et hautement significative peut être observée entre la fixation de N,
et la teneur en chlorures.
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IV. - Nitrification.

L'étude dc l'azote nitrifiablc a porté sur l'ensemble des sols; pour cha
que sol, une série d'échantillons est mise en incubation pendant 7 semaines
à 30° C en aérobiose, à l'humidité équivalente sans apport de substrat. Cha
que semaine, 3 échantillons sont prélevés pour le dosage de la teneur en
nitrates (méthode à J'acide 2-4 phénù\-c1isulfonique). Les courbes représenta
tives de J'apparition des nitrates présentent une phase de latence plus ou
mùins longue, puis une zone d'activité maximale pour laquelle il est possible
d'évaluer une vitesse maximum de nitrification et pour certaines d'entre elles,
un maximum de prod~ction de N-NO.

Les résultats, 'rapportés au tableau III, ont été soumis au test de
SpBRMAN avec certaines données de l'analyse des sols. Les corrélations sui
vantes ont pu être ainsi établies (tableau VI) :

- une corrélation inverse faiblement significative entre la quantité de
N-N01' obtenue après 7 semaines d'incubation et la conducti"iié des sols;

- une corrélation inverse faiblement significative entre la vitesse maxi
male de nitrification et la conductivité des sols;

- une corrélation inverse faiblement significative entre le délai d'appa
rition des nitrates et Je pH des sols.

Dans les sols de rizières du Sénégal, l'azote nitrifiable semble donc dépen
dre de la salinité et di.! pH des sols: le délai d'apparition des nitrates est
d'autant plus court que Je pH est plus élevé el la vitesse de formation ainsi
que la quantité produite sont d'autant plus élevées que la salinité est plus
faible.

V. ,- Dénitrification.

Cett~ étude a porté essentiellement sur la mesure de la dénitrificaticn
potentielle des sols et la numération des bactéries dénitrifiantes.

Mesure du potelltiel dénitrifial1t :

Nous désignons par potentiel dénitrifiant le temps nécessaire pour la dénitri·
fication du maximum du nitrate ajouté.

Les mesures ont été effectuées à l'aide de la méthode manométrique de WAR

BCRG décrite par Mc GARITY (1961); on a ajouté 100 ppm de N-NO, sous forme de
KNQ, à 2S g de sol ajusté à l'humidité équivalente et mis en incubation à 30" C
dans des fioles de 130 ml environ, sous atmosphère d'azote très pur. Des mesures
de pression sont effectuées toutes les 3 à 4 h pendant plusieurs jours.'

Les valeurs du potentiel dénill-ifiant des sols obtenues en f<lisant la moyenne
de 3 répétitions, montrent une trl's grande diversité (tableau Ill); la durée totale
de dénitrification varie entre 40 et 1 500 h, les temps élevés ayant été obtenus par
extrapolation. Pour tenter d'expliquer ces variations, nous avons cherché à savoir
si cette zjctivité microbienne l;tait en corrélation avec certaines données physicu
chimiques des suis. En 3ttl'ibuant le rang l au temps de dénitrilic<ltion le plus
court et aux données physico-chimiques les plus élevées, nous avrJns observé
(tableau VI) : '

- un~ corrélation positi\'e hautement sifmilicative avec la teneur en carbone
organique;

R[\"l'E n'~COl_OCIE fT nE 01OI.OGIE Ill' soL
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- une corrélation inverse hautement significative avec la conductivité et la
teneur en chlorures;

- une corrélation positive faiblement significative avec le pH obtenu après
une semaine de submersion, correspondant au pH eflectif lors de la dénitrifica
tion.

Il n'a pas été possible de mettre eri évidence une corrélation entre le poten
tiel dénitrifiant et la teneur en argile des sols, contrairement à cc qui a été observé
par REDMAN et PATRICK (1965) sur 26 sols hydromorphes de Louisiane.

Nous retrouvons donc pour les sols de rizières du Sénégal, des résultats déjà
décrits dans la littérature concernant la dénitrification, avec cependant une pré
cision supplémentaire relative à l'ellet de la salinité.

NwnératiOll des bactéries dél1ilrifial1tés-';

Le nombre de bactéries dénitrifiantes a été déterminé par la méthode du
nombre le plus probable (MPN) de Mc CRADY, en ensemençant· 1 ml de cha
que dilution de sol dans des tobes à essais de 12 X 120 mm contenant le
milieu faiblement gélosé suivant: Na2HP04, 12H20, 3,575 g; KH2P04, 0,980 g;
MgS04, 0,030 g ; extrait de levure Difco, 1 g; bacto-peptone Difco, 1 g; succi
nate de sodium, 10 g; KN01, 10 g; bacto-agar Difco, 2 g; eau distillée q.s.p.
1000 ml. Après ensemencement, on recouvre le milieu avec 2 à 3 ml d'agar
mou à 5 p. mille et on met en incubation à 30" C pendant 15 jours. Les tubes
sont comptés comme positifs lorsqu'il y a cu formation de bulles de gaz.

Le test de corrélation des rangs montre qu'il existe une corrélation posi
tive faiblement significative entre le nombre initial de bactéries dénitrifiantes
et le potentiel dénitrifiànt des sols. Il semble que cette corrélation dépende
essentiellement de la teneur en chlorures, CaI' si le nombre de bactéries déni
trifiantes ne présente pas de corrélation avec la teneur en carbone organique.
il présente, comme le potentiel dénitrifiant, une corrél8tion inverse haute
ment significative avec la teneur en chlorures.

Ccci nous a conduit à séparer les échantillons de sols en 2 classes dis
tinctes sUIvant leur teneur en chlorures. Dans la classe des sob non salés
(effectif 11), le potentiel dénitrifiant présente une corrélation uniquement
avec la teneur en carbone organique : elle est positive et hautement signi
ficative. Par contre, dans la classe de~ sols salés (effectif 18), il présente une
corrélation uniquement avec le nombre de bactéries dénitrifiantes : elle est
positive et faiblement significative.

Enfin, le nombre initial de bactéries dénitrifiantes présente une corré
lation positive hautement significative avec le pH 8près une semaine de sub
mersion, ce qui confirme les conclusions de V\I.ERA et ALEXANDER (1961).

VI. - Sulfato-réduction.

- Estimatiol1 de la sulfato-réductiOli

Le riz a été cultivé sur l'ensemble des sols dans des boites plates en matière
plastique décrites précédemment; à la fin de la culture, nous avons noté, à travers
les parois transparentes des boîtes. la présence et l'importance des tâches noires
de sulfures autour des graines (sulfato-réduction spermosphérique), le long des
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T,\HLEAtJ III

CrolS!lance du riz et activités microbiennes des sols de rizières du Sénégal
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racines (sulfato-réduction rhizosphérique) et dans l'ensemble du sol planté ou non
(sulfato-réduction diffuse).

Nous définissons le potentiel sulfato-réducteur par le pourcentage tic plantes
mortes après 60 jours, ayant succombé par sulfato-réduction spermosphérique
pendant la germination ou par sulfato-réduction rhizosphérique pendant la crois
sance. Il a été vérifié que chaque graine morte est bien entourée d'une gaine de
sulfure ferreux, et que les plantes mortes ont bien leurs racines couvertes de la
même gaine. Pour exprimer les résultats, nous avons défini des échelles d'intensité
de 0 à 5 (tableau V). Pour les différentes formes de sulfato-réduction, il a été tenu
compte de pourcentage de survie des graines, ou de ;'état de la plante, et de
l'importance des taches de sulfures.

TABLEAll V

Échelle d'intensité de la sulfato-rédul:tion
et estimation du risque total (Potentiel sulfato-réducteur)
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Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau IV. En appliquant le
test de corrélation des rangs de SPEARM'\",[ entre, d'une part les intensités des
différentes formes de sulfato-réduction et le potentiel sulfato-réducteur, et d'autre
part, certaines propriétés physico-chimiques des sols, sont apparues les corréla
tions suivantes (tableau VI) :

- une corrélation positive faiblement significative entre la teneur en argile et
les sulfato-réductions spermosphériquc et rhizosphérique et le potentiel sulfato
réducteur;
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une corrélation inverse faiblement significative entre le pH initial et la
sulfato-réduction spermosphérique, et hautement significative entre le pH initial
el la sulfato-('éduction rhizosphérique ct le potentiel sulfato-réducteur;

- une corrélation positive faiblement significative entre la conductivité et les
sulfato-réductions spermosphérique et rhizosphérique et le potentiel sulfato
réducteur;

- une corrélation positive faiblement signilicative entre la teneur en sulfate
et la sulfato-réduction rhizosphérique et le potentiel sulfato,réducteur;

- une corrélation positive hautement signilicative entre les intensités des
sulfato-réductions sperJilOsphérique et rhizosphérique : les sols sensibles à la pre
mière forme le sont aussi à la seconde mais la réciproque n'est pas vraie.

Dans les sols de rizières de Casarrtnncc, J'intensité de la sulfato-réduction est à
relier à J'origine pédologique : les sols les ..plus sensibles sont ceux qui ont été
aménagés sur d'anciennes mangroves. Dans les sols du delta du fleuve Sénégal, for
més sur alluvions Iluvio-marines, la sulfata-réduction peut se manifester même
dans des sols peu acides. Rappelons que des études préliminaires (JACO, 1970) ont
montré que la sulfato-réduction ne survient que dans des sols engorgés et suffisam
ment riches en sulfates. Signalons également que J'accumulation de sulfures pro
duits par des bactéries sulfato-réductrices a été constatée ;'1 situ en 1971 :
a) dans la spermosphère du riz semé dans le sol alluvial de Boundoum où clIc a
provoqué la mort de la totalité du semis, b) dans la rhizosphère du riz cultivé
dans une rizière artisanale, récemment créée. sur une ancienne mangrove à Balingor
en Casamance où les jeunes plants ont rapidement péri.

Dans cette étude, la sulfato-réduction spermosphérique a été mise en évidence
pour un tiers des sols testés. En Casamance, les pertes dues à cette forme de
sulfato-réduction sont réduites car le riz est repiqué; par contre dans la région·
du fleuve Sénégal, les pertes peuvent être importantes puisque le riz est semé
directement en place par des procédés mécaniques. La sulfato-réduction rhizos
phérique est beaucoup plus fréquente et apparaît à des degrés divers dans presque
tous les sols testés. La culture en « billons ", comme elle est pratiquée en Casa
mance, permet de lutter efficacement contre la sulfato-réduction en maintenant
une partie des racines au-dessus du niveau de la nappe.

NLll1.1ératioll des bactéries slI/fato-réductrices :

Les bactéries sulfato-réductrices ont été dénombrées dans le milieu liquide
de STARKEY modifié par Ann-Et.-MALEK (958) et PIClII:-IOTY (1966) selon la
méthode du nombre le plus probable (MPN).

Les résultats sont rapportés dans le tahleau IV. En appliquant le test
de corr~lation des rangs, nous Ilvons observé (tableau VI) :

- une corrélatio;J positive hautement significative avec la teneur en
argile; .

l,me corrélatior. inverse hautement significative avec le pH initial;

- Ime corrélation positive faiblement significative avec la conductivité;

- une corrélation positive hautement significative avec la teneur en
sulfates;

- une corrélation positive hautement significative avec la sulfato-réduc·
tion rhizosphérique et le potentiel sullato-réducteur.

Le nombre de bactéries sulfato-réductrices est donc d'autant plus grand
que le sol est plus argileux, plus riche cn sulfates, plus salé et à pH plus bas.

REl LE U'I:COLOGIE ET ilE HIllI.OGIE Ul SOI.
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VII. - Formation biologique du méthane.

Mesurc dll pOllvoir lIIétlwllif!,èllC :

Pour déterminer le pouvoir méthanigi'ne des sols, des fioles de 125 ml munies
d'un robinet rodé, contenant la g de sol séché à l'air et 12 ml d'cau, sont remplies
d'N, et préincubées 3 jours ~ 37" C, de façon à rétablir dans le sol les conditions
réductrices favorables. On ajoule alors 10 ml d'cau et 011 incube à 37" C après avoir
renouvelé l'atmosphère d'N, (L.). L<1 mesure du CH. formé est faite au chromato
graphe à ionisation de l1amme, tous les jours pendant 8 ~ 12 jours. Les courbes de
production de méthane étant linéaires, la pente permet de connaître l'activité
méthanigène du sol (exprimée en mlll de CH. formé/g de sol sec/j). Pour chaque sol,
deux répéti tions sont suffisantes car la reproductibilité est bonne.

Les résultats sont rapportés dans le tahlean IV. Nous avons constaté, en appli
quant le test de corrélation des rangs, des corrélations inverses hautement signi
ficalives entre le pouvoir méthanigène ct la conductivité, la teneur en chlorures,
la teneur en argile et le rapport C/N (tableau VT). L'absence de C'orrdation avec la
teneur en carbone organique est vraisemblablement due au fait que son influence
est masquée par celles inverses des autres facteurs. En elTet, si on élimine le fac
teur salinité en ne considérant que les Il sols non salés, nOlis obtenons une corré
lation positive hautement significative entre le pouvoir méthanigène et Ja teneur
en carbone organique. En ce qui concerne le pH et le Eh, on observe une corrél<l
tion au stade d'une semaine; cette durée correspond sensiblement à celle de la
mesure du pouvoir méthanigène. '

KOYA,\l" ct coll. (1970) ont montré l'inlluence inhibitrice de l'addition de sels sur
];1 formation de méthane dans un sol non salé. De notre côté, nous constatons le
même efTet inhibiteur en comparant des sols provenant de biotopes naturels. En
traçant des diagrammes, il nous a été possible de dt·terminer Je seuil de salini lé
au·delà duquel la formation biologique du méthane ne peut être que très faible ou
nulle, quelles que soient les autres conditions ph~'sico-chimiques. En utilisant la
conductivité (mesurée ~ partir du sol séché il J'air et mis en suspension dans
l'eau à .-aison de 10 g de sol pour 100 ml d'eau) comme indicateur de salinité, cc
seuil se situerait entre O,lj et 0,20 mll1hos/cm.

Nllmération des bactéries 1/1C;tlulI1ifjèl1es

Pour ~a numération çles hactéries méthanigl'nes, nous avons utilisé la tech·
nique récemment mise all point (RAIMIIAI'LT, 1974) basée sur la détermination du
nombre le plus probable (.l'vIPN); les dilutions de sol séché à l'air ont servi pour
l'inoculation des tuhes de culture, contenant un milieu riche à J'extrait de terre
qui permet la meilleure ~roissance des germes. Apr~s une incubation de 8 à 10
jours, 1 ml de l'atmosphère de chaque tube est injecté dans un chromatographe à
icnisation de Hamme qui permet de déterminer avec une grande certitude les
tubes ayant montré une (lctivité méthanigène.

Les résultats sont r".pportés dans le tableau IV. En appliquant le test de
corrélation des rangs, nOl)S constatons qu'il existe, comme pour le pouvoir métha
nigène, les mêmes corrélations en ce qui concerne la conductivité, la teneur en
chlorures, la teneur en argile. le pH et le Eh à une semaine (tableau VI). Cepen
dant, nous avons noté qu~' la valeur des coeflïcients de corrélation obtenus est, en
règle générale, plus élevée dans le cas des numérations. II existe l;galcmcnt une
corrélation positive haut<,:mel1\ signilica!ive entre le pouvoir méthanigène et le
nombre de bactéries.

D'après les résultats que nous avons obtenus, il apparaît que le nombre de
bactéries méthanigènes d;:;ns le sol est d'aulant plus élevé que le pH est plus élevé

\01.. Il. 1\" 2
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et que la teneur en chlorures, la conductivité et le Eh sont plus faibles; le pouvoir
méthanigène est influencé de la ml'me façon puisqu'il est en corrélation très étroite
avec Je nombre de badéries. La teneur en carbone organique ne semble pas inter
venir quand il s'agit de sols salés pour lesquels c'est plutôt le rapport C/N qui est
important. Dans les sols non salés, par contre, la teneur en carbone organique
inlluence fortement l'activité des bactéries méthanigènes mais pas leur densité,

CONCLUSION

Parmi les facteurs physico-chimiques étudiés, la teneur en carbone orga·
nique, le pH ct la salinité ont une grancte inlluence sur les dilIérentes acti
vités microbiennes des sols submergés.

, Le fait que la matière organique facilement assimilahle soit un facteur
important n'est pas nouveau, mais il faut noter qu'elle intervient surtout dans
les sols non plantés; en efTet, l'apport d'exsudats racinai l'es par les plantes
compense éventuellement le manque de substances carbonées assimilables
par les microorganismes. Nous avons observé des corrélations positives dans
le cas de la dénitrification ct de la méthanogénèsL', mais pas dans celui de la
nitrification dont les germes responsables sont en majorité autotrophes.

Le pH est également un facteur important; il est en corrélation avec la
densité des cyanophycées fixatrices de N" avec l'activité nitrifiante ct avec la
densité et l'activité des bactéries dénitrifiantes et méthanigènes. Par contre,
les sols acides sont favorables à la sulfato-réduction. '

Parmi tous les facteurs ph\'sico-chimiques, la salinité semble jouer un
rôle prépondérant dans les sols suhmergés car l'Ile intervient dans [a plu
part des activités microhiennes : elle est défavorable à la fixation rhizosphé
rique de N2 par les bactéries, à la nitrification, à la dénitrification et à la
méthanogénèse; seule la sulfato-réduction est favorisée dans les sols sal0s,

L'inlluence de la rhizosphère est également très importante. Nous avons
pu montrer que la fixation rhizosphérique de N2 par les hactéries est beau
coup plus importante que la fixation dans les sols non plantés, par les bacté·
ries oy les cyanophFées. La sulfato-réduction est également beaucoup plus
importante dans les sols plantés et elle est localisée essentiellement autour
des graines et le long des racines.

En général, nous avons constaté que les sols qui supportent la meilleure
croissance du riz sont ceux pour lesquels nous avons obtenu des activités
bactériennes élevées en ce qui concerne la fixation de N2, la nitrification, la
dénitrification et la méthanogénèse, mais des activités sulfato-réductrices
faibles,

L'é~ude comparntil'e, pour 29 éch.lIItillons th: sols de rlZler~'s du Sénégal, de
1innuerlce des facteurs phvsico-chimiqUt's et de la rhizosphère du riz sur dil\'é
rcntes ~ctivilés microbiennes, nous a permis de conslatcr que:

RI:\'l'1' U'LCOLUGII: E'l Ul: UIULOGIE IJI SOL
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1. La densité des cvanophycées fixatrices de N, est étroitement liée au pH
des sols, le pH = 5 constituant une limite inféricun;. La fixation de N, par les
algues dans les sols non plantés est en généml peu importante.

2. La fixation de N, par les bactéries libres de la rhizosphère du riz est ralen
tie par la salinité.

3. L'azote nitrifiable. dépend de la salinité el du pH : quand le sol n'est pas
submergé, l'apparition des nitrates est d'autant plus rapide que le pH est plus
élevé; la vitesse de formation ct la quantité de nitrates produits sont d'autant
plus importantes que la salinité est plus faible.

4. Le potentiel dénitrifiant qui représente le temps nécessaire pour la déni
trification du maximum du nitrate ajouté, est en étroite corrélation avec la
teneur en carbone organique, et eh corrélation inverse avec la salinité. Une faible
cOITélation existe avec le nombre initial de b;Jctéries dénitrifiantes.

5. La sulfata-réduction spermosphérique a été mise en évidence dans un tiers
des sols testés et principalement sur d'anciennes mangroves. La sulfato-réduction
rhizosphérique, beaucoup plus fréquente, est en étroite corrélation avec le nombre
de bactéries sulfato-réductrices, comme le potentiel sulfato-réducteur qui est défini
par le pourcentage de plantes mortes en 60 jours.

6. La densité et l'activité des bactéries méthanigèncs sont d'autant plus impor
talJtes que le pH est élevé, et que la teneur en chlorures et le Eh sont faibles.
Il existe une corrélation entre la densité des germes méthanigènes dans le sol
et le pouvoir méthanigène.

The inlluence of the physico-chemical propertÎes and of the rhizosphere efrect
of rice on sorne microbial activities has been compared in 29 ricc soils from
Senegal.

1. The number of N,-fixing cyanophyceae was highly correlated with the soil
pH, soils of pH below 5,0 being devoid of cyanophyceae; N, fixation by algae
in bare soils was generaly low.

2. Non symbiotic N,.fixation by rhizosphere bacteria was depressed by increa
sing soil' salinity.

3. In non waterlogged soils, nitmtes appeared earlier in soils ol high pH;
the total amount and the rate of formation of nitrates were depressed by increa
sing salinity.

4. The denitrifying potential of soils, that is the time required for the denitri.
fication of the highest amount of nitrate addcd, was highly correlatcd with the
organic carbon content of the soil, and depressed by salinity. A low correlation
was found between the denitrifyihg potential and the initial number of dcnitri
fying bacteria.

5. Spermospherical sulfate-reduction occured in one third of the soils, espe
cially in former mangrove soils; rhizosphere sulfate-reduction was more fre
quent. A high correlation was found between the initial number or sulfate- reiJu
cing bacteria and respeçtiveJy the rhizosphere sulrate-reduction and the sulfate
reducing potential, defincd as the percentage of plants dead out in 60 days.

6. The number and the activity ~r methane producing bacteria increased
with soi! pH and were reduccd when the amount of chloridcs or the redox
potential raised. A Correlation Was found between the numbcr of methane for
ming baçteria and the rnethane production capacity.

\'01.. Il, 1'\" 2
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SÉQUENCE DES PRODUITS

FORMÉS AU COURS DE LA DÉNITRIFICATION
DANS LES SOLS DE RIZIÈHES DU SÉNÉGAL

par J.-L. Garcia

OnSTOJJ, Laboratoire de MirrolJiologie du Sol, 13. P. 1.386, Dakar, Sénégal

SUl\lMARY

SEQl'E:'\TiAL PROIJl'CTS OF DE:'\ITJlIFICATIO:'\

I~ SENEGALESE PADDY SOILS

.\ st udy of the sequential prod ucts of denitrification, in vifro, in paddy
soils from Senegal was llndertakl'n hy gas chromatography. The following
rl'slilts \\"l'n' obtained: 1) nitrate reduction rate was positi\'ely <'orrelated
wit 11 tIlt' organie carbon of the soil; 2) only a smaIl quantity of nitrite was
formed. probably hecause of the acidity of the soil; 3) nitric oxide pro
dlll'lion was obsern-d in 113 of the 30 soils stl1died; the quantity prodl1ced
was slIbstantial in on1y ·1 of tllt'se; the maximum amollnt of ;\0 was Yen'
signilicantly rc1ated, directly with the maximum amollnt of nitrile and
indireetly \Vith the pH of the su bmerged soils; ..J) the rate of formation and
of rl'd uctiOII of nitrous oxide were directIy rl'laied with the rate of nitrait
recll1etion and \Vith the soil organic carbon content; 5) in some soils during
{\enitrilication, it was possible to demonstrate apparent and temporary
losses of nitrogen: the nitrate which had disappeared cOl1ld not he complc-
tely J'l'coYl;'J'ed in the fonn of NO;, ~O, NzO or of N"z.

l-\'EY-\\,ORDS: Denitrification, Soil, :'\itrogen; Scnegal, Paddy soils,
Sl'quential products.

INTHODUCTIŒ\

Les pertes d'azote dans les sols par dénitrilicntion ont été, depuis long
temps, rO}ljct de très nombreuses études. Les méthodes d'évaluation de
l'neti"ité dénitrifiante sont basl'es sur la I1lesure de la \'itesse de disparition

~1:lIll1scrit l'e\'u le (i avril t(lï3, acreplé le r, octobre t !li:l.
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du nitrate ou sur l'emploi de la technique respirométrique dl' \Yarhurg,
dl' la chromatographie en phase gazeuse 011 de la spectrométrie de masse
ayec 151\, Ces deux dernières techniques ont permis il plusieurs auteurs
d'étudier la st'quence des produits gazeux formés au cours dc la r1l'nitri
fkation [5, 7, 10, 11, 20, 25, 31].

Les produits majeurs sont l'azote et le protoxyde d'azote; :\ ~O prl'.
domjne aux bas pH et n'l'st décelahle qu'en faihle quantité aux pli faible
ment alcalins [20, 31]. Un troisième gaz, l'oxyde nitrique, a été décelé
dans certains cas [5, 20, 31], mais sa formation a été attribuée il UIll' n;duc
tion chimique du nitrite, premier intermédiaire de la dl'nitrification.
Cependant, plusieurs auteurs ont démontré l'existence d'une production
hiochimique de NO par des cellules ou par des cxtraits cnzymatiques de
hactéries en cultures pures 13, 12, 18, 19, 21, :a9, 3o], Dans les sols [5,20, 31],
comme dans le cas dcs organismes isolés [6, 8, 16, 17, 29J, le 1\0 produit est
ultérieuremcnt réduit cL certains auteurs le considèrent comml' un inter
médiaire de la dénitrilication.

:'\Iais cette hypothèse n'est pas admise par tous. Il en est dc nH~mc pour
le :\20, bien que ::\ommik [20] ait démontré, il l'aide de l'isotopc 1':\, que
dans les sols, la réduction des nitrates cn 1\. passait obligatoirclllcnt par
le :\~O. Cepcndant, il semhlerait quc ce gaz ne constitue pas un intenné
diaire dans le cas de toutes les espèces hactériennes [1, 13, 14, 22, 24].

Comme rl'autres auteurs [7, 15, 26, 28J, nous ayons utilist~ la chromato
graphie ('n phase gazeusc pour l'dude dc la séquencc des produi~s formés
:Hl cours de la dénitrification in vitro, d'une série de sols de rizières du
Sl'nl'ga J.

:.\L\TI~H IEL ET l\II~TllODES

Les 30 sols de rizil'res du Sénégal, uLilisl;S ponr cette étude (tahleau 1), sont
Mcrits par ailleurs [9J. Cinquante grmhmes de sol, amen0s Ù l'humidilé l~qlliYaJente

par lIne sollltioJl de IC\03 contenant JOO flg de N - ~O; par grammc dl' sol sec,
sont Illis ell incubation il 30° C, SOllS atl11osphl're d'hé!inm (He ?\Ij, Slé l'Air
Liquide) à plusieurs n;pélitiolls, dans des flacons sérum dl' :ïOO ml dans Icsquels la
faible l;paisseur de sol facilite les échanges gazeux. Cn vide poussé cL n;pélé est
l'JTef'! ul' pOlir l'liminer O2 ,

Cne première sl;ric de flacons sert au dqsage chimique des nitrates (ulélhode à
l'acide 2-4 phénol-disulfonique) et des nitrites (méthode de Gril'ss-Ilusvey modifiée) ;
ces méthodes unt été décrites en ddail par Bremncr [4J.

La deuxil'Illc série de l1acons est utilisée pour l'analyse périodique de l'atlllo
sphàe des sols ù l'aide d'un chromatogmphe il détL'ction par cunductibililé ther
mique, Varian Aerograph 9ÛP·J, dont les condilions d'ntilisation sont les suivantes:
colonne interne Hl' X 1(.1" (L = ;3,0·18 TIl, ;:- = (i,:ti m1l1) en inox, remplie ayec
du Porapak Q100/120 I1ll'sh: telllp01'ature de la coloune, 80°; tempéralure de
l'injecteur, 110°: tellll)l;ralun' du détecteur, 250°; intensité des filamenls, 200 mA;
gaz weil'nr, h0liull1 N·Ji) (Sté J'Air Liqnide) ; déhit du gaz vecteur, (iO ml(lIlill ;
colonne externe, 10' A 1(-l" t'Il inox, n'Illplie avec 1111 tamis moll;culaire 5(A ; tem
pératurL' amhiallll', 22° envirou; volunll' illjet:!l\ 0.7 ml (>[11' v:lnlle d'injl'cliOIl :llIto
lIIat iqlle ; t'nrL'gislreur Yarian ,\erogwph A~:) ; (\('-roull'lIH'lIl, 50 cm Ih. I.a l'alihra
tioll U l;lé faile a\'l'(' des gaz purs (~~, O~, C()~, NO ct 0:'2{)) lIl' la Slé l'Air Liquide.
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TABLEAU 1. - Caractéristiques physicochimiques
des 30 sols de rizières du Sénégal étudiés.

:i
ii
Il

li
II

il
1

I!

i

1 NombrepH initial de

Sols M.O. N-NO;
Cl- bactéries

Texture (m.éq·1

initial Il
dénitri-

(localilé) 0/00 (ppm) 100 g) fiantes
après par g
semaine de sol ~c

------,--- ._-- ---'- ---- ----- ----_.- ---_.

Doutolat Sable limoneux 6,49 0 0 5,2 6,2 140
Bignona Argile 47,38 0 3,73 4,3 4,9 30000
l\ledina Limon argileux 154,95 0 23,01 4,:J 4,7 17000
Kamobeul Limon sableux 12,94 2,4 0 5,2 5.7 3500
Loudia Sable limoneux 35,82 3,0 0 5,3 n;45 7000
Oussouye Limon sableux 25,84 3,2 0 5,fi (j,8 170000
Dar-Salam Limon argileux 26,69 0,8 41,85 4,1; 4,9.') 1 100
Djibelor Limon argilo-sableux 56,79 6,6 0 5,~{ 6,0 95000
Djibelor Limon 40,13 0 4,13 5,4 .'),8 17500
Djibelor Limon sableux 20,33 0,6 0 4,8 5,4 25000
Niaguisse Limon argileux 26,52 0 1,58 4,n 5,1 1:1 000
Sibink Limon sableux 15,!)0 1,2 0 4,(j 5.7 , 4000
Gouctomp Limon sableux 15,99 fi,7 0,80 4,7 5,4 3000
Bambato Limon sableux 3fi,89 0 0 .'),H 6.35 8000
Tanafi Limon argileux 42,33 0 0 5,0 n,3 30000
Diango Limon argileux 31,31 4,0 1,16 4,8 5,3 (l5 000
Bounkilinn Argile 39,37 0 0,96 4,5 4,3 fi 000
Kaolack Limon lin 12,30 9,8 1,82 5,6 n,O \1 000
Enaupor Limon argilo-sahleux 27,55 . ° 13,47 5,4 5,6 1 2500
Thiaroye Limon argilo-sablenx 31,79 41,8 1 ,'),37 4,6 4,75 !) 500
Djibelor Limon argilcu x H8,00 0 1 ° 4,:J 5,4 ! 35 noo

1Hoss- Dethio Argile 22,98 0,5 1,24 4,6 .5.6 140 000
Bounctoum Argile 23,24 0 0,!)5 6,3 6,2 250000
Ntiagar Limon argileux 12,03 ° 0,62 5,4 6,0 155 000

1 Kcur-Dlallo Limon argileux 11 ,:15 0 0 6,8 H,n5 220000
Hichard- Toll Limon argileux 1fi,20 0 ° fi.4 n,l 2fi 000
Hichard- Toll Limon argileux 1fi,nO 0 0 5,7 7,1 250000

1Richard- Toll Limon argileux 17,10 0 0 5,!) 6.9 70000
,Rlchard-Toll Limon argileux 18,30 0 0 fi,2 6,4 175000
!Hicharct- Toll Limon argileux 20,60 0 ! ° ,'1,f) n,3 2,,0 000
1
1 1 --- ._---

i--

1 ~

1 ~
1

8
. 9
1 10

I

II
12

113
14
15
16
17
18
19
20
21
23
24
25
26
27
28
30
31

:1 32

Il ~~
Il

1Il M. O. = matière organique; m. éq. = mil li-équivalent.

L'emploi de la vanne d'injection automatique calibrée est avantageux car il
supprime toute mesure de pression, le volume injecté étant une fraction bien définie
du volume total de la fiole de mesure. De plus, nous avons opéré avec une surpres
sion d'hélium dans les flacons sérum, d'environ 15 cm de mercure de façon à réduire
la perte de volume à chaque injection pour qu'elle soit négligeable.

Les résultats ont été analysés à l'aide du test de corrélation des rangs de Spear
man [27J.

RÉSULTATS ET DISCUSSION

Deux sortes de séquence pOlII'raient avoir lieu dans les ~~o sols de rizières
étudiés: NO; ~ NO; -> N 20 -+ N2 et NO;-+ N02- -~ NO·> K 20 -> N 2 •

La première séqnenee aurait lien dans 1-1 sols, la dellxjl'Ille dalls les 16 aulres.
Parmi l'es derniers, ·1 sols 0111. produit pllls de 25 ppl11 de N .- NO, la pro-
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FIG. 1. - Séquence dcs prodlli(s form,'s ail cOllrs de la dénitrification dans le sol de rizière nO 10.

Quantité de N formé en {lg/g de sol sec après apport de 100 ILg de N - NO; sous forme de
KN0 3 et incubation ol1Hérobie à 30° à humidité équivalente.

+--+ N - NO;, x ...... x N - ="0,

• - - - -. N - NO;, 0 --- 0 N - N,O,
0--0 N - N 2•

duetion étant très faible dans les autres sols. Dans tous les cas, le NO formé
a été réduit ultérieurement, ainsi que le NzO, ct le gaz final a toujours
été N 2 (fig. 1, fig. 2 et fig. :3).

I. -- IhmucTloN nu NITHATE

Le dosage dll uitr:ltc :111 (~Ollrs de sa disparition now; a permis <l'établir
ln Yitc'ssc de rl'dlldioll de N- N():~ (tabkau 11). \':n :lIlrihllant le rang 1 à
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la vitesse maximum et à la phs forte teneur en carbone organique des sols,
il apparaît une corrélation positive hautement significative entre ces deux
variables (tableau III). Ceci confirme le résultat obtenu par ailleurs avec
les mêmes sols à l'aide de la technique respirométrique [9].

II. - FORMATION DU NITRITE

L'accumulation de nitrite est très faible dans ces sols. Le maximum de
N - NO; mesuré n'a pas excédé 20 % de N - NO; présent au départ

100 '

o
III

,QI
01
o
lJ'l

'CIl
lJ 60

z

40

20

o 100 200 300 400 Heures

FIG. 2. - Séquence des produits formés au cours de la déniiri{icalion dam le soi de rizière no 15.

Quantité de N formé en J1.S/S de sol see après apport de 100.J1.g de N - NO; sous forme de
KNO. <'t Incubation anaérobie à 30° ,1 humidité équivalente.

+--+ N - NO;, X ...... X N - NO.

e----eN-NO;, o---oN-N.O,
0--0 N - N •.

Ann. Microbiol. (ln.l. Pasl.) , lU JI, nO :1, 1973.
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(sol nO 23) et dans 6 autres sols, seules des traces ont été décelées. Ceci
pourrait résulter du fait que les sols étudiés sont acides. En effet, d'après
Cooper et Smith ['1], l'accumulation de nitrite aurait lieu dans les sols
basiques par suite de la faible vitesse de réduction du nitrite.

III. - FORMATION ET RÉDUCTION DE L'OXYDE NITRIQUE

La formation de NO a été décelée dans 16 sols. Pour 12 d'entre eux, la
quantité maximum mesurée ne dépassait pas 11,5 ppm de N - NO

100

~

~\1)

0 0
1/)

Ol

""- +\\(1.1

0'
0
(J'l

\QI."
Z

0'

@:l.

o 100 200 300 Heures
FIG. 3. - Séquence de.ç produits formés au cours de la dénitrification dans le sol de rizière nO 28.

Quantité de N formé en ILg/g de sol sec après appo'rl de 100 lLg de N - NO; sous forme de
KNOB et Incubation anaérobie à 30° à humidité équivalenle.

+--+ N -- NO;. x x N - NO.

e· ---. N -NO;. 0---0 N -N,a,
0--0 N - Na'
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TABLEAU II. - Mesures de la dénitrification
dans 30 sols de rizières du Sénégal.

l'

1

ité
ale 1
on '
té !

"0,1325oo

1

: 1 1YHesse de Quantité Quantité Quantité Vit~sse de Vitesse de i Quant
réduction maximale maximale 1maximale formation réductioll , maxim

:,\0 Sols du de de de du du; de N n
(localité) , i détecN - NO~ N- NO; N- NO N - N 20 ' N - ]\20 N - :'\00 '

(pplll/h) (pplll) (ppm) (ppm) 1 (ppm/h) 1 (pplll/h)
1

(ppm

1---------- - - ------- -_._-- , i

1 IJ30uloiai 0,33 0 1.2fi 66

1

0.35 0,25 21
2 lUignona 1,82 l,ri 0 84 0,76 0,19 ') .... ;)
.j ~Icdilla 2,00 1,0 3.fi 75 1,25 0,53 ; :~X

(1 II\.alllolJcul 0,58 4.;,

1

11.5 80
1

0,31 (J,2\! : ~{:l

7 1LOllllia 2,02 1.0 0 83 2,37 1.3t\ X
R 'üussouve 2.19 4.0 1,0 87

1

1.58 4.3il ~:)

0 1Dar-Saialll 2,00 0 ° 68 1,23 1,1 :l 11,1
10 IJjilJelor 3,55 li.,; 1,5 8fi 4,05 :MO 3;,
11 ,Djii>clor O,li9 2.0 0 60 : 0.43 2,40 21;
12 1Djibclor 0,41 ·j,O 6,5 83 ! 0,20 0,32 IR
13 I:\iagub'l' 1.37 1,0 1,.'i 77 0,59 0.;)7 :n
14 'Sibink 1,00 7,;) 30,0 1 00 0,53 0,R4 :lX

1Goudolllp
1

1;; 0,;,5 ;'.0 63,0 1 oa 1 0,41 0,41 Il
lIi !Hamhal 0 1.30 3.5 0 n ; 1,12 0,52 n
17 )Tallan 1.61; 3,5 2.5

1

8U , l,GO 1,711 14
lR iDi:mgo 0,61 2.0 2,0 81l

1
0,57 0.73 ~l

1!l '!30llllkilillll 1,05 10,5 26.0 74 0.il7 1 0.43 ï
20 :],aolacl, 0,15 2,5 0 41 i 0,27 i 0,1:; ;)
21 'Cllallpor 0,18 0 0 (;7 1 O,lS n.20 ()

1

,

:n Thiarovc 0.81' 2R,0 73,0 11 ;) Il.31l ! 0.77 il
_4 Djii>elor :U3 0 1.5 li8 2.21; 1 ·1.,,3 3;,
F Boss-Bel hio 0.01 2.5 3.0 1 iHi 1.37 1 1,·13 0",ln Boulld ou III 1.(iI; 1(i,O 1.5 2fl. O.(i·j O. J.I ;)/1
)- :'\tiagar 0,1-1 12.0 0 , 3/\ O,ln 0.11i (1-,
2S l,cUI' Diallo n,33 1,5 0 l!l

,
1,52 : O.ilï ri

JO Hichard- '1'011 0.33 1.;; 0 ! (il ; 0.20 0.22 :~;)

li Hichard- '1'011 Il.fll 2.!l U ;,r) 0.84 1 1,10 l~

~2 Hicharcl- '1'011 0:41 1,0 0 M i 0.7!) O.I,j 1)

3 'Hirhurd- Toii (l,In 0 0 1 :lï flA7 0.3·j S3
3,1 Hicharci-Toii 0.7n

ii
'i
!

il
il-
'1l,

(tableau II); les -1 autres sols [no 1--1, nO 15 (fig. 2), nO lB el n" 2:~J ont
produit UIll,' quantité de ~ - ~() respectivement égale ù 30, GO, 2li ct
52 (~o de :\ - ~O; initiaL

La production de NO dans les sols a été attribuée jusqu'ù présent ù une
CkCOlllposition chimique du nitrite en milieu acide:

3 HN0 2 ~ 2 NO + HNOa + H 20

En l'net., elle se produit encore dans les sols stérilisés, auxquels a été
ajouté du nitrite. Selon Allison [2J, cette réaction peut être occasionnelle
ment importante dans les sols acides de faihle capacité d' écha nge. j\i0111

mik [20] n'a ohservé de production de NO que dans le cas de sols acides et
faiblement humides, les quantités mesurées étant très faibh-s. Ccci résul
terait du fai} que le nitrite ne s'accumule pas dans le sol où il l'st rapidelnent
réduit en 1';'20 ct ::\2' lorsqu'on ajoute des quantitl's IllOdér('c's dl' nitrale.
Heuss et Smith [23] rapportent que plusieurs auteurs considi'l'l'lll la ['nr
l11ation chimique de :\0 comme n<'~gligc~ah1l' dans les sols acidcs par snile
de l'ahsence d'accumulation du niLritc.
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11 existe une corrélation inverse hautement significatiYl' entre la quan
tité maximale de NO formé ct le pH après une semaine de submersion,
ainsi qu'une corrélation positive hautement significative entre les quantités
maximales de NO et de nitrite formés (tableau III). Ces résultats sont en
accorri avec l'hypothl'se d'une production de NO par réaction chimique.
Cependant, l'Il apportant du nitratè ou du nitrite, dans les nH~mes condi~

tions q Ill' précédemment (100 ppm), aux sols nO 14, nO 15, nO 1~} et nO 23.
saturés l'Il cau puis stérilisés pendant 30 min Ù 120°, nous n'avons pas
d(~celé (k :\0 après plusieurs jours d'incubation à 30°.

TAI3LEAU II 1. - Résultats du test de corrélation
des ràngs de Spe.arman.

l'

A

pp

'----i--- -~-I---!--
_____P ~_)_1 p l__'~_ J_ A. _

1 Iii
AN: 1 il

- ---- --.~-----1-----1,
A A A i li

-1---~- ---[---':

1 1:

1 1 1

--- _._---,--~---------'-----

(..lu un lil l'
maximall'

de ~ -:-;0

Vitessc ,
de formatiun :

, de N - N.O '

-- ----._--

1
: Vilesse ùe i Vitesse de 1 I)H après 1 Nombre 1 Quantité i:

'1 t' l' 1 t' Teneur l ' 1 1• l'Cl uc IOn l'Cl uc IOn 1 semaine Conduc- de bact~- maxima e :,
du du en carbone d b t' 't' 1 de 1

_ 1 organique e s~ • IVl e ries, déni-Iii
i X _ ~o X - NO merslOn '1 tnfIanles 1 N - NO- ii
,. • 3 l' '. 1 1 • !'

'!~:~~I~s~~iOIl i ----1 l';:-I--~-~I-- -~\-- ---.~-' -----,
!:duX-:-lO~

l' Qnantilê ! 1 --- o. --

,! maximale A A

l,Ile ~-:':O~ i i
----:----- ----- -------i. ---

!

Quantité
i maximale

i: de K - NiO
!i-- ~- 1

:IVilE'sse .

Il
de réduction!
de N - N,O 1 i

1 1-·-1-'--: Perle maxi- i
male moriJen
tanée dl' N

1: p = c()rr~]atioll positive hautement significative; N = corrél.ation lIégatiye hautement
1i signiflcath'c: A = absence de corrêlation ; case blanche: tcst de corrélation non calculé.

- -======================-

lJan~ tous les cas où nous avons observé la formation de NO, cc composé
est ultérieurement réduit puisqu'il disparaît toujours de la phase gazeuse
t'Il donnant du :\20 ct du N 2' Plusieurs auteurs ont, en effet, démontré
J'existence d'une ~O-réductase chez diyerscs bactéries dénitriliantes
16,8,17 29].
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IV. - FORMATlO~ ET RÉDUCTION DE L'OXYDE NITHEVX

Dans le cas des 30 sols étudiés, nous avons toujours constalé l'accumu
lation de quantités plus ou moins grandes de N 20. Une corrélation inverse
et hautement significative a été trouvée entre la quantité maximale de ;:'\20
formé et le pH initial des sols. Ceci confirme les ohservations de :\011lmik r20]
ainsi que celles de Wijler et Delwiche [31], établissant que la production
de :\"20 est maximale dans les sols acides et minimale dans les sols faible
ment basiques. Le sol na 10, par exemple, avec un pH initial de J,3, a pro
duit 85 ppm de N - ]'1;20 (fig. 1), tandis que le sol na 28, avec un pH. initial
de 6,8, n'en a donné que 19 ppm (fig. 3).

La vitesse de formation de N20 (tabl~au II) présente une corrélation
positive hautement signif1cative avec la vitesse de réduction dL' )JO; et
awc la teneur des sols en carbone organique. Elle ne présente pas de corré
lation avec le pH après une semaine de submersion, avec la teneur des sols
en chlorures ou avec le nomhre initial de hactéries dénitrifiantes (tableau 1).

! La réduction ultérieure de A 20 en r\2 se produit dans tous les cas, et
le plus souvent, la vitesse de réduction est voisine de la vitesse de formation.
En effet, nous avons trouvé tlne corrélation positive hautement significa
th'e entre ces deux données. La vitesse de réduction de N20 présente éga
lenll'nt une corrélation positive hautement significative aYre la vitesse
de réduction de NO; et avec la teneur des sols en carhonl' organiqne..
Cette observation suggère la possibilité d'une estimation de la Mnitrilica
tion fondée sur l'étude de la réduction de ~20. Selon :\ommik [20], cette
réduction ne commencerait pas avant que la majeure partie li Il nitrate
ait été réduit. Quand ~20 commenée ù apparaître, dans le cas de la plupart
des 30 sols étudiés, la teneur eh NO; est au plus égale au quart de la quan
tité initiale. Par ailleurs, quand la réduction apparente de ::\20 débute,
!\" 2 est présent en faible quantité, avec un maximum de 37 ppm dans le
cas du sol na 33. Cet azote peut provenir d'une réduction de :\20 au cours
de sa formation, oU,d'une réduction du nitrate ne passant pas par le stade
de ~20. Actuellement, il n'est pas possible d'écarter cette seconde éven
tualité.

V. - PERTE f;.PPARENTE D'AZOTE

AU COURS DE LA DÉNITRIFICATION

Plusieurs auteurs ont signalé que la disparition de l'azote nitrique n'était
pas toujours suivie d~ l'apparition d'une quantité équivalente d"un autre
composé azoté. Verhoevcn, cité par Nommik [2D] attribue la perte appa
renie à la dissolution du N 20 formé. Par contre, selon l\"ommik [20], cette
perte momentanée ne pourrait s'expliquer que par la formation d'un ou
plusieurs composés intermédiaires, non décelables à l'analyse, car, en fin
d'expérience, on retrouve toujours la presque totalité de razotl' initial
SOllS forme de 0: 2,
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Nous avons faît la même obs~rvatîoll pour 22 des 30 sols étu
diés (tableau II), avec un maximum de 50 % de l'azote initial momenta
nément non décelable pour le sol na 26 (fig. 4). Aucune corrélation n'a pu
être mise en évidence entre la perte apparente d'azote, le pH ou le Eh
après une semaine de submersion et les teneurs des sols en carbone orga
nique et en argile (tableau III).
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Hl!SUMl~

L'étude de la séquence des produits formés au cours de la dénitrifica
tion in vitro d'un lot d'échantillons de sols de rizières du Sénégal, a permis

de mettre l'Il évidence les faits suiyants : 1) la vitesse de réductioll de ~O;
présente une corrélation positive hautement significative avec la teneur
des sols en carhone organique; 2) par suite vraisemblablement de l'acidité

des sols étudiés, la quantité de NO; décelée est nulle ou faible; 3) une pro
duction de NO a été obseryée dans 16 sols sur 30; elle a été importante
pour 4 sols seulement. La quantité maximale de NO mesurée présente
une corïélation hautement significative, positive avec la quantité maxi-

male de NO; mesurée et une corrélation inverse avec le pH des sols sub
mergés ; 4) les vitesses de formation et de réduction de N 20 présentent une
corrélation positive hautement significative avec la vitesse de réduction

de NO; et la teneur des sols en carbone organique; 5) les bilans font appa
raître une perte apparente et momentanée d'azote pour certains sols au
cours de la dénitrification.

:\fOTS-CLÉS : Dénitrification, Sol, Azote; Sénégal, Rizière, Séquence
des produits.
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PRODUCTION D'OXYDE NITRIQUE

DANS LES SOLS DE RIZIÈRE

par J.-L. Garcia

O. R. S. T. O. M., Laboratoire de Microbiologie du Sol,
BP 1386, Dakar (Sénégal)

SUMMARY

NITRIC OXIDE PRODUCTION IN mCE SOILS

Nitric oxide gas evolution from nitrite was studied in vitro in three
riee soils by gas chromatography. Autoclaved soils showed an NO evolu
tion when supplemented with nitrite. Yet, when temperaturè of incuba
tion, soil pH, soil moisture content and nitrite concentration were varied
in the three soils, and with addition of nitrite reductase inhibitors, it
appeared in one soil that NO production was partially a biological pro-'
cess. Thus, NO formation was two times as high in non-sterile soil as .
in sterile soil, and dccreased when the temperature increased. Optimal
~O production occurred at about neutrality and increased with increasing
soil moisture content; moreover, this NO formation increased much less
than in the other two soils with increasing nitrite concentration. Finally,
the first soil contained three times more denitrifying bacteria tolerating
a high nitrite concentration (5 g/l) that the other soils.

KEY-WORDS: Denitrification, Sotl, Nitrie oxide; Riee soil.

INTRODUCTION

. La production d'oxyde nitrique dans les sols est un phénomène rela
tivement bien étudié et semble être duc à une décomposition chimique
d li nitrite en milieu acide [1, 2, 5] :

3 H+ + 3 NO; ~ I-J+ + NO; + 2 NO + H20 [6, 7]
ou

Manuscrit reçu le 17 décembre 1975, acceplé le 15 mars 1976.
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En efTet, des sols stérilisés ù l'autoclave [3, 19, 23] ou par les rayons y

[8, 26] produisent 1\'0 quand on leur ajoute NO;. Par ailleurs, cette
production augmente avec la température [151 et elle atteint un maxi
mum aux faibles humidités, c'est-à-dire quand la concentration en nitrite
est la plus forte [15, 21, 22, 29]. De nombreuses études ont montré que
la formation de ~O intervient surtout dans des sols acides [15, 18, 26] ;
or à pH acide, l'activité biologique est faible ct le processus chimique
serait prédominant. :\ous av011s nous-mêmes mis en évidence l'existence
d'une forte corrélation inverse entre la quantité de ~O formée in vitro
à partir de NO; et le pH d'une série de sols de rizières du Sénégal [9].
Selon Van Clcemput et Patrick [27], les variations d'Eh qui augmen
tent la concentration des composés solubles minéraux et organiques,
inl1uenceraient également la réduction chimique du nitrite en augmentant
les propriétés catalytiques du sol.

Heuss et Smith [20] ont montré qu'il n'y avs.it pas de production de
:\0 à partir de nitrite adsorbé sur une résine acide, démontrant ainsi
la ,présence obligatoire du sol comme réactif ou catalyseur de la réaction.
Cl'lte dernière découlerait d'une réaction de NO; avec la matière orga
nique à pH acide, la nitrosation [4, 23, 24, 25]. Selon Nômmik et Tho
l'in [19], comme NO peut également apparaître ù la neutraliü\ d'autrrs
mt>canismes interviendraient cl ans cette formation: instabilité des nitritrs
accrue par certains composants de l'humus, réaction des orthophénols
awc :\0; et réaction drs nitrites avec des composés hydroxylés non
saturés produits par clivage des noyaux aromatiques.

Plusieurs auteurs ont signalé l'influence de I~\'++ sur la produclion de
:\0 [18, 30, 31]. Scion :\elson et Bremner [161 les sols submergés ren
frrment de grandes quantités de Fe++ qui pourraient provoquer la for
mation de .:\0 à partir de nitrites. Par ailleurs, Mortland [14] a montré
que le NO formé dans le sol pouvait être adsorbé chimiquement, sllr la
mOJltmorillonite et la nontronite, quand le complexe absorbant est saturé
par des ions de certains métaux de transition.

Après plusieurs études de la séquence des produits de la dénitrification
chez certaines bactéries, on a tendance à considérer actuellement l'oxyde
nitrique comme l'unique intermédiaire entre le nitrite et l'oxyde nitreux,
mais cette hypothèse JI'avait pu être confirmée dans les sols [12]. En efTet,
comme nous l'avons vu précédemment, le NO serait produit dans les sols
par une réaction chimique de décomposition du nitrite. D'autre part,
selon Cady et Bartholomew [7] qui ont utilis~é l'azote maliqué (aN),
le NO ne serait pas nécessairement un intermédiaire entre NO; ct N.
dans le sol.

Lors d'une étude de la séquence des produits de la dénitrification
in vitro, dans une série de sols de rizières du Sénégal, nous avions décelé
une production de NO dans 16 sols sur 30; mais elle était importante
pour 4 d'entre eux seulement [9]. Cependant, nous n'avions pas détecté
de NO lors de l'incubation de ces 4 sols saturés d'eau en présence dl'
NO; ou NO;, après stérilisation ù l'autoclave. Nous avons repris deux



PRODUCTION DE NO DANS LES SOLS DE RIZIÈRE 403

de ces sols avec un troisième sol de rizière pour une étude détaillée
de l'influence de divers facteurs physico-chimiques sur la production de
XO, et cela en vue d'identifier le processus exact de cette formation.

MATÉHIEL ET MÉTHODES

Les trois sols étudiés ont été prélevés dans des rizières du Sénégal, Gou
domp (G) et Bounkilinn (B), et dans celles du Mali, Kalaban (K), puis séchés à
l'air et tamisés à 2 mut Leurs principales caractéristiques sont décrites dans
le tableau I. Ils sont stérilisés à l'état sec, à l'autoclave, à 1200 C pendant
30 minutes; l'opération est répétée trois fois à ;24 h d'intervalle.

TABLEAU 1. - Description des sols.
-

1; Sol pH N ~~o c %0 1 Argile %
1 1

!

1

1 IlGoudomp (G) 4,85 0,63 8,93 10,0

I30unkilinn (13) i 4,10 1,48 22,8G 38,5
il

1

ii

1

"
1 ,:Kalaban (1<) 4,fl5 l,54
1

20,7 33,4 i:, ,

-' "

Lcs incubations sont toutes eITectuées avec 25 g cIe sol sec, cIans des flacons
sérlilm de 250 ml placés en position horizontale, après réalisation de l'ana
érobiose par un vide poussé suivi d'un remplissage à l'hélium N45 (Sté « Air
Liquide )l) ; l'opération est répétée trois fois. Oll ajoute 1 ml de krypton :\35,
cIans tous les cas, comme étalon interne.

Des mesures de la composition de l'atmosphère des flacons sont elTcctuées
deux fois par jour à l'aide d'un chromatographe à détection par conductibilité
thermique « Varian aerograph » 90 P4 couplé à un enregistreur « Varian » A 25
dans les conditions d'utilisation décrites par ailleurs [11, 131. Le pic de NO sort
immédiatement après celui de l'air résiduel ct précède le pic du krypton; polir
éviter les pollutions d'ail' qui entraîneraient la formation de NO!, les injections
d'échantillons de l'atmosphère des flacons sont réalisées à l'aide d'une vanne
semi-automatique dont l'utilisation a été décrite ainsi que le calcul des résul
tats [13]. Les valeurs exprimées correspondent à trois répétitions.

On effectue des numérations de bactéries dénitrifiantes sur 1 g de sol sec
selon la méthode du nombre le plus probable, en utilisant NO; ou NO; (5g/l)
comme accepteur final d'électron [10).

RÉSULTATS

1) Influence de la stérilisation du sol

A l'aide d'une soh~tion contenant 200 ppm de N-NO;, 25 g de sol
non stérilisé sont amenés à l'humidité équivalente puis incubés à 37° pen
dant 450 h ; de la mêzrlc manière on incube 25 g de sol stérilisé et humi-

65,
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difié à l'humidité équivalente par une solution contenant 200 ppm de
N-NO;.

Les résultats (fig. 1 A et 1 B) montrent tout d'abord que dans les
sols stériles, le maximum de NO accumulé représente 30 à 65 % du nitrite
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FIG. 1. - Formation tU NO dans 3 sols de rizMre.

A) Sol non stérile Incubé à 37· à l'humidité équivalente en présence de 200 ppm N-NO;.
B) Sol sté:iIIsé à l'autoclave, Incubé à 37· à l'humidité équivalente en présence de 200 ppm

N.NO;.

ajouté, ;ilors que dans les sols non stérilisés, il représente 47 à 80 % du
nitrate ~jouté. Dans ce dernier cas, le nitrate doit être préalablement
réduit en nitrite par la microflore dénitrifiante avant d'être transformé
ultérieurement en NO. Et il est remarquable que pour l'un des sols (B),
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le maximum de NO accumulé est nettement supérieur en l'absence de
stérilisation.

2) Influence de la température

A l'aide d'une solution contenant 200 ppm de N-NO;, 25 g de sol
non stérilisé sont amenés à l'humidité équivalente et incubés à des tempé
ratures comprises entré 30 et 70°. On mesure la quantité maximale de
NO accumulé ainsi que la vitesse moyenne de sa disparition au-delà du
ma,ftmum d'accumulation.

Une augmentation de l'accutnulation de NO avec la température est
observée dans les sols K et G; par contre,)'accumulation est peu influen-
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FIG. 2. - Inf1uence de la température.

A) Effet sur l'accumulation maximale de NO dans 3 sols de rizière incubés à l'humidité
l!qulvalente avec 200 ppm N-NO;.

D) E~et sur la réduction de NO formé dans les conditions précédentes.
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cée par la température dans le sol B, sauf à 700 où ellè est plus faible
(fig. 2 A). Or si la vitesse d'une réaction chimique augmente avec la
température, celle d'une réaction biologique ptésente toujours un opti
mum. Pour la dénitrification, la température optimale de réduction de
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FIG. 3. - Influence du pH sur l'at:cunUllalioll maximale de NO dans 3 sols de rizière.
In~ubation il 37°, à l'humidité équivalente avec 200 ppm N-NO;..
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TABLEAU II. - Variation du pH des sols
en fonction de l'addition de CaO.

1 1

Sol· CaO mg
1

pH
i
i

i

Goudomp (G) 0 4,85
110 5,55

30 6,80 1

50 7,95
!70 8,45

-
Dounkllinn (D) 0 4,10 i

50 5,15
1

90 6,35 1

110 7,40 i

150 8,55 i
- 1

Kalal>an (1<) 0 4,95 1
! 10 5,25 1

30 6,75 1

" 50 7,20; 90 8,30 1

:\[esurcs elTectuées avec un yolume d'cau égal au POlÙS du sol.

:\~() l'st 37° [11]. Celle de la réduction de ~O semble comprise entre
37 et 40° (fig. 2 B).

3) Influence du plI

On aioute des quantités croissantes de CaO à 25 g de sol non sté
rilisé (tableau II) que l'on amène ensuite à l'humidité équivalente par une
sollltion contenant 200 ppm de ~·~O; puis on incube à 37°.

La figure 3 représente les quantités maximaies de NO accumulé en
fonction du pH. Pour les sols G et K, il semble qu'il existe une zone
de pH comprise entre 5,2 et 5,6 dans laquelle' l'accumulation de NO
est maximale; elle diminue rapidement quand le pH augmente. Dans le
sol 13, pal' contre, une accumulation optimale est observée à pH 6,5, et la
courhe n'présentant les \'ariations de cette accumulation en fonction du
plI, a une forme en cloche caractéristique d'une activité biologique.

4) Infll1ence de l'humidité

Awc des quantités croisslllltes d'eau contenant la même quantité de
~O;, 2;) g dt.' sol non stérilisé sont humidifiés puis incubés à 37°.

La figure 4 représente les \'ariations de la vitesse maximale d'accu
mulation' de NO CH fonction <.le l'humidité. Elle diminue dans les sols
G et K lorsquc l'humidité augmcnLc, C'est le contraire qui cst obser\'é
dans le sol B.

69



408 J.-L. GARCIA

70

20 -

-oC
......

E
~

~
15- -

.(1) \ B

"3 • /E'

~.",... ~

~
(J
(J
ca
0 Â
2 '\Â

1 10 0\ //\2 ~

E
~

E • •
)(

\ \ca
E. K

51-

•
\

G

0 1 1 1 1 1

~O 30 40 50 60 70

Humidité %
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5) Influence de la concentration de nitrite

A l'aide de solutions contenant des quantités croissantes de Ki\02
comprises entre 50 à 300 ppm de, N-NO;-, 25 g de sol non stérilisé sont
amenés à l'humidité équivalente puis incubés à 37°.

: La figure 5 représente les quantités maxin1ales de NO accumulé en
fonction de la teneur en nitrite. On observe une augmentation régulière
a~ec la concentration en NO; pour les trois sols; cependant l'augmenta
tion est nettement plus faible dans le sol B.

6) Influence de l'emplài d'inhibiteurs de la nitrite-réductase

Avec une solution contenant 200 ppm de N-NO; et 10 mmoles de
KeN', 2-2' dipyridyl ou O-phénanthroline, 25 g de sol non stérilisé sont
amenés à l'humidité équivalente puis incubés à 37°.

TABLEAt: III. - Influence de divers inhibiteurs de la nitrite réductase (10 mmoIes)
sur l'accumulation maximale de NO (ppm N-NO) dans 3 sols de rizière incubés
à 37° à l'humidité équivalente et 200 ppm N-NO;.

Sol Sans
KC~ 2,2'·Vipyridyl O-phénan-

inhibiteur Ihroline

Goudomp (G) 101 112 76 7·1,5

Bounkilinn (13) 47 36 40 38,S

Kahlhan (I<) 76 !li !l3 90

Les résultats sont rapportés par le tableau III. En employant des
inhihitc!.lrs de la nitrite-réductase, on ne modifie pas scnsihleI11ent l'accu
mulatio:l de NO dans le sol K ; deux inhibiteurs sur trois diminuent cette
accumulation dans le sol G mais les trois inhihiteurs abaiss(~nt l'accumu
lation d;' ~O dans le wl B.

TABLEAU IV. - Densité des bactéries vraies dénitrifiantes dans les 3 sols de rizière,
dénombrées sur nitrate ou nitrite à la concentration de 5gil.

======~~-::=-c=----=--=--:,=-_--=:.==-=-=-=--=-=-=-=-==-=--=,-=-::--==--=--=-
Bactéries vraies dénitrHlanles/s sol sec

;i Sol

r-;O; (5S/I) :\0; (Sg/l)

Goudomp (G)
1

3400 2600 :!

130ullkllinll (13) "1 90.00 6000
-l'

Kalubull (K)
1

40UU 2200
"--- -----".- --,-- .- .'-_._.. _------_.. ~ ... -- -----_.~ ----- ..-----._.- -- .

.~-:"":==-:_~I

:!--------------:---------
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7) Densité des bactéries dénitrifiantes

Les sols étant conservés à l'état sec depuis plusieurs années, le nombre
de bactéries dénitrifiantes est faible. Mais on peut constater (tableau IV)
que cc nombre est environ trois fois plus élevé dans le sol B que dans les
deux autn's sols, aussi Dien en ce qui concerne les bactéries dénitrifiantes
dénombrées sur nitrate que celles dénombrées sur nitrite à forte concen
tration.

DISCUSSION

L'étude comparative de la production 'd'oxyde nitrique dans trois sols
de rizière a montré que l'accumulation de NO était nettement plus élevée
dans le sol B, non stérilisé et enrichi en nitrate, que dans le même sol
stérile enrichi en nitrite, contrairement à ce qui a été observé pour les
deux autres sols. Cependant il faut noter que le taux d'accumulation de
l'oxyde nitrique est régi à la fois par la vitesse de sa formation et par la
vitesse de sa réduction ultérieure. Alors qu'en sol stérile le. ~O produit
chimiquement s'accumule sans être ultérieurement réduit (fig. 1 B), son
accumulation en sol non stérile n'est que temporaire. Sa réduction inter
vient rapidement dans le sol K, qui n'accumule qu'environ 90 ppm de
;\-~O en sol non stérile, alors que l'accumulation en sol stérile s'élève
Ù 125 ppm. Par contre, la réduction ultérieure de l'oxyde nitrique inter
vient plus tardivement dans les deux autres sols; par ailleurs, on observe
que l'accumulation est deux fois plus élevée pour le sol B non stérile
(fig. 1 A) que dans le lllème sol stérile (fig. 1 B), alors qu'clIc est pratique
ment identique dans les deux conditions pour le sol G.

l~our évaluer en toute rigueur la production réelle de ~O, il faudrait
bloq.ueT sa réduction ultérieure en sol non stérilt(. On connaît plusieurs
inhibiteurs partiels de la réduction de l'oxyde nitrique comme l'anti
mycine A, le 2-heptyl-4-hydroxyquilloline-N-oxyde (HOQ:\"O) ct le 2,3
dimeTcapto-l-propanol (BAL), mais leur efiicacité est très réduite dans
le sol. '

L'élévation de la température d'incubation de!;' sols non stériles, enri
chis en nitrite, a augmenté l'accumlllation de NO dans deux sols mais
l'a diminuée dans le sol B. L'augmentation du pH des sols a réduit l'accu
mulation d'oxyde nitrique de manière régulière, à l'exception du sol B où
l'accumulation de ~O a présenté un optimum à pH 6,5. L'augmentation
de la teneur en eau des sols a diminué l'accumulation de XO, à l'excep
tion du sol où celle-ci a augmenté jusqu'ù la saturation. Ce sol sc singu
larise donc par un comportement difi'érent des autres sols ct en désaccord
awc l'hypothèse de la production chimique de NO; en ('rTet, cetie pro
duction doit diminuer quand la concentration de NO; diminue, donc, ici,
lorsque l'humidité croît. Cela expliquerait le résultat négatif obtenu au
cours d'une étude antérieure réalisée avec des sols stériles snturés en
cau ~9].
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Par ailleurs, la différence observée dans l'accumulation de l'oxyde
nitrique en condition stérile pour les trois sols peut également s'expliquer
en partie par la difféi'ence de dilution du nitrite; en effet, le sol B qui
accumule le moins de NO dans ces conditions, a été amené à l'humidité
équivalente avec 40 % d'eau alors que les sols K et G, qui accumulent
des quantités supérieures de NO, ont nécessité un apport respectif de
28 et 24 % d'eau.

L'accroissement de la concentration de nitrite a augmenté l'accumula
tion d'oxyde nitrique linéairement et de façon très voisine pour les sols
G et K, mais beaucoup moins rapidement pour le sol B. Une diminution
de l'accumulation de NO est observée seulement dans le sol B, quel que
soit l'inhibiteur de la nitrite-réductase utilisé, montrant ainsi encore une
fois une forte présomption d'une participation de l'activité biologique à la
pr9duction de NO. Enfin, les bactéries dénitrifiantes tolérant de fortes
concentrations en nitrite étaient trois fois plus nombreuses dans le sol B que
da;Ds les deux autres sols.

Les bactéries vraies dénitrifiantes connues jusqu'à présent ne tolèrent
que 0,5 g/l de nitrite, et seuls Vangnai et Klein [28] ont signalé, dans
des sols de l'Oregon, des bactéries dénitrifiantes tolérant des quantités
plus élevées et incapables de téduire le nitrate. On peut donc concevoir
que dans le sol B, la réduction de NO; ajouté a été plus rapide que dans
ks deux auttes sols puisque les bactéries tolérant de hautes concentra
tions en nitrite y sont plus nombreuses, entraînant ainsi une accumulation
accrue d'oxyde nitrique.

Dan~ deux des sols étudiés (G et K), il est probable que raccumula
tion de NO soit essenticllemetIt chimique. Par 'contre, le comportement
particulier du sol B semble traduire une participation importante de
l'activité biologique dans la formation d'oxyde nitrique dans ce sol. Donc
la séquence des produits formés dans les sols au cours de la dénitrification
serait très vraisemblablement identique à celle qui a été obseryée avec
les souches bactériennes.

RÉSUMÉ

. La production d'oxyde nitrique à partir de nitrite a été étudiée in vitro
dans trois sols de rizière (G, B et K) à l'aide de la chromatographie en phase
gazeuse. Les sols stérilisés ont produit de l'oxyde nitrique après' addition
de nitrite. Cependant, en faisant vllrier dans les trois sols la température
d'incubation, le pH, la teneur en eau, ainsi que la concentration en nitrite
et en ajoutant des inhibiteurs de la nitrite-réductase, il est apparu que
dans l'un des sols (B) l'accumulatlon de NO résulte partiellement d'un
processus biologique.~n etTet, le sol non stérile accumule deux fois plus
de NO que le sol stéiilisé, et cètte accumulation diminue lorsqu'on aug
mente la températur~ d'incubation. Elle présente un optimum vers la
neutralité et augmente lorsqu'on accroît l'humidité du sol; en outre elle
augment,e beaucoup moins fortement que dans les deux autres sols (G et
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K) 'lorsque la concentration en nitrite croît. Enfin le premier sol (B)
ren~'crme trois fois plus de bactéries dénitrifiantes tolérant une haute
concentration de nitrite (5 g/l) que les deux autres.

MOTS-CLÉS : Dénitrification, Sol, Oxyde nitrique; Rizière.
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3 - Mise au point d'une nouvelle méthode de mesure

articles 5 et 6
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MATERIEL ET METHODES

La dénitrification dans les sols libère de l'oxyde nitreux
(Wijlcr et De1wictie. 1954: Nommik. 1956: Garcia.
1973bJ. Les quantités mesurées sont plus importantes
pour les sols acides que pour les sols neutres ou J~gère

ment alcalins daros lesquels sa réduction est plus
rapide. Dans tous 'Ies cas, N 10 est réduit ultérieure
ment en N 1 . mais Fon n~est pas certain qu'il constitue
toujours un intermédiaire obligatoire de la dénitrifica·
tion.

Nous avons observé que la vitesse de réduction de
N~O dans les sols était en étroite corrélation, d'une
part. avec sa vitesse de rormation; et. ::l'autre part. avec
la vitesse de réduction de NOï (Garcia. 1973bl.Pour
estimer l'activ'ité dénitrifiante de sols forestiers. Todd
et Nuner (1972) qn utilisé récemm~nt I,i vitess<: de
réduction de N 20 qu'ils comparent au nombre de bac
téries dénitrifiantes.

La présente étude a pour but de définir les condi
tions d'emploi d'une méthode d'évaluation de l'activité
dénitrifiante dans )es sols. basée slIr la mesure de la
vitesse de disparition de N 10.

article 5

S(li( 8ùJ(. Bi(1chC'm. Vol. 6. pp. 7910 ~.J. P"r~;'lml\O Press 197·t Prinlcc1 in fÎn:af Rribll1.

REDUCTION DE L'OXYDE NITREUX DANS LES SOLS
DE RIZIERES DU SENEGAL: MESURE DE

L'ACTIVITE DENITRIFIANTE

1. .L. (iARClA '

O.R.S.T.O.M,. Labotatoire de Microbiologie du So\. B.P, 1386. Dakar. Sénégal

(.4 cceP'('J 20 OCIO!>er 1973)

Résumé--Une nouvelle méthode d'estimation de la dénitrification dans les sols a élé misc ..u point Elle
permet de mesurer: (1) J'activité dénitrifiante initiale (ou réelle) du sol au moment du prélhement: I~'

l'activité dénitrifiante potentielle du sol induite par l"introduction de ,N:O. On met en incubation une
quantité de sol inférieure il 50 g. saturé d·eau. en anaérobio!lC parfaite ct il 37 C. en présence d'ulle quan·
tité définie de N:O,et l'on mesure la vilesse de disparilion de cc gaz par chromatographie en phase
gazeuse. 1\ exisle une corrélation des rangs hautement significative ct positive entre les résultats obtenus
par la nomelle méthode et ceux fournis par la technique respirométrique dans les m<:mes conditions. N,O
étant remplacé p:lr KNO J • La mcthode chtomatographique a montré qu'il n'y avait aucune activité
d':nilrifianle dans lu rhi7<'sphére du riz après J semaines de culture.

Summar~'-A neV\" method to estimule the rate of denitrification in soil wus de\'Cloped. and 1\\0 dilTerent
aeth'ities were measured: (Il the initial (or truc) denitrifying lIcti\ity of the soil under prel".iling eondi
lions: l~) lhe patential denitrifying acti\'ity induced by the addition of NoO. Less th'1I1 ~(\ g 0f soi\. satu
r...ed with water. were ineubated anaerobieally at 37 C. with a known amotlnt of N:O. and the disappear·
ance of N:O wus followed by gas chr0ll1atography. In 25 paddy soils of Seneg'l\. a highl~ p0siti\e rank
corrclati(l\l \las round to cxist belwecn lhe denilrifying aClivil}' measured by chromatogr<lphil: and rcspiro·
melrie methods. undcr the same conditions orinctlbation with cithcr N~O or NO; as the h\drogen acœp
tor. By the N: 0 reduction mcth0d. il was found that there was no initialdenitrifying aelJ\it~ in the rhizos
phere of 3·wcek-old rice.

sableux: ses teneurs en carbone et azote sonl respecti
vement 3.6 et 0.27 pour cent et son pH est de 5.5. 25
sols de riziéres du Sénégal. dont les caractàistiques
sont décrites par ailleurs (Garcia <'1 al.. 1973>. onl elé
employés pour comparer cette nouvelle méthode avec
celle de la mesure de la dcnitrif\eation potentielle au
respiromètre de Warburg.

Les dosages de N~O ont été errectllés ail chromato
graphe il déleclion par conduclibililc lhermiyue Varian
Aerograph 90 P4. dans les conllitions suivantes: co
lonne interne 305 cm x 6.35 mm en inox. remplie avec
Porapak Q JOO;120 mesh. telTIpentture colonne 8U C.
température injecteur 110 C. tempcrature détecteur
250 C. intensilé filamcnts 200 mA. gaz veCleur Hélium
N45 (Sté J'Air Liquide>. débit gaz vecteur 60 ml min.

- volume injecté 0.7 ml par vanne d'injection automati
que. enregistreur Varian Aerograph A25. L'étalonnage
est réalisé il partier de gaz purs de la Sté J'Air Liquide.

Les dosages de N2 0 so1l1 cllCelucs sur des prdé\e
ments de J'atmosphère des Ilacons sérum renfermant Ic
sol, dans lesquels l'anaérobiose est obtenue par un vidc
poussé suivi d'un remplissage d·hélium. L'opération est
répetée trois fois. On introduit ensuite de l'hclium il
une pression supérieure de 15 cm de mercure environ
il la pression atmosphérique. puis une quantite connue

L'~tudepréliminaire de la méthode a été réalisée sur de N:0, Dans ces conditions. on obtient trois pics bien
un sol de rizière du Sénégal. Ce sol est lin limon argilo- séparés: N~. CO~ et N 10. L'emploi de la vanne d'in-
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Heures

Fig. 2.

(iii) Température. 50 g de sol saturé d'eau ont été mis
en incubation à des températures variant tous les 5 de
30 à 75 ê C, avec 500 partes'lO~ de N-N20. La courbe
représentative des variations de la vitesse de réduction
de N 20 en fonction de la température montre deux
maxima. aux environs respectivemen~ de 37 et 65 C
(Fig. 3). Le premier correspond à l'optimum de racti-

jcction automatique calibrée supprime toute mesure de
pression. le volume gazeux injecté étant une fraction
bien définie du volume total de la fiole de mesure. En
outre, par suite de la surpression d'hélium, la perte de
volume à chaque prélévement est rendue négligeable.

Notre méthode a été appliquée à la rhizosphère du
riz. Cette plante esÎ cultivée pendant trois semaines en
tubes de verre de 14 x 200 mm. Chaque tube reçoit
17 g de sol no. 1. Lb ou 26 et une seule graine (variété
IR8). Une serie de tubes non ensemencés constitue le
sol non rhizosphérique. La photopériode comporte
14 h d'un éclairement de 20000 lx.

RESl"LTATS ET DISCUSSIOS

1. IllffllL'llc/!de diffé1'/!lltsfactl!w's sur la ,.éductioll
de 1\'20

(i) Qualltité de sol, Le premier probléme qui se pose
est celui de la diffusion de N20 à travers la couche de
sol contenu dans la fiole de mesure. En utilisant des fla
cons serum ~e 250 ml. il ne faut pas dépasser 50 g de
sol. les réci~ients étant incubés couchés. Au-dessus de
cette quantité.]a vitesse de réduction de N 20 n'est plus
proportionnelle au poids de sol (Fig. 1).

(ii) Hl/midité. Pour déterminer l'humidification du
sol pour laquelle la vitesse de réduction de N 20 est
maximale, 50 l! de sol ont été mis en incubation dans
quatre conditions différentes: humidité équivalente,
saturation. submersion et submersion agitée. La condi
tion, optimale est la S<lluration (Fig. 2). Dans le cas d~

la submersion agitée. .la vitesse de réduction de N 20
est un peu supérieure mais on observe une latence plus
importante.
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incubation à 30c C. sous agitatidn. en présence de 30 ml
de N!O, et le pH a été mesuré en fin d'expérience. La
Fig. 5 montre que le pH optimum se situe vers 1.0.

(vi) COllce"tration (m '\;2°. 25 g de sol saturé en eau
ont été mis en incubation li 37 C. dans des flacons
sérum de 250 ml en position horizontale. en présence
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vité N,O·réductase du sol: il est très différent du maxi·
mum obtenu pour la mesure de la dénitrification de
NO~ qui se situe à 65T (Nommik. 1956). Le deu'lième
pic de la courbe correspond d'ailleurs ù cette tempéra·
ture. Pour expliquer son origine. des cultures d·enri·
chissement ont été réalisées dans un milieu complexe.
contenant du succinate de sodium. en présence de
N!O. à 65C. Dans ces conditions. un bacille sporulé
li été isolé en culture pure qui semble répondre ù la
définition de l'~spèce Bacillu.~ t"I!I·IIWlit''';tl·!fica''.~

décrite par Wolf'ct Barker (1968). La réduction de
NzO à 65T ppurrait donc êtrç l'oeuvre de cet
organisme.

Pour 1" méthode proposée. nOljs avons retenu la
température de 37T à I"quelle la quantité de N20 en
solution dans la phase liquide est faible.

(iv) OX.I'Uèl/l!. 25 g de sol saturé d:eau ont été mis en
incubation à 37' C dans des flacons sérum en position
horizontale, en présence de 1000 partes/lOb de N-N20'
et d'une quantité croissante de O2 allant jusqu' à 21
pour cent. La Fig. 4 montre que l"o'lygène inhibe la
réduction de N20 dans les sols: avec 5"'i, de OJ dans
l'atmosphère, la vitesse de réduction de N20 est
diminuée des deux tiers. Elle est pratiquement nulle à
partir de 15°,; de D2 .Selon Pichinoty et D'ornano
(I96n roxygène'inhil'!l:rait la biosynthèse de l'oxyde
nitreu'l·réductase. maIs non son fonctionnement. chcz
AI icrococc".~ dl!";"·ifiCt"'.~.

(v) pH. Ln méthode de Chllminadc citée par Brunei
(194R) a été utilisée pour faire vari'!r le pH du sol de
Djibelor. A 50g de sol submergé par 100 III1d·eau.
dans des Ilacons ~érum de 500 ml. ont été ajoutécs des
quantités "uriaolés de CuO. Les fioles ont été mises en



Tableau 1. Vitesses de réduction de NO') (mesurées au Warburg) et de NzO (~esurées au chromatographe) pour 25 sols de rizières du Sénégal

ce,."

No. sols 1 2 .6 7 8 9 10 Il 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 23 25 28 29 31 32 33

Réduction NOï N parles/lO"(h ~

Vil.· 21 4.9 1,1 5,6 4.7 1.3 1,1 1.0 1.2 1.0 2,5. 1,1 3,4 4.6 1.6 0.1 0.8 0,4 2,8 3.0 2,5 0,4 2,4 1.6 2,4 r-
Rang 12 2 18 1 3 15 18 20.5 16 20.5 8.5 18 5 4 13,5 25 22 23,5 7 6 8.5 23.5 10.5 13.5 10.5 Cl
Réduction NzO N partes/IO"/h

>..
"Vil.· 1.1 3.5 25 7,4 6.0 5.8 1.8 0.5 0.7 0.1 0.3 1.0 0,6.4.0 2,4 0.5 1.1 0.5 2,5 1.8 4,1 0.2 22 1.9 2.1 ;;

Rang 15.5 6 7.5. 1 2 3 13.5 21 18 25 23 17 19 5 9 21 15.5 21 , 7.5 13.5 4 24 . 10. 12 Il

• Vitesse maximum mesurée au cours de la dénitrilk.lIion (moyenne de lrois mesures).

.. _..--._~.- -- ---- - . __ .__. ---- -----.__ .-
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d'une quantité croissante de N 20 aHant de 100 il 1 300
partes/Wh de N-N20. La Fig. 6 montre que la vitesse
de réduction de N 20 est fonction de la quantitc intro
duite: pOl,lr comparer l'activité dénitrifiante de plu
sieurs sols. il faudra donc utiliser une même quantité
initiale de N 20. En outre, l'activité dénitrifiante étant
mesurée par la différence en tre les t~neurs en N20 ini
tiale et finale. il convient que celte différence soit la
plus grande possible pour avoir le maximum de préci
sion, ce qui conduit à ne pas utiliser une quantité ini
tiale de N20 trop importante.

(vii) Production endogène de N 20. Nous avons
recherché l'incidence éventuelle sut la mesure. de la
production de N 20 à partir de composés oxygenés de
l'azote présents initialement dans les sols. Pour cela, 10
sols du lot étudié, dont la teneur en N-NO; est nulle
ou inférieure à 10 partes/lOh, ont été incubés dans les
conditions de la mesure, mais sans addition de N,O,
pendant 48 h. La quantité de N-NlO la plus élevée a
été de 4 p~rtes!lOh. La production endogène de N 20
n'a donc pas d'incidence sur la méthode de mesure
quand le sol contient peu ou pas de nitrate ou nitrite.
Dans le cas contraire, la mesure peut être faussée et
une étude est actuellement en cours pour préèiser ce
phénomène.

2. Comparaison arec la methode respirollletriqlle

La validité de la méthode d'estimation de l'activité
dénitrifiante des sols ainsi définie, a été testée par com-'
paraison avec la méthode classique de mesur~ de la
dénitrification au respiromètre de Warburg dans les
sols saturés d'eau et incubés à 37'C en présence de WJ
partes 10~ d'N-NO;. Les résultats des mesures effec
tuées sur les 25 sols par les deux méthodes (Tableau 1),
ont été soumis au test statistique de corrélation des
rangs de Spearman (1904). Une corrélation positive
hautement significative a été mise en évidence: l'. =
+ 0.672 (valeur cri~ique au risque I~~ = 0.497).

La présente méthode chroma tographique peùt donc
remplacer avantageusement la méthode respirométri
que.

3. Applicution à lu mesure des actidtes denitrifjalIIes
réelle {'( l'0tentielle

Au cours des expériences préliminaires, nous avons
constaté que la réduction de N 20 ne commençait dans
les sols qu'après une période de latence de 6 à 8 h, Or,
ces mêmes sols. mis en incubation en présence de N 20,
réduisent immédiatement le N,O réintroduit dans les
fioles de mesure plusieurs jou;s après épuisement du
gaz initial.

Deux séries de 30 g de sol de Djibelor saturè en eau,
ont été mises en prèincubation, à 30'C. en anaérobiose,
dans des flacons sérum de 250 ml. Dans l'une des
séries. 100 partes lO° de N-NO; ètaient ajoutées sous
forme de K N03 . La dénitrification ètait totale après
48 h d'incubation. Au bout d'une semaine, les gaz pro
duits ont étè élimi~és sans ouvrir les fioles et l"incuba
tion a éte poursulvie, à 37' C, après addition de 4011
partes 10° de N-1"i20.

Fig. 7.

La Fig.' 7 montre que. pour le sol préincubé sans
NO; .la vitesse de réduction de N20 est lente (1.1 par
tes/ 10", hl et ne commence qu' après une période de
latence d'environ 12 h. Elle est un peu plus faible que
celle du même sol non préincubé (I.H partes/l Oh 'hl. Par
contre, pour le sol prèincubé avec 100 partes; 10h de N
NO), on peut observer deux vitesses de réduction de
N 20: durant les 6 premières heures. la vitesse est de
16,3 partes/I Qh/h (V.) et au-dclil. elle est double (1'2 =
32 partes/10°/h). V. résulte de l'activité N lO-réductase
apparue au cours de la prèincubation avec NO), et
présente dans le sol au début de la seconde incubation;
1'2' par contre, pourrait résulter d'une biosynthèse de
nom d'enzymf en présence du s\.lbstrat introduit avant
la deuxième ipcubation. AutreIl1ent dit. VI représente
rait l'activité N2 O-rédudase initiale (ou réelle) du sol.
et ~Ii son activité potentielle.

Ainsi l'application de la méthode il un échantillon
prélevé à un i!1stant donné dans une rizière, pourra in
diquer si ce sol a été récemment le siège. au niveau du
prélèvement. d'une dénitrification plus ou moins in
tense. Ceci était particulièrement intéressant à dèter
miner dans le Cas de la rhizosphère. Le sol rhizosphéri
que obtenu comme indiqué précédemment. a été intro
duit dans des flacons sérum de 250 ml en position hori
wntale, à raison du contenu de 3 tubes par flacon.
Cinq essais ont été effectués pour chacun des 3 sols et
pour chaque traitement: rhizosphère (R 1et sol nu (S),
La mesure de la réduction de NlO n'a permis de
déceler pour aucun sol. une activité dénitrifiante ini
tiale. Par contre. les activités dénitrifiantes potentielles
sont bien différentes quand on considère R et S (Fig. 8).
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La mesure de la vitesse de réduction de N,O dans
les sols. pendant les premières heures de lïn~lIbation,
a permis de mettre en évidence une activité dénitri
fiante qui ,l\'ait c1f.;ctivement lieu dans le sol peu de
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temps avant le prélèvement. Cette activité réelle est très
. inférieure à celle qui est mesurée au cours de la prolon
gation de la durée de l'incuhation et qui résulte vrai
semblablement de la biosynthése de Ilom d'enzymes.
Une expérimentation complémentaire est actuellement
en cours pour adapter cette nou vclle méthodc à des
mesures de la dénitrification au champ.
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L'effet rhizosphère du riz n'affecte donc que l'activité
dénitrifiante potentielle. Si cet effet rhizosphère positif
avait déjà été obsen'é à l'aide de la méthode respiro
métrique (Garcia. 1973a), seule la nouvel1e méthode
montre qu'il n'~ a pas d'activité dr.'narifiante· dans les
sols considérés. pendant le début de la croissance du
riz. L'absence d'activité dénitrifiante initiale résulte
S<.Ins doute de conditions défavorables. telles que la
libàation de O. au nÎve:1U des racines ou l'absence de
nitrification au ~ours des trois semaines de culture.



article 6

Evaluation de la dénitrification
par mesure de l'activité
oxyde nitreux réductase
Etude complémentaire

RÉSUMÉ

Les ~onditions de mesure de la l'ile.~se de réduction du
N,a ulilisée comme moyen d'e.~timation de l'intensilé de la
dénitrification orrt été p~éci<ée5pour un sol de rizière. Grâce
au chloramphénicol, il a été pos.<ible de confirmer l'existence
de deux actil,ités distincies: l'activité initiale due li l'on'de
nitreux·réductase présente dans l'échantillon de sol nu ~o.
ment du prélèl'eml'nt ct l'activité potenlielle due ri l"ox)'de
nitreux·réductase induite par le substrat respiratoire après
une latence de 4 ri 6 h. l'our IIne méme quantité de N,O,
"actillité est proportiollnelle à la quantité de sol, et pour tm
même poids de sol, elle est fOllction de la concentralioll el.
N,a; pOlir aceroitre la sensibilité de la mesure, il est l'l'cam·
mandé de se placer à Vm/2 ce qui permel de n'utiliser q/le
le $Îxième du gaz requis pour Fm.

L'activité liée à l'enzyme induite dalls un sol saturé sc
maintient pendallt un mois et demi à SOli niveau initial.
[.orsque ce sol esl soumis à plusieurs dessiccation.~ suivies
de réhumidifications, l'actÏL'ité (/u!!mente d'abord p/lis dimi.
nue rapidèment. Les me.mres effutuées après induction de
factivité dans le sol. mettent Cil évidence un accroi.uement
importànl de celle-ci lJUis une' dimi/lutio/l qui résulte par.
tieUl'ment de i"épuisement dll 7'.',0 au cours de l'incubation.
Ces résultats mOlltrentque l'activité me.<urée après une
longue période d'illcubalion ne ~eprésente qu'une faible frac.
tian de l'aclivilé réelle induite dan.~ le sol à un momenl

.donné IJar l'accumulatiun nwxin'lIIm du substral re.<piraloire,
Parmi plusieurs substrats carb"ués ajoutés ar. sol, seul le
succinate a eu UII effet favorable, tous les autres O/lt inhibé
l'activité.

La distributiOIl des mesures effectuées dans une rizière suil
une loi 1I0rmale ct 10 me,mres sonl généralemelll suffisclIItes
pOUT obtenir une estimation sali,~faisanle de la moyenne.

1I10TS ctf.s: Dénitrification. Bcth·ité oxyde nitreux-réductase
• technique.

I.BSTRACT

7JJ~ method for measuring Ihe raie of N,O redllction in rice
padd,. sail as a means fur estilllalillg the intellsily of denitri.
fication, is completed. Using the methocl ,vil!J chloram
phenr'col we have confirmed lite existence of Iwo distinct
activÎties: the nilrOllS o:"ide reductase activily iniliuil)' pre.
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sent when Ihe sample tvas laken and Ihe potenlial nitrolU
oxide reduclase acliuity induced by the resrJÎTrltory substrate
aflcr a lag of 4 ta 6 hrs. Trith a fixecl amounl of N,O the
aclivit)' is proporlional to Ihe amo/lnt of soil, und for a git'en
weig/II of sail it is a functiml of the i\"O concenlralion; to
illcrease Ihe seluilJilit)' of meawrcmenl, il is advisable to
use a N,O concelltration that gÎl'cs Vm/2 (only one.sixth a&
mllc" gas is needed as for J'm),

TIre (Ictit.it)' of enzyme induced in ,m/urall'd sail maintains
ils initial level for a mont" alld a hulf, If /!Je sail undergoes
several cycles of dessiccation alld rchumidificalioll, the act;'
vit)' inereases at firsl ulld tlrell decline" rapidly, ,'leusuremenu
made afler illduclion of aCliuit)' in rl,e sail shou: thal there
is a large inereC/se in acliuil)' fol/ou'ed b,' a dl'crease resulting
partiall)' from N,O depletion. These re.Hl/ts· show thal
activit)' measured after a lon>: illcubation represenls only
a smail fraction of Ihe aclual actiuit), induced in rhe sail by
the maximum accllmulation of respiralory substrate. Of
several carbon substrales added la the sail ollh' wcclllate
/wd a favorable effecl, the olhers all illhibiling ihe aClivily.

KEY WORDS: Denitrification • nitrous oxide retIuctase acti·
vity • teclmics.

INTRODUCTION.

L'étude de la séquence des produits formés au cours
de la dénitrification ùans dcs sols de rizière du Sénégal,
a permis de meltre cn évidence une étro îte corrélation
entre les vitesses de formation et de réduction du ~~O

et la vitesse de réduction de ~O: (Garda, 1973). Ceci a
conduit à l'élaboration d'une nom'eHe méthode d"esti•
mation d'l la ~Jéllitrifil'atioll ha~é(' sur la mesure ùe la
vitesse de rédul'tion de ~~O (Garcia, 1974). Cette
méthode a permis de ùémontrer l'effet rhizosphère très
neltement positif du riz S'1r la dénitrification (Garcia,
1975 a) et a été appliquée au champ (Garcia, 19i5 hl.

La méthode cOllsiste à 'déterminer la yitesse de l'on·
somJ1lation du N~O par des mesures effectuées dans la
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pha5e gazeuse des flacons contenant le sol saturé d'eau
et maintenus à 37"C. La vitesse mesnrée pendant les six
premières heure5 permet d'estimer l'ac.tivité dénitri·
fiante initiale du sol, tandis que la vHesse mesurée
ultérieurement représente l'activité dénitrifiante poten·
tielle.

La présente étude a pour but de préciser les condi.
tions d'utilisation de la méthode pour l'estimation de
la dénitrification dans les sols de rizière.

MATÉRIEL ET MÉTHODES.

Le ~ol employé a été prélevé dans une rizière de la
vallée du fleuve Sénégal (Boundoum Nord), séché à

, l'air et tamisé à 2 mm; ses prin(~ipales càractéristiques
sont décrites dans le tableau I. Le sol saturé d'eau est
placé dans des flacons sérum de 250 ml (sauf cas parti.
eulier mentionné) en position allongée pour permettre
un étalement important de l'échantillon de sol. On
réalise l'anaérobiose par un vide poussé suivi d'un
remplissage à l'hélium l'i·l5 (Sté l'Air Liquide, Paris),
opérations qui sont répétées 3 fois. Du krypton N35 est
ajouté dans tons les cas comme étalon interne..

D'autre part, dans le but d'établir la loi de répartition
statistique de5 mesures, 50 prélèvements de sol ont été
effectués dans une parcelle de la station expérimentale
de Djibélor en Casamance. Les caracléristiques du sol
de la parcelle sont indiquées au tableau 1.

Pour suiHe la réduction du N~O dans l'atmosphère
des flacons, des mesures 50nt effectuées à l'aide d'un
chromatographe il détection par conductibilité thermi.
que VARIAN AEROGRAPH 90 P4 couplé il un enre.
gistreur VARIAN A25, dans les conditions d'utilisation
décrites par ailleurs (Garcia, 19U). Les injections
d'él'hantillon5 de l'atmosphère des flacons sont réalisées
à l'aide d'une ,-anne semi.,mlomatique dont l'utilisation
8 été décrite ainsi que le l'sleul des résultats (Garcia,
1975 b). Les valeurs exprimées correspllndent à 5
répétitions.
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RÉSULTATS,

50 g de sol lIdditionnp...s de 50 ml d'cau sont pré.
incuhiis en anaéro!Jiose il 30" en agitation, dans des
flacons sérum de 500 ml, en pnÎ4l'ence de 500 ppm de
N·N~O pend,mt 48 h, en présenl'c ou en l'absence de
chloramphénÎl'ol (2 mg). Au ho ut de ce laps de temp;;.,
l'atmosphère des flacons est renouvelée et l'incubation
poursuivie pendant 26 h cn Jlré~ence de 20 ml de N~O

et 10 111 de krypton pour ia détermination de l'a(,tivité
oxyde nitreux·réductase. Dans une deuxième série de
flacons, l'incubation de 26 h est effectuée immédiate
ment après humectation du sol.

Les différcnts traitements ont été les suivants: (1) sol
non préincubé; (2) sol non préincubé, détermination de
l'activité effectuée avec chloramphénicol; (3) sol pré.
incubé; (4) sol préincubé, délermination de l'activité
effectuée avec chloramphénicol; (5) sol préincubé avec
l'hloramphénicol.

Les résultats des mesures sont rapportés à la figure 1.
Le sol préincubé avec chloramphénicol et N~O et le sol
mm préincubé mais dont l'activité est déterminée en
présence de chloramphénicol ont une activité oxyde
nitreux-réductase nulle. Dans le sol préincubé a-.-ec :\'~O

et dont l'aclivité oxyde nitreux-réductase est déterminée
en présence de chloramphénicol, cette dernière est
voisine de celle qui est mesurée directement après
humectntion, en l'absence de chloramphénicol. Dans ce
dernier cas j une latence de 4 11 environ est observée.

Ces résuHats montrent qu'une activité oxyde nitreux.
réductase peut être inouile dans le sol en présence de
N~O, et que cette induction est empêchée par le
chloramphénicol , Ce dernier remplit donc él!aJement
dans le sol sa fonction d'inhibiteur des synthèses pro.
téiques. L'induction peut être provoquée au moyen
d'une incubation préalable à la détermination de l'acti.
vité, mais elle peut également avoir lieu au cours de la
détermination après un te~ps suffisant. Il est donc

TABLEAU 1
DESCRIPTION DES SOLS

Sol pli N 0/<0 C '};.. ,\rJ.!Île %

lIulIlIlhmm
5,3 lAll IIl,OO ,l8.30

NOfll

njibc'Ior 5.:1 1. ()2 1Î,5h 25,32
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Fig. 1. - Action du chloramphénicol sur l'activité oxyde
nitreux·rédU<'lase d'un sol de rizière. (1) sol non préincubé;
(2) sol non préincubé, mesure effectuée cn présence de
c1IJoramphénicol; (3) sol préincubë avec N,O; (4) 801 pré.
incubé avec N,O, mesure effectuée en présence de chlorant·
phénicol; (5) sol préincubé avec N,O et chloramphénicol.

possible de mesurer par celle méthode une activité
initiale si elle est présente dans le sol au moment du
prélèvement, puis une activité potentielle induite par le
substrat respiratoire.

Fig. '2. - InOuence de la quant ité de 501 et de la concentra·
tion en N;O sur l'activité oxyde nitreux·réductase d'on sol

de rizière.

sol, et que pour une même quantité de sol. celle
achvlte est fonction de la concentr;:tion en N;!O.
Rappelons que la vitesse maximum Vm est obtenue
avec 1500 ppm de N·N~O, c·est·à·dire environ 10 % de
N;!O dans la phase gazeuse du flacon de mesure (Garcia,
1974).

. 2. INFLt:ENCE DE LA QUANTITÉ. DE SOL ET DE LA CONCEN·

TRATION EN N;!O.

3. PERSISTANCE DE L'ACTIVITÉ OXYDE riITnEux·RUlUCTASE

INDUITE DANS LE SOL.

Une quantité de sol de 1,3 kg répartie par fractions
de 100 g en flacons sérum ~e 500 ml, saturées d'eau,
maintenues en anaérobiose ~ 37" en présence de 1500
ppm de N.N;!O, est séchée 'à l'air après une semaine
d'incubation puis tamisée à ~ IIIIII. Des échantillons de
5, 10, 20 et 40 g du sol ainsi traité sont saturés d'eau
puis maintenus en présence de 50, 100, 200 ou 400 ppIn
de N·N;!O et 2 ml de kryp~on, en anaérobiose à 37"
pendant U h.

On effectue ensuite les analyses de l'atmosphère pour
déterminer 1'acli\'Ïté oxyde nitreux·réductase. Les résul.
tats (fig. 2) montrent que pour une même concentration

,.en N;!O, l'activité est proIJortionnelIe à la quantité de

30 g de sol sont saturés d'çau et mis en incubation
en anaérobiose en présence de 2.5 ml de N;!O à 37"
pendant 48 h, puis 011 ren~H1velle l'atmosphère des
flacons par un vide poussé suhi t1·un gazage à l'hélium,
opérations qui sont répétées 3 fois. On maintient ensuite
les flacons à 37" pendant 6 h en présence de 2,5 ml de
N..O et 1 ml de krypton pour déterminer l'activité
o;yde nitreux·réductase induite pendant la préincuba.
tion. Les flacons sont ensuites séparés 'en deux lots de 5
flacons chacun et incuhés à 30". Les flacons du premier
lot sont déhouchés pour permettre le Jessèchelllent Ju
sol.

Tous les 15 j, pendant trois mois, les flacons dessèchés
sont rehumidifiés puis on effel'tlle une mesure de J'acti.
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Fig. 3. - Per.;:i~tanre de l'activité oxyùe nitrcux·rédurtBse
induite dan$ un sol de rizière..--. sol maintenu saturé
en anaérobiose; +--+ sol séché après chaque mesure

d'activÎlé.

Fig. 4. - Inlluencl' de la duré!! iJ'inrubation d'un sol de
rizière axec N"O, sur l'activité oxYl1!' nitreux·réductase initiale.

"ité oxyde nitreux·réductase initiale de la même façon
que prél'édemment. Les mêmes l'onditions de mesure
sont également appliquécs aux flacons conservés bou.
chés.

Les résultats des mesures (fig. 3) montrent que l'acti·
,'ité oxyde nitreux·réductase qui correspond initiale.
ment à 1,5 ppm de N;N~O rédnit/h, dir;linue très
lentement dans le sol maintenu humiôe alors que dans
le sol périodiquement séché puis rehumidifié pour la
mesure, l'activité présente un maximum (2,7 ppm N·N~O

réduit/hl au bout d'un mois puis diminue. Elle atteint
le niveau initial après 2 mois puis disparaît après 3
mois.

4, hFLUE~CF. DE LA DURÉE DE LA pnÉtNCUBATlON SUR

L'ACTI"ITÉ OXYDE NITREVX·RÉDUCTASE INlTlA~E.

Des échantillons de 30 g de sol sont satnrés d'eau et
mis en in<'ubation en anaérobiose à 37" en présen<'c de
2.5 ml de N;.:O pendant 48 h. Toutes les 3 h, on effectue

une mesure de l'a<'ti~'ité oxyde nitreux-réductase initiale
à 37", flans 5 flacons prélevés dans le lot. Pour cela on
r~J1ouvelle l'atmosphère d'héliulU et on ajoute 2,5 ml
de N~O et 1 ml de krypton.

Les résultats des mesures (fig. 4) m01\trent que l'acti.
vité initiale augmente régulièrement pendant les 15
premières heures puis diminue. Elle est, après 48 h
d'incubation, éi;ale au douhle de la valeur initiale
(l ppm N·N~O réduit/hl.

5. INFLUENCE ~E I:ADDlTlOX D'UN SUBSTRAT CARBOd.

Des échantillons de 30 g de sol sont saturés avec des
solutions de F;:lucose ou de sU<'cinate de sodium dont
les concentrations sont telles que les quantités dans le
sol soient de 0,25, 0,50, 0,75, 1 ou 2 %, exprimées par
rapport au poids sec de sol. On in<'ube en anaérobiose
à 37" pendant 5 j en présence de 10 ml de N~O. Après
ce laps de temps, on renouvelle l'atmosphère des flacons
qui sont à nouveau incubés en anaérobiose à 37"
pendant 24 h après addition de 5 ntl de N;;O et 2 ml
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Fig. 6. - Histo(!ramme de répartition des mesures des acti.
vités dénitrmantcs initiale! (Al) et potentielles (AP) pOlir

l'essai au champ.
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Fig. S. - Influence de l'addition d'un snbstrnt cnrboné sur
l'at'tivité ox}"dc nitreux·réductase d'un sol dc rizière. S =
Buccinate; G = glucose; 1 = activité initinle; P = activité

potentielle.

de krypton pour la mesure des activités initiale ct
potèntielle.

Les résultats des mesuree (fig. 5) montrer.t un très net
effet dépressif du glucose sur l'activité oxyde nitreux·
réductase qui est nulle en présence de 0,50 % de
glucose. Par contre la présence d'une teneur en sueci·
Date de 0,25 % conduit presque au doublement de
l'activité initiale puis lIu·delà d'une teneur de 1 %, les
activités initiale et potentielle diminuent sans toutefois
s'annuler comme d,ans le cas du glucose. D'lIutres
substrats tels que saccharose, mllnnitol, acétate, lactate
et pyru\'ate ont pour effet la disparition de l'activité,
dès la teneur 0,25 %.

6. LOI STATISTlQUE DE nÉrARTlTlON DES IIIESURES ontE

l'mES PAR LA MÉTHODE DE: nÉDUCTlON DE N~O.

Dans le hut de définir la loi de répartition statistique
de~ mesurf'S obtenues par la méthode de réllu(,tion Ile
N:lO suivlInt la technique habituelle (Garcia, 1975 b),

50 répétitions ont été réalisées dans une parcelle de la
station expérimentale de Djibélor en Casamance. Les
prélèvements ont été effectués dans la rhizosphère d'un
riz de un mois et demi, 3 semaines après un épandage
d'urée.

Les histogrammes de répartition des résultats des
mesures sont compatibles avec une loi normale (fig. 6).
La vérification de la normalité (fig. 7) consistant à
porter les fréquences cumulées relatives sur un graphi.
que à ordonnées en écltelle gaussienne (:\rO~JALLON,

1961), donne un résultat acceptaLle ronfirmé par le fait
que 95 % des données sont comprises dllns l'intervalle
m -+- 2s (m = moyenne arithmétique, s = écart·type).

DISCUSSION.

Dans un sol qui n'a pas été le siège d'une dénitrifi·
cation récente, la réduction de N~O ne se produit
qu'après une latence de plusieurs heures. Dans le cas
conh'nire, elle intervient dès le début de lïncubation et
peut être amplifiée après plusieurs heures. L'accrois·
sement d'acti\'ilé, comlJle rel" est montré par l'effet du
chlorallIJlhénirol, résulte ,le III synthèse de nOIJO d'en·
zyme induite par le snhstmt respiratoire, lorsque le
ni\'e.m dc carbone or~alliql1e llssilUil:.bie est suffisant.
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La réduction de NéO est proportionnelle à la quantité
de sol mais il faut veiller à cc 'lue l'épaisseur de
t'elui·ei ne limite pas la diHlISion du l!a7.. Cest pourquoi
on ne doit pas dépasser 50 1( rle sol dans les flacons
SérUIII de 250 ml placés en position horizontale (Garcia,
197,l). Ponr une quantité de sol donnée, la vitesse Ile
réduction de NéO est fonction de sa concentration. Il a
été montré qu'clle est maxilllnm pour une eoncentration
de NéO élulle à cmiron 10 % de la phase gazeuse
(Garda, l 97'l) . Cependant pour accroître la sensibilité
ùe la mi-thode, il est préféraltlc ùe n'utiliser que le
sixième de celle conccntration. La vitesse de réduction
est alors diminuée de moitié mais les pics mesurés sur
le chromatol(ramme sont beaucoup moins hauts, ce qui
permet de détecter plus facilement Ile faibles activités.

Dans le sol maintenu humide, l'activité oxyde nitreux.
réductase mesurée périodiqnement ne diminue que
lentement; elle est sensiblement constante au eours des
premières semaines. Par contre, lorsque le sol est
soumis à des hUlllec!ations et dessiccations répétées,
l'activité mesurée immédiatement après la rehumecta.
tion croît après les deux premières hnmectations puis
diminue très rapidement par mite probablement d'un
épuisement des substrats carbonés libérés par les
humectations et dessications successives.

En suivant l'acti\'Îté oxyde nitreux-réductase dans un
sol au cours d'une incubation avec N~O, on constate

TABLEAU II
RESULTATS DU TEST STATISTIQUE DE REPARTITION DES MESURES

OBTENUES PAR LA METHODE DE REDUCTION DE N,O APPLIQUEE AU CHAMP

Activité initiale Activité potentielle
AI AI'

Effectif nO, 39 ~7

I\loyenne
III 2,49 j .7B

ppm N réduit/h

Variance 2 0,8III O,J il.>~

Ecart.type s 0,29 0,J2
----

% des mesures t~

comprises d~lS --
nntervalle .jïï 97,5 % 96 ?'C

n1 ± :.! s

: rrrri~j()11 de III
V 11,6 % ù,U C'

pour 40 me~ures
/0

Précision Ile III
2V 2:1,6

pour j 0 mesurr,s % D,5 %

\



qu'elle atleint rapidement une valeur trè~ élevée puis
diminue très vite. Celle diminution d'activité ~emhle

correspondre à la disparition du substrat respiratoire
de la phase gazeuse des flacons; en effet, un apport de
carbone pendant celle période n'entraîne aucune modi·
fication .racti,ité (fjg. 4\. Par coutre, lorsqu'on rajoUte
du :"~O dans lcs flacons pendant celle même période,
plusieurs heures après sa totale disparition et que l'on
poursuit l'incuhatioiI rendant quelques heures, l'activité
mesurée est à nouveau accrue. L'activité initiale mesurée
après une longue période d'incubation pourrait donc
n'être qu'une petite fraction de l'activité réelle induite
dans le 501 à un moment donné par la présence de
composés oX~'dés de I"azote dont le N~O. En effet,
l'accumulation de ;-;'~O a lieu pendant la dénitrification
dans les sols acides (Garcia, 1973), ce qui est le cas de
la plupart des sols de rizière du Sénégal. Par l'utilisa.
tion de celle méthode in situ, il est doné possible de
58\'oir si le sol a été le ~iège d'une récente dénitrification
mais lïntensité réelle de celle dernière ne peut être
évaluée.

Dans le sol étudié, parmi une série de glucides et
d'acides organique~ te~té~, ~eul le succinate a montré
un effet positif sur l'activité oxyde nitreux.réductase en
doublant l'aclh'ité potentielle du sol; les autres substrats
ont tou~ eu uu effet dépressif. Aucune explication
,-slable n'a pu être a\·ancée.

Enfin, la distribmion des mesures obtenues par
l'application de la' méthode au champ suit une loi
:\ormale. En effectuant 10 répétitions pour chaque
mesure, on obtient une évaluation satisfaisante de la
moyenne. l'intervalle de confiance étant de l'ordre de
15 à 20 %.

9D

CONCLUSION.

Une dénitrification dont le 501 de rizière a été le
siège récemment peut être mise en évidence par la
mesure d'une activité oxyde nitreux·réductase. La
méthode élaborée peut se révéler très utile pour tester
les inhibiteurs de nitrification ou les engrais réputés
lihérer lentement l'azote. Elle pourrait également pero
mellre d'évaluer indirectemcnt une den~ité de popu·
lation après illduction de l'oxyde nitreux·réductase au
moyen d'une préillcubation du sol en présence de N~O.

Manuscrit reçu au Service des Publications le 11 niai 1977
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article 7

EVALUATION DE LA DËNITRIFICATION DANS LES
RIZIERES PAR LA METHODE DE REDUCTION DE NzO

J.-L. GARCIA

O.R.S.T.O.M .. Laboratoire de Microbiologie du Sol, B.P. I3H6, Dakar, Sénégal

(Ac('epted 22 Octobel' 1974)

Rkump~Une méthode de terrain pour l'estimation de la dénitrification dans les rizières est dècrite. Cette
méthode est basée sur la mesure de la réduction de N,O. Les échantillons de sol sont incubés immédiate
ment après leur prélévement. dans des flacons sérum de 250 ml. en atmosphère anaérobie ct en présence
de ;-..1,0 et de krypton comme étalon interne. Les flacons sont placés il 3TC dans une étuve il ventilation
fonctionnant sur deux batteries d'accumulateurs de 12 V. Les prélèvements d'atmosphère sont effectués
dans des tubes sous vide et analysés ultérieutement par chromatographie en phase gazeuse au laboratoire.
Cette méthode a permis de déceler l'existence d'une activité dénitrifiante initiale il difTérents stades de
croissance du riz. dans plusieurs rizières du Sénégal, ainsi que dans une culture en pots. Elle a également
conlirmé l'effet rhizosphère positif du riz sut la dénitrification.

Surrimary-·-A field method to evaluate denitrification in rice paddy soil was developed, by measuremenl
or 1'<,0 rcduction rates. Immediately after collection, samples of soil were incubatcd anaerobieally in
25ltml serum flasks. with addition or N,O as weil as krypton as an internai standard. The flasks were
maintained at37T in a portable temperatute insulated box operating on two 12 V battery accumu!ators.
At intervals during incubation, evacua ted glass tubes were used to collect samples of the flasks atmos
phere.and lal<:r these gas samples were analysed by gas chromatography in the laboratory. \Vith this
method. an initial denitrifying activity was found al various stages of rice growth. in several rice fields
in Senegal ,pld in pot culture. The positive efTeet of lhe rice rhizosphere on denitrification was also con·
firmed.

.:"TRODLCTIO:"

L'estimation de la dénitrification au champ a été
réalisée.jusqull présent. ù l'aide de lysimètres spéciaux
(O,,:rrein, !96S: Martin ct Ross. J'lMI: McGarity ct
Hauck. 1969), ou en prélevant des échantillons de sol
mis en incubation au laboratoire sans perturbation
(Steranson, J972: Myers et McGarity, J972). Cest cette
dernière technique de prélèvement que nous appli
quons mais en effectuant immédiatement les incuba
tions sur le terrain.

L'analyse 'par chromatographie en phase gazeuse de
la séquence oes prqduits formés au cours de la dénitri
fication dan;; les sqls de riziéres (Garcia, 1973b) nous
a permis di! meur'; au point une nouvelle méthode
d'estimation de la dénilrillcation basée sur la réduction
de N2 0 (Garcia, 1974a) qui est préférable à la méthode
respirométrique de McGarity (l96J) (Garcia, 1973a;
Garcia et al.. 1974),

On mesure la disparition de N 20 de la phase
gazeuse des flacons de mesure dans les conditions opti
males de réduction de cc gaz; rappelons que la vitesse
de réduction mesurée pendant les six premières heures
de l'incuhation permet d'estimer une activité dénitri
fiante du sol au moment du prélèvement. alors que la
vitesSl: de réduction mesurée aprés une vingtaine
d'heures d'incubation. représente l'activité dénitrifiante
potentielle.

Pour adapter cette méthode il des mesures au
champ, nOlis avons construit un matériel de terrain
destiné à l'étude de la dénitrification dans les rizières
mais qui devrait pouvoir être utilisé pour n'importe
quel typc de culture aprés adaptatiùl1 dc la méthode.

251

MATÉRIEL ET :\lE:THODES

Matériel

Le matériel de terrain, représenté sur la Fig. l, com
prend:

(J) Une étuve à ventilation en bois doublé de poly
styrène expansé. permettant d'incuber les échantillons
de sol il 37". Cette étuve. qui fOt:ctionne sur deux bat
teries d'accumulateurs, comporte trois compartiments;
un compartiment central renferme une résistance
chauffante, un ventilateur situé au-dessus d'elle, qui
assure une circulation permanente de l'air dans l'étuve,
une sonde thermique, un relais d'avertisseur sonore de
voiture couplé à la sonde pour limiter l'intensité du
courant passant dans celle-ci, et un thermomètre coudé
visible à l'extérieur;
deux compartiments latéraux communiquent avec le
compartiment central par deux ouies inférieure et
supérieure; ils renferment chacun un bâti en bois pou
vant contenir 30 flacons sérum de 250 ml en position
allongée. répartis sur quatre rangées.
(2) Deux batteries d'accumulateurs de 12 V. montées
en parallèle dans un coffret en bois doublé intérieure
ment de polystyrène expansé pour amortir les chocs.
(3) Une rampe de ga7Alge en cuivre ù 12 postes. confec
tionnée il partir de deux anciennes rampes d'appareil
de minéralisation. montée dans un coffret en bois
ouvrant. ct munie d'un manomèlre ù vide ct de deux
robinets il gaz: l'un pour le vide, ct l'autre pour
l'admission d'hélium.
(4) Une pompe il vide manuelle Arthur Thomas (ref.
1015).
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Fig. 1. Matériel de termin pour l'évaluation de la dénitrification dans les rizières par la mèthode de
réduction de N,O: (I) étuvc il ventilation. (21 deu~ battcries d'accumulateurs de 12 V. (3) rampc de
gazage. (4) pompe il vide manuellc. (5) coffret ù gaz. (ll) cotrret pour tubes Vacutainer. (7) coffret pour

accessoires. (~I conductivimètre et trousse pour dosage des nitrates.
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(51 Trois petites bouteilles de gaz purs: hélium N55.
N,O N40 et krypton N35lSté l'Air Liquide).
(6) Cn coffret-ponoir en bois pour 10() tubes Vacll
tainer de 5 ml. (Beeton-Dickinson. l'cf. 4S27.(l-(»). mis
sous vide au la bor~iloire.

P) Un coffret en bois renfermant tous les accessoires:
seringues en plastique de 1ml ct 2,5 ml. aiguilles de
rechange. aiguilles doubles de 25 mm 7 JO pour le
prélèvement d'atm9sphère en tubes Vaeutainer (Hec
ton-Dickinson. ref. 5741-(}-1). seringues en pla~tique

de 30 ml pour prélèvement de sol.
(8) Un conductivimètre Cenco et une trousse Hach
pour le dosage des nitrates et des nitrites.
(9) Un pH-métre Polymetron Type 5513 dans une
boîte ètanche, non représentè sur la fig. l, sert égale
ment a mesurer ill sitll le pH et le Eh. L'ensemble de cc
matériel est dispo5é dans un véhicule sullisamment
vaste pour être utilisé sans déchargement.

Prélève",ellt et préparation des écJUlIltil/olls

U ne seringue en plastique de 30 ml dont l'extrémité
a ètè sectionnée. esl utilisée pour eflc:;tuer les prélève
ments de sol direct;::ment sous les ple:nts de riz ou en
sol nu. On prélève l'fn trois endroits différents. 10 ml de
sol avec la même seringue. qui sont dçposés à l'aide du
piston. dans un même flacon sérum de 250 ml. Pour
chaque traitement (sol nu ou planté), on préparc ainsi
10 flacons. La moyenne des mesures résultera donc de
30 prélèvements distincts. Les carottes de sol sont dis
posées dans les flacons en position allongée: ces der
niers sont tapotés énergiquement pour bien étaler le
sol saturé d·eau.

Les flacons sont ensuite reliés par une aiguille il la
rampe de gazage et on elketue un vide maximum Ù
raide de la pompe manuelle. avant de galer avec
l'hélium. On rèpète l'opération 'trois liJis en ajustant la

pression fina1c de l'hélium il la pression atmosphéri
que. On retire ensuite les Ilacons de la rampe puis on
introduit il l'aide d'une seringue. 1 ml de krypton' dans
chaque Ilacon. Ce gaz est employé comme étalon in
terne rouI' simplifier les calculs en supprimant les
mesures de volume et de pression pour chaque flacon
(Burford ct Hremner. 1971). On place les llacons tou
jours en position allongée. dans l'étuve à 37C pendant
30 min environ. pour leur permettre d'atteindre
l'équilibre thermique; cette pér:ode peut varier sui
vant la température ambiante. Puis. sans retirer les fla
cons de l'étuve. on introduit il raide d'une seringue.
1.5 ml de N20.

On effectue alors le prélévement du temps zéro il
raide de tubes Vacutainer et d'aiguilles il tête double,
en enfonçant au préalable une têlede l'aiguille dans le
bouchon du tube. sans casser le vide, puis en enfonçant
l'autre extrémité de l'aiguille dans le llaeon sérum; il
suflit alors d'enfoncer la première extrémité dans le
tube Vacutainer pour aspirer une fraction de l'at
mosphère du flacon. L'opération est répétée dans deux
autres séries de tubes Vacutainer après 6 h puis une
vingtaine d'heures d'incubation il 37C.

Au Sénégal. il arrive, notamment ù la saison des
pluies, que la température ambiante dépasse 37'C pen
dant quelques heures l'aprés-midi. On y remédie en in
troduisant dans le compartiment central de l'étuve.
dans deux bacs en altuglass. deux accumulateurs de
froid pour glacière de terrain. congelés au laboratoire
et transportés dans une glacière portative. Ces accu
mulateurs sont changés toutes les deux heures. tant
que la température ambiante ne descend pas au-des
sous de 37 C.

De retour au laboratoire. les Ilacons sont mis il
l'étuve il 110 C pendant 14 h pour détermim:r le poids
sec du sol.
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Fig. 2. Chromatogr'lmme ohlenu pour deux allalyses
groupées du co!Hcnu de deux tuhes Vaculainer, La vilessc
de deroulemcnt du papier ::nregistrl"ur esl de ~O em/h, '~l i:I

hauteur ces pies est allènuèc deux lü",.

AllalJ'st'

Le contenu des tubes Vacutalller esl analvsé ;Ill

laboratoire il raide d"t!;, chroma lographe en' phasc
gazeuse Varial1 Aerogra:,h tJO P4,i détcet:"11 par COll
ductibilit~ thernüLJuc, eouplé;'1 un enregistrcur Varian;\
25. Les conditions d'utiljsation sont iUl'ntiques ~l L:elb;
déjà décrites (Garcia, 1974). On trav;1i!!e ;\ ['aHél1u:i
tian deux du chr(lmato~raphe.La succession des pics
est la suivante' air rcsiducl'" N: Kr CO: :\,0
(Fig,2).

Ces eonditÎQl1s d'utiliS<lt~l" du chromatographe per
mettent d'ohtenil des ~ics très étroits dont on JlL"

Illesure que la hauteur pour I..:ur ..:xpJoitation. En
outre, on peut réaliser deux inJ..:ctions à 2 min 20 sec
d'intervalle, toutes les JO min, en groupant ainSI la 501'
lie des deux pics d'cau. L..:s opérations ;1 effectuer sont
décrites au Tahleau 1.

Pour certains sols dc rizières riches en carbone
organ iLJ ue. Iwta mme:nt des sols rhizosphériqucs, on
peu t ohscrvCl' ulle kgèrc production de méthane après
l() Il d'jl1l:ub;llion ;1 37 C. En cfTc t, la raible con·
cL'ntratlon e:n N N 2 0 employ':e p(IUr la mesure (100
parties/IO" environ) Pl' rermet pas l'inhihition totale
lle la production de CH" (]jllIJag et Czlonkowski,
l 'I7"~), l'our d':teeter cette production, JI sur1it dl' corn
l'arl'r la hauteur de:s rics du krypton des tuOcs corres
pOIHlanl aux temps /..:ro ct 10 h: si clic a augmenté,
e'est qu'il ya cu pnlduction de CH 4 , Il lilUt alors modi
lier les ellnditi(lns d'utilisation ou chromatographe.
C(lmmc la quantité de méthane est I~lih!c et au plus
~gale:'t 20 P(lUl' cent dl' celle du krypton a.l0uté, il sumt
simplement de: modifier la température de la colonne.
En coupant le ehaulElge d'.1 four renkrmant la colonne
et en le refroidissant par ouverture de: S(ln couvercle
rendant!:' !llln, la tt:1l1p':raturc sc stahilise ù 65-C à
caus<: du chaullilge dü au.\ fours dc l'injccteur ct du
détecteur. A e<:tte tell'perature, le pic" du krypton
pr':~ente un petit épaulement dù au m'::~hane. cc qui ne
nwdilie pas sa hauleur. Mais la succession des analyses
est ralcnlÎe: la deuxléme: Injection se lait:; min. après
la f'l'cmiére, L't l'lIn d"it attendre 1(, min, pour ..ecom
Il1cl\cer unc autre série de deux injections. On pourraIt
0gakn1l'nt cm!llo)'cr upe colonnc plus longue, comme
,x!i..: pléconi,':e par Burford L'! Bremller (1<)72)

1.'.:" III x 1.59I11m), ce qui sL'parerait plus nettement
Cl! .. el Kr mais allongerait le temps d'0Iution.

Ca/cul des l',:,qI!WI.I'

l,cs caleu!s sunt simples (I-labndreau ct \Jommer
gu..:s, 1(71), Soi..:nt cL'! ,. ,,~s VOII' mes fL"pcctifs de "20
ct de Kr C<l!ltenus Lbns lcs V Ill! in.iect\:s Cl so:t. X !e
Vil!UIIl": ,1..: I\J,O dans la rhasc gazeuse du flacon d..:
"lesurc. L';q'pl'llximation du q 1culc:onsiste a suproser
que le N,O difTusc d"!1~ k même volumc q\1C 1c kryp
ton, Ecrivons alors c:l:e les pourCeJlt,lge~ de N:O ct de
Ki' sont les mêmes Ù, '1S le lbcOJl ct da:ls le tuhe Vacu
taincr:

d'où X =
.\ /"

:.t:.' volul1les i!1leeti:s r ct r dl' !" ,0 ct de Kr Sl'nt
IilS al/X Il;ollilcurs "de pics il ct il' du ~'1romat()gramme

Temps
------ -- ------------_. -_._----

()"'Ta li"'IS

o

50see

1 min

~mtn

3 min

3 mil" 20 sec

7 min ~'n\ Irl"'l

IOmm

\1cttr('l'n rt'~lil: ~~l ptlnl~'l':l yid\.'. ruh'iwt OllVl'rl. tuhe V;II.:ut,,~·ll': ,-'11 l111'-l;tj(lIl "ur l'ai~ui"c (~C

la \:tnllL:.
FL'rlller le l'l'[nne, dl' v,de, ·:ni(IJJt:Cr !',ligJJilk dl' 1;, vanl1~ dans k tub,' V'\'~LII;;iJl<:r

1ère in.iccli('p: ~lrj1\lyt:r ....U1 \. Iloll:~S{lir dl' la Vdllll ..... I•.'nlc\,\:: /t.: tune. 'lll'Hrt: 1(: !u!J;;, S\l'\~lnt cn
rOSill(Jn sur Ltig\lilk. ()~I\ 1,1 k rlll)i!t .... t du Yi"k ~1" tin: .. IL' ;,~lu,,~l)ir.

Mcttn::.:n rOU:l' l'l'Iln..'~istl .. ".

l'L'l'Iller Je rohinet du l'Ide, c,,(o'leer !':lI:!uilk ""ilS le lu hl'.

2':1111: in,ection: apPlilL'r 'ur k l'ou,soi,., ,'ll!cvn iL' luhl', l11el!r<: k luh<: suivant sur l'aiglllik.
tirer le rOllsspir:. ~lL!"rir le r\lhîllf".'l du vide. ;11T~k'r :~I rllJll1p'..' :., \ idl'

Arr0lCt' !'L'!lr~~istr'-:t1r ~IJ'1l'~ Ll ....llrtit; dt! Ik·'\~l,.ïll'..· p!l,: d\,,' N .. ( >,

RccOlllnICnl'l'!' k~ 0pl,,'r;t: '1 Ill"" l';'I))II!l' 111\,:rl·d....,l) l llll'lll.



par les relations

{' = kir
(" = k'h'

ou k et k' sont des constantes dépendant du détecteur
D'ou
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kil
X =-

k'h'

h
K h' (ml)
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prélèvements ont été effectués cn sol nu (.'1) et dans la
rhrlOsphère du riz (R).

La méthode a également éti: appliquée ù plusieurs
époques d'une culture de riz IR~ en pots de P.V.c.
(t/>"~()em, hauteur 50cl11) sur un sol argileux dont les
teneurs en carbone et en azote sont respectivement 0,5
et 0,06 pour cent et dont le pH est de 5,9.
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Si P est le poids sec du sol du flacon en grammes. la
quantité de N--N 20 présente dans la phase gazeuse par
gramme de sol sec, exprimée en parties/IOl. et sachant
que le rapport volume/poids pour N- N 20 est de 1.25.
sera donc:

, X
Q = 1.25·10' -_.

P

Après l'obtention du chromatogramme. la suite des
calculs est donc la suivante pour chaque injection: (1)
calcul du rapport des hauteurs de pic N 20/Kr. (2) dif
férence avec le résultat du prélèvement précédent. (J)
multiplication par 1,25' 103

. K. (4) division par P. (5)
division par le temps d'incubation. On obtient ainsi la
vitesse moyenne de réduction de N 20 pendant le
temps considéré et par gramme de sol sec. On calcule
la moyenne des Il = 10 échantillons. Vm. l'écart type (J,

l'intervalle de confiance de la moyenne, i. par le test 1

de Student-Fischer avec une probahilité dc 0,05:

• (J
, = (---

fi"
et enfin le coefficient de varia tion de i,

IOOi
C.V. = _·__ °1

Vm .0'

Expérimentation

Pour tester cette méthode au champ, nous avons
effectué plusieurs prélèvements en divers endroits de la
vallée du Fleuve Sénégal et à difTérents staclcs dt: la
croissance du riz (Tableau 2). Pour chaqlll: rizière. les

RÉ:SlILTATS ET t>ISCLSSIO"

1 Ri::ihes

Dans les sols de rI71eres ayant fait l'ob.iet des
mesures, nous n'avons pas décelé de nitrate. Rappe
lons, il ce propos, que la methode peut être faussée
quand le sol contient du nitrate ou du nit:'ite (Garcia,
1974). Certa ins prl,lèvelDents ont été etlcelllés sur la
mêmt: parcelle, il un mois ct demi d'intervalle et sur la
mêmc culture (Boundoum Nord) ou bien sur deux cul
tures sucœssivcs (Savoigne). L'fige du riz variait de 30
;'1 i25 jours.

li ne première eonsta ta tion peut être faite (Tableau
~): le coelTiclent de variation de l'intervalle de con
fiance de la vitesse de réduction de N 20 est en général
nlus élevé pour la vitesse initia1c (moyenne: J8';;; pour
S et 45'.'~ pour R) que pour la vitesse potentielle
(moyenne: 30'i;, pour Set 22:"0 pour R J. Les mesures de
l'activité potentielle sont donc plus repr0ductibles que
celles de l'activité initiale. Quoillu'il en soit. les forts
eoetlicients sont rares et l'on peut dire que la tcehnique
de prélèvement est satisfaisante. compte tenu de
l'hétél:ogén0ité des sols. Signalons ègalement que !es
coetlicients de variation les phlS dcvès eonccrnent les
prélèvements ellcctués en fin de croissamx: du .iz (JOU
il 125jt .

Dans tous les cas, nous avons mesuré une activité
dénitrifiante initiale alors qu'au laboratoire, elle
n"a vait pu l'tre déeeléc au cours d'expériences effect
uées sur des sols de rizière dl'pourvus de nitral\:, nus
ou plantés en riz (Garcia. 1974). Ceci traduit probahle
lDent le I~lit lIu'une activité dénitriliante a cu lieu dans
ces sols consécutivement il une production de nitrates
non dl'cclahlc. Elle est cependant [;lih'e. au r\us égale

Ta"'!<:au 2. Prélèvemcnls effectués llans les rizières de la valléc du Fleuve Sl-né~a:

Localité DaI<:

:ige
pH Ré'"istivik du riz
Sol I/m'\()/cm 0(lllfs) Variété

Boundoum Nord 1(J-Oct-n

Savoigne II-Oct-73

Boundoum Nord 2X·"lov-n

(,.5

(,.5

150

!55

100

45

12:'

()52-~ 7
( 140j)

SF-~02 G

D52-.n

100 Kg/ha PO..(NII,"-, 1(, 4>; 0 al<lnt semiS
5q K!.(.;la urée èchut suhmcrsinn
5li Kg;ha urée munl<lison

120 Kg/ha PO..(NH ..1J 1(,4~ il ,Lvant semis
~50 Kg/hd lIn:'(~ en deux ep~,qdagl.:s

ml' me pa ret'Ile

Richard·TolIl

Fanaye

Savoigne

27-Fel-74

:'.X-Fev-74

5.4

4.9

7,0

2(1()

475

750

100

115

.IiI

.,0

IRX
( 1J0.i)

IKr

SE
\02 C;

125 K!.(.'ha pO..f!'!! .. ',' !6-1S Ilalalll scmis
35() Kg;'l:l lIrl~l' ~ll dl: li \ (·:1and(l!!";s

l'O..(Nll,,I., Ih -I~ Il avanl semis
"11éllle parcelle mais cultld'" ulkrlcure.
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Tableau 3. Activités dénitrifiantes initiales ct potentielles mesurèes dans plusieurs riziéres du Sénégal. VIII: vitesse movenne
de réduclion de N -N~O (parties/IO"'hl. i: intervalle de confiance de VIII. C.V.: coetlicient de \'ariation (pour cent).

Sol nu (S) Rhizosphérc (R) R,S
Activité Activité ' Activité Activité

Localité initiale (/1 . potcntiellc (P) Pli initiale (/) potentielle (P) Pil P
(date) IiI/ i C.V. ~ II/ i C.V. VIII i C.V. Jill ; C.V.

Boundoum Nord 0,53 0.14 16 0.52 0.18 34 \.0 0,68 0,27 40 0.97 0.27 2X lA U \.x
(IO-Oct-n)

Savoigne 0.58 0.17 19 0.83 0.24 29 lA 0,55 0.1 ~ 33 1.04 O.2X 27 1.9 0.9 1.2
(ll-Oct-nl

Boundoum Nord 0.70 OAI 58 \.61 0032 10 2.3 0.99 0.66 67 1.78 0,20 II \.X lA 1.1
(2S-Noy-n)

Richard-Toii 1 1.02 OA5 44 1.62 0.31 19 1.6
(2S-Noy-n)

Fanaye 0.98 0.52 53 1.03 0.23 22 1.0 O,R5 0.57 67 1.52 0,25 16 1.8 0,9 1.5
(2S-Nov-73)

Richard-Toll 2 0.28 0.11 39 0.36 0.11 30 U 0.68 0.18 26 1.52 OA8 32 ' , 1,4 4.2
(27-Fev-74)

Savoigne IU9 0.09 23 O.SI 0.3R 47 2,1 0.58 0,21 36 1.22 0.30 25 2.1 1.5 1.5
(lR-Fc\-74)
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à 1.02 partiesilO~ de N-N 20 réduit/ho ct assez peu dif
férente pour Set R. à l'exception du sol de Richard-'
ToU 2 pour lequel le rapport RiS des activités iniliales
est de 2.4.

L'activité dénitrifiante potentielle est en général
supérieure il l'activité initiale. Elle est dans tous les cas.
plus élevée pour R que pour S. le rapport R /S variant
de l.l Ù 4.2. Ccci confirme les résultats obtenus lors
d'experiences antérieures au' laboratoire (Garcia.
1973a: Garcia, 1974 et 1975), et résulte de la présence
dans la rhizosphère. d'un nombn: plus élevé de bac
téries dénitrifiantes ct d'exsudats racin:lires facilement
assimilables. '

Ceci ressort également de l'examen du rapport des
activités potentielle cl initiale (Pl) d'un même échan
tillon. En effet. ce rapport est en général plus élevé
pour R que pour S. '

2 Pots

Quatre prélèvements ont été elTectués à dilfàents
stades de la cl;-oissance du riz. Les résultats (Tableau 4)

I1lnntrent un wefficient de ;"ariation en général plus
faible que pour les mesures au champ: l'échantillon
nage est donc meilleur dl1ns le cas des pnt!;.

Une activité initiale a également été déceh':e pour
tous les prélèvements: elle varie très peu au cours du
temps dans le sol nu mais est mliltipliéc par 2.8 ~ans

le cas du sol planté. après 120j de culture. ~ous

n'avons cependant pas décelé de nitrate lors des 4 pré
lèvements. Le rapport RiS entre les activités initiales
dc S et de R est nettement plus élevé aprés 90 j de
culture: il passe de OJ~ à 2.4 puis sc stabilise.

L'activité dénitrifiante potentielle de S est le plus
souvent voisine de l'activité initiale: elle est nettement
inférieure à celle de R. Le rapport RiS des activités
potentielles augmente dans la période des R5 premiers
jours de culture, au fur et ù mesure du développement
de la rhizosphère. puis diminue.

On constate également. comme pour les échantillons
de rizières, que le rapport Pli est généralement plus
élevé pour R qUe pour S. Il atteint ici une valeur nette
ment plus gramie: 4,4. Dans le cas des pots. l'effet rhi-

Tableau 4. Activités dénitrifiantes initiales ct potentielles rilcsurees à differentes époques d'une culture de riz en pot. I,n:
vitesse moyenne de red~ction de N- N!O (parties! IOh/h). i: intervalle de confiance de ~·ill. C.V.: coeflicicnt de variation (pour

cent).
"

Date de prélèvement Sol nu \S) Rhizosphère (R) RIS
après le début de . Activité Activite Activité Activite
l'humidification initiale (Il potentielle (PI Pil initiale (1) potentielle (PI Pi l P

liours) VIII C.V. "'" C.V. VIII i C.V. V", i C.V.

15 OAX 0.15 31 0.72 0.10 14 1.5

70 0.80 0.18 21 0,84 0,15 3\\ 1.0 0.62 0.15 24 1.46 o.n 15 2.4 0.8 1.7
(riz: 50)

105 0,48 ll,( b 33 0.53 0,.10 5(, 1.1 1.16 O,4() 34 1,35 0.28 12 2.0 2.4 -1.4
(riz: R5)

140 0.75 0.16 21 0.75 <un 40 1.0 1.71 <UI IR 2,2-1 0,49 2~ J,.1 2.\ .1,0
(ril: 1201

"_.__._----
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zosrhére du riz sur l'activité dénitrifiante semble donc
plus marqué que pour les mesures au champ.

CONCLUSION

L'adaptation de la méthode d'estimation de la déni
trification par la réduction de N 20, à des mesures en
pots ct au champ au cours de la culture du riz, nous
a permis d'une part. de déceler dans tous les cas une
acti, ilé dénitrifiante initiale, preuve de l'existence elfec
ti"e d"une dènitrifica tion dans les rizières donc d'une
pl.'rte d'azote, et d'autre part, de cO:Jfirmer l'influence
favorable de la rhizosphère du riz sur les microor
ganismes dénitrifiants.

Cette méthode devrait permettre de suivre, tout au
long de la culture du riz, comme cela est montré par
les résul!ats de mesures sur la culture en pots. J'évo
lution des activitès dénitrifiantes initiale et potentielle
dans les rizières. Ces variations éven~uellesde l'activité
initiale indiqueront l'existence d'une dénitrification
réelle résultant de l'apparition de nitrates dans le sol
par suite de la nitrification de l'ammonium présent
dans le so~ ou apporté par les engrais. Ces mesures
p0urr0nt ainsi permettre d'évaluer les pertes d'azote en
rizière. D'au tre part. les variations de l'activité poten
tielle. laquelle concerne des germes qui ne participaient
pa~ il la dénitrification au moment du prélèvement. in
diqueront révolution comparative de la densité micro
bienne.

R,'I11,"Ù,'I11CII1.'-- L'auteur exprime ses remerciements il M.
\1. \fouraret pour ses conseils ainsi quïl MM. M. Boureau,
R. Z,,~bi. W. Sy el J. Bakhoum pour leur assistance tech·
llI'lU".
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article 8

La dénitrification en sol de riziére
Influence de la nature
et du mode d'épandage
des engrais azotés

n[~uMi

[/évalua/ion de la déni/rificalion par la 7IIe.mre de la
t·i/esse de réduc/ioll de NlJ " élé effec/llée au cOllrs (le la
crois~ance du ri: en /lOIS. (lllrl.< de.•.•ols enrichis soit en litée
appliquée en "/lrface 011 cn profondeur, .•oil en cnf!rtIis.retrlrd
(Sulfur Co,,/ed l'n>1I el l\',UI!"inel. Cclle lI/éll'oele a permis
de confirmer que l'enjolliuelllell/ de l'e"grais a;o/é Il'enlraÎlle
qu'une perle d'azo/e filible OIL Il Il lic. conlrtliremenl <Î ce qlli
esr observé daus le c"s el'lInc appliclllion ell "lIrface. Le.<
pertes con.<éculives <Î i'ét,arld"f.e ci"engrrris·relllrd en sllrjace
sonl élerées mrlis in/en'iennenl pills tflre/illeme"l qlle lors.
qu'il s'agit d'urù, Les dijférences obserrées ell/re le.' 'relÎle·
men/s sonl /IIoin.< marqllées (hllls la rhizo.,phère dll ri:: qu'en
sol nu, L'effe/ rhizosphère du riz sur i'lIclit'ilé dénitrifi"nle
potenlielle est nu'-tilllum d"ns les premiers SI "des de la crois·
SClllce et climinuc progre,<.,it'elllcllt avec l'âge des planles,

Le meillellr renclc11l[!11/ en graill n été obteull en enfo/lis.
sant 1'lIrée. Al'ec fllrée enrobée de _,oufre (SCU J, le rende.
menl esl éqllil'alcll/ ci ceilli Iflli es/ oblcll/. ''l'e,: l'urée lion
enrobée é[1lllldlle l'II ql/(lIIlilé plus imporlanle. La IV.Lignine
n'u pas eu d'eff!'t .I/lr lc rendcment: ,\On //f)/,'lic/ltion a été
suit'ie des 11erles d'azole les plus impOrl/llttes,

~IOTS CLÉS: DéllitrificalÎon - rizière • enl:rais azotés.

ABSTR.tCT

The meaS/lrelllenl of rates of N,a redllctiol; IVIU usecl for
eslima/inf! Ihe dpnitri/)'Î1lg ca/lacitr of llot/ed ri('e.~rorvillg

soils cnriched ei/her rôtit /lrea appliet! 011 Ihe surfllce or ill

cJe{Jlh, or ICi/h .<lo/t;·relea.e nilrogell !erlilizers (::iulfllr'COllle"
lIrea and ,"·Lif!llin). lt Il'as cOI/[irmcd tltal lIure is IiI/le or
no nilrogell los,. l('hen tlte iertilizer is oariee!, lllllike u111/1
is ob~erved u1,ell il is' aflfl/ieil on Ihe ""rjace. The lo;se., [tom
surfuce s{lrl'wlcd sIO/!'·relcase ni/rogell ferlil;:ers //rc Itiglr
but accllr laler tllU" tlter do ,{,ilh ure". J'he differe/lces
obscrved arc les~ Illarked in Ihe rice rhizosphere IlllIn ill
non.plaltled wil. The rhizos{Jhere effecl 0; rice 011 the
pO/I,,,'ifll denilrih'il/g aclil'it,' is mllximll'" in the firsl .\Iflge.<
of grau' and dimÎllisltc. progres.it'cly Il,i/h d.e age of Ihe
plonts.

The besl grrrin rie/d was oblained u'itlt dcpth placcment
,of ure/l. /l'illt Sulfur.coltled urea (SC/}) Ihe yield is equi.
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valcnt to Ihat obl'';lletl u';lh "oi'·eoated urea spreml in greater
quftn/ilies. l\'.Lignirl 111/(/ 110 efjecl 011 Ihe yield alld gave the
grea/l~st lIitrogen los.•e.ç.

KF.Y \\'OIlDS: DCllilrificulioll • r~ddr soils • nitrogen ferlilizers.

INTRODUCTION.

Dans des récentes revues de la littérature relative
aux transformations de l'azote en sol submergé, Tu,;.
neem et Patrick (l9i"l). puis Gareia (1975 a) ont
exposé les processus qui ahoutissent à une perte
d'azote en rizière, mal !?ré l'emploi d'engrais ammo·
niacaux: il s'établit à la surface du sol une couche
oxydée dans laquelle la nitrification est intense jusqu'ù
5 cm de profondeur (Yo"hida et Pndre, 1%8). L·épais.
seur de cette cOlJ('he saccr'oÎt avec le temps de sub.
mersion (Patrid. ct Delaune. 1972), Patrick et Gotoh
(1974) ont montré qu'clle dépend de la concentration
de O~ dans l'atmosphère. lors d'expérient'es en atmos
phère confinée. Sa limite correspoml"ail à un Eh de
+ 220 niV à pH 7 (Pn:rick et TUSlleelll, 1972). Dans
cette couche oxydée, le lIombre de lJal'léries nitri·
fiantes aU~JIIente pendant )a suhrnersioll iTakaï et
Uehara, 1973). Le nitrate produit diffllSe dans la zone
réduite sous·jacente où il est perdu par dénitrification,

Pour limiter les l'l'l'tes d'azote par dénitrification.
on peut enfouir l'engr:tis a/llmoniacal qui n'e,t aJors
plus nitrifié (Alecksic et coll., 1968; L\.E.,L 1970).
L"f.R.H.I. (1974) prt:coni,oe de concentrer J'urée dans
des petites boules de terre. les «mudhalls:<>, qui sont
enfouies à 10 cm de profondeur après repiqua!!e du
riz. Ce procédé a permi;; d'obtenir lItl rendemeut de
8 t/ha avec un aJlport de 60 kg N/ha, alors que le

(sous-presse)



rendement était oe 6,61;ha avec un 3pport habituel de
100 kg K/ha à la mont;J!son. A 1'1.R.R.I. (197'1) a été
également mise au point une machine manuelle per
mettant d'introduire !"engrais azoté en profondeur,
entre les pieds de riz.'

On a également tenté de lutter contre les pertes
d'azote en inhibant la nitrific;Jtion ou la dénitrification.
De nombreux inhihiteurs cie nitrification ont été testés
(Patrick et eoll., 1963; Rnjalc et Prasal!, 1973; Yoshida
et Padre, 19i.f; .:IlarunlOlo el coll., 197-1). Certains
pesticides inhibent la dénitrificatioù (llfitsui et coll .•
1964; Azad ct Khan, 1(63), de même quc lcs ~ides

de Ca et Na et cert;Jins composés aromatiques cétoni·
triles (Ichika,,-a et coll., 1968 :l·b) . .!\1:Jis ces produits
sont onéreux ct d'un emploi peu cour.ml. C'est ponrquoi
on s'est tourné vers lcs engrais-retard, liiJér;Jteurs lents
d'azote. La Tennessee Valley Authority a mis au point
en 19ï2 un produit appelé «Sulfur Coated Urea l>

(SCU) qui esl de l'urée enrobée de soufre. Le soufre
freine la dissolution de l'urée dans le sol et sert
en outre d'engrais. Le coüt ,le l'engrais est supérieur
de 30 % à ('elui de run;e, fnais on l'utilhie en un
seul épandage avant la sul,menion ou J,~ repiquai!e.
Il a été testé en Afrique (O,U.A., 197·1), Anjaneya
(I9H) a obtenu aveè 100 kg; 1'\ /ha de SCU, un ren'
dement équivalent à celui qui résulte d'un apport de
15(1 kg J\/lIa ù'urée.

La présente étuùe avait pour but de tester l'efficacité
des engrais· retard et de r enfouissement de l'urée dans
une culture de riz en pOIS, en évaluant la d~nitrification

par une llIélllOde basée sur la mesure de la vitesse Ile
réduction de :\~ü,

MATÉRJEL ET MtTHÜDES.

5 pieds de riz de 15 j (nlriété IR 8) ont ete repiqués
dans des llcmi,fûls llIétalliqut's de 200 J, contenant
150 kg d'un fol de rizière provenant de la vallée !lu
fleuve Sénéi!al I,Rich;Jrd·TollL Ce sol esl argileux, ses
teneurs en carhone ct ('Il azote sont respectivement
de 0,76 ~~c et 0,127r.c ct SOIl pH est de 4,0. AV:lOt
sul,mersion, c!laque Jlot a reçu Ulle fUlllure de fond
sous forme de (:\H 1) ~SOI (20 k~ N;iIa) et de KH)'ül
(50 kg PJl;Jha ct 3;, kg K~O/ha). La comparaison a
porté sur les différentes fertilis:,lliom azotées sui"alltes :

- urée (46,6 % I\) appliquée après snl-mersion, en
surface (4 ]JOIf;) ou Cil profondeur à l'aide d'une grosse
FCrillgue ('1- pots), à deux éJloques diffél'Clltes de la
croissance du riz.: au tallage (200 kg l'/lla) et il la
montaisou (100 kil N;I13) :

- SCU (39,9 % N) appliqué ell surf~ce avant la
submer;;ipn, dam ,i poIs (200 kg N/ha);
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- N.Lignine (17,8 % N), en/!rais·retard appliqué en
surface avant la submusion dans 4 pots (200 kil N;ha);

- 4 pots témoins n'ont pas reçu d'engrais.

Pour chacun des traitements, 2 pots sur 4 n'out pas
été plantés pour déterminer comparativement reHet
rhizosphère. La suhmersion a été maintenue pendant
,1 mois. Tous les 15 j, 5 carolles de sol ont été prélevées
dans tous les pots, soit en sol nu, soit dans la l'hi·
zosphère ct placées à 37 Q C, chacune dans un flacon
sérum de 250 ml, en anaérohiotie en présence oe 5 ml
de N~O ct 2 ml de kryplon utilisé comme étalon
interne. Des analyses de l'atmosphère de, f1a,ons
effectuées sur des prélèvements en tubes Vaculainer
suivant les conditions dél'rites par ailleurs (Garcia,
1975 h) ont permis de suivre la ,-itesse de réduclion de
N~O après 6 II et 2,1 II d'incubalion.

A· la récolte du riz, le I.oml're total d'épis et le
poids sec de grains ont été déterminés pour chaque
pied. Le calcul statistique du coefficient de variation
de l'intervalle de confiance de la moyenne ct le test de
Student·Fischer ont été appliqués aux résultats obtenus.

RÉSULTATS.

1. ACTIVITÉ I:'IITIALE.

Mesurée après 6 II d'inrubation à 37", l'activité
initiale représenle l'aetivÎlé de l'oxyde nitrellx·réduclase
présente dans le sol au moment du prélèvement. Elle
rend compte Ile l'existence d'une d,;nitrificatioll récente,
donc de la présence préalable de nitrate même si
cc1ui·ei n'l'sI pas décebLlp, comme cclu e"t très géné,
ralement couotaté en ri"ièrc. Eu <.rd nu (S), un premier
pic d'activité est observé polir tous les traitements
(lig. 1). Il est faible cl (~orresl'ond prohablement à une
pprte d'azote aux dépens de la fumure de fond. Lorsque
l'urée esl appliquée en surface, on ,ollslale l'aplwritiou
d'un pic d'aeti"ilé l mois après charulle des deux
applicatioJIs. Lorsque l'urée est appliquée en profon,
deur, on n'o"serve pas ,l'ineidence sur l'activité déni.
trifiante. La plllR forte acti"ilé est oblenue 1 Illois 1/2
après l'application de ;-';.Li;mine. tiue activité lég~re'

ment inférieure à celle·ci e,;t observée 2 moi~ après
l'applicat iOJI de SCU. Dans la rhi7.0!'phère ml. les
résultaiS soct analogues mai, les différences ohoenées
som moins marquées (fig. 2).

2. ACTIVITÉ POTENTlEI,LE.

Mesurée entre 6 ct U li d'incubation, elle rent! compte
essentiellement de la disponibilité dans le sol, de
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Fig. 1. - Activité dénitrifiante initiale déterminée par )a
réduction de N"O en sol nu. T = témoin; US =urée en sur
lace; liP =urée en profllndeur; SCU =sulfur coated urea;

NL =/X.Lignine) lI) et (2) = épandages d'urée.

substrats carbonés direrlcment assimilables, En sol nu,
elle est pratiquement constante penùant toute la durée
de l'expérience, quel que soit le traitement (fig. 3).
Par contre, dans la rhizosphère, l'arlivité alleiIlt très
vite un haut nh-eau (riz de 1 mois) puis diminue rapi·
dement. Après 2 mois, elle est la même qu'en sol nu.

3, RENDEMENTS.

Dans le tableau 1 sont portés, pour chaque traitement
et pour ] 0 pieds de riz, le nombre total ù'épis, le
poids sec de ~rains récoltés pour rensemble des pieds
ct par épi. Le meilleur rendement a été obtenu avec
l'urée en profondeur ,ce mode ù'épandap:e ayant entraîné
une perte minimum d'azote comme le traduisent les
mesures de dénitrificalion. La l\;.Lignine Il'a en aucnlI
effet sur le rendement par rapport au témoin. Avec
un épanùage de SCl~ le rendement est all~t1ogue à
celui qui est obtenu lIvec l'urée épandue en surface.

Au tableau Il sont Iiapport,:s les résultats statistiques
relatifs à la eomparais?n de reffet des traitements. Les

o~
Z
1

Z

E
c.
c.

100

Nl

mois

ri~, 2. - Activité dénitrifiante initiale Jétcrminée par la
réduction de ]\,0 dans la rhiw5phère du riz. :\Iême légende

que la figure 1.

traitements à l'urée non enrobée sont siimificath-elllent
différents du témoin et l'un de l'autre. Le traitement
avec N.Lignine ct le témoin ne sont pas significath-e,
ment différents ùe même que les traitements avec urée
en surface et SCU,

DISCUSSION.

La méthode de réduction de N~O appliquée à des
échantillons de sol de rizi-èrc a pcrmis ùc confirmer un
rétn1tat eonnu : l'application dc l'en~rais azoté en
profondeur réùuit ou annulc les pertes d'azote compa
rativemcnt à cc qui est ohservé dans le cas d"une appli,
cation en surface. D'autre pari, les résullats ohtenus
pcrmetlcnt d'affirmcr qu~ la l'\·Li~nine et le seu ne
sont lIas des inhibitcnrs de nitrification mais con;tituent
simplement des libérateurs lents de N~. En effet, la
perte par dénitrification consécutive à la nitrification de
l'engrais, intervient plu; tarùivcmcnt que dans lc cas de
l'urée nlln enrobée.



TULEAU 1

RE:'iDDIE:'iIS OBIENUS POUR 10 PIEDS DE RIZ

roid~ ~ee
j'oids ~"c

Traitement
Nombre

de grains
de p;raill~

d'épis par épi
.'. g

Il

Témoin , 5lJ 46,7 0,31T

lirér
en surface 77 102,7 1,33

1~S

IYrée
1'en profondeur 106 149,3 lM

ur 1

N.Lipline
55 43,6 0,79

NL

Urée ellfolwe
75 33 LUSel!
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TAnLEAU II

CQ:lrPAnAI~O:"l JW l\'mrrmE nTrI~ P,\R PIED SELON'
LES THAITDIENTS, A L'ATm: DU TEST T DE SUDENT.

FISCHER
0,1 '1'0 =3,922; ,t 2 ';0 =2,552; t 5 %=2,101;

t 20 '1'0 =J,330

~omparai"oll
t

l'robabilite d'erretlf
des traitements Co,r

T - ilS 2,567 2

T - ur 4,4lJO lU-- ._- -_._--- -- -.- ."-- - ----_ .._-----
T - NL 0,275 90

T - SUi 1,465 20

VS - VI" 2,55~: 2

l'US - ;'.1, 2,101 ....)

ÛS - Sel l 0,127 90

l'UR - NL 3,922 0,1,
..

UP seu 2,279- ;;

NL - sel! l,:l:lO 20

USR

:>"
T = témoi,l
US = urée en surface
UP = urre en profondeur

sel' = SIIlfur coated urea'
NL = N-Liwline

ri!!. 3. - Adivité dénitrifiante potentielle délp.rminée par la
téduction de 1\,0. mesurèe dan; la rhizosphère no cl én

iol nn \S). Même légende que la figure 1.
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mois

Dans l(f rhizosphère du riz. la forme des, engrais ou
les modalités d'application ont une incidence beaucoup
moins marquée qu'en sol nu. Ceci est en accord avec
les observations antérieures (De et Digar, 1955; Broad· '
bent et Tusneel11, 1971) scion le;;quelles la culture du
riz diminue la perte d'azote par rapport+au sol nu. Ceci
pourrait résulter de l'absorption de NH4 par les plantes
avant qu'il ne soit oxydé puis perdu par dénitrification.
Si les conditions de la dénitrification dans la rhizo.
sprère du riz sont nellement plus favorables qu'en sol
nu (Garcia, J,975 cl, il semblerait donc que les pertes
réelles y soient plus f.ibles.

Comparativement au sol nu, l'activité dénitriFiante
potentielle de la rhizosphère alleint très l'ite un haut
niveau puis diminue rapidement pour alleindre le
niveau inférieur obsen-é pcvr le sol nu. L'eHet rhizo.
sphère du riz sur la dénitrification serait donc maximum
dans les premiers stades de la croissance de la plante.

La meilleure façon de réduire les pertes d'azote et par
conséquent d:augmenter Je rendement du riz, est d'ap.
pliquer l'engrais azoté en profondeur. Ce procédé est
d'ailleurs en cours de développement, comme nous
l'avons vu préeédelllment, en Extrême·Orient. L'emploi
de SCU comme engrais.relard a donné un résultat.



identique à celui de l'urt~e non enrohée appliquée cn
~urface. !\Iili~ cc produit a été répandu Cil une seule
foi; ayant b ~ublller5ion, en quantilé moindre el en
~urface. La ~olulion consiSlerail probablement à appli.
quer rengrai,..relard en profondeur avaul la submersion
pour réduire les perle;: d'ilZole. En ouIre, on supprime·
rail dellx façons culturale". l'urée enrobée de soufre
(SCCI semhle permellre une libéral ion suffisammcnt
lenle de i'<~ el deHail convenir. Par conlre, la N·Li~nine

a cntraîné les plus gral1l1es pertes d'azole cl n'a conduit
à aucune amélior;Hion du rendemenl par rapport au
lémoinJ. Cel engrais n'esl donc pas à conseiller pour le
riz inondé,

,Uanuscril reçu au Service àes Publications le 11 mai 19i7
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Influence de la rhizosphère du flZ sur l'activité dénitrifiante

potentielle des sols de rizières du Sénégal

J .-L. GARCIA *

RÉSUMÉ

L'étude de l'influence de la rhizosphère du riz sur l'activité dénitrifiante potentielle el
le nombre de bactéries dénitrifiantes des sols de rizières du Sénégal a permis de mellre en
évidence un effet stimulant du riz. Celle stimulation strictement localisée il la mince pellicule
de sol adhérant aux racines, est d'autant plus marquée que le sol est plU5 pauvre en
carbone organique.

SUMMARY

A study of the influence of the rhizosphere of rice on the potential denitrifying activity
and the number of denitrifiers in paddy soils from Senegal, has shown that a stimulating
effect of rice exists. This stimulation is strictly restricted to the th in layer of soil adhering
to the roots and is specially evident as the soil is poorer in organic carbon.

ZUSA MMEN FASSUNG

Das Studium des Einflusses der Reisrhizosphare auf die potentielle Nitratreduktion und
die dissimilatorisch-nitratreduzierende Flora hisst einen stimulierenden Effekt des Reises
erkennen. Dieser Effeli.t ist auf das dünne Erdh:iutchen beschrankt, das an den Wurzeln klebt.
Er ist um so deutlicher, je armer der Boden an organischem Kohlenstoff isl.

INTRODUCTION

La stjmulation de la dénitrification par les plantes et le rôle des bactéries
dans ce processus ont été clairement prouvés notamment par WOLDENDORP (963).
Selon MAOURA (1966), la consommation élevée d'oxygène par les racines et par
la micronore, crée dans la rhizosphère des conditions anaérobies, qui, s'ajoutant
à la disponibilité de substances donatrices d'hydrogène excrétées par les racines,

* O.R.S,T.O.M., Laboratoire de Microbiologie du sol, B.P. 1386, Dakar (Sénégal).
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sont la cause d'une dénitrification élevée. Dans une revue bibliographique,

STARKEY (1959) cite de nombreuses références concernant les microorganismes
dénitrifiants qui ont été trouvés en plus grand nombre dans la rhizosphère de
diverses plantes supérieures. En ce qui concerne le riz, Wu (1967) a montré que

le nombre de bactéries dénitrifiantes est faible au début et s'accroît brusquement

jusqu"au stade du tallage maximum, principalement sur la surface des racines.
Cepepdant, selon MAHMouD et IBRAIHM (1970), les bactéries dénitrifiantes seraient

moins nombreuses dans la rhizosphère du riz que dans un sol saris racines.

Mais il convient de rappeler qu'en condition aérobie, les bactéries dénitrifiantes
sont capables de se développer sans dissimiler le nitrate, donc que leur présence
en plus ou moins grand nombre ne reflète pâs nécessairement l'importance du

processus de dénitrification.

Divers dispositifs de culture (Ross, MARTIN et HENzELL, 1964; STEFANSON
et GREENLAND, 1970) ont été utilisés jusqu'à présent pour mesurer l'influence de
la rhizosphère de diverses plantes sur la dénitrification, mais pas dans le cas du

riz à notre connaissance. Comme beaucoup de plantes aquatiques, Je riz assure

l'aération de ses racines en transportant de l'oxygène qui est également utilisé
par la microflore se trouvant sur les racines mêmes (RA ALTE, 1941; ALBERDA,

1963; ARMSTRONG, 1969; LUXMOORE et STOLSY, 1970). Logiquement, la dénitri

fication, phénomène inhibé par l'oxygène (PICHINOTY, 1965), deVrait être

extrêmement faible sur les racines du riz; mais l'influence de l'oxygène doit pro
gressivement diminuer avec l'éloignement des racines jusqu'à une zone de la

rhizosphère proche où les conditions' deviennent favorables à la dénitrification.

J..a présente étude a pour but de rechercher l'influence de la culture du riz
sur l'~ctivit~ dénitrifiante potentielle et sur la densité des bactéries dénitrifiantes.

" MATÉRIEL ET MÉTHODES

La variété de riz IR8 a été cultivée sur 23 sols de rizières du Sénégal, décrits par
ailleurs (GARCIA, RAIMBAULT, ]ACQ, RINAUDO et ROGER, 1973) et classés dans le
tableau J, dans des colonnes plates en chlorure de polyvinyle transparent, de dimen
sions 200 X 50 X 15 mm, décrites par DOMMERGUES. COMBREMONT, BECK et OLLAT
(1969). Ces colonnes sont fermées à la base mais s'ouvrent latéralement pour per
mettre d'accéder facilement aux racines. Pour chaque sol, on utilise 2 boîtes qui
reçoivent chacune JO graines de riz préalablement stérilisées par HgCI~ et prégermées;
une troisième boîte constitue le témoin non planté. Le sol est maintenu saturé en eau
pendant une quinzaine de jours, puis les vases de végétation sont immergés dans
des récipients plus grands pendant un mois et demi.

Après <le laps de temps, les sols sont récoltés puis séchés à J'air et tamisés à 2 mm.
en 3 lots d'échantillons distincts: Je sol témoin (S); le sol rhizosphérique (R), mince
pellicule de 1 à 2 mm adhérant aux racines après secouage; le sol éloigné (SE) qui
reste {Ians les boîtes après avoir enlevé et secoué les racines.

Œco/ORitl P/afllarum
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Des mesures de dénitrification potentielle au respiromètre de WARBURG ont été
effect,uées sur l'ensemble des 3 lots d'échantillons selon la méthode de Mc GARin
(196 Ù en incubant 25 g de sol ajusté à l'humidité équivalente, après un apport de
100 ppm de N-NO:~- sous forme de KNO:~, dans des fioles de 130 ml environ, sous
atmosphère d'azote très pur, à 30 oC; des mesures de pression sont effectuées toutes
les 3 à 4 h pendant plusieurs jours.

Le nombre de bactéries dénitrifiantes de l'ensemble des 3 lots d'échantillons, a été
déterminé par la méthode du nombre le plus probable de Mc CRADY, en ensemençant
1 ml de chaque dilution de sol dans des tubes à essais de 12 X 120 mm contenant
le milieu faiblement gélosé suivant: Na~HP04' 12 H~O, 3,575 g; KH2 P04. 0,980 g;
l\1gS04, 0.030 g; extrait de levure Difco, 1 g; bacto-peptone Difco, 1 g; succinate de
sodium. lOg; KNO;l, lOg; bacto-agar Difco, 2 g:. eau distillée, q.s.p. 1 000 ml. Après
ensemencement, on recouvre le milieu avec 2 à 3 ml d'agar mou à 5 p. mille et on met
en incubation à 30 "c pendant une quinzaine de .jours. Les tubes sont comptés comme
positifs lorsqu'il y a eu formation de bulles de gaz.

Pour estimer la croissance, les plants de riz ont été lavés puis mis à l'étuve
à 80 "c. Après plusieurs jours, leur poids sec a été noté.

Les résultats ont été soumis à l'analyse statistique suivant Je test de corrélation
des rangs de SPEARMAN décrit par BAUZON, VAN DEN DRIESSCHE et DOMMERGUES
(1969).

RÉSULTATS ET DISCUSSION

1. CROISSANCE DU RIZ.

Les résultats sont rapportés al! tableau II. Les sols n"M 1, 2, 13 et 18 ont
montré une croissance faible tandis que les meilleurs sols se révélaient être, dans
l'ensemble, ceux des stations expérimentales (sols nO" 10, Il, 24, 9, 25, 15 et 27
- tableau 1).

2. ACTIVITÉ DÉNITRIFIANTE POTENTIELLE.

Elle ~ été exprimée par la vitesse de dénitrification, c'est-à-dire le nombre
de llg d'azote dégagé par heure, après apport aux échantillons de sol, de 100 ppm
d'azote nitrique sous forme de KNOa•

Les résultats, consignés au tableau II, montrent une très nette augmentation
de l'activité dénitrifiante potentielle dans la rhizosphère; le rapport entre les
vitesses de dénitrification dans les échantillons R et S (RIS) est supérieur à 1
dans tous les cas et varie de 2,0 à 14,2. Par contre, le rapport relatif aux

tome 8, n" 4 • 1973
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TABLEAU 1

Répartiffoll des .m/.! de rizières du Sénégal étudiés
Dist~ihution of Senegal paddy soils studied

Région Salinité
Mise en

Station ou localité )\:0

valeur

RP Djibelor 10

non ou RP Djibelor Il
peu RP Djibclor 12

Casamance salés RP Djibelor 24
Casiers

RP Goudomp 15
irrig'-lés de ..
stations salés RP- MA Dar-Salam 9
expérimentales

RP Ross-Be th io 25
Delta du non ou

RP Boundoum 26
Ileuve peu

RP Ntiagar 27
Sénégal salés

RP Keur-Diallo 2R

RB Boutolat 1

RB Loudia 7
non RB Oussouye il
salés RB Sibink 14

RP Bambato 1(,

Rizières
RP Tanarr 17

art is~nal es
Casamance

RB-MA Bignona 2
peu RB - MA )l.;iaguisse 13

salés RB Diango Pi
RB Bounkilinn I()

salés RP· MR Enanpor 21

salés
RP Kaolack 20

Divers
RP Thiaroye ~,_.'

107

RP '" rizière plane .'

RB = rizière cultivée l'Il billons

MA = rizière aménagée .ur une
ancienne mangrove

MR = sol de mangrove l't'cem
ment défriché.

échantillons SE et S (SElS) est très VOISin de 1 et varie de 0,5 à 1.4. L'influence
des racines est donc bien limitée à la mince pellicule de terre qui y adhère.

Dans l'ensemble, l'activité dénitrifiante potentielle de la rhizosphère est

élevée, quel que soit le sol considéré. Le test de corrélation des rangs de
SPEARMAN indique une corrélation positive hautement significative entre Je poids

sec de matériel végétal et l'activité dénitrifiante potentielle de R. Comme
l'exsudation racinaire est liée à la quantité de matériel végétal (MACURA, 1966),

la dénitrification potentielle serait donc en relation avec la quantité d'exsudats
racif}aires. Ces derniers sont, en effet, constitués de substances immédiatement
assimilables donatrices d'hydrogène.

(Ecologia Plalltarum
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TABLEAU II

Crois.wnce dit riz el effel rhizosphère slIr !'acli\'ilé dénitrifianle pOlentielle de.! sol,I'
dl' rizières dit SélléRal

Growth of rice and rhizosphere effect on the potential denitrifying activity of paddy soils
from Sene gal

Matériel végétal Vitesse de Rapport des Différence entre
Sols riz (20 !traines) dénitrification vitesses de les temps de

:,\0 , Localité poids sec (ppm N dégagé/h) dénitrification déni tri fic a t iun
(g) R SE S R/S SElS de S et R lIll

1 Boutolat 2,1 2,20 0.30 0.30 7,3 1,0 230
2 Bignona 1,3 1.75 0,20 .0. 25 7,0 0.8 210
7 Loudia 4,3 2.50 0,45 0,45 5.5 1.0 1(,0

8 Oussouye 4,4 4.00 0,75 0,95 4.2 0,8 90
9 Dar-Salam 5.4 2,05 0,('5 0,(,5 3.1 1,0 80

la Djibelor 7.1 7,60 1.15 3,45 2.2 0.6 30
Il Djibelor 6,7 3,25 0,35 0,35 9.3 1.0 110
12 Djibelor 3.8 1, 15 0.15 0.12 9.(, 1.1 320
13 Niaguisse 1,3 0.70 0.30 0.35 1.0 0.8 1(,0

14 Sibink 4.0 2.55 0.35 0.40 6A 0.9 180
15 Goudomp 4,8 1.55 0.50 D,50 5.1 1.0 170
lb B,lInbato 4.3 11.00 1.30 2,75 4.0 0,8 30
17 Tanaff 7.8 5.25 (Ui5 0.75 7.0 0.8 110
18 DiJngo 2.4 2.25 0.60 0.05 3.5 0.9 100
19 Bounkilinn 2.6 1.00 0.35 OAO s,a 0.9 55
20 Kaolack 3.9 1.75 0.15 0.30 9.1 0.5 150
21 Enanpor 3,6 1.85 0.15 0.20 14,2 0.7 230
23 Thiaroye 6.n 3.70 1.05 1,30 1,8 0.1> 30
24 Djibclor 6.2 7,50 2.~5 2AO 3,1 0.9 25
25 Ross-Bcthio 4.9 1.80 0.(,5 0.60 3.0 1.1 50
261 BOU'ldou1l1 1.2 3,75 0.50 0.65 5,8 0.8 50
27 Ntiagar 4.3 1,30 0,47 0,33 3,9 1,4 150
28 Keur-Diallo 1.1 J .85 0,35 0.35 5.3 1,0 200

D'autre part, la différence entre les temps de dénitrification totale de S et
de R et la teneur initiale des sols en carbone organique, présentent une corré
lation des rangs inverse hautement significative, Ce résultat est bien illustré par
les figures 1 et 2 concernant les sols n"" 10 et 14, dont la teneur en carbone
organique a pour rangs respectifs 2 et 18, Plus un sol est riche en carbone
organique, moins l'effet rhizosphère du riz sur l'activité dénitrifiante potentielle
sera marqué.

Ces résultats sont à rapprocher de ceux décrits par de nombreux auteurs
ct qui qmcernent l'apport, lors de la dénitrification, d'un substrat carboné:
celui-ci n'a presque pas d'effet quand la teneur en carbone est élevée, mais
augmente considérablement l'activité dénitrifiante potentielle des sols pauvres
en carbo:1e organique,
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FIG. 1. - Effet rhizosphère du riz sur ln dénitrification potentielle du sol de rizière n° 10
(teneur en carbone organique: 56,8 li,): !tg d'N dégagé par g de sol sec, après apport
de 100 Itg d'N-NO:1- sous forme de KN03 et incubation anaérobie à 30 oC à l'humidité

équivalente;

+--+ (R) rhizosphère; .,---e. (S) sol non planté; 0--0 (SE) sol éloigné.

3. NOMBRE DE BACTÉRIES DÉNITRIFIANTES.

Le nombre de bactéries dénitrifiantes augmente sensiblement dans la
rhizosphère dans presque tÇlUS les cas (tableau Ill). En effet, le rapport RIS est
toujours supérieur à 1 sauf pour Je sol n° 27, et atteint le chiffre 514 pour
le sol n° Il; nous n'avons pas trouvé cependant de corrélation des rangs avec
le poids sec de matériel végétal. Le rapport SElS est souvent inférieur à 1 sauf
dans 6 cas sur 23, et varie de 0,01 à 4,00. On assiste donc souvent à un
appauvrissement en germes dénitrifiants du sol éloigné par rapport au sol non
planté.

Nous avons trouvé une corrélation des rangs positive et faiblement significative
entre le nombre de bactérie:; dénitrifiantes et l'activité dénitrifiante potentielle dans

ŒcoIlJR;a Plantarum
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FIG. 2. - Effet rhizosphère du riz sur la dénitrification potentielle du sol de rizière n" 14
(teneur en carbone organique = 15,9 %n): Ilg d'N dégagé par g de sol sec, après apport
de 100 !lg d'N-NO:1- sous f.orme de KNO~ et incubation anaérobie à 30 "c à l'humidité

équivalente;

+---+ (R) rhizosphère; .--. (S) sol non planté; 0---0 (SE) sol éloigné.

le cas de la rhizosphère R, pas de corrélation pour le sol non planté S et une
cortélation positive hautement significative pour le sol éloigné SE.

CONCLUSIONS

Nou, avons mis en évidence un effet rhizosphère positif dans les conditions
de la mesure: le riz stimule la dénitrification potentielle en mettant des substances
donatrices d'électrons à la disposition de la microflore dénitrifiante qui est éga
lement en augmentation dans la rhizosphère. Cette stimulation est d'autant plus
marquée que le sol est plus pauvre en c:Jrbone organique. Peut-on en conclure

tome H, n" 4 - 1973
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TABLEAU lJl

111

EfJet rhizosphère du riz sur la Ilumératioll des hactéries déllitrifialltes: bactéries/g sol sec
R~izosphere effect of rice o'n the number of denitrifying bucteria: bacteria.t il dry soil

1\0 Localité S SE R RiS SElS

J Boutolat 800 , 400 16 000 20.0 1,75
~

1
Bignona 13 000 1400 16 000 l, '2 0.10

7 Loudia 3500 3 000 35 000 10.0 0,85
8 Oussouye 110000 25 000 170 000 1,5 0.22
9 Dar-Salam 500 000 7 000 1 700 000 3,4 0,01

la 1 Djibclor 35 000 13 000 350 000 10,0 0.37
Il Djibelor 35 000 11000 "18 000 000 514,0 CUI
12 Djibclor 3 000 450 250 000 83.3 0.15
13 Niaguisse 17500 900 120 000 6.8 0.05
14

1
Sibink 50 000 4500 200 000 4,0 0.09

15 1 Goudomp 11000 8 000 250 aGa 22.7 0.721

Ih 1 Bambato 14 000 35 000 90000 6,4 2.50
17 Tanaff 35 000 25 000 1600 000 45.7 0.71
18 Diango 5 000 11000 1600 000 320.0 2.20
19 Bounkilinn 6000 6000 ~O 000 3.3 1.00
20 Kaolack ~OOOO 35 000 450 000 22.5 1.75
~I Enanpor 90000 5 000 250 000 2,8 0.05
23 Thiaroyc 35 000 14 000 35 000 1.0 OAO
24 Djibelor 900 000 250 000 900 000 1,0 O,~7

25 Ross-Bertilio 8 000 6000 140 000 17,5 0.75
26 Boundoum 200 000 80 000 500 000 ~,5 0,40
,~ Ntiagar 150 000 13000 40000 0,2 0.08
28 Keur-Diallo 40000 160000 170 000 4,2 4.00

que la dénitrification SOIt mtense dans la rhizosphère du riz in situ? Rien n'est
moins certain car le riz possède des canaux aérifères permettant d'approvisionner
ses racines en oxygène qui inhibe III dénitrification. La prolifération des germes
dénitrifiants dans la rhizosphère aux dépens des substances carbonées facilement
assimilables présentes dans les exsudats racinaires, pourrait donc avoir lieu en
aérobiose, condition dans laquelle ces germes ne dissimilent pas le nitrate. Une
expérimentation complémentaire sur des plantes vivantes est donc nécessaire
pour savoir si, dans la rhizosphère du riz, la dénitrification est stimulée ou

inhibée par rapport au sol non planté.
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EFFET RHIZOSPHERE Dl) RIZ SUR
LA DENITR IFICATioN

J.-L. GARCIA

O.R.S.T.O.M., Laboratoire de Microbiologie du Sol. ÎlP. I3X6. Dakar. Sénégal

(Acœl'ted 29 Mar 1974)

Résumé -La comraraison des acti\'ités N,O-r0ducl<tse rrovoquecs rar unc rreincubation en presence
de N,O. dans un sol riante en riz et dans le même sol non planté. montre un elkt positil de la rhizosphérc
du riz sur la dénitrification, résultant de l'existence dc zones anaérobies. de la présence d'cxsudats
racinairès ct d'un nombre élevé de bactérics dénitriliantes dans la rhizosrherc.

Summar~·--A positive rhizosrhcre eftcct of ricc on denitritication' was dcmonstratcd h~ comparing in
duced activities of N 1 0-reductasc in rlallted and non-plantcd soils. This elTect 11la~ be attrihutcd to thc
development of anaerobic zones, the rrescnce of root exudates and large numbers of denitrifiers in the
rhizosphere.
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I;\/TRODI'CTIO:'li

La stimulation par les plantes de la dénitrifica tian
potentielle dans le sol a été clairement prouvée. notam
ment rar Woldendorp (196.1), Brar (1972) ct Stdanson
(1972). Dans le cas du riz, nous avons montré l'exis
tence d'un effet stimulant dc la riante sur l'activité
dénitrifiante potentielle de sols de riziéres du Sénégal
(Garcia, 197.11: celte stimulation, strictement localisée
ù la mince pellicule de sol adhérant aux racines, est
d'autant plus marquée que le sol est plus pauvre en
carbone organique: d'autre pari, la densité des bac
téries dénitrijiantes augmente sensiblement dans la rhi
zosphère du riz. Mais il convient de rappeler qu'en
presence de l'oxygène excrétè par les racines du riz, ces
bactéries sont capables de se développer sans dissimi
ler le nitrate, dqne que leur présence en plus ou moins
grand nombre ~e n:f1éte pas nécessairement l'impor
tance du processus de dénitrification. Dans le but dl'
c1arifier.ce point. nous avons utilisé la nouveJJe
méthode d'estimation de la dénitrification par la
réduction de N~o. récemment mise all point (Garcia.
1974~, en induisant une activité N 20-réductase en
présencc de plants de riz et en la comparant Ù l'clic qui
est mesurée dans le même sol non planté.

MATERIEL ET METHODES

Nous avons utilisé un sol de rizière de la station
e.xpérimentale de Djibelor; il s'agit d'un limon argilo
sableux dont les teneurs en carbone ct en azote sont
respectivement de 36 et 2,7"..,: le pH est de 5,5. On a
évilé la dessiccation complète du sol qui a été tamisè
humide il 2 mm et conservé en chambre l'roide. de
maniére il limiter l'cfTet perturbateur de la réhu
mectation sur l'activité bactérienne. Dans trois séries
de 15 microcol',)nnes de verre recouvertes dl' p"pier

1.1<)

d'aluminium, on introduit 17 gde sol (15 g de sni poids
sec). on sature en cau ct Olll'lisemence avec une graine
de riz prégermée (variété IRXI. dans le cas du sol rhi
zosphèrique. Trois autres séries de 15 mier0colonnes
de sol n011 ensemencées constituent le sol non rhi
iosphérique. Pour les séries no. 1(pla ntée1C't nn. 2 1non
plantée), le sol est placé directement dans des mieroco
tonnes de verre de 14 x 200 mm. Pour les séries no. .1
ct 5 (plantées) ct no. 4 et 6 (non plantées!. Iè sol est
placé dans un fin grillage en acier inoxydable dont la
maille mesure .100/lm de côté: l'ensemble est dISposé
dans un tube il essais de IX x IXOmm. Les si.\ séries
de tubes sont placées dans une piéce climatisée, sous
llne rangée de lampes il vapeur de mercure dont l'in
tensité d'éclairement est de 20.0UO l.\. Lne photo
période comportant 14 heures d'éclairement est main·
tenue pendllllt .1 semaines. Aprés cc laps de temps. on
modifie les microeolonnes de sol de la fal,:on suivante
1Fig. 1) en vue de leur préincubatioJl en présencc de
NJO:

Séries no. 1 ct 2: on place lin tube il essais de 16 x
160 mm au-dessus de chaque microcolonne de sol. ~I

laquelle il est relié par un joint de caoutchouc: cc tube
emprisonne ainsi une cerlaine quantité d'air au-dessus
du sol.

Series no. 3 ct 4: dans une atmosphère d'azote très
pur (boîte il gants anaérobie J, on retire le grillage con
tenant le sol du tube il essais de 1li x 1XO mm ct on le
place dans un tube ù essais de 2U x 2()U mm, qu'on
obstrue ù l'aide d'un bouchon de c~\l)utehoue. aprés
a voir sectionné le plant de riz au niveau du sol: le gril
lage contenant le sol est ainsi contenu dans lIne
atmosphére dt-pourvue d'O\ygène.

Sèriçs no. 5 ct 6: on proeéde cOl11me pour les sàJC~

110. 1et 2, mais avec un tube ~I essais de ~tl x 200111111
qui recouvre l'extrémité supèrieure du tuhe C<lntenant
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Fig..J. Dispositif expérimental pour la pré incuba tion des sols planles ei non plan lés, en présence de N"0.

le sol. auquel il esi relié par un joint de caoutchouc:
ce tune emprisonne ainsi une certaine quantité d'air
nu-dessus du sol. On procède ensuite comme pour les
séries no. ) et 4 en enlevant les deux-tiers inférieurs du
tune ù essais renfermant le sol maintenu par le grillage
(ce tune ,nait été coupé ct relié au tiers supérieur par
un .ioint de caoutchouc. avant la mise en culture) ct en
plaçant la partie inférieure du dispositif dans Uil tube
il essais de ~O x ~(X) mm renfermant de l'azote très pur.
ct relie il la partie superieure par un joint de caout
chouc. Les six séries de tubes sont de nouveau placées
dans les mêmes conditions d'éclairement ct de tem
pérature. après introduction il travers le joint ou le
bouchon de caoutchouc. il raide d'une seringLie. de
2.5 ml de N~O (20& parties/IO" N-N~O) dans l'air au
dessus du sol pour 'les séries no. 1 ct 2. ct dans l'at
mosphère de N~ en:'ourant le sol maintenu par le gril
lage pour les séries no. J 4, 5 ct 6.,

Trois jours plus lard. le sol est recueilli ct introduit
dans des ftaéons sérum de 250 ml. ù raison du contenu
de ~ tubes par flacon et de 5 répétitions par série. La
dènitrification est évaluée par la méthode de réduction
de N,O (Garcia. 1974) dont nous rappelons briéve
ment la technique: les nacons sérulTI étant parfaite
ment bouchés. on ellCctue un vide poussé pcndant
10 min .. sui\i d'lm remplissage d'hélium trés pur:
l'opera tion est répétée deux lois avec un vide de 5 min.
Puis on incube les flacons en position horizontale ù
37°C. Après 30 min .. on introduit 2 ml de N,0 (55.5
parties 10" N-N,OI, puis on effectue des mesures de
N,O dans des prélèvements de l'atmosphère des na
cons au chromatographe toutes les 2-·3 h jusqu'il dis
parition totale de cc gaz. En fin d'expérience, les plan
tules de riz sont récupérées, lavées, séchées ct pesées.

Tableau 1. Effet rhizosphére du riz sur la dénitrification

No. série ,
~ " (',-

Vitesse de réduction
de N N.O 1.7 () ~.45 0.9 J5 0.9
(parties.'IO" h-')

RESLLTATS

Le poids sec de matériel végétal est en moyenne de
265 mg pour 3 plants de riz. Les résultats concernant
la vitesse de réduction de N~O sont rapportés au g de
sol sec (Tableau 1J. Une acti\ité N·,O-réductase est
décelable dès le début de l'incubation d;lns tous les cas.
sauf dans la série no. 2 où elle est nulle. En cc qui con
cerne les séries de tubes plantés. on observe une acti·
\'ité N,O-réduçtase pratiquement identiquc dans les
dispositifs no. 3 ct 5. et deux fois plus faible dans le dis
positif no. 1. pans le cas des séries de tubes non
plantés. l'activité est identiquc dans les dispositifs no.
4 ct 6. Enfin. e:l comparant les séries plantées ct non
plantées. on constate que racti\'ité 1\ .O-réductase est
presque quatre'fois plus forte dans les·tubes plantés.

DlSCTSSIO:'\

Dans le dispositif no, J. le N,0 introduit dans rat
mosphére confinée au-dessus du sol planté. est donc
parvenu au contact du sol probablement par la même
voie que l'oxygéne qui est habituellemellt exsudé par
les racines de riz: mais puiquïl ya eu induction d'une
aeti\'ité N ,O-réductase dans le sol rhizosphériquc.
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laquelle est strictement inhihée par o~ (Pichinoty et
D'Ornano, 1961), c'est que le N,O a probablement
a tteint une zone de sol où l'intluente de 0, ne s'est pas
manifestée. D'au tre part. comme l'aetivit(N20-r':duc
t'Ise du sol rhizosphérique dans le dispositif no. ) est
scnsiblerùent plus élevée que celle du sol non planté
dans les dispositifs no. 4 ct 6, cette zone atteinte par le
N,O e~t également sous lïnfhlence des exsudats
raeinaires. II y a donc dans la rhizosphère du riz. des
zones unaérobies dans lesquelles les processus biologi
ques qui sont inhibès par 0, peuvent sc manifester
avec une plus grande intensité que dans le sol non
planté. par suite de la présence d'une plus grande
quantité de substances directelTlent assimilables et
d'une densité bactérienne plus élevée (Garcia, 1973).
Pour le sol non planté de la série no. 2, aucune activité
N:O-réductase initiale n'a pu être décelée. ct l'activité
potentielle qui sc développe après un temps de latence
d'une dizainc d'heures est très fait:le. Le N:O n'a donc
pu diffuser que très faiblement ù travers la microeo
lonne de sol. Pur contre dans les dispositifs 110. 4 ct 6,
le N,O mis au contact direct du sol en atmosphère
anaérobie. au tra vers du grillage, a induit une activitè
N,O-réductase en relation avec Line plus grande sur
face dG diffusion. La plus grande activité mesurée dans
les dispositifs no. ,'\ ct .5 par rapport au dispositif no.
1. montre que la zone de sol en contact avec le N,O
est plus étenduc dans le cas de l'utilisation du grillage
que dans le cas de la diffusion de cc gaz ù partir des
racines de riz..

CO'iCLlstO"

L'effet rhizosphère du riz sur la dénitrification est
donc très nettement positif; il rësulte de l'existencc

S.Il.1l ~... r

dans la rhi7.0sphère. de zones ana.:robies, de la
présence (l'exsudats racinaires et d'un nombre élevé de
bactéries dénitrifiantes. La dénitrification est donc
possible dans la rhizosphère du riz: mais a-t-elle vrai
ment lieu ill sirli lors de lu croissance de la plante en
rizièrc" L'adaptation au champ de la methode de
réduction de N20 actuellement en cours. nolIS permct
tra de répondre prochaincme~ll il cette question.

R('I/l('/'C;('I/l('///S'- L'auteur exprime ses remerciements Ù M.
M. Mourarct pour scs conseils all1si qu'ù Mm. W. Sy et J.
Bakhoum pour leur assistance technique.
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A DEVICE TO STUDY METABOLIC GASES
IN THE RJCE RHIZOSPHERE

M. RAIMRAULT, G. RINAUDO, l-L. GARCIA and M. BOUREAU

ORSTOM. Laboratory of Soil Microbiology, BP 1386. Dakar, Senegal

,

(Accepted 7 luly 1976)

Summaf)'-A simple apparalus was developed to study metabolic gases in the rice rhizosphere: \Vith
this device, a positive rhizospl'jere effect of rice was demonslrated on three sOlI mlcroblal actlVltles:
N 2 fixation, CH4 formation and denitrificalion.

2 3

Fil!. 1. Deviee to sludy nlelabolic gascs in the riee rhi70
sphcre. 1 ('uhure tube. 2-··Transfer of Ihe sn il cnre of
tlle C11ltllre luoe IIltn the lop cnnlparlnlelll of the devicc.

J-Dcvice ready for use.

through one of the Vacutainer stoppers. The vacuum
caused the water-saturated soil core of the culture
tube io slide into the top compÙtment of the device.
The vacuum was released when the 10wer end of the
soil core reached the joint between the two compart
ments. The lower compartment \Vas then ftushed with
pure N 2 for 5 min. The N 2 w:ts admitted through
hypodermic needles inserted in the Vacutainer stop
pers.

Then the soil core was allowed to slide into the
lower compartment until it rested on the Vigreux
points. A few ml of a solution made of! solid paraffin
and i paraffin oil was applied to the top of the soil
core. at a temperature slightly higher than the melting
point of the paraffin. Pure N 1 was again flushed- into
the lower compartment. A 1cm layer of water was

;
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MATE~IALS AND METHODS

One seed of rice variety IR 8 was sown in a
14 x 200 mm Pyrex tube containing 13 g clay soil col·
lected from a rice field. The C and N contents of
this soil were 1.35 and 0.6% respectively and its pH
was 6.3. For comparison soil only was placed in a
second identical tube. The tubes were maintained
under artificial illumination with a Hght intensity of
20.000 lux and a 14 h photoperiod. Three weeks later.
the contents of each tube wete transferred to a device
made from two glass tubes joined together by fusion
(Fig. 1). The top Pyrex tube (200 x J4 mm i.d.) had
a wider upper end (qO x 16 mm i.d.). The lower Pyrex
lube (180 x 18 mm i.d. was joineo by fusion td the
upper Pyrex tube and had two sid, anns c10sed by
Vacutaincr stoppers (Becton Dickinson, rer. 4Sn () -0)
and Vigreux points i\bove the lower siqe arm, in order
to hold the soil core (Fig. 1).

ACter joining the lower part of the .culture tube to
thc Uppl'r part. a partial vacuum WIIS applicd III lhl:
lowcr ('ümpartment using a 10 m\ syringe inserled

INTRODUCTION

Several devices have been used to study metabolic
gases in the soil-plant system. Ross et al. (1964) and
Martin and Ross (1968) developed a gas-Iysimeter for
a N balance study, using labelled fertilizer. Stefanson
used sealed growth chambers to study the effects of
plants on denitrification (1970) and N 2 fixation (1973),

- during long~term incubation.
The C 2I'1 2--C 2H 4 assay has been applied to

measure N 2 fixation in the rhizosphere. The il! siru
measurement of nitrogenase activity developed by
Balandreau and Dommergues (1971) was of particular
interest because it did not disturb the soil-plant sys
tem. This method was used in the case of rice (Balan
dreau et al., 1975; 1976); it utilized the peculiarity
of rice to allow gaseous exchange between the exter
nal atmosphere and the rhizosphere (Luxmoore et al..
1970).

To study biological phenomena involving the con
sumption or evolution of gases in the rice rhizosphere,
such as N 2 fixation, CH 4 formation and denitrifica
tion, we have developed a simple piece of equipment
that allows comparative measurements of these pro
cesses during a short period of incubation in the rhi
zosphere of 3-week old rice plants ,and unplanted soil.

19J
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added above the solidilied paraflin to test for Icaks
by the appearance of hubbles during flushing and to
deteet allY possible dcfeets in the apparalus. The
gaseous volume in the del'iee wns about 22 ml per
compartinent. The efficiency of flushing with N z was
checked by withdrawing and analysing gas samples
for presence of Oz by gas chromatography. Where
needed the top part of the tube was sealed with a
ru bber stopper.

N z .fixatioll

]\: fiXation lias estimated by CzHZ~CZJ-t4 assay.
The upper part of the apparatus was closed by a
Vacutainer stopper and 2.2ml CzH z (10"" of the total
volumel Ilere in,lected simultaneously into the two
compartments. For diurnal measurements. the devices
wcre illuminated at tl1\' heginning of the light period
during 6.5 h: measurements during the dark period
lIere also perfonned during the 5 h bcfore iIIumina
tionperiod. These measurements \Vere made with
simu1taneous removal of 0.5 ml samrles from the al
mospheres of the two compartments with a Iml plas
tic syringe. Analysis (6 replicates) were made with a
flame ionisation ehromatograph (Varian Aerograph
120ü) using the following conditions: Porapak R
100-120 'mesh. ISO x 0,3 cm stainless steel column
mCll1itorsd about 60e: injector temperature. 10YC;
detector ·temperature. 180 C: N z flow. 30 ml· min - 1 :

H: floll. 30 ml, min - 1; compressed air flow, 300
ml·min·- ' .

CH 4 {imllatioll

The top comrartment \Vas c10sed by a rubber stop
per. EI'ery hour. 0.5 ml gas samples were withdrawn
from b0th compartments. These samples wcre ana
lysed by thune ionisation gas chromatography as de
scribed for :'\: fixation. The results represented the
total amount of CH 4 el'olved in the two compart
ments. the greater part (about 80(

0 ) being in the lower
compartment. and were the mean of 10 replicates.

Tl) prevcnt CH 4 formation. 1ml (5",,) C 2H1 was
injected into the 10\Ver compartment before measure
ments Ilcre made (Raimbault. 1975). To slUdy CH4

formation under light. the sail cores of the culture
tubes were placed in Ihe deviccs aCter 2 h illumination
and Ilere incubated under light during measuremert.
To measure activity during the dark period. the spil
cores were transferred 2 h bcfore illumination beg;jn
and incubated continued in the dark.

1

Dellitri(icat i(J/l

Denitrifying activity was estimated by a NzO reduc
tion method (Garcia. 1974). Unlike the previous
measurements. the apparatus was only used to incu
bate rhizosphere soil (Rl and unplanted soil (S) in
the presence of N,O so as 10 induce N ,-r'eductase
in the soils under ~eological conditions. -

To do this. 2.5ml N10 were injectcd into the lower
eompartment througlt one of the 'racutainer stoppers.
The plant calwpy \Vas cxposed to air (the upper com
partment \l'as le ft npen) and the samples were illu
minated under standard conditions for .14 h. Then the
s0il cores \Vere extracted and put into 250 ml serum
tlasks. Ilith 3 cores pa Ilask and 5 rl'plieates. The
tlasks Ill'rc l'I'ucuatl'll and tluslted with Ik tn ensure
an;Icr<lbil)sis and ~l) l'arts 10"'N N:O (~.5mll and

J ml krypton as an inlernal standard lIas injected into
the flasks with plastic syringes. Measuremen ts of N:O
reduction were made with a thermal conductivity gas
chromatograph Varian Aerograph 90 P4 (Garcia.
1974) during the next 24 h.

REStJLTS A~D DlSCLSSlü:"

N 2 cfixatio/l

Figure 2 shows C1H l reduetion rates of ricc rhizo
sphere soils incubated during the clark period (RD).
at the beginning of the Iight period (RLI and those
for unplanted soils (S). Most of the C 2H4 produced
(about 90'/;,) had difTused through the soil core in the
lower comrartment of the apparatus.

The C,H, reduction rates arc !inear aCter a 2 h lae.
Because ~f the small amounts of C 2H4 evolvcd (JO
nmoJes C ZH4 corresponded to 0.224,11 C 2H4 1. we
assumed that this initiallag was caused by poor CzH]
or. C 2H4 diffusion between the atmosphere and the
soil during the first hours of incubation.

N z fixation in unplanted soils was very slight (0.6
nmoles C 2H4 'h- 1

) compared to planted soils. For
R. a greater activity was obsen'ed during the light
period (21.6 nmoles CzH 4 el'Olled' h - 1) than during
darkness (8.8 nmoles CzH4 elolved· h - 1). One of
possible causes would be more organic C exudation
as a result of photosynthesis.

These agree with those of Balandreau Cl al. (19751.
However, we noted that the activitv thel' measured
in darkness was very \Veak duc to the technique they
used, where C 2H 1 was injected only in the presence
of the plant canopy. Their method only allowed the
demonstration of activity if stomata were open.
whereas the activitl' IVe measured during the dark
period, represented ~bout 50"" of the maximum diur
nal activity.
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Fig. 2. N, fi)(ation eslimalcd by Ihe C,H~·l",H4 assay.
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duced activity in ecological conditions. was measured
during the first 6 h of incubation (Garcia. 1974). This
aetivitv was found to be 4 timcs higher for R than
for S; -these results agreed \Vith tho;e of a previous
ex periment in which the soils were preincubated in
a stainless steel sieve of 30 pm to permit the diffusion
of N,a (Garcia. 19751.

On the other hand. the l''otential denitrifying acti
vity developed by cie 'lOro synthesis of enzyme in
duced by the injectcd NzO. was measured during the
last 18 h of incubation in the Ilasks (Garcia. 1974).
This potential activity was also found ta be 4 times
higher for R than for S. This confirms the positive
elfect of the rice rhizosphere on denitrifieation. As
the rice seedlings were ineubated with their eanopies
in open air during the light period--during a period
of Oz formation-othe induction of a higher N20
reduetase activity in R than in S. strictly inhibited
by O 2, shows again the existence of an anaerobic
zone in the rice rhizosphere under the influence of
root exudates. Such exudation of organic C could
represent one possible cause of the increase in dcnitri
fication in the rhizosphere of ri ce.

Fig. 4. Denitrification estimateù ln the N,0 redoction
method. (R) rhizosrhcre; (.'Il unrl<lnted sCli\.

50 r---------------..,

This device to study gaseous metabolism in the rice
rhlzosphere l''e[milled the demonstratitlll of a strong
positive elfeet Of the riee rhizosphere on tlm:.: mi
crohial aetivities involving the c\olution or consump
tion of gas: N! fixation. CH.. lormatiol1 and denitrili
cation. As CH~ formation and denitrification arc
strietly anaerobie processes. the riee rhi70sphere en;;et
resulted l'rom the .:xist.:nce of anacrohie zon.:s dircell~

inlluenced by root exudah:s. Conccrlllng i\, lixation.
Ih.: t1illùsion or air through th.: riee seedlings pcrmit
ted the aclivity Ill' both anaerobic <lllll acrobic micro-
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CH.. formatio/l

Our apparatus satisfactorily measured CH.. forma
tion in planted soils. Figure .3 shows that rice secd
lings during the light period produced practically
twicc as much CH.. (8/11 CH.. evolved'h-"soil
core- 1

) as during dark incubation (4.2 Jil CH.. evol
ved .h - 1. soil core - 1).

\Vith 5° ,; C ,H,. CH.. evolution \Vas completely in
hibited as derrÏon-strated previously (Raimbault, 1975).
CH.. formation in unplanted soils éould not be esti
matcd sinè'e CH.. evolution was approximately the
same with the addition of CJlz as without (Fig. 3).
In unplanted soils. CH .. remained confincd in the soil
during the 3 weeks of flooding. but diffused into the
atmosphere surrounding the soil core when placed
in the lower compartment of the device. Ir so, g,tS
evolution measured by this method will not agree
with the CH.. actually produced during incubation.
On the other hand. in planted soils. CH.. would dif·
fuse through the gas spaces of the rice seedlings dur
ing the 3 weeks growth. This Jack of accumulation
permitted us to report the measured amounts as CH..
production in the device during the incubation of the
samples.

To measure the activity of unplanted soil, we made
a \'acuum in sealed test tubes enclosing the soil core.
followed by flushing \Vith pure N z. This was repeated
several times. A linear evolution rate of 0.7 Jil
CH... h - 1 • soil core - 1 was then measured. These
results show the strong positive elfect of the rice rhi
zosphere on CH.. formation.

De/litrificatio/l

Reduction of NzO was much greater in the nce
rhizosphere soil that in the unplanted soil (Fig. 4).
The initial denitrifying activity that represented in-

Fig..l Cil .. formation. (RU rhi/ospherL' ineuhated dllring
the h!!llI l'nil'd; (R Dl rhi/11Sphl'rL' 1Ill'llh"leJ dllring the

dar~ l'l~rilld; (Sl lInpbnled soi\.
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organisms. Finally. in this appa\atus gas diffusion was
Illdepcndent of movement witliin the rice plant and
through stomata.
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A - GENERALITES

La respiration des composés oxygenes minéraux de l'azote

est un privilège du monde bactérien. Les algues vertes ou les cya

nophycées, les champignons et quelques espèces de levures utilisent,

en aérobiose, le nitrate comme aliment azoté. Mais aucun de ces or

ganismes ne peut croître, en anaérobiose, aux dJpens de 1\10; comme

accepteur d'électrons respiratoire.

La réduction du nitrate en oxyde nitreux et azote est dénommée

dénitrification. Ce processus présente tous les attributs d'une vé

ritable respiration cellulaire :

1- Le transfert des électrons entre le I\lADH 2 et NO; n'est pas

direct et met en jeu divers transporteurs comprenant en particulier

un cytochrome de type b et des qui nones (John et Whatley, 1970).

Chez P.denitrificans, la nitrite-réductase utilise deux cytochromes

de type ~ (Miyata et Mori, 1969); la réduction de l'oxyde nitrique

met en jeu un cytochrome de type 2 et un de type ~ (Miyata, 1971)

tandis que des cytochromes de types 2 et ~ participeraient au méca

nisme de transport d'électrons dans la réduction de l'oxyde nitreux

en N2 (Matsubara, 1975).

2- Des phosphorylations oxydativ~s couplées au transport des

électrons par ces chaînes se produisent pour la réduction du nitrate

(John et Whatley, 1970) et du nitrite (Ohnishi et Mori, 1960).

3- Le cycle de Krebs joue le rôle de voie d'oxydation termina

le de l'acétate chez les bactéries dénitrifiantes chimio-organotro

phes aussi bien en anaérobiose en présence de· nitrate qu'en aéro

biose (Foraet et Pichinoty, 1965).

4- La nitrate-réductase A, qui se trouve à l'état particulaire

dans les extraits, est solidaire de la membrane cytoplasmique (For

get, 1971). Il semblerait qu'il en soit de m~me pour l'oxyde ni~reux

-réductase (Payne ~t coll., 1971).
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Le mécanisme de la réduction du nitrate en azote a été établi

chez plusieurs bactéries. Il comporte comme étapes intermédiaires

le nitrite, l'oxyde nitrique et l'oxyde nitreux:

NO; --+ NO; ~ NO~ N20 ---. N2123 4

Chaque réaction est l'oeuvre d'une enzyme specifique. Les réactions

1, 2, 3 et 4 sont catalysées respectivement par les nitrate-, nitri

te-, oxyde nitrique- et oxyde nitreux-réductases. La nitrate-réduc

tase A a été solubilisée et purifiée (Forget, 1971); il s'agit d'

une molybdo-ferroprotéine non héminique. Son mécanisme d'action est

encore mal connu, mais le molybdène joue un rôle essentiel dans la

réaction (Forget et Dervartanian, 1972). Une nitrate-réductase B a

également été mise en évidence (Pichinoty et Piéchaud, 1968); l'en

zyme est soluble, n'utilise pas le chlorate comme substrat et ce

composé inhibe son activité. Mais elle n'a encore jamais été puri

fiée. Selon l'organisme, la nitrite-réductase est, soit une hémo

protéine possédant deux hèmes de type c et d (Matsubara et Iwasaki,- - .
1971), soit une cuproprotéine (Suzuki et Iwasaki, 1962); ces deux

enzymes sont solubles. L'oxyde nitrique-réductase est mal connue;

elle serait soluble chez P.perfectomarinus (Payne et ·coll., 1971)

et particulaire chez P.denitrificans (Miyata et coll., 1969) et

A.faecalis (Matsubara et Iwasaki, 1972) dont le cytochrome ~ pré

sente également une activité oxyde nitrique-réductase. L'oxyde ni

treux-réductase, enfin, n'a jamais pu être extraite des cellules

sous une forme active; seuls Payne et coll. (1971) ont pu purifier

partiellement une fraction provenant d'un extrait de P.perfectoma

rinus et mesurer une faib~e activité oxyde nitreux-réductase.

A de très rares exceptions près, les bactéries dénitrifiantes

sont incapables de faire fermenter les sucres et ne peuvent croître,;

en anaérobiose, qu'en présence de NO;, NO; ou N20 . Aucune d'entre

elles n'est anaérobie stricte. En qérobiose, la dénitrification ne

se produit pas car l'oxyg~ne réprime la biosynthèse et inhibe le

fon~tionnement de plusieurs enzymes (Pichinoty, 1973).

Nous avons tout d'abord voulu confirmer la séquence des pro

duits de la dénitrification établie chez plusieurs bactéries en l'

étudiant chez deux organismes isolés dans des sols de rizière du
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Sénégal: une bactérie sulfo-oxydante chimio-lithotrophe, Thioba

cillus denitrificans RT, en collaboration avec Baldensperger qui 11

a isolée et une bactérie thermophile sporulée apparentée à Bacillus

thermodenitrificans . Ces deux études ont été effectuées sur des

cellules entières et des extraits non purifiés, à l'aide du respi

romètre de Warburg et de la chromatographie en phase gazeuse.

Nous avons ensuite analysé la microflore dénitrifiante des sols

de rizière du Sénégal en étudiant plus particulièrement des souches

pures appartenant au genre Bacillu~ ~ue nous avons isolées en utili

sant des concentrations élevées de nitrite (5 g/l) et un milieu com

plexe.

B - ETUDE DE LA SEQUENCE DES PRODUITS DE LA DENITRIFICATION

1 - Thiobacillus denitrificans RT

article 12

2 - Bacillus thermodenitrificans

article 13



donor. Nitrite was reduced to nitric oxide and nitrous oxide
by crude extract using ascdrbate-phenazine methosulfate
as the electron donor.

3. From nitric oxide, whole ceUs produced nitrous
oxide and nitrogen using thiosulfate as the electron donor,
nitrogen was the final reduction product. Nitric oxide was
reduced to nitrous oxide by crude extract with the ascorbate
phenazine methosulfate system.

4. Whoie cells reduced nitrous oxide to nitrogen with
thiosulfate as the electron donor.

It was not possible to detect any nitrous oxide reductase
activity in crude extract.

5. A scheme was formulated as a possible mechanism of
denitrification by Thiobacillus denitri/icans "RT" strain.
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Abstract. Denitrification by Thiobacillus denitri/ieans "RT"
strain was investigated using manometry and gas cluo
matography.

1. From nitrate, resting ceUs produced only nitrogen
anaerobically with thiosulfate as the electron donor. The
data suggest that nitrate was assimilated and dissimilated
by the same nitrate reductase, assayed with benzyl-viologen
as the electron donor.

2. From nitrite, whole ceUs produced nitric oxide,
nitrous oxide and nitrogen, using thiosulfate as the electron
donar; nitrogen was the final product of the reduction.
Crude extract reduced nitrite to nitrogen with p-phenYlene
diamine and dimethyl-p-phenylene diamine as the electron
donars, and produced nitric oxide, nitrous oxide and nitro
gen with tetramethyl-p-phenylene-diamine as the electron

Key words: Thiobacillus denifrI/ieans - Reduction of Nitrate - Nitrite - Nitric Oxide - Nitrous Oxide.

A new strain of denitrifying chemolithotrophic sulfo
oxidizer, Thiobaeillus denitri/ieans URT" strain, was
isolated from a rice sail in the estuary of the river
Senegal, using a thiosulfate anaerobic medium with
nitrate as the sole nitrogen source.

The purpose of this paper is to report investigations
of the respiratory nitrate reduction chain of the
organism.

Materials and Methods

Organism. Tlriobacillus denifri/ieans "RT" was isolated by
enrichrnent cultures in the anaerobic liquid medium of
Baalsrud and Baalsrud (1954) devoid of ammonium nitro
gen. Except for its ability to use nitrate :as sole nitrogen
source, our isolate had siinilar morphological and physiol
ogical characteristics with Thiobacillus denitri/iealls "Oslo"
strain from K. S. Baalsru~.

Media. Stock cuJt\lres of Thiobacilllls denitrl/icans "RT"
were mainlained éinaeroticalJy on agar plates. The solid
medium cOnlained (gjJ): Na2SaOa . 5 H20, 5.0; KH2P04,
1.2; K2HP0 4, 2.0; Kl\iOa, 2.0; MgS04' 7 H20, 0.6;

Non Standard Abbreviatio/ls. PDA = p-phenylene-diamine;
DMPDA = N: N-dimethyl-p-phenylene-diamine; TMPDA
= N: N: N': N'-tetramct(1yl-p-phenylcnc-diamine; PMS
= phenazine methosulfat~; DY ~~ benzyl-viologen.

Special Agar Noble (DIFCO Laboratories), 16.0; trace
metal solution, 1.0 ml.

Ali components except KaHP04 and the trace metaI
solution were sterilized 20 min at 120°C in 800 ml of
distiUed water. The dipotassium hydrogen phosphate and
the trace metal solution, each dissolved in 100 ml of distilled
water, were sterilized separately by filtration and added
before solidification.

The trace metal solution had the following composition
(g/l): MgO, 10.75; FeS04' 7 HaO, 38.0; CaCOa, 2.0;
ZnS04' 7 H20, 1.44; MnS04' 4 HaO,1.12;CuS04·5HaO,
0.25; CoCIa' 5 H20, 0.25; NiCIa' 6 HaO, 0.25; B03Hi,
0.66; concentratcd HCI, 51.3 ml.

Carbon dioxide was provided as carbon source in culture
jars by "Gaspak" disposable gas generator envelopes (BBL,
Cockeysville, Maryland, U.S.A.).

Isolated colonies were subcultured every 3 weeks, and if
stored at 5°C remained viable for at least 4 months.

Anaerobie cultures were grown in liquid medium "DB"
containing (g/l): Na2S20a' 5 H20, 5.0; KH2P04, 2.0;
KNOa, 2.0; MgS04' 7 HaO, 0.6; NaHCOa, 1.5; trace
metal solution, 1.0 ml. The first four materials were sterilized
(20 min, 120°C) together in 800 ml of distilled water, while
bicarbonate and trace metal solution, each dissolved in
100 ml of distiUed water, were sterilized separalely by
filtration and added after cooling.

Anaerobie growth was conducted at 33°C under nitro
gen, and the ccUs werc harvestcd in a ..SharpJeS" continuous
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centrifuge, washed three times at 4°C in 0.03 M phosphate
buffer pH 6.8, and stored frozen prior to fürther use. Cell
yield was about 200 mg (dry weight) per liter.

Aerobic growth was conducted either with ammonium
(medium HA") or with nitrate (medium "E") as nitrogen
source.
Medium "A" contained (g/I): Na2S20S.· 5 H20, 5.0;
KH2P04, 1.2; KzHP04, 2.0; NH4Cl, 1.0; MgS04' 7 H20,
0.6; trace metal solution, 1.0 ml.

Medium "B" had the same composition except for NH4CI
replaced by KN03 at the final concentration of 1 g/l.

AlI materials except dipotassium hydrogen phosphate
and trace metal solution were sterilized 20 min 120°C in
800 ml of distilled water. Trace metal solution and K2HP04,
each dissolved in 100 ml of distilled water, were sterilized
by filtration and a&ied separately to the bulk of medium
arter cooling. The aerobic cultures were maintained at pH
6.8 by titrating sterile 10 %(w/v) Na2COs into the fermentor
by means of a pH stat unit. Cells were harvested and washed
as for anaerobic cultures, with similar cell yield.

Preparation of Cell-Free Ex/raets. The washed pellets Were
resuspended in 0.03M phosphate buffer pH 6.8 and passed
twice through a French pressure cell at 20000 PSI. A few
crystals of Deoxyribonuclease were added ta the prepara
tion which \Vas left for 10 min at room temperature before
centrifugation at 36000 x g for 90 min. The supematant was
used as "crude extract" for enzymatic studies. Protein con
centration was about 35 mg/ml, and crude extracts could be
stored at -20°C for at least 6 months without significant
loss of activity.

Hydrogenase solution was prepared from cells of
Desulforibrio desulfurieans "Hildenborough" strain grown in
Postgate's medium C (Postgate, 1966). After three successive
washings in 0.02 M phosphate buffer pH 6, 35 g (wet weight)
of cells were resuspended in 18 ml of 0.05 M phosphate
buffer pH 7.6. The cell paste was stirred 10 min under nitro
gen at 4°C and ccntrifuged 90 min at 36000xg. The c1ear
supernatant was usetl as hydrogenase fraction in the reduc
ing mixture for manometric measurements of nitrate
reduction by crude extraqts of Thiobaeil/us denitri/;eans
"RT". ,
Determina/ion ofGrow/h Rates. Growth rates were calculated
in aerated conditions using a Bio-Log II biophotometer
(Bonet, Maury, Jouan) and in anacrobic conditions by
measuring periodically the optical density at 450 nm of
1 ml samples from 1 1 cultures.

Reduction of Oxidized Inorgan;e Nitrogen Compounds by
Washed Cells Suspensions. Reduction of nitrate, nitrite,
nitric oxide and nitrous oxide by washed cells was assayed
manometrically with thiosulfate as the electrQn dOllor using
a model V 166 Warburg apparatus, and gas determinations
were performed with a Varian Aerograph m:Ddel90 P4 gas
chromatograph as previously described (Garcia, 1974).

Enzyme Assays. Nitrate reductase activity w;:s measured in
crude extracts manometrically with BV as the electron
donor (Pichinoty and Piéchaud, 1968). Nitrite reductase
was assayed using PDA, DMPDA, TMPDA and the PMS
ascorbate system as electr,)n donors (Miyata and Mori,
1968; Miyata et al., 1969; Pichinoty, 1969b; Iwasaki and
Matsubara, 1972). Reduction of nitric oxide was measured
with PMS-ascorbate (Miyata et al., 1969). Nitrous oxide
reductase was assayed \Vith PDA, DMPDA, TMPDA,
PMS-ascorbate, as elcctron dOllors, and with NADH, l'AD
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and FMN according to Payne et al. (1971). Gas detennina
tions were performed as for cell suspensions. Nitrogen
content of washed cell suspension was determined by micro
Kjeldahl. Protein was measured by the method of Lowry
et al. (1951) using bovine serum albumine as the reference
protein.

Results

Growth Rates in Different GrolVth Conditions. The same
generation time of 5 hrs was measured in aerated con
ditions of growth with ammonium (medium A) or with
nitrate (medium B) as the nitrogen source, and in
anaerobic cultures on nitrate (medium DB).

Nitrate Reduction by Whole Cel/s. Washed cell suspen
sions of anaerobically grown Thiobacillus deni/rifieans
"RT" reduced nitrate with thiosulfate as the electron
donar, with a QNz of 183 [LINz/mg total microbial
nitrogen/hr, and only nitrogen could be detected during
the reaction.

If grown in aerobic conditions with either nitrate or
ammonium as the nitrogen source, washed cells
incubated anaerobically with hitrate did not evolve
nitrogen with thiosulfate as the electron donor.

Nitrate Reductase in Crude Extraets. Nitrate reductase
was assayed in crude extracts with the hydrogen
hydrogenase-BV system as the electron donor, as
described by Pichinoty and Piéchaud (1968).

In ail growth conditions, nitrate reductase and
chlorate reductase activities of crude extracts were not
additive; and 95 % inhibition of chlorate activity was
observed with 1 mM sodium azide (see Table 1).

erude extracts from cells grown with nitrate as the
sole nitrogen source in anaetobic conditions (medium
DB) had a specifie nitrate reductase activity of 127
[Lmoles NO; reduced/mg protein/hr.

This activity was much lower in crude extracts from
aerobically grown cells on nitrate (medium B) or
ammonium (medium A) (see Table 2).

When crude extracts were centrifuged for 2 hrs at
140000 Xg, about 95 % of the nitrate reductase was
recovered in the pellet fraction, and the specifie activity
of the particles was increased to 330 fLmoles NO;
reduced/mg protein/hr. .

Nitrite Reduction by Whole Cel/s. Washed cell suspen
sions from growth in anaerobic conditions with nitrate
(medium DB) reduced nitrite with thiosulfate as the
electron donor, and evolution of a mixture of NO,
NzO and Nz was detected by gas chromatography.
During the first 2 hrs of reaction, evolution rates of
12 fLINO, 10 fLINzO and 2.6 fLl Nz/mg N/hr were
measured.

After 12 hrs of incubation of washed cell suspen
sions with nitrite 'and thiosulfate, only nitrogen could
be detected in the reaction flasks.
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Table 1. Rates of hydrogen uptake by crude extracts of Thiobacillus denitrifieans uRT"

Growth conditions Hz uptake <ld/hr) with addition of

NO; C10;- NO; +C10; CIO;+ NaN;

NO; as the tenninalelectron acceptor
Oz as the tenninal eli:ctron acceptor

NO; as the nitrbgen source a

NO; as the nitr9gen source b

NH: as the nitrogen source c

570 780 540
2J6 288 243
234 360 276

J2
30
J8

Manometric measurements at 37°C under hydrogen, phosphate buffer pH 7, 350 ILmoles; hydrogenase, 0.2 ml; DV,
500 ILg; KN03, 50 ILmoles; KC103, 50 ILmoIes; NaN3, 3 ILmoles; final volume 3 ml.
• 0.05 mg protein. b 8 mg protein. C 13 mg protein.

Table 2. Specifie nitrate-reductase and chIorate-reductase activities of cell-free extracts from Thiobacillus deni/ri/ieans "RT"
,

0.2
0.4
2.0

0.3
0.5
1.7

Oz as the terminal eIectron acceptor

127
232

1.8

NO;- as the terminal
electron acceptor

NO; as the nitrogen sourde NO; as the nitrogen source .NH: as the nitrogen source
,

v (NO;) ILmole/mg proL/hr
V (CIO;) ILmole/mg prot./hr
V (ClO;)/V (NO;)

Experimental conditions as for Table 1.

Nitrite Reduction;, by Crude Extract. Reduction of
nitrite by exttacts ftom anaerobically grown cells of
Thiobacillus denitrificans URT" was assayed using
PDA, DMPDA, TMPDA and the PMS -ascorbate
system as e1ectron donars.

After thermal equilibration, the side arm containing
the nitrite solution was tipped into the vessel, and the
chemical reaction allowed during 30 min befare the
enzyme fraction was tipped from the second side arm.
Maximum gas evolution was observed with DMPDA
as the electron donor (see Fig. 1). Gas chromatographie
analysis of the atmospheres of the reaction flasks
showed that only nitrogen was evolved from nitrite
reduction by crude extract with PDA and DMPDA,
but that a mixture of 80% NO, 4 % N20 and 16 % N2
was produced with TMPDA as the electron donor.

When nitrite reduction was assayed using the
PMS-ascorbate system as the electron donar, gas
chromatography showed that NO and N20 were
produced, but as,. simultaneous reduction of nitric
oxide occurred, nitrous oxide was the final product of
the reaction (Fig. 2A).

Reduction of Nitric Oxide by Whole Cells. A 10% NO
concentration was used in the flask atmospher~ for gas
chromatographic measurements of NO reduction by
whole cells \Vith thiosulfate as the electron donor. Du
ring the first 3 hrs, a NO reduction rate of 94 !LINO
reduced/mg N/hr was measured, and productio11 of
N20 and N2 was detected. Nitrogen was the final
produet of nitric oxide reductiol1 by whole ecUs.

Reduction of Nitric Oxide by Crude Extract. Nitric
oxide reduction by crude extract was assayed by gas
chromatogtaphy, using the PMS-ascorbate system as
the electron donor.

When a 10% nitric oxide concentration was used in
the reaction flasks, a maximum activity of 146 !LI NO
reduced/mg prot/hr was measured (see Fig.2B).

Nitric oxide was not reduced enzymatically by crude
extracts of Thiobacil/us deni/rificans uRT" with PDA,
DMPDA, TMPDA or NADH as electron donors.

A chemical production of N2 with traces of N20
was detectable by gas chtomatography between NO
and PDA or DMPDA, a slight reaction occurred
between NO and TMPDA.

Reduction ofNitrous Oxide by Whole Cel/s. Washed cel!
suspensions from growth in anaerobic conditions in
medium DE reduced nitrous oxide to nitrogen with
thiosulfate as the electron donar, at the rate of 61 !LI
N20 reduced/mg total microbial N/hr.

Reduction of Nitrous Oxide by Crude Extracts. It was
not possible to detect any nitrous oxide reductase
activity in crude extracts of Thiobacillus denitrificans
"RT" either with PDA, DMPDA, TMPDA, PMS
ascorbate as electron donors, or with NADH, FAD
and FMN as described by Payne et al. (1971).

Discussion

Our isolate, Thiobacillus denitrificans URT", was
characterized by its ability to assimilate nitrate in both
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Fig.!. Manometric measurements of nitrite reduction by crude extract from anaerobically grown cells with PDA,
DMPDA, TMPDA or the PMS-ascorbate system as the eleetron donors, 37°C. Experimental conditions with
amines: First side arm: 0.5 M PDA, 0.3 ml; or 0.5 M DMPDA, 0.1 ml; or 0.5 M TMPDA, 0.3 ml. Second side
arm: erude extract, 0.04 ml (0.6 mg proL). Center weil: 40% (w/v) KOH, 0.1 ml. Vessel: 0.33 M phosphate buffer
pH 7, 1 ml; 0.1 M KN02, 0.5 ml; distilled water, up to 3 ml of liquid phase. Gas phase: pure helium. First side arm was
tipped into the vessel to allow the chemical reaction, after 15 min gas evolution stopped and the crude extract was
tipped from the second side arm.•--. PDA-NO;-; .--. DMPDA-NO;; Â--Â TMPDA-NO;-. Experimental
conditions with PMS-ascorbate: side arm: 0.1 M NaN02, 0.3m!. Center wel1: 40% (w/v) KOH, 0.2mI. Vessel:0.5 M
phosphate buffer pH 6.2, 0.6 ml; 0.1 M sodium ascorbate, 0.3 ml; 1 mM PMS, 0.3 ml; crude extract, 0.2 ml (3 mg

prot.); distilled water, up to 3 ml of liquid phase. Gas phase: pure N2. *--* PMS-ascorbate NO;

Fig.2A and B. Gas chro;natography measurements of nitrite reduetion and nitric oxide reduction by crude extract
from anaerobically grown cells, using the PMS-ascorbate system as the electron donor. 125 ml serum flasks incubated
at 37°C. 0.5 M phosphate buffer pH 6.2, 6 ml; 0.1 M sodium ascorbate, 3 ml; 1 mM PMS, 3 ml; distilled water, 12 ml
(A) or 15 ml (B). Gas phase: pure helium. After thermal equilibtation, 3 ml of a 0.1 M NaN02 solution were added
with a syringe in flask A, and 12 ml of pure NO werC added with a syringe in flask B. After 1 hr of reaction, 2 ml of
crude extract (21 mg proL) were added with a syringe in each flask.•--. NO evolution; Â--Â N20 evolution

aerobic and anaerobic conditions of growth. According
to Vishniac and Santer (1957) only one aerobic Thio
baeillus strain has been reported to assimilate nitrate,
but al! denitrifying strains require ammonium as the
assimilatory nitrogen source (Baalsrud and Baalsrud,
1954; Hutchinson et al., 1967).

More recently, Taylor et al. (1971) reported an iso
late growing anaerobically without ammonium, but
this characteristic was not emphasized.

According to Pichinoty and Piéchaud (1968),
nitrate reductase A)s present when: (1) nitrate reduc
tase and chlorate rcductase aClivilics arc not addilive;
(2) the reduction of chlpralc is inhibitcd by 1 mM
sodium azidc.

Thesc conditions were realin'd for ail extract5 of
7ïliobacilllls dl'lIÎrl'!(i('(11ls "RT" with nitrate eilher :15

the terminal electron acceptor (medium DB) or as the
nitrogen source (medium B) (see Table 1).

Our data suggest that for Thiobaeillus denitrifieans
"RT" nitrate may be reduced by the same protein in
both assimilatory and dissimilatory nitrate reductase
complex. The idea of only one nitrate reductase has
been proposed by Nicholas and Wilson (1964) for
Ncurospora crassa, and by Pichinoty (1966) and Van't
Riet et al. (1968) for Aerobactcr aerogelles.

As for Thiobacillus dcnitrificans "Oslo" (Adams
et al., 1971), Aerobacter aerogenes (Pichinoty, 1963),
Escherichia coli K-/2 (Showe and De Moss, 1968) and
M icrocoec/lS dellitri/ieans (Pichinoty, 1969 a ; Forget,
1971) nitrate reductase A \Vas Jocalized in a particulatc
fraction or the ccll-rree cxlracts of 71riobacillus dellitri
./ïCllIl.l' "RT".
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Matsubara and Mori (1968) reported that nitrous
oxide reductase was lost during disruption of cells of
Pseudomonas denitrifieans, but more recently Payne
et al. (1971) isolated a nitrous oxide reducing fraction
from Pseudomonas perfeetomarinus grown at the
expense ofN20.

With the PMS-ascorbate system, cell-free extract of
Thiobaeil/us denitrifieans "RT" strain reduced nitrite to
NO+NzO, and nitric oxide to nitrous oxide. .

As a conclusion from the experimental data at the
present stage, we can formulate Scheme 1 as a possible
mechanism of dissimilatory reduction of nitrate to
nitrogen in Thiobaeillus denitrifieans "RT" showing
resemblance to the scheme proposed by Matsubara
(1970) for Pseudomonas delli;rifieans.

NHt

PDA
NOJ-~NOz- DMPDA __ Nz

No~_Rase ~~ ......;:::._---

BV--:/; '~~~NO .----~Np ~ Nz
W

PDA t NO_Rase NzO_Rase
DMPDA t t
TMPDA -X
PMS \ a~c~~-Y ?-z-",.,,0>•. ~œ'.l /

.~----= thiosulfate

Scheme 1. Hypothetical scheme for a possible mechanism
for denitrification by Thiobacillus deni/ri/ieans "RT".
=9 Normal denitrification process; ..~ nonenzymatic
reaction; ~ other enzymatic reaction, or electron
transport system. NO;·Rase = nitrate reductase; NO;
Rase = nitritereductase; NO-Rase = nitric oxidereductase;
N20-Rase = nitrous oxide reductase; W, X, Y and Z

unknown components of electron transport system

As in aerobic conditions growth rates were identical
with ammonium or with nitrate as the sole nitrogen
source, the assimilatory function of nitrate reductase
was not completely inhibited by air in Thiobaeillus
denitrifieans "RT'.

Anaerobically grown cells suspensions reduced
nitrite with thiosulfate as the electron donor and
produced, during the beginning of the reaction, a
mixture of 48% NO, 40% NzO and 12% Nz, and
nitrogen was the final reaction product. We suggest
that this accumulation of intermediates is due to a
strong inhibitory etfect of nitrite on further steps of the
dissimilatory nitrate reduction system.

Unlike the isolate of Taylor and Hoare (1971),
Thiobaeil/us dellitrifieans "RT" reduced nitric oxide
with thiosulfate as the electron donor to nitrous oxide
and nitrogen. The failure of these authors may be
accounted for by an inadequate NO concentration in
the gas phase when ni tric oxide was produced chemically
in the Warburg vessels. According to Miyata et al.
(1969), a 10% NO concentration was necessary to
obtain maximum NO reduction rates.

As anaerobically grown cells suspensions reduced
nitrous oxide to nitrogen with thiosulfate as the
electron donor, we may assume that nitric oxide and
nitrous oxide are intermediate products of nitrite
reduction by Thiobaeil/us denitrifieans. A similar state
ment was made by Matsubara and Mori (1968) for
Pseudo/llollas denitrifieans.

Cell free extract from anaerobically grown cells on
nitrate produced NO, N20 and Nz from nitrite with
TMPDA as the electron donor. Nitrous oxide was not
detected in nitrite-TMPDA reducing fractions from
Pseudomonas denitrifiealls (Miyata and Mori, 1968),
Microeoeeus dellitrifieans and Pseudomonas aerugiltosa
(Pichinoty, 1969 b).

Since our data were in agreement with author's
assertion that nitrous oxide was not produced by a
chemical reaction between nitric oxide and amines, we
may suggest that a nitric oxide-TMPDA reducing
activity was present in extracts of Thiobaeil/us denitri
ficans "RT". However, we were unable to give evidence
of enzymatic NO-TMPDA reduction, as nitric oxide
was converted into nitrogen by reacting with the
phenyl·amino or imino group of the amine, as shown
by Miyata and Mori (1968).

This chemical nitrogen production from TMPDA
and NO account for the nitrogen evolution detected
during enzymatic nitrite reduction with TMPDA as the
electron donor, while we were unable to detect any
nitrous oxide reducing activity in crude extracts, either
with amines, PMS-ascorbate or with NADH as the
electron donor systems.
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ÉTUDE DE LA DÉNITRIFICATION

CHEZ UNE BACTÉRIE THEBMOPHILE SPORULÉE

par J.-L. Garcia

Laboratoire de JJicrobi%yie du Sol. OnSrOJI, 13fJ ]380. nakar (.Wnéya/)

SUl\LMARY ..

DE:\"ITHIFICATIO='i IN A SPORULATI::-:G TlTERl\IOPHILIC BACTERIU:'-l

Denitrification in a tllerlnophile isolated on nitrite containing-medillIll
(:J g!1) was stndied hy n1l'ans of Warhurg respiromdry and gas ellrol11a
tography. This strain sC'ems to dl'nitrify nitrite more rapidly than nitrate.
Extraets of cells gro\\'n anaerohically on nitrate haw dissimilatory nitrate
reciuctase (type A) ; l'X tracts of cells grown aerobically withoul nitrate
haw raised leyels of the two types of nitrnte re<!nctase A and B. The
optimal temperature for enzyme A nctiYity is GOa C. .:'\itrite redudase
nctiyit~· was measllred llsing yenst extracl as elecLron clonor. For nitric
oxic1e rednctase actiYÎty. yenst exlracl is as efllcienl an e]ecLron donor as
sodium lactate. l\ïtrous oxidl' recluclase ncliyity was found only in the
·1000 fi supernatant showing the particlllate nature of the enzyme. A
mixture of FAD, F::\I:'\ and :'\ADH served as eiectron donor. Using ace
tylenc as an inhihitor of nitrous oxide rec!uetion in both wholr cells and
extracts, we showed that this gas is an inLermcdiate compound in the
l'cd uction of :'\0 to X 2'

KEY-WORDS: Denitrification, Hecluctase, Thermophily; Sporulating bac
teriuIll, Soil.

j;,\Tl WD LJCTIO:\

Les bactéries dl'nit rifi:UItes thernIOphiles on L l' Lé l'l'la ti\'eIllent peu étu
diées. Amhroz, le premier, a isolé en 1\JU IIll bacille sporulé qu'il nomma
Vcnifro!Jor/erilil/1 fllermopilillllTl ft]. Au eollI's d'une étude systématique du
genre Baril/us, Smith, Gnnlon cl Clark 121] lI'onl trollYé quel souches

"al1l1srril H'çn Je 1·1 dé('emhre lnïli, D('("('pl," Je :!:l Dnil In77.
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dénitrifiantes sur 216 appartenalll il l'espi.'ce JJ. stearolhermophifl/s. En
HI6R, \YolIT ct 13ar],cr [22] ont propos!.' de scinder l'cUl' l'spi.'ce en trois
groupes: seu1cs les souches du groupe] (13. knllstophiflls ou n. thcrmorleni
trificalls) réduisent le nitrate avcc production de gaz. De Barjac et Bonnefoi
[4] n'ont pas trouvé de différences nolahles c'nlre les;j souches c!l'nitrifianh's
de B. stearolhernJophill/s qu'ils ont étudiées: leurs observations eorrohorent
celles de Smith et calI. [21].

:'\ous avons isolé à partir de sols de rizière du Sénégal une quarantaine
de bactéril's clénitrifiantes thermophiles. L'une dl' celles-ci a été, étucliée
dans le but de préciser la séquellce des produits de ]a dénitrific~;tian,

.-
l\IATÉHIE.L ET MI~THODES

JI i rroorgall isme.

La souche TnBA j a été isolée à (jfiO à partir d'un sol de rizil're de Casamance
(Sénl'gal), par culture d'enrichissement en milieu complexe [5} renfermant ;j gjl
de l\.;\f02 comme accepteur finnl ü·rlectrons. C'esl un hacille sponM immohile,
à spore O\'alC' et déformante, oxydase"- et Gram-, qui semble correspondre à l'espl'ce
n. l!lprm()denitri{irans [221 puisquïl ne croit pas l'II milieu complexe cOlltenant :~ °0
de :'\aCl, n'hydrolyse ni la gétalille ni l'amidon, ne forme pas d'acétyl-ml,thyl
earbinol IIi d'indole, et produit de l'acide ell anaérohiose sur arabinose, mannitol
et xylose sans en produirt' sur lactose, r]wmnose et cellohiose. Cependanl. contrai
rement à la définition de J"esp('cc B. slearol!lerm()phillls 141 qui englohe le grouJle
B. l!lernwdenitrifirans, la souche TnBA I croît bien sur gélose nutritiw à pH G.

GuIlll l'es,

Toutes les cultures ont été faites à 55°. Pour obtenir des suspensions cPllulaires,
nous ayons ~ltilisé le même milieu que celui qui a servi à l'isolcmentI51l'l protl~(!l'

de la manière suÏ\'ante, A Jlartir d'une gdose inclinée (agar nutritif IJifco, 2:3 g ;
aga l', 10 g ; eau distilke, 1 000 I111) ùgl~e Ùl' X h environ, on ensemence un ballon
dl' 2iJO ml contenant 100 ml de milieu, Les cultures aérobies sont soumises à un bar
botage d'air ; les cultures anaérobies sont ell'ectuées sous :'\20 ou sous :'\2 lorsque
le milieu contient KNOa on Kl\'02 (5 gfl). Après 8 h d'incubation, ClII ensemence
nn ballon dl' 2 1 contenant 1,1 1 de milieu agité magnétiquement ; cet ensemence
ment est réalisé automatiquement au cours de la nuit à l'aide d'un dispositif
tri's simple: la sonnerie rl'tll1 réveil déclenche mé.caniquement l'ouyerture du tuyau
de jonction entre les deux bnllons. Aprl's 4 à 5 h, on récolte les cellules par centri
fugation (14P ; 20 min, 4000 fi) ; une centrifugation trop l'aride risque d'entrainer
une h'se des cellules. Ces dernil~res sont ensuite lavées deux fois dalls les mêmes
condÙions de centrifugation avec une solution saline l5] puis recueillies dans
;) à 10 ml de tampon phosphate 0,066 fil, pH 7,-1 15} : la solution de lavage el k
tampon sont maintenus à 55° avant lisage.

Préparation des e.rlraits,

Les extr(lits sonl ohtenus par dl'UX passagl's successifs dans une cellule (ie'
French à 20'000 PSI puis ('entri[ugalion ill 000 ou :JX 000 9 peudant :m min ù 11°.
La teneur en prot<~ille 1111 estC'Il"iroll 2;-) mg/ml. Ll's l'xtraits sont ulilisl's inlll1l'
diatellll'n L.
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HMur/ion des oXl/des de 1'0:0/1- por les suspensions relllliaires,

La fl'duction du nitrate, du nitrite, de l'oxydp nitrique et de l'oxyde nitreux
par les cellules la \'l'es, a l'té l'tudil'e à l'aide de la chromatographie en phase gazeuse,
On utilise 1 ml de suspension bactérienne dans des flacons sérum de 125 ml contenan t
23 1111 du milieu de culture sans accepteur d'électrons, 1 1111 d'ulll' solution de
chloramphl'nicol (concentration finale: tOo flgfml), Les Hacons sont mis sous \'ide
pendant 5 illin puis gazl~s à l'hélium N'):J (Sté l'Air Liquide, Paris) ; l'opération
l'st répétée trois fois, On introduit ensuite, à l'aide de seringues en plastique,
2 1111 de krypton N:~5 (qui sert d'étalon interne) et l'un des 4 composés azotés
suiyants: KNOa, 50 mg ; KN0 2, 50 lllg ; NO, 10 ml; ou N 20, 10 ml. Puis on met
les flacons en incubation il 60° dans un bain-marie agité, ])es analyses de l'atmos
pltl're dl'S Hacons sont efl'ectuées toutes les 40 min j)endant3 h à l'aide (full cl1rollla
tographe fi conductibilité therlllique « Varian Aerograph )1 no P4, suiyant les condi
tions dl~crites ailleurs [8, 9J, Les résultats --- deHx répétitions --- sont rapportés
au mg d'azote total déterminé par lIIicrokjeIdhaJ.

.Hl'sure des arlivi[é,~ enzymatiques,

L'acti"ité nitrate-réductase a été mesurée à 60° par une méthode manomé
trique 1201 a\'ec Il' henzyl-Yiologl'ne comme donneur d'dedrons, Les amines aroma
tiques utilisl'('s habituellement comme donneurs d'électrons pour doser la nitrite
réductase dissimilatrice, n'ont Illl être empIoYl~es ici car elles donnent lieu à une
n'action chimique illlportante aYec le nitrite à 60°, L'extrait de le"ure « Difco ))
a l'll~' utilisé comme donneur d'électrons [171, La réduction dl' l'oxyde nitrique
a ét(· lIIesnrl'e au chromatographe à l'aide du lactaie dl' sodium [181 ou de l'extrait
dl' 1('\'Ilre COl11l11e donneurs d'(o]ectrons, dans des fioles dl' l:l 111\ incubées dans un
haill-marie à ag-itation à 60° et l11unies d'un septul11 : elles contiennent: tampon
phosphate 0,06Ü :\1 pH ï,-l, 1 1111 ; lactate de sodium 0.5 ;\1, 0.3 ml ; extrait. 1 III1 :
:\0. 1 ml ; krypton, 0,2 ml ; atmosplll're d'hélium pur, On l11esure l'actiYitl' oxyd'~

nitreux-réductase au clIromatograpl1l' à liDo l'II utilisant l'extrait de levure à concen
tration éleyée (10 %) 011 le m(o]ange FAD, 1":\1;-; et :'\ADII 1191 COIlJIlH' donneurs
d'(>!ectrons; l'acélyll'Ilc (10 0 0 dl' la phase gazeuse) a eté utilise comme inhibiteur
de l'enzyme [3, 231,

HÉSULTATS

1) l~tude de la 'dénitrification par les suspensions cellulaires

:\ous n'avons jamais trouvé d'activité dénitrifiante lorsque les cellules
lavél's étaient remises en suspension dans du tampon phosphate 0,066 lVI
contenant l'Un des composés suivants comme donneur cI'électrons ; glucose,
saccharose, DL-lactate ct succinate. Par contre, une activité significative
se manifeste lorsque l'on emploie le milieu de culture additionné de
100 flgjml de chloramphénicol et l'un des quatre accepteurs d'électrons:
KNO a, Kr\'02> :'\0 ou NtO.

Les résl!ltats (tableau 1) ont été obtenus après croissance cie la souche
('11 présrllce de nitrate ou de nitrite (aux concentrations de 2 ct 5 %0)
ou de N 20, Une accumulation de NO a pu être observée dans le cas de
:'-JO; avec des cellules provenant d'une culture anaérobie avec nitrate.
D'autre part, l'oxyde nitrique ('st réduit il une vitesse beaucoup plus
grand(' lorsque les cellules pro\'Îenllellt d'une culture sur nitrite à haute

132
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TAI3LEA l' 1. - Activité dénitrifiante à 600

des suspensions cellulaires (vitesses maximales)
après croissance anaérobie à 55°.
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concentration. L'accumulation de N,O est souvent transitoire car l"acti\'ité
oxyde nitreux-réductase des cellules est très élevée, surtout dans le cas
d'une culture sur nitrite ou 1'\20. La production de ~2 est beaucoup plus
importante avec les cellules provenant d'une culture sur nitritl' li haute
concentration.

En utilisant l'acétylène (10 % de la phase gazeuse) coIIIIIIl' inhihiteur
de la réduction de ~20, on ohserve l'acculllulationde ce gaz quel que soit
l"accepteui' d'électrons, la produetion de:\. étant considérableml'Ilt réduite.
La figure 1 représente l'influence de C2II 2 sur l'activité dénitriflUllte dl'
cellules provenant d'une cultun' anaérohie sur nitrite il 5 %0 ; l'aeétyll'Ile
n'inhibe que la rédueLion de N 20.
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2) A cli /lités en:ymaliques

a) .\ïtrate-réducfase.

Les nitrate-réductases A et B ont été recherchérs dans les extraits
proyenant respectivement d'une culture anaérobie avec nitrate et d'une
culture aérobic sans nitrate. Dans le premier cas, seule la nitrate-réductase
de type A a été identifiée. Dans le second cas, nous avons trouvé les enzy
mes r\ et B. D'autre part, nous avons constaté un niveau de base relati
ycment éleyé pour ]rs deux enzymes lorsque la bactérie croit en aérobiose
et en J'absence de nitrate: cette activité est seulemrnt 15 fois plus faible
que celle des ccllulcs ind uitcs en al1aérohiose (tableau II). L' activi té maxi
male se situe au voisinage de 60° (fig, 2). :\ous avons également mesuré
i"actiYité des extraits provenant de cultures sur nitrite et sur :\20 : elle
est nettement plus faible que celle obtenue sur nitrate (tableau III).

h) .\' itrite-l'éduclase.

La concentration d'extrait de Icvlll'e qui permet d'obtenir une actiYité
maximale est très élevée et comprise entre 5 et 10 % (fig. 3 B). D'autre
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part, l'actiYité nitrite-réductase est proportionnelle à la concentration
d'enzyme (fig. 3 A). L'inllucnce des conditions de culture sur J'activité
spécifiquc dcs extraits est indiqnée dans le tableau III.

c) Oxyde nitrique-réductase.

L'activité oxyde nitrique-réductase a été mesurée au chromatographe
à GOo avec le lactate de sodium comme donneur d'électrons. Cc gaz l'st réduit

TABLE,\ {' 1I. -- Activités spécifiques nitrate- et chlorate-réductases des extraits,
exprimées en [Lmoles de substrat réduit Img de protéine jh.
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jusqu'au stade de NzO. L'activité la plus faiblc a été observée avec les
cultu'fes stlr ~zO (tableau III).

d) Oxyde nitreux-réductase,
L'activité de l'oxyde nitreux-réductase a pu être mesurée au chroma

tographe à 60°, à l'aide du mélange FAD, FMN ct NADH. Cette enzyme
/
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FIG, 3. - Influence des quantités d'ertraits (A) ct d'ertrait de levure (B)
sur l'aclivité nitrile-réductase Ù 60°.

Fiolc: tampon pllOsphatc 0,33;\1, pf-l7,-1, 1 11I1 ; cxtrait dc Icvurc, 0,2 ml; cxtrait d".Il1c culturc
anaérobic ~i\'ec KN'02' x 11I1. Di"crlil'ulc : KN'02 0,25 1\1, 0,2 ml. Puits ccntral : Küll40 %,
0,2 ml. volulllc total dc la phasc Iiquidc amcné il 3 ml :lvec dc l'cau. Phasc gazeusc : :'\2 pur.

TABLEAl' HI. - Activités spécifiques mesurées à 60° des extraits provenant de
cultures anaérobies avec nitrate, nitrite ou oxyde nitreux et exprimées en !J.moles
de substrat réduit/mg de protéine/ho
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doit ètre liée il dl' très grosses particules puisqu'elle sédimente au-delà
dl' 4 000 g. L'oxyde nitrl'ux l'st réd uit équimoléculairemcnl en ~ 2' En
présence (I"acétylène, la production de ~2 est fortement inhihée. L'activité
oxyde nitreux-réductase est nettement plus élevée dans le cas des cultures
anaérohies avec N 20 que dans le cas dl' cultures alîaérohies avec ni trate
ou nitrite (tableau JII).

l') L'lilisalion de l'extrait de le/Jure comme donneur d'électrons par lrs di//r
rmtrs en::ymes.

En utilisant l'extrait dl' levure il concentration élevée (10 %), nous avons
pu n1eSUl'l'r l'activité des enzymes de la dénitriHcation il l'aide du l'l'spi
romètre de Warhurg pour les nitrate-et nitrite-réductases et de la chroma
tographie en phase gazeuse pour l'oxyde nitrique-et l'oxyde nitreux
réductases (tahleau IV). Si l'on ajoute il la fois l'extrait de levure d le
mélange FAD, F;\1:\ et :'\ADI J, on ohtient, aVC'c Ka; commc suhstrat
respiratoire et un cxtrait (surnageant à <1000 g) provenant d'une culture
anaérobie sur nitrite il ;) %0' les trois composés gazeux hahitucls dl' la
dénitrification, :\0, :\20 et :\2' Cl' dernier gaz constituant k prod uit ultime
de la réaction (fig. ·1 A). En pn:'sel1ce d'acétylène Ù 10 %' la prodùetion
dl' i\ 2 l'st fortl'Illl'nt inhihée (fig. 1 13).

T.\BI.L\I· J\'. - Activités spécifiques d'un extrait provenant d'une culture anaéro
bie avec nitrate, mesurées à 60° aveC l'extrait de levure (10 On) comme donneur
d'électrons et exprimées en flmoles de substrat réduit/mg de protéine jh.

'-'~---~---------_..-

1,51 '

n,:l·!

Enzyme

r.; j 1ril c-n!d li r luse

1

i Activité sp('dlique

--1.--. ---. ---....
1 (J,B:.!
,~_ .._--_.-._-

1
2,GO

1 -----------

_' Oxyde llitrique-rédu~~.:'_c~__ I~~~_

OxYde nilrclIx-rrlluclasc 1
• 1

:==-===--===.=-::-.:::::::= .==':=='::::=-='===.===.'.=-=-=:===--=':=:I

i:
i:,, _

'i

J)ISCUSSIO~

La bactérie étudiée dénitrifie plus rapidl'ment le nitrite que le nitrate;
ks suspensio{ls cellulaires provenant d'une culture sur nitrite ont également
une activité dénitrifiante heaucoup plus élevée que celll:'s provenant d'une
culturl:' sur nitrate.

Downey et ses collaborateurs [5, 6, 7, 10] ont étudié 1a nitrate-rt'd uetase
d'une hactérie thennophik, n. slca/'otllPrmophilus; celll'-ci se trou\'(' ù
l'état particulaire dans les extraits. La 1Jaclt"rie étudiée syntht~tise les deux
nitratl'-réductasl's A et 13 en n{'rohiosl' sans nitrate. Le fait que le niveau
dl' base dl's enzymes est alors seulement quinze fois plus faible qUt' l'activitt,
induitel'n Hna('roi>iose sur nitrate, n'esl pas courant. Do\\'ne)' et :\uner



BACTÉRIE TIlEH:'IIOPJIlLE ET DI~:'\rrHIFJCATlOi\ ·1:1;)

138

®

----·'----0-

li>
C

:Qj

Ci
Q.

Cl
E
"

-li>:;
E
;:,
o
o
III

N
CIl
Cl

1/1
li>
ë
E
:1.

",0_0

/
/

JO

1 0

1 ~O __---0---.-
.,..,- ~.... ..-- .--C..J>.-- 0

.,. ...Y'~ ......c..:.:6.......
~::.:;5,.,,0 ........

heures

FIG. 4, -- IntIILenœ clr l'lIcélUIèlw snr l'acclIl/1nlalion
,lI's cOI/l/JOsés ya:rll,l' cie IfI déni/rit/cul/oll l'ar 1111 ulmil (surJlllyealli " .J (JUil g)

pr(ll'PlHJlIl d'lIl1e cuI/lire anaérobie al/el' nilrile li (; %0-

Extrait, 11111 (Hi,i;, mg prott'ine) ; extrait d{' levure, O,:i g (0,4 ml); F~l:>: et FAD, fi,;, lJ.lllole
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[7] n'ont pas trouvé d'activité dans lt's cultures aérobies sans nitrate de
13. slearolhermophillls. Les cultures étant réalisées il 55°, la teneur en oxygènt>
du milieu est assez faih\e car la solubilité de ce gaz est réduite à tempé
rature élevée; cela explique au moins en partie le niveau de hase élevé
des en,zymes. Il n'a pas été possible de déceler l'enzyme B dans l'extrait
provenant d'une culture anaérohie sur nitrate car dans ce cas elle se iroU\'l'
masquée par l'enzyme A [20].

L'extrait de levure a pumis dl' mCSl1rer l'activité nitri lt'-réductasc des
extraits, mais son emcadté est faihk si on la compare il cdlc ohtenuc
avec le bcnzyl-viologènc pour la nitrate-réductasc. Par contrc. l'extrait
de levure constitue un donncur d'électrons aussi l'llicace que le 1actalc
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pour l'oxyde nitrique-rMuctase; avec le lactate, la fraction soluhle ù
cl 000 g accumule l\20 dans la phase gazeuse, tandis qu'awc l'extrait de
levure on ohserve une accumulation de ;\2' l'oxyde nitreux représentant
un stade transitoire,

Nous avons vu que l'oxyde nitreux-réductase est solidaire dl' particules
ayant u~e taille élevée. Payne et coll. [19] ont été les premil'rs ù démontrer
cc fait che7. une bactérie mésophik, psc/u!omonas pCI'/cctomal'inz\s, en intro
duisant une méthode originale dl' mesure par l'emploi du mélangt' FA}),
F~\l;\ et ~ADH comme donneur d'électrons. Avant eux, :'Ilatsubara [13, 14]
ct Matsuhara et l\Iori [16] che7. P. denitl'i{icans, ainsi que l\Iatsuhara et
1wasaki [15] chez A!caligcJ1('s /aecalis, n' avaient pas réussi ù mesurer cette
activité dans un extrait.

En règle générale, nous avons constatë que l'activité des ('nzymes de
la dénitrification l~tait maximale quand il s'agissait d'extraits pro\'CIIant
d'une culture contenant J'indltcteur. Pour l'oxyde nitrique-rl'ductase, le
meilleur inducteur est le nitrite, la hactérie ne sc développant pas sur ;\0.
Dans tous les cas, quel que soit l'accepteur d'électrons prés<'nt dans le
milieu de culture, nous avons constatl~ l'induction séquentielle de toutes
les enzymes de la dénitrification.

Enfin, l'emploi de l'acétyll'Ill' comme inhihiteur de la réduction de );"20

nous a permis de montrer, aussi hien avec des cellu les en Lières qu' avcc
des extraits, que l'oxyde nitreux constit ue uni nterrnédiaire entre ;\0 ct ~ 2

chez cette hactérie thermophile, Cela avait été déjà étahli chez plusieurs
autres bactéries dénitrifiantes [2, 12, 15, 19].

HJ~SU:\lÉ

La dénitrification par une hactérie dénitrifiante thermophik iso/l't.'
sur nitrite (5 g/I) a été étudiée au respiromètre de Warburg ct il l'aide de
la chromatographie en phase gazeuse. Cl'He souche dénitrifie plus rapide
ment le nitrite que le nitrate, Les extraits provenant de cultures anaérohies
a\'Cc nitrate possèdent la nitrate-réductase dissimilatrice de tYPl' A ; dans
les <'xtraits provenant de cultures aérohies sans nitrate, on trollYl' les
nitrah>-réductases de type A et J3 avec un niveau de bast.' élevé. La tempéra
ture correspondant à l'activité maximale de l'enzyme A est de 60° C, L'acti
vité nitrite-réductase a été mesurée à l'aide de )'~~xtrait de Ie'YlIre comme'
donneur d'électrons. L'extrait de leyure est un donneur d'électrons aussi
dTicace que le lactate de sodium pour J'OXydl' nitrique-réductase. L'oxyde
nitreux-réductase a été dosée en présence du mélangl' FAD, F:\E\ ct ~AJ)H ;
elle se trouve solidaire de particules de taille élevée. L'emploi dl' l'acétylène
comme inhihiteur de la réduction dl' N 20 a permis de montrer, Ù l'aide' de
cellules enlil'rt's el d'extraits, que l'l' gaz constitut' UIH' étape intermédiaire
e1ltre :'\0 ct ;\2'

:\loTs-cLl~S : Dé1litrillcation, Hl'(]uctase, TIll'rmophilie; Bactérie spo
r1lIl'e, Sol.
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ANALYSE DE DIFFÉRENTS GROUPES

COMPOSANT LA MICROFLORE DÉNITRIFIANTE

DES SOLS DE RIZIÈRE DU SÉNÉGAL

par J.-L. Garcia

Laboratoire de JI ierobioloffie du Sol, OnSTO.11,
EP. 1386, Dakar (Sénéflal)

SUMMAHY

ANALYSIS OF YARIOVS GROUPS OF DENITHlFYI;\lG MICROFLOHA
1:'\ SENEGALESE PADDY SOILS

Dcnitrifying mesophilic and thermophilic hacteria were lookcd for
in rice paddics of SeHega] by culturing sampIes in medium with high concen
trations of nitrate or nitrite (5 g/I) as respiratory suhstrate. Thcse cultures
rcvealed the existence of two populations.

1) a population of denitrifying mesophiles which tolerate high concen
trations of nitrite, these organisms heing mostly spore-formers and relatively
Humerous in these soils ; growth studies showcd them to be very diverse:
a) « nitrite-dependent » bacteria unahle to reduce NO; ; b) hacteria highly
nitrite-tolerant with rapid growth on 5 g/l nitrite; c) bacteria sIightly
nitrite-tolerant with weak or no growth on more than 3 g/I nitrite; cI) ~o
tolerant bacteria which use nitric oxide as respitatory suhstrate for growth ;
e) N 20-deficient hacteria unable to grow on nitrom oxide ;

2) a population of denitrifying thermophilic spore-formcrs which arc
numerous in some soils and tolerate nitrite more or less weIl.

Measuring of the denitrifying activity of washed cells demonstrated
that, in general, cells gro\yn anaerohically on nitrite show much more activity
than cclls grown anaerobically on nitrate. This nitrite-tolerant population
seems fairly heterogeneous, but it consists mostly of spore-forming spccies
of the gel1lls Bacillus.

KEY-WORDS: Denitrification, Soil, Nitrite Mesophily, Thermophily,
BaciIIus, Riec soiIs, Sencgal.

~lanllscril rc~'u le 14 décembre 197G, aeceplé le 18 avril 1977.
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INTH.ODUCTIO:\

11 existe trois types de bactéries nitrata-réductrices: celles qui réduisent
le nitrate avec prad uction de gaz (N zO ct ="1.), celles qui réd uisent ce com
posé seulement jusqu'au stade clu n1trite. et celles enfin qui réduisent le
nitrite avec production de gaz, mais non le nitrate, ct qui sont dites (c nilritq
dépendantes n. Quelques espèces seulement de cc dernier type ont été
décrites: 2 Achromobl1clcl' [8, 14], 1 Alealir/wcs odorans var. lIiridans [3},
plusieurs Pseudomonas [13] et 1 Flauobaclcrium [10]. Vangnai et Klein [13]
estiment que ces microorganismes pcuven t jouer un rôle important dans
le métabolisme azoté des sols.

Jr.cs bactéries « nitrito-dépendantes ») tolërent généralement des concen
trations élevées de nitrite, pouvant atteindre 0,5 % [13], alors que la majo
rité des autres bactéries dénitrifiantes connues sont incapahles de croitre
en présence de 0,1 % de ](:\0. [1, 2, 9]. NOliS avons effectué des numéra
tions de ces organismes dans les sols de rizière du Sénégal. De nombreuses
souches ont été isolées. La croissance ct l'activité dénitrifiante de certaines
d'entre el\cs ont été étudiées.

JL\TI~nlEI. ET JIÉTHODES

Éclwnlil/ons de sol.

Des numérations et des isolements de bactéries dénitriliantes ont été elTectués
sur des sols de rizière du Sénégal consen'ès durant plusieurs années il l'état sec [7J
ou fraichcment préle\"és ct conservés à l'état humide il 4° C pendant :,n à 48 h.
Crs sols proviennent des rizil'rcs de la Casamance et de la région du fl~lIve Sénégal.

S IIllléralions.

Les numérations ont été elTectuées srlon la méthode du nombre le plus probable.
On ehsrl11ence 5 tubes par dilution de sol, contenant un milieu faiblement gélosé ;
on utilise KN03 ou K:\02 (5 gjl) comm~ substrat respiratoire.

Deux milieux ont été employés:

1) lin milieu de base .1: ?\a.HPO•. 12 H.O, 3,58 g; KH 2PO" 0,98 g; :\fgSO•. 7 H 20,
0,03 g ; FeSO,, 6 mg; CaCl., 20 mg ; NH.Cl, 0,5 g ; extrait de levure (Difco), 1 g;
succinate de sodium, 10 g; agar (Difco), 2 g; eau déminéralisée, 1 000 ml; pH ajusté
à 7,0 ;

2) IIll milieu complexe n [4] : Il Biotrypcase)) (Biomérieux), 20 g; extrait de lc\'ure
(Biomérieux), 5 g ; FeCl:." 6 H 20, 7 mg ; l\fnCI• .4 II.O, 15 mg ; MgSO•. 7 H 20, 15 mg;
saccharose, 5 g; agar (Difco), 2 g; eau dëmjnéralisée, 1 000 ml; pH ajusté à 7,0 avec
KOH. '

Après ensemencement, on recouvre le milieu contenu dans des tubes à essais
de 12 X 120 mm par un bouchon de 2 IlIl d'agar à 5 %0'

Deux groupes de bactéries dénitrifiantes ont ainsi été dénombrées: celles qui
croissent à 30° sur les deux milirux et celles qui croissent à 60° sur milieu complrxe 13.
Dans le premier cas, l'incubation dure 15 jours et dans le second cas, ..~ h. Ou
compte comme positifs les tubes où sont apparues des bulles de gaz [121.
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Parallèlement, c'est-à-dire à l'aide de dilutions plus poussées provenant d'une
même suspension de sol, des numérations des bactéries qui réduisent NO;; en
N02 ont été effectuées sur milieu non gélosé et additionné de nitrate (5 gfl), dans
des tubes à essais de 12 X 120 mm munis de boucho,ns « Vacutainer )l (Becton
Dickinson, Grenoble) et mis en incubation sous vide, ed milieu de base A pour les
bactéries mésophiles et en milieu complexe B pour les bactéries thermophiles.
Les ~ubes sont comptés comme positifs s'il y a apparition d'une coloration rose après
addition du réactif de Griess en fin d'incubation (présence de nitrite).

Isolement de souches pures.

Des bactéries dénitrifiantes mésophiles tolérant 5 gfl de nitrite ont été isolées,
soit en milieu de base A non gélosé, soit en milieu complexe B, à partir de sol sec
ou fraîchement prélevé en sol nu ou dans la rhizosphère du riz. Des bactéries déni
trifiantes thermophiles ont été isolées en milieu .~omplexe il non gélosé, à partir
de sols secs, en présence de nitrate ou de nitrite (5 gfl).

Dans tous les cas, les incubations ont été elfectuées sous vide, en ballons de
250 ml contenant 50 ml de milieu. Les étalements ont été réalisés sur gélose nutri
ti\'e (Difco) en boîtes de Petri, et les souches conservées à 4° en tube incliné, sur
gélose nutritive renforcée par l'addition de 10 gfl d'agar dans le cas des bactéries
thermophiles.

Étude de la croissance.

La croissance de quelques-unes des souches isolées a été étudiée en anaérobiose
(atmosphrre de N 2) en mili('u complexe B contenant des concentrations de nitrite
comprises entre 0,05 et O.G o~, à :i7 ou GOo, à l'aide d'un biophotomètre enregis
treur I( Biolog II )l (de Bonnet-:\laury et .Jouan, .Jouun-Quétin, Paris),

.11 cSlIre de t activité dénitrifiante.

En vue de la mesure de l'activité dénitrifiante des cellules la\'ées, les souches
IlIl'sophiles choisies sont cultivées pendant 24 h à 300 , en anaérobiose, en milieu
compkxe B contenant 5 g/I de JG\03 ou !<:N02• La culture est ensuite centrifugée·
(20 min, lü 000 q) et les cellules sont lavées deux fois av~c une solution de XaCi à
2 ~oo puis recul'Îllies dans 10 ml de talnpon phosphate 0,:33 ;\1, pH 7,0. Pour mesurer
l'acti\'ité dénitrifiante, on utilise 1 ml de suspension bactérienne dans des Ilacons
sérum de 125 ml contenant 25 ml de tampon et 50 mg de succinate de sodium. Les
flacons sont mis sous vide pendant ;) min puis gazés à l'hélium N45 (Sté l'Air
Liquide) ; l'opération est répétée trois fois. On introduit ensuite, à l'aide de serin
gues en plastique, 2 ml de krypton N35 qùi sert d'étalon interne et l'un des quatre
accepteurs d'électrons suivants: KN03, fiO mg ; KN02 , 50 mg ; r\O, 10 ml ; ou
r\20, 10 ml. Puis on place les flacons dans un bain-marie agité, à la température
de 300. Des analyses de l'atmosphère des $lacons sont effectuées toutes les 30 min
à l'aide d'uu chromatographe à conductibilité thermique «Yarian Aerograph 90 P4»
suivant les conditions décrites par ailleurs [5, 6].

Les résultats (deux répétitions) sont rapportés au mg d'azote total dét<.'rminé
par micro-Kjeldahl.

La croissance de la souche thermophiJe choisie après isolement sur nitrite à
5 %0 est obtenue en milieu complexe B contenant 5 g/I de KN03 ou K~02' Elle
se produit à 550 en 21 h eriviron si l'on procède de la m&nière suivante: on ense
mence un ballon de 250 ml contenant 100 ml de milieu à partir d'une gélose inclinée
(gélos~ nutritive, 23 g ; agar. 10 g; eau déminéralisl~l'.1 000 ml) âgées de 1:1 h environ.
Après'S h d'incubation anaérobie sous .N 2, on ensemence un ballon de 2 1contenant
1,4 1 de milieu; cet ensemencement est réalisé automatiquement au eonrs de la
nuit à l'aide d'un dispositif très simple: la sonnerie d'un réveil déclenche mécanique
ment l'ouverture du tuyau de jonction entre les deux: ballons. Aprl's ;) h, on récolte
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les cellules par centrifugation (140 , 20 min, 4 000 fT) puis on les lave deux fois dans
les mêmes conditions anc une solution saline [4] ; on les recueille enfin dans 10 ml
de tampon phosphate 0,066 ;\1, pH 7,4 [4J j la solution de lavage et le tampon sont
maintenus à 550 avant usage. Lors de la mesure de J'activité dénitrifiante, on rem
place le tampon phosphate ct le succinate par le milieu cpmplexe B sans accepteur
d'électrons, contenant 100 fLg/ml de chloramphénicol et on efTcctuE' J'incubation
des flacons il 600 •

HÊSULTATS

I. - N wl1érations

La densité des bactéries dénitrifiantes ·mésophiles haluée en milieu
de base A dans 9 sols de rizière conservés à l'état sec, montre une nette
prédominance des bactéries dénohlbrées sur nitrite (D 2) par rapport à celles
dénomhrées sur nitrate (D,) ; en efIet, le rapport D 2 /D , est dans tous les
cas nettement supérieur ù 1 (tableau 1). Le nombre d.e bactéries mésophiles
nitrato-réductrices prod uisant du nitrite (D 3) est très élevé par rapport
à D"

TAULE,' C 1. -- Densité des bactéries mésophiles
(nombre par g de sol sec) dans des sols de rizière conservés à l'état sec,

évaluée en milieu de base A.

Originl' des sols /).
/)3

(millions) D./D, D3/D,

!).t 11 S

10000021,7

i 5,4 ; 1 5·15 ;i
'------,-----ii
! 2,S ' 21 428 l!
l '1
: 8,7 6250
1----
1 64,3 32143;
'--1-0--'--12-5-0-0-'

120

22000

260001200

10000 i ;)

1 600 1--1-4- 000__ 7
---'--

2200
1

12000 3,4
----

1 400 4000 1 30---- -------
800 7000 5

2800 1BO 000 90
-----

800 8000 10
,

'-~-1- 50000 320 i 1-1,7
__________ -_---"1__-_- __~ _

1 2'_2 5_0_0_,

S,7 ·1 375

!Ja("léries dénombrées sur nilrale et produisant du gaz,
ba("léries t!t'nombl'ées sllr nitrile il 5 %0 el pmdllisant du gaz,
badt'ries nilralo-réùllclriees produisant dll nitrile.

_----.----~----.=___=.==,::::=._ 'i

TanalT

Diango

M'Bang

Djibelor

Ollssouye

BOllndolll11

BOllnkilinn

Sl~bikolane

:- Ball1balo

D,
D,
D3

li
1:-----------------------------------
"
i

1:
ii
1'============

La densité des bactéries dénitrifiantes mésophiles dans le sol nu (S)
et la rhizosphère du riz (H), évaluée ('II milieu de hase A dans 12 sols de
rizière fraîchement prélevés et conservés humides, montre, par contre.
une prédominance des bactéries dénombrées sur nitrate (D,) par rapport
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à celles dénombrées sur nitrite (D 2) ; en effet, le rapport Dz/D) est le plus
souycnt inférieur à 1 ou voisin de 1 (tahleau II). Le nombre de bactéries
mésophiks nitrato-réductrices produisant du nitrite (D3) est, dans ce cas,
toujours plus élevé que celui des bactéries dénitrifiantes dénomhrécs sur
nitrate (Dl)' mais le rapport D3 /D) est plus faihle, en général" que celui
ohtenu pour les sols conservés il l'état sec. Le rapport des densités de hac-

T.\BLE,\l· il. - Densité des bactéries mésophiles (nombre par g de soi sec) dans
le sol nu (8) et la rhizosphère du riz (R) à partir d'échantillons frais de sols de
rizière de la vallée du fleuve Sénégal, évaluée en milieu de base A:

---._- --_..~-~-,
- --- ~-----_._--- .

l,

l
! D. ,;i, 'ii,Oriainc des sols D D ('11') D /D D /D" l' )~I IOns 2 1 3 1

-~:1~](:1I111 :-S-!~'joo-I 4 500 ~--I 0,06 1283 li
:\or<l 1--'---- Il

1 H i 405 (JOO 1 24000 1,012 i o,nn 1 2,5:

I){idwl·d.Tl1ll ,-s-I 1 nn2000 i~ooo 1--'"6,195 1 0,10 I--~'!,

C:;":11 lJ-l 1 R 1-47O(ïO-I--:J7ooot-3:ffi:-6--'-r--1-,oo--L i 22~__ '

! s 1 359000, 18000 1 202 1 0,05 562
Sa\'oignc 1 i __ ' 1-----1 ------

H i 98(, 000. 4ï !)OO 1 507 '0,05 ;'14

W~hal'd-l~~'S--68;;00: 13 iOO 1--2-,74: 0,20 40
Cmwl D-:;! '---~-I -- -----

H 22 000 7:3 500! 5 3,34 22i
----- -_._---

290900, S

l'anayt'

Dagana

Sa \'()jgnt' 2
, H !

_____1_-:

30900 1 0,454 0,11 1,5

174800 l----m, 500 i ,li8 :---o:m:-,--;jïl!l--,
:----j 1 i ,1

!loulldoum i S i lOG 000, 14 000 1 136,4 i 0,13 12ili i'

bal'ragt· iRI-m000' 13cl 000 --8n,s--i~-o.2;~J- -U~i:

\511'-1224 500 -1 18·1000 li 9,21 0,15 ---:;:5
13aJk~· 1

'. ' 1 n I~~i iOOQ i 0,495 ,=-0,10 =.~,2-'
ilS 1 2 195000·1 liO iOO 1 73,2 1 0,08 :~:J,3
! Kassack Sud 1------.--, 1 1

1: ' _1~1~2000 \ 5000000 il 500 1 2,25 1_ 225 _

',:, S 1 103450 'l' 163800 51,7 '1 l,5l:l 1 500 il
!! Grandt' diguc--- l----- '!

, l~i 51 iOO II 86200 I~=--_,_~_i__!_~~:,

Ro~s.Béthio :_S_I__1_1480 14i liOG 1 8,2 1 12.86 ~~

____1~1--2_1~1~!l200 I,.~~-I 5,00 2083

i S 1 :~O!l 400 j 200200 31,85 1 0,65 10:~

[RI 22 120 I~!l GOO- 55,3 1 8,57 2-50-0--

i s i--707000-1__~:i~500 ,~:~2__ 1 0,50 45i

, n. 220!OO 1 3n4·lOU 1 3il.2 1 1,7\1 1liX1
_______. __:, ,1 _

n" D 2 ct O. : cf. légcndc du tablcau I.
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téries dénombrées dans la rhizosphère ct le sol nu (RIS) est variable suivant
les sols dans le cas des ensembles DI et D 2 mais le plus souvent supérieur
il 1 dans le cas de l'ensemble D3 (tahleau III).

TAllLEA{; III. ~ Rapport des densités de bactéries mésophiles
dénombrées dans la rhizosphère du riz et le sol nu (R/S).

))3

0,04 1),2

3,R Un,fi

fI,G 1.a

29.3
------ ---------

--------,----------

4,fI

0.1

1.11Kassack Sud

Richurd-ToU
Cunal D-2

1=======

Iii 1 DlOrigine des sols 1

\i...., -----------1------
l' Doundoum Kord i 5,0 5,3 0,01

j, Hichard-Toll 1-------1-------

!i ca_I_la_I_D_1 [__ 0,0-1 0,4 1 5-1',_8 _

Savoigne 1 2,7 2,7' 2.5

1 0,3 5,4 --1 1,8

----s-a,-·o-j-g-'-le-2----j--o:r,

BOUlldoU111 barrage 1

i----------111
Ualky

0.7

0,:;0.5

1.ll

Grande digue
----7---- -----------

Hoss-lklhio

------ --------------
IJagana

Funaye

0,n7

0,3

o,n

1,1

l.i

1.1

li
'1 Dl' D2 et D 3 : cl. légeurle du tableau 1.
li

Comparons les densités des bactér'ies dénitrifia~tes mésophiles dénom
brées en milieu de base A ct en milieu complexe B dans des sols conservés
il l'état sec. On observe une augmentation des valellfs des ensembles DI ct
D., le premier de ceux-ci augmentant moins que le second (tableau IV).
Des observations similaires ont été faites avec des sols fraîchement pré
levés (tableau IV).

La densité des hactéries dénitrifiantes thermophiles évaluée cu milieu
complexe B dans 18 sols de rizil're conservés ù l'état sec, montre une très
nette prédominance des bactéries dénombrées sur nitrite (DT.) par rapport
il celles dénombrées sur nitrate (DTI ) ; en effet, le rapport DT./DTI n'est
qu'une seule fois inférieur il 1 ct atteint uue valeur maximale de
1.120 (tableau V). Le nombre dl' hactéries thermophiks nitrato-réduetrices
produisant du nitrite (0'1'3) l'st presque toujours supérieur il el'lui des
haetéries dénitrifiantes dénol1lhrées sur nitrate (01'1)' mais le rapport
01'3/0'1'1 est nettement plus faible que celui obtellu avec les IJaeléries
mésophiles dénombrées sur sol sec.
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T.\BLEAC IV. - Comparaison, dans des sols de rizière conservés à l'état sec ou
fraîchement prélevés, des densités de bactéries dénitrifiantes mésophiles (nombre
par g de sol sec) obtenues en milieu de base A et milieu complexe B.

1
Milieu de base A 1 Milieu complexe il , B/A "

1
1;

:\all:I;~se;oY~'lgine j i 1 I-~---'--I------I----'----T--::

! D, l~ Il Dt/Di )), 1~ !~'/Dl _~_'_'_~ 1
--'-----, '1 ,1 il'
'" Gou<lomp i 3400, 211001 0,7G 30000! SOO 000 : lG,70: lUI i 192,:3 ,!
~-1-30unkiliun ~!--9000I-i;OOOr O,GG _ 3500001 =24~OOO i 0,_f)~i--3~~!~.j()!~~'

,:r. j,alab:m i 4000 1 2200 1 0,55 170000 SOO 000; 2,\)0: ,12,;:' 227,3'

Hiehanl 1 S i 10(;2000 i lOG 200 l,o:tO -32:3800 152400 1 0.47 i-o.3lt::1:i
,~ . Ca;;;~lb_l in! 47000 1: 47000 '-1 ,00-12058O0()- -882300 1- 0,42 1 438,0 :187,7 i

,-;'.. i-sl 35\1000 i 180001 0.05 218400 IZOG9OOOI!i,4-]'----O:U ,114,9!1
rr. SavOigne 1 '"RII 981\ 000 i 47900 i 0.05' 2528700- 1 nO(l200 i- 0.1i3 ,~5 33,61!

1 !' 1 i ':

D, el D, : cf. légende dn tableau J.
S = sol nu.
n = rhizosphère du riz.

II. Isolement de souches pures dénitrifiantes nilrilo-tolérantes

:\ous ayons isoll' '1,1 sonches plll'es dénitrifiantes mésophiles en présence
de nitrite il 5 %0' à partir de sols de rizière du Sénégal conseryés il l'état
sec ou fraîchement préleYés, en milieux simple ou complexe: 73 ~;) dl' ces
souches sont sporulées; 57 % font fermenter le glucose en milieu minéral
additionné dl' 5 gjl du sucre ct de 1 gjl d'extrait de levure, en ampoules
sel'lll'es sous vide; 15 % senlement présentent une croissance yigollrellse ;
ct Il % des souches cro~ssent à 55°.

Seull's qeux souches sont Il nitrito-dépl'IHlantes n, c'est-à-dire qu'l,Iles
ne croissent pas en anaérobiose en présence dl' nitrate; 48 % des souches
croissent bien en présence de nitrite à 5 %0 ; les autres souches tolèrent
seulcment 3 gjl de nitrite; 23 % des souches croissent en anaérobiose en
présence de NO (10 % de la phase gazeuse) comme substrat rl'spîratoire.
Enfin, Il % des souches ne croissent pas aux dépens de Xl).

:\ous a,"ons isolé 17 souches dénitrifiantes thermophiles dans dl'S sols
dl' rizière du Sénégal consl'rvés Ù l'état sec, l'Il milieu complexe 13 conte
nant du nitrate; 28 souches dénitrifiantes tl1l'rmophiles ont été isolées à
partir des mèmes sols en milieu complexe 13 con tenant;) %0 dl' }(.:\02'
Des analyscs efTectuées au chromatographe apri.'s 2,± et 48 h de croissance
anaérobie l~n milieu liquide complexe, en flacons sérum de 125 ml, sul'
nitrate ou nitrih' à [) %0' montrent que touh's les souches isolées sllr
nitrite sont capahles de réduire le lJitratl~ en N"20 et ~2 mais cela heaucoup
moins vigo!Jreusemellt que le fait le nitrite. Héciproquemen t, toutes les
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TABLEAt· V. - Densité ~es bactéries thermophiles
(nombre par g de sol sec) dénombrées en milieu complexe B

dans des sols de rizière conservés à l'état sec.

\ 1Oril(inr drs sols DT, DT,: DT. DT,/DT, i 01'./01', ,:

- -----;:~<H1l0 ---1----1 ~~1-'~1~;;-000-- i----1~~~! ----~~.~-I---~.~-- .
-~-- . :--~~---,-----I ---.--------'~- ----

Brilla i 350' i 12000, 3400 \ :ll.3 lI.!
---_·-I-----'--_I~----I---------------------
_~\Il1~m~i 2:i 1 :1 [iOO l' __1_4~1--~---5IiO,-?--

Hounkililln i 2200 [i 000 240000 2,3! llln,O '.
------~-, '---------,- ------ --,----

Diango 1 130 i. H~_J .,12 000 I ~:__~_"
Ujihrlol' ! 7000 1 10000 1 120000 1 1,,1 i 17,1 '

Kalllfl!Jrnl 1-1'1-0-1 2200 i 800 1 20,0 '-7.3-,:
l\.assal'k 1 400 I ~I 40 000_i__~_I l00.0 _Ii

Lon(lia ;,O! 280 1 4 000 i ;"n 80.n

'l'Bang ! 2[i0 1

1

_ 36 ano -1 1 200 !--1~----1.8----.

_~~iagni~~_,__22 O~i 7000 1 120 000 1---~---;)~5--"
Onssouyr 5 non 70000 22000 '---1-1'.0'-----:1-.,-'~

:JOO,O83,,1

----- -----~-

18000:; 000(in
,-----------

Hil'hard-Toll
CSS

----- ---~----------
Hil'hard-Toll! ,

___cm~__:_~_:_---=-~~i__l~!__lG,;) __~;"..~_
Hindiao • 2:;: 28 oon i 400 1 120,0 HUI

---S"f)ikotane--i--17000---1;;o~1 40000 1 10,(; ~-:!,3-

,--- TallafT---!--7-0~1 320000 1 1200 Î .15,7 0.2

----X---' :3;) --1-0000-1 1000'1 2135.7 --2~13~

nT
DT~
IH;

harll'ries .h~IlOl1lhrl'rS snr nilrate el produisant du gaz.
!lm'tt'ries dl'IlOmbrl'l's sur nilrile à 5 %0 el produisant du gaz.
!Jal'Il'I'ies llilralo-n'dul'\rires \)l'oduisaut du nitrile.

souches isolées sur nitrate sont capablos de croître en anaérobiose sur nitrite
à 5 %0'

Toutes ces souches pures sont actuellement en cours d'étude en vue de
kur identification. '

III. - Élude de la croissance

Les souches étudiées ont été choisies en fonction de leur comportement
il ]'('gard du nitrite. Les résultats sont représentés sur la t1gure 1. La souche
nitl'ito-faiblellll'Il t tolérante, sporukl', ne présente pas de croissa nec en
·18 h au-delù dl' 3 %0 de nitrite, mais elle pousse bien sur nitrate. La souche
nitrito-for~eI1lent tolérante, sporulée, croit sur nitrite à fi %0' mais sa
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croissance sur nitrate est moins rapide. La souche cc nitrito-dépendante ",
non sporulée, tolère bien le nitrite mais ne présente qu'une croissance très
faible sur nitrate. La souche de nacillus azoloformans [11] n'a poussé qu'en
présence de 0,5 g/I de nitrite. Enfin, la souche thermophilc sporulée, isolée
sur nitrite, croît bien en présence de nitrite à 6 %0'

IV. - Afesllre de l'activité dénitrifiante

Le tableau VI rend compte des activités nitrate-, nitrite-, oxyde nilrique
et oxyde nitreux-réductases maximales des cellules lavées de hactéries
mésophiles, après culture anaérobie sur nitrate ou nitrite ù ;) %0' Hap
portées au mg d'azote, ces activités sont en général plus élevées pour les
cellules issues d'une culture sur nitrite dans le càs des bactéries nitrito
tolérantes. L'activité oxyde nilreux'"réductase de la bactérie fortement
nitrito-tolérante est élevée, et il n'y a accumulation de N 20 anc aucun des
substrats respiratoires. Par contre, l'oxyde nitreux s'accumule sur nitrate,
nitrite et oxyde nitrique pour les cellules de la hactérie faihlement nitrito
tolérante ayant poussé sur nitrate, et uniquement sur :'\0 pour celles pro
venant d'une culture sur nitrite. Les celluks de la bactérie fortement
nitrito-tolérante sont nettement plus actins que celles de la bactérie
faihlement nitrito-tolérante. L'activité maximale a été obtenue sur ::\'20
dans les deux cas.

Les cellules de n.' a::otoformans ont accumulé ~20 sur nitrite. Ent1n,
les cellules de la bactérie « nilrito-dépendante n n'ont pas réduit le nitrate
ct ont accumulé ~20 seulement sur NO.

Les activités dénitrifiantes ma~imalesdl' la bactérie thermophile Jigurent
dans le tableau YII. L'activité des cellules issues d'une cul Lure sllr nitrite
l'st nl·ttement supérieure il celle des cellules issues d'uIle culture slir niLrate ;
l'es dernières accumulent ~20 sur :"\'0; ct NO, tandis que l'oxyde Il i treux
produit par les premières sur NO; l'st ensuite rapidement réduit l'II ~ 2'

L'actiyité Inaximale a été oblenne snI' :'\20 pour le~ deux cullures.

DISCUSSION

?\otre etude montre qu'il existe dans les sols de rizière du Sén('gal des
bactéries dénitrifiantes qui tolèrent des cOllcent~ations cie nitrile très
élevées. Dans leur majorité, ces bactéries sont sporulées et appartiennent
au gellfe Bacillus. Elles représentent une fraction importante dl' la micro
1101'e dénitrifiante totale. On notera que les l'nsembks DI et J)~ ne sont pas
exclusifs puisque la plupart des organismes nitrato- et nitrito-n:'ducteurs
ainsi que les organismes nitrito-tolérants sont inclus dans les deux. hl''\erse
ment, un organisme peut être ex('Ju dl-' D 2 aussi bien par sa sellsibiliL(~ au
nitrite que par son incapacité dl' les réduire. De même, un organisme peut
être exclu de DI par son ipaptitude il réduire le nitrate ou par son inaptitude
il réduire le nitrite. L'emploi d'un milieu complexe riche permet la crois
sance d'un nombre beaucoup plus élevé dl' bactéries nitrito-tolérantes.
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T.\BU:,\l< YI. -- Activité dénitrifiante maximale ([..lI de gaz accumulé/mg Nlh)
des cellules lavées de bactéries mésophi1es, mesurée à 37" par chromatographie
en phase gazeuse.
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Tableau VII. - Activité dénitrifiante maximale
des cellules thermophiles lavées,

mesurée à 600 par chromatographie en phase gazeuse.

1

Il
\lI de gaz accumulé/mg 1'/11 'I1

Il

Il
Culture Accepteur

anaérobie sur d'électrons IlNO K_O :-;'- liIl
IlIl

KO; 0 0 8!l/1 lili
li KO; 78 17 1 116

1l' nitrate

i

li , i
" ;\0 ,- 46 46
l'Il
Il ;\_0 - - 767
ii 1:'

li KO; 0 409 1135
l',1

;\0; 0'1 nitrite
0 2275

Il
1

1'0 - 0 600

I, K.O - -
1

5070 !I
1 illi 1

Cette population de hactéries nitrito-tolérantes est très clin'rsifiée
puisqu'on y rencontre des germes incapables de réduire ~O;. des germes
oxyde nitrique-tolérants qui croissent en présence de NO et des germes
oxyde nitreux-déficients incapables de croître en présence de K.O. La tolé
rance envers le nitrite varie suivant les souches, et l'on peut distinguer des
bactéries nitrito-fortement tolérantes qui croissent rapidement en présence
de 5 g/l de K~\W2 et des bactéries faiblement nitrito-tolérantes dont la
croissancè est faible ou nulle ali-delà de 3 g/I.

Les bactéries dénitrifiantes thermophiles sont relativement nombreuses
dans certains sols de- rizière. La numération en présence de nitrite donne
des valeurs plus élevées que la ntlméràtion en présence de nitrate. Toutes les
souches croissent en présence de nitrite à concentration élevée. Ces bactéries
thermophiles sont toutes sporùlées et appartiennent au genre BacilLus ;
leur étude détaillée est en cours, mais le groupe apparaît déjà très hétéro
gène. II semble en être de même PQur les bactéries mésophiles sporulées.
Enfin, parmi les bactéries non sporulées, moins nombreuses, figurent sans
doute des espèces appartenant au genre Pseudomonas.

Ces bactéries nitrito-tolérantes qui se trouvent en grand nombre dans
les sols de rizière, doivent jouer un rôle dans le processus de la dénitrifica
tion. II est rare de déceler des nitrites dans ces sols. dans lesquels, pourtant,
le nombre de bactéries nitrato-réductrices produisant NO; est extrème
ment élevé. Ces bactéries pourraient jouer un rôle "fTectif dans la réduction
dissimilatrice du nitrate, les bactéries nitrito-tolérantes prenant le relais
pour réduire le nitrite en gaz, au fur et à mesure de sa formation.
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RÉSUMÉ

Des numérations de bactéries dénitrifiantes mésophiles et thermophiles
ont été effectuées dans des sols de rizière du Sénégal à l'aide de nitrate ou
de nitrite à concentration élevée (5 g/l) comme suhstrat respiratoire. Elles
ont révélé l'existence de deux populations de bactéries.

1) On observe une population de bactéries dénitrifiantes mésophiles,
tolérant des concentrations élevées de nitrite. Ces organismes sont en majo
rité sporulés et relativement nontbreux dans ces sols. Des études de crois
sance ont démontré leur grande diversité: a) des bactéries « nitrito-dépen
dantes » incapables de réduire NO; ; b) d~~ bactéries fortement nitrito
tolérantes, qui présentent une croissance rapide en présence de 5 g/l de
KKO z ; c) des bactéries faiblement nitrito-tolérantes dont la croissance
est faible ou nulle au-delà de 3 g/l de KNO z; li) des bactéries NO-tolérantes,
utilisant pour leur croissance l'oxyde nitrique comme substrat respira
toire ; e) des bactéries NzO-déficientes, incapables de croître en présence
de NzO.

2) On observe, de plus, une population de bactéries dénitrifiantes ther
mophiles sporulées, nombreuses dans certains sols, et qui tolèrent plus ou
moins bien le nitrite. .

Des mesures de l'activité dénitrifiante de cellules lavées ont montré qu'en
général les cellules issues d'une culture anaérobie sur nitrite ont une activité
nettement plus grande que celle des cellules issues d'une culture anaérobie
avec nitrate. Cette population nitrito-tolérante semble assez hétérogène,
mais l'Ile comprend principalement des espèces sporulées appartenant au
genre Bacillus.

MOTS-CLÉS : Dénitrification, Sol, Nitrite Mésophilie, Thermophilie,
Bacillus ; Rizière, Sénégal.
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2 - Etude systématique de soUches pures isolées

a - Bactéries ~ésophiles

Qûinze souches pures choisies parmi une quarantaine d'isole

ments ont été étudiées en collaboration avec Pichinoty. Les cultu

res d'enrichissement ont été faites en anaérobiose, en milieu com

plexe peptoné (Biotrypcase) contenant 0,5 pour cent de KN0
2

, sans

pasteurisation préalable (article 14).

Ces bactéries se présentent sous la forme de bâtonnets, à gram

variable, immobiles ou faible~ent mobiles avec le plus souvent quel

ques flagelles latéraux .. Les spores sont elliptiques et déformantes.

Ces organismes appartiennent donc au groupe II du genre Bacillus.

Les quinze souches dénitrifient NO~ et NO~ , donnent une réac

tion positive au test à l'oxydase, ont un cytochrome ~ , la catalas~

l'alanine-deshydrogénase, la nitrite-réductase respiratoire et une

nitrate-réductase d'un type particulier qui n'utilise pas le chlo

rate comme substrat et qui n'est pas non plus inhibée par ce compo

sé (fig.1). L'une d'entre elles possède cependant l'enzyme A. Aucune

d'elles ne croît à 45° et n'utilise le tétrathionate ou le fumarate

comme accepteur d'électrons. Cependant ce groupe comporte de nom

breux caractères variables. La tolérance à l'égard du nitrite peut

atteindre 35 g par 1 de KN02 • Neuf souches font fermenter plus ou

moins vigoureusement le glucose. Trois souches sont incapables de

.croître, en anaérobiose, en présence de N20. Huit souches croissent

sous une atmosphère contenant 10 % de NO et 90 %de N2 . Trois sou

ches produisent un pigment brun sur tyrosine et aucune ne produit

du poly-p-hydroxybutyrate.

La moyenne du G+C %de leur ADN est de 40,5 ± 0,9 . Ces bacté

ries diffèrent nettement de 8.azotoformans (15) et de B.brevis.

Comme nous l'avons vu précédemment (article 14), ces organis

mes présentent une activité dénitrifiante plus élevée lorsqu'ils' ,
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provie~nent d'une culture anaérobie avec nitrite (5 g/l) que lors

qu'ils proviennent d'une culture anaérobie avec nitrate. La crois~

sance en .présence de nitrate, rapportée au mg d'azote (dosé par mi

cro-Kjeldhal) par ml est cependant généralement plus importante

qu'en présence de nitrite (tableaux 1 et II).

En utilisant l'acétylène pour inhiber la réduction de N20 en

N2 , nous avons pu montrer avec une suspension cellula~re provenant

d'une culture anaérobie en présence de nitrate pour l'une des sou

ches (OnG1 ) que l'oxyde nitreux est un composé intermédiaire dans

la réduction du nitrate, du nitrite et de l'oxyde nitrique en N2
(fig.2).

b - Bactéries thermophiles

Comme nous l'avons vu précédemment (article 14), 45 souches

dénitrifiantes thermophiles ont été isolées dans des sols de riziè

re du Sénégal conservés à l'état sec, en milieu complexe contenant

du nitrate ou du nitrite (5 9/1). Des analyses effectuées au chro

matographe après 24 et 48 h de croissance anaérobie en milieu liqui

de complexe, en présence de nitrate ou nitrite à 5 p.mille, montrent

que toutes les souches isolées sur nitrite sont capables de réduire

NO; en N20et N2 mais beaucoup moins vigoureusement que NO~ . Réci

proquement, toutes les souches isolées sur nitrate sont capables de

croître en anaérobiose sur nitrite à 5 p.mille.

Une série de tests biochimiques appliqués à l'ensemble des sou

ches a permis d'aboutir à des résultats qui ne concordent pas avec

la classification de l'espèce 8.stearothermophilus de Wolf et Bar

ker (1968). En effet, ces auteurs ont scindé l'espèce en trois grou-·

pes : les bactéries du groupe 1 croissent sur NaCl à 3 %; les bac

téries du groupe 2 réduisent ~e nitrate et le nitrite en gaz (B.ther

-modenitrificans); les bactéries du groupe 3 produisent de l'acide

en anaérobiose à partir du lactose. Or, parmi nos 45 souches qui

devraient appartenir au groupe 2 des dénitrifiantes, 31 sont capa

bles de croître sur NaCl à 3 %et 5 produisent de l'acide en anaé~
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Tableau l - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de l'azote
par les suspensions cellulaires des souches nitrito-tolérantes.

Les activités sont exprimées en ~l de gaz produit par mg d'azoté

et par heure.

culture croissance gaz substrat respiratoire

uche anaérobie

avec mg ~/ml produit NO;' NO; NO N20.,

NO; 6,75 N20 0 0 0

N2 74 159 48 352

nG1 N20 0 0 0
NO; 4,44

N2 55 445 153 770

NO; 3,40 N20 0 0 0

N2 194 181 232 1493

nG2 N20 0 0 0
NO; 7.80,

N2 676 772 223 1952

NO; 4,43 N20 0 0 0

N2 146 291 174 2287

~nG

NO; 3,95 N20 242 251 0

1\12 342 519 445 2626

NO; 3,81 N20 0 0 0

N2 158 328 109 792

In51
NO; N20 0 0 03,49

N2 279 282 173 1404

NO;
,

N20 0 0 04,20
N2 73 108 171 604

,L5n
NO; 4,87 N20 0 0 0

N2 528 1041 205 2416
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Tableau II - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de l'
azote par les suspensions cellulaires des souches nitrito-tolé-
rantes • Les activit's sont exprimées en ~l de gaz produit pa~

mg d'azote et par heure.

culture croissance substrat respiratoiregaz

Souche anaérobie mg N/ml produit
avec NO; NO; NO N20

NO; 8,35 N20 25 49 35

N2 34 ° 22 40

MBnG !

NO; 5,04 N20 0 0 157

N2 78 73 19 191

NO; 11,50 N20 717 505 22

N2 537 603 198 196

)(nA

NO; 2,43 N20 0 184 0

N2 606 1018 646 2188

NO; 11 ,00 N20 164 226 20

N2 605 389 130 89

~TnA

NO; 5,37 N20 213 249 0

N2 226 783 213 1788

NO; 5,00 N20 0 0 0

1\1 2 70 92 144 1198

3BRn

NO; 4,64 N20 ° 0 °
N2 493 1030 230 2351

;

NO; 6,23 N20 ° ° 0

N2 74 61 135 1226

!OnA ,

NO; 7,67 N20 0 0 0

N2 311 490 160 1482
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Fig.2 - Influence de llacétylène sur l'accumulation des composés ga-
, .

zeux pendant 10 dénitrification des composés oxygénés minéraux

de l'azote par une suspension cellulair~ de la souche OnG1

provenant d'une croissance anaérobie aVêC nitrate, mesurée par

chromatographie en phase gazeuse (c.f.article 14).
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robiose à partir du lactose.

D'autre part, selon De Barjac et Bonnefoi (1972), B.st9arother

mophilus ne pousserait pas sur gélose à pH 6 et serait incapable de

produire de l'acétyl méthyl carbinol. Or absolument toutes nos sou

ches ont poussé sur gélose nutritive à pH 6; d'autre part, 4 souches

ont produit de l'A.M.C. Toutes les souches sont indole-négatives et

donnent une réaction positive au test à l'oxydase. Ceci nous con

duit à proposer une classification provisoire (tableau III) en at

tendant les résultats d'une dnalyse plus complète effectuée actuel

lement par De Barjac à l'Institut Pasteur de Paris.

D - ETUDE DE LA DENITRIFICATION CHEZ DIVERS ORGANISMES

L'aptitude à dénitrifièr est un caractère multienzymatique

qui a ûne signification taxonomique importante et que présentent

seulement une vingtaine d'espèces anaérobies facultatives connues,

pour la plupart non sporulées et à gram négatif. Les bactéries dé

nitrifiantes chimio-organotrophes appartiennent principalement aux

genres Pseudomonas, Alcaligenes, Paracoccus et Bacillus. Dans le

passé, les bactéries dénitrifiantes avaient toujours été isolées du

sol par culture d'enrichissement, en anaérobiose, dans un milieu

minimal ou complexe contenant KN03 • Durant ces trois dernières an

nées nous avons réalisé, avec Pichinoty, de nombreuses cultures d'

enrichissement en présence de N20. L'emploi de l'oxyde nitreux à la

place du nitrate présente divers avantages. Ce gaz existe à l'état

pur dans le commerce; il est totalement dépourvu de toxicité et très

soluble dans l'eau. On évite ainsi l'accumulation transitoire de

nitrite qui est toxique pour certains germes. Les bactéries dénitri

fiantes dites nitrito-dépendantes sont dépourvues de nitrate-réduc

tase et ne peuvent être isolées en présence de nitrate. L'emploi de

N20 nous a ainsi permis d'isoler plusieurs espèces bactériennes

nouvelles 9u mal connues. Mon travail a porté principalement sur l'

étude de 10 dénitrification chez ces organismes.
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Tableau III - Classification des souches dénitrifiantes thermophiles

isolées dans les sols de rizière du Sénégal.

Croissance sur NaCl 3 %

positive négative

Production anaérobie d'acide sur lactose

positive négative positive négative

A-,G- A+,G- A-,G- A+,G- A-,G+ A+,G+ A-,G- A+,G-

Tn01 TnRT
2 TMP TL Tn0

2
Tn~<E TS TT

TnS TSE TS
1 TnB TRT TD11

TnR1 TCSS TK TnRT
1 TO TR

TnCSS2 T82 TnT1 TnD TnT
2 TX

TnKA
1

TnMG
2

TnT
3

TnMP TnR
2

TnSA1
Tn8A

2 Tn8E1
TnK TD

21
TnK

2
TnB2
TnCSS1

TnL

A = hydrolyse de l'amidon
,....

= hydrolyse de la gélatine1,;;1

T ... souche thermophile isolée sur nitrate

Tn ... souche thermqphile isolée sur nitrite



165

1 - Bacillus

Les auteUrs spécialisés admettaient jusqu'à présent la

participation importante d'organismes du genre Bacillus dans le pro

cessus de dénitrification sans toutefois apporter de précision sur

leur identité. Nous avons pu démontrer effectivement cette impor

tance dans les sols de rizi~re du Sénégal en isolant toute une série

de nouvelles souches. Pichinoty, de son côté, a pu isoler à partir

de différents échantillons de sols préalablement pasteurisés, de la

région provençale, 17 souches d'une nouvelle bactérie sporulée méso

phile qu'il a dénommée B.azotoformans (15). L'organisme se présente

sous la forme de bâtonnets à gram négatif, mobiles, à spore ellipti

que et déformante; il exige de nombreux facteurs de croissance, ne

fait pas fermenter le glucose et ne croît, en anaérobiose, qu'en
- - 2-présence de N03 ' N02 ' N20, 54°6 ou fumarate. Le nitrate, le ni-

trite et l'oxyde nitreux sont réduits en N
2

(tableau IV). La teneur

en guanine + cytosine de l'ADN est proche de 39 %.

8.1icheniformis est l'une des bactéries dénitrifiantes les plus

anciennement connues. Elle est gram-positive et présente des spores

ovales' non déformantes. Nous avons réévalué avec Pichinoty, le pou

voir dénitrifiant de cet organisme par l'emploi de techniques moder

nes telles que la chromatographie en phase gazeuse et la recherche

des enzymes dans, les extraits. Au total 15 souches ont été examinée~

deux d'entre elles avaient été récemment isolées du sol (16). Les

15 souches croissent, en anaérobiose, dans un milieu peptoné conte

nant NO; , mais ne croissent pas dans les mêmes conditions si l'on

remplace le nitrate par du nitrite ou par N
2
0. Les suspensions cel

lulaires issues de cultures anaérobies contenant NO; réduisent ra

pidement NO en N
2
0, mais ne réduisent pas (ou réduisent tr~s lente

ment) N20 en N2 . La production de N20 et N
2

à partir de NO; ou NO;

est nulle ou négligeable (tableau V). Les extraits de cellules in

duites contiennent la nitrate-réductase A à un niveau élevé; mais

leur activité nitrite-réductase, mesurée en présence de tétraméthyl

p-phényl~ne-diamine comme donneuse d'électrons, est nulle ou n6g1i

geable.
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Tableau IV - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de l'

azote par les suspensio~s cellulaires de deux souches de

Bbcillus azotoformans .

culture Production Réduction
accepteur

}JI gazjhjmg N )JI gazjhjmg N
anaérobie (l)

.c
d'électrons u

avec :J
0 NO N20 N

2 NO N20Ul

NO;
1 0 32 26

2 0 180 305 160

NO;
1 6 61 0

2 0 356 280 365

NO; .. 1 95 56 209NO
2 faible 101 147

N20 1 5 7

2 397 397

NO;
1 0 63 48

2 0 0 99

NO;
1 74 82 40

2 52 3,5 99

N20
1 81 59 289

, NO
2 faible 99 313

" ,

N20 1 732 737

2 1990 1995

J
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•
Tableau V - D~nitrification du nitrate, du nitrite, de l'oxyde

nitrique et de l'oxyde,nitreux par les suspensions cellulaires
1

de 12 souches de Bacillus liche~iformis cultivées en anaérobiose

avec NO; . Les activit~s maximales sont exprimées en ~l de gaz

(22°, pression atmosphérique) produit ou consomm~ par mg d'azote'

(dosé par micro-Kjeldhal) et par heure.

Accepteur d'électrons

NO;
..

1\l0~ NO N
2

0

Vitesse de réduction ou de production du gaz

Souches N20 N
2

0 NO N20 N20

produit produit r~duit produit réduit

5272 11 8 218 108 4

53172 0 3,7 411 118 8

2 10 13 361 149 12

3 0 1 147 46 6

4 0 1 ,2 83 25 9

5 15 18 371 148 7

6 0 1 ,4 76 29 6

7 0 1 45 6 18

8 2,7 4,5 132 62 0

9 0,6 2,5 122 44 3

10 0 0 192 40 32

11 0 4,7 324 105 0
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Après 8 jours d'incubation à 32° ou 40°, on observe fréquemment

un dégagement gaze~x dans les tubes de bouillon contenant du glycé

roI ou du glucose ét NO;, munis d'une clochette renversée. Le gaz

produit est probablement de l'azote puisqu'il n'est pas absorbé par

~(OH. Cette dénitrification avait déjà été signalée par Verhoeven

en 1952. Son mécanisme demeure inccnnu. Une réoction chimique de

type Van Slyke entre l'acide nitreux et les groupes -NH2 des acides

aminés parait peu probable puisqu'elle exigerait un pH acide. Or,

au contraire, le milieu s'alcalinise au cours de la croissance.

2 - Pseudomonas

De nombreuses espèces de ce genre dénitrifient: P.aerugi

~, P.fluorescens (biotypes 8, C, D et F), P.pseudomallei, P.mal

l!i (stanier et coll., 1966), P.stutzeri-P.stanieri, P.mendocina,

P.caryophylli (Palleroni et coll., 1970), P.solanacearum (biotypes

3 et 4) (Hayward, 1964), P.perfectomarinus (Rhodes et coll., 1963),

P.nautica (Baumann et coll., 1972).

a - Une étude de 14 souches de P.stutzeri isolées à par

tir d~ divers types de sols, a confirmé la variabilité remarquable

bien connue des bactéries appartenant à ce groupe (17). Toutes ces

souches ont la nitrate-réductase A et la nitrite-réductase respira

toire. La dénitrification des composés oxygénés miné\aux de l'azote

a été étudiée quantitativement avec des suspensions cellulaires non

proliférantesde deux souches. Les activités spécifiques figurent

dans le tableau VI. Les cellules issues de cultures anaérobies con

tenant NO; , réduisent f~O; ,NO; et NO en N20 et fJ 2 j elles rédui

sent lentement N20 en N2 • Les cellules issues de cultures anaérobies

sous N20 réduisent aussi NO;, NO; et NO en N20 et N2 mais elles ré

duisent rapidement N20 en N2 . Il semble donc que l'oxyde nitreux

réductase soit induite à un taux maximal seulement lorsque la crois

sance ,a lieu en présence de N20.
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Tableau VI - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de l'

azote par les suspensions cellulaires de dsux souches d~

Pseudomonas stutzeri .

culture Production Réduction

accepteur III 1J1 gaz/h/m~ N JolI gaz/h/mg N·
anaérobie

Q)
oC

d'électrons 0
:)

avec 0 NO N20 N2 NO N
2

0
CIl

NO;
1 0 19 13

2 0 37,5 24,5

NO;
1 ° 3,5 0,5

2 ° 37,5 8.5
NO;

NO 1 13 7 31

2 29 20 83

N
2

0 1 4 2

2 33 29

NO;
1 0 27 111

2 a 7 90

NO;
1 ° 14 66

2 0 6 77

N20
1 10,5 17 57NO
2 19 faible 32,5

N20 1 443,5 422

2 1107 1122
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b - Une bactérie apparentée à P.lemoignei a été isolée par

Pichinoty à partir d'un sol anoxique dans un milieu minimal conte

nant du succinate (18), Elle se présente sous la forme de petits

bâtonnets légèrement incurvés, à gram négatif, non sporulés et im

mobiles. Cependant des clones mobiles possédant un seul flagelle

polaire ont pu être isolés à partir du parent immobile. L'organisme

croit seulement en présence de l'un des accepteurs d'électrons sui-
- - 2-vants : N0
3

, N02 , N20, 54°6 et ° 2 , Il n'exige aucun facteur de

croissance, est chimio-organotrophe et utilise seulement quelques

alcools et acides organiques comme source de carbone et d'énergie.

L'ADN contient 62,2 % de G+C. La bactérie réduit le nitrate et le

nitrite avec une faible production de gaz mais dénitrifie vigoureu

sement l'oxyde nitrique (tableau VII). Elle appartient au genre

Pseudomonas et est apparentée à P.lemoignei : mais elle se différen

cie de cette espèce par plusieurs caractères importants, dont le

pouvoir dénitrifiant et un G+C % nettement plus élevé. Il s'agit

probablement d'une espèce nouvelle. Malheureusement nous n'avons

jamais réussi à la réisoler.

c - Une bactérie dénitrifiahte apparentée à p.pickettii

a été isolée du sol d'une rizière de la vallée du Fleuve Sénégal par

enrichissement dans un milieu minimal contenant du succinate (19).

Les cellules se présentent sous la forme de petits bâtonnets à gram

négatif, non sporulés, mobiles par les moyens d'un ou deux flagelles

polaires. Elles produisent un bactériophage. Leur métabolisme est

obligatoirement respiratoire et elles croissent en présence de NO;,

NO;, N20 ou 02' L'organisme n'exige aucun facteur de croissance,

est chimio-organotrophe et peut utiliser dans les conditions aéro

bies comme source de carbone et d'énergie 80 substrats différents.

La nitrate-réductase B et la nitrite-réductase respiratoire sont

présentes. Les suspensions cellulaires issues de cultures anaérobies

avec nitrate ou N20 réduisent N0i, NO; et NO en N20 et N2 (tableau

VIII). L'ADN contient 64,3 %de G+C. L'organisme s'apparente à

P.pickettii mais s'en différencie par 16 caractères distincts. Ce

dernier organisme n'a été isolé qu'à partir de spécimens cliniques.
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Tableau VII - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de l'

azote par les suspensions cellulaires de la souche apparentée

à Pseudomonas lemoignei et provenant d'une culture anaérobie

en présence de N20.

Production Réduction
accepteur

JJl gaz/h/mg N JJl gaz/h/mg N

d'électrons

NO N20 N
2 NO N20

NO; 0 0,1 0,1

NO; 0 0,1 0,8

NO 0,04 0,75 0,75

N20 20 20
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Tableau VIII- D6nitrificatio~ des compos6s oxygenes min~raux de l'ozott

par les suspensions cellulaires de la souche apparentée à

Pseudomonas eitkettii .

culture Production Réduction
accepteur

#JI gaz/h/mg N }.JI gaz/h/mg Nana6robie
d'électronsavec

NO N20 N2 NO N20

NO; 0 154 168

NO; ° 144 135

NO;
NO 99 36 290

.
N20 15 12

NO; 0 21 41

NO; 17,5 81 204

N20

NO 27· faible 56

N20 86 87
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3 - Alcaligen~s

Le genre Alcaligenes regroupe toutes les bactéries qui se

présentent sous la forme de petits bâtonnets, à gram négatif, non

sporulés, mobiles par les moyens de flagelles péritriches, qui n'

ont pas d'activité fermentaire et dont le G+C % de l'ADN est compri!

entre 58 et 70. Au mode de flagellation près, cette définition est

celle du genre Pseudomonas • Nous avons étudié la dénitrification

chez une bactérie isolée par Pichinoty d'une terre de jardin par

culture d'enrichissement dans un milieu minimal liquide contenant

du L~malate de sodium (20). La nitrate-réductase A et la nitrite

réductase respiratoire sont présentes. Les suspensions cellulaires

provenant de cultures anaérobies en milieu complexe contenant NO;

ou N20, réduisent NO; ~t NO; en N20 et N2 sans accumuler NO : elles

produisent aussi N20 à partir de NO et réduisent quantitativement

hi
2

0 en N
2

(Tableau IX). La teneur en G+C de l'ADN est de 66 %.

4 - Flavobacterium

Cette bactérie a été isolée du sol par Pichinoty par cul

ture d'enrichissement dans un milieu contenant de l'extrait de .le

vure (21). Les cellules sont de petits bâtonnets, à gram négatif,

non sporulés et non mobiles. Les colonies prennent une coloration

jaune vif après exposition prolongée à la lumière: cette coloration

est due à la production d'un pigment caroténoîde. L'organisme ne

présente pas d'activité fermentaire et croit en présence de NO; ,

N
2

0 ou 02. Il ne réduit pas le nitrate: il s~agit donc d'.une bacté

rie dénitrifiante nitrito~dépendante (tableau X). Elle n'exige au

cun facteur de croissance, e~t chimio-organotrophe et utilise seule

ment des ~ydrates de carbone comme source de carbone et d'énergie.

L'ADN contient 40,8 %de G+C. Bien qu'il présente les caractères

physiologiques d'une pseudomonade, cet organisme a été placé dans le

genre Flavobacterium en raison de sa pigmentation et de sa faible

teneur en G+C •
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Tableau IX - Dénitrification des çomposés oxygénés minéraux de l'
azote par les suspensions cellulaires de la souche de

Alcaligenes denitrificans .

culture Production Réduction
accepteur

JJl gaz/h/mg N }JI gaz/h/mg N
anaérobie

avec ~'électrons

NO (\J20 N
2 NO 1\1 2°

NO; 0 119 43

, NO; 0 118 9

NO;

NO 158 14 257

N
2

0 11 12

NO; 0 73 24

NO; ° 46 40

N
2

0

NO 88 4 86

N
2

0 '14 14
,
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Tableau X - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de l'
azote par les suspensions cellulaires de la souche appartenant

au genre Flavobacterium et provenant d'une culture anaérobie

en présence de N20 .

Production Réduction
accepteur

1-'1 gaz/h/mg N }JI gaz/h/mg N
d'électrons

NO N20 N
2

l'JO N
2

0

NO; ° ° °
NO~ 1 faible 0,75

NO faible 0,60 0,60

N
2

0 30 30
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5 - Agrobaate~ium

Quatre souches dénitrifiantes appartenant aux espèces

A.radiobacter et A.tumefociens, isolées du sol ou provenant de col

lections ont été étudiées (22). Les organismes se présentent sous la

forme de petits bâtonnets, à gram négatif, dépourvus de capsule, non

sporulés, se multipliant par scissiparité. Certains sont mobiles

par les moyens de flagelles péritriches peu nombreux, d'autres sont

immobiles. Ces souches sont chimio-organotrophes et n'exigent aucun

facteur de croissance. Leur métabolisme est toujours respiratoire.

Deux souches utilisent, en anaé~obiose, le nitrate, le nitrite et

l'oxyde nitreux comme accepteurs d'électrons. Les deux autres sou

ches croissent, en anaérobiose, en présence de NO; ou de NO;, mais

n'utilisent pas N20. La nitrate-réductase de type 8 est seule pré

sente. Les suspensions cellulaires issues de cultures anaérobies

contenant NO;, réduisent NO;, NO; et NO en N2 et N20. Elles rédui

sent aussi N20 en N2 pou~ deux d'entre elles (tableau XI). Les te

neurs en G+C de l'ADN restent comprises entre 58 et 59,2 %. Le tra

vail de Pichinoty confirme les conclusions des autres auteurs :

A.radiobacter ne peut pas être distingué biochimiquement de A.tume

faciens i la seconde espèce peut être considérée comme une variété

pathogène de la première.

6 - Paracoccus

Six souches de P.denitrificans provenant d'une collection, .
ou isolées du sol par culture d'enrichissement ont été étudiées (23).

Elles se présentent sous la forme de cocci, non sporulés, à gram né

gatif mais forment cependant des bâtonnets dans les cultures jeunes.

Elles sont prototrophes, chimio-organotrophes, méthylotrophes et

chimio-lithotrophesi .elles sont, en effet, capables de croître en

milieu minéral sous une atmosphère contenant H2 , N20 (ou 02) et CO2 .

Elles croissent également, en anaérobiose, en présence de NO;, NO;

ou 1\120. Elles synthétisent la nitrate-réductase l'"espiratoire A. Les

cellules issues de cultures anaérobies contenant NO; ou N20, rédui-
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Tableau XI - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de
l'azote par les suspensions collulaires de la souche d'Agrobac-

terium radiobacter provenant d'une culture anaérobie en présence

de nitrate.

Production Réduction

accepteur fJl gaz/h/mg N fJl gaz/h/mg N

~'électrons NO N 0 N
2 NO N202

I\JO; 0 61 90

_.
NO; 0 592 25

NO 97 47 283

N20 25 26
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sent NO; en N2 , NO; en N20 et N2 , NO en 1\1 2° et N2 et N20 en N2 •

L'oxyde nitreux est également produit à partir de NO;, mais il est

rapidement réduit en N2 . L'activité oxyde nitreux-réductase des deux

suspensions est particulièrement élevée (tableau XII).

La teneur en G+C de l'ADN a une valeur moyenne de 66,2 ! 1,5 %.
Actuellement, le genre M,icrococcus auquel étai t autrefois rattachée

l'espèce étudiée, comprend uniquement des espèces à gram positif

(Baird-Pdrker, 1965). En outre, l'espèce P.denitrificans ne peut

être rattachée aux cocci aérobies à gram négatif du genre Nesseria

en raison de sa nutrition, de sa physiologie et de la composition

en bases de son ADN. C'est la raison pour laquelle a été créé le

nouveou genre Paracoccus (Davis et coll., 1969). Il apparait clai

rement que les genres Paracoccus, Pseudomonas et Alcaligenes pré

sente~t entre eux d'étroits liens de parenté (Ooudoroff, 1974).
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Tableau XII - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de l'

azote par les suspensions cellulaires d'une souche de Paracoceus

denitrificans

culture Production Réduction
accepteur ... 1 gaz/h/mg N ~l gaz/h/mg Nanaérobie

avec r:l'électrons NO N20 N2 NO N20

NO; 0 0 240

NO; 0 310 190 635

NO;
NO 15 155 233 20

N20 734 815

NO; 0 faible 421

NO; 0 24 79

N20

NO 13 42 104

N20 842 886
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CON C LUS ION S

L~étude de la dénitrification dans les sols de rizière du Sénégal

nous a,permis de revoir et confirmer certains résultats antérieurs

obtenus dans divers sols tempérés ou tropicaux. La mise au point d'

une méthode originale d'estimation du processus nous a servi à contrô

ler les connaissances actuelles et à préciser l'effet rhizosphère du

riz sur le phénomènej mais c'est sans conteste l'étude microbiologique

qui s'est révélée la plus fertile puisqu'elle a démontré l'existence

d'une population de bactéries mésophiles et thermophiles appartenant

au genre Bacillus , tolérant des concentrations élevées de nitrite et

dont certains représentants peuvent croitre en présence d'oxyde nitri

que.

L'étude de l'influence des facteurs physico-chimiques sur le pro

cessus 'de dénitrification dans les sols de rizière a tout d'abord con

firmé re rôle prépondérant du carbone organique: c'est le facteur

majeur qui régit le phénomène quand les conditions d'anorexie sont

satisfaisantes. Le pH et la quantité initiale de bactéries dénitrifi

antes sont des facteurs secondaires. Les sols de rizière sont souvent

des sols de delta, donc généralement plus ou moins salés et cette sa

linité s'est révélée ~tre égaJement un facteur important puisqu'elle

ralentit la dénitrification en agissant essentiellement sur l'activi

té des bactéries dénitrifiantes dont le nombre est, en outre, en étroi

-te relation avec le pH des sols submergés.

L'étude de la s~quence des produits formés au cours de la déni

trification ~ vitro dans une série de sols de rizière a également

permis pe confirmer le rôle prépondérant du carbone organique et cer

taines données essentielles.du phénomène; il a été, en effet, possible

de montrer que le nitrite ne s'accumule pas en sol acide, que la pro

duction d'oxyde nitrique est liée à l'acidité et que l'oxyde nitreux,

par contre, s'accumule en sol acide. Une étude complémentaire a per

mis de constater que l'accumulation de NO n'est pas toujours essen

tiellement chimiquej le comportement porticulier d'un des sols testés
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en faisant varier la temp6rature d'incubation, le pH, la teneur en eau'

et la concentration en nitrite, semble traduire une participation de·

l'activité biologique dans la formation d'oxyde nitrique dans ce sol;

ce gaz serait donc bien un compos6 interm6diaire dans la r6duction du

nitrate,en azote.

Le fait que les vitesses de r6duction de NO; et N20 ont montré

une forte corr6lation de rang lors de cette étude, nous a amen6 à é

tudier la r6duction de l'oxyde nitreux dans les sols de rizière dans

le but de mettre au point une nouvelle m6thode d'estimation de la dé

nitrification à l'aide de la chromatographie en phase gazeuse. Les

conditions d'utilisation du chromatographe ayant 6té fix6es, les para

mètres de cette méthode se sont r6vé16s être les suivants : sol satu

r6 d'eau incub6 à 37° en ana6robiose en présence d'une quantit6 de

N20 entraînant une vitesse de r6duction 6gale à la moiti6 de la vites

se maximale obtenue avec 10% d'oxyde nitreux dans l'atmosphère du fla

con de mesure; ce choix ayant pour but d'augmenter la sensibilit6 de

la m6thôde. Il 6tait alors possible de mesurer dans le sol deux acti

vités distinctes: une activit6 dénitrifiante initiale pr6 s ente dans

le sol au moment du pr6lèvement ou artificiellement induite lors d'

exp6riences appropriées, détect6e pendant les six premières heures de

l'incubation et une activité dénitrifiante potentielle induite par l'

introduction de N20 pour la mesure, après la phase de latence corres

pondant à l'activit6 initiale. L'existence de ces deux activités a

été confirmée par l'emploi du chloramphénicol.

L'activit6 liée à l'enzyme induite dans un sol saturé se main

tient pendant un mois et demi à son niveau initial. Lorsque ce sol est

soumis à plusieurs dessiccations suivies de r6humidifications, l'ac

tivité augmente d'abord puis diminue rapidement par suite probable

ment d'un épuisement des substrats carbonés libér6s par les humecta

tions et dessiccations successives. Les mesures effectu6es après in

duction de l'activité dans le sol, mettent en évidence un accroisse

ment important de celle-ci puis une diminution qui résulte partielle

ment de l'6puisement de l'oxyde nitreux au cours de l'incubation. Ces

résultats montrent que l'activité mesurée après une longue période'

d'incubation ne représente qu'une faible fraction de l'activité réelle

induite dans le sol à un moment donné par l'accumulation maximum du

substrat respiratoire.
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Cette méthode a pu être a~pliquée à des mesures au champ grâce

à l'élaboration d'un matériel approprié comprenant entre autres une

étuve à ventilation fonctionnant sur batteries, une rampe de gazage

utilisant une pompe à vide manuelle et des tubes Vacutainer sous vide

permettant le prélèvement d1échantillons gazeux analysés ultérieure

ment au laboratoire. La distribution des mesures effectuées dans une

rizière suit une loi Normale et 10 mesures sont généralement suffi

sante5 pour obtenir une estimation satisfaisante de la moyenne.

Cette méthode nous a tout d'abord permis d'examiner l'effet rhi

zosphère du riz sur l'activité dénitrifiante. Nous avions préalable

ment établi, à l'aide du respiromètre de Warburg, que le riz exerce

un effet stimulant sur l'activité potentielle; cette stimulation,

strictement localisée à la mince pellicule de sol adhérant aux racines

est d'autant plus marquée que le sol est plus pauvre en carbone orga

nique. En induisant une activité oxyde nitreux-réductase ~ vitro

dans un sol nu ou planté en riz, dans un dispositif approprié mis au

point au laboratoire, il a été possible de montrer un effet très net

tement positif de la rhizosphère du riz sur la dénitrification, résul

tant de l'existence de zones anaérobies, de la présence d~exsudats

racinaires et d'un nombre élevé de bactéries dénitrifiantes dans la

rhizosphère. L'effet rhizosphère du riz sur l'activité potentielle a

pu également être décelé par des mesures au champ; il est maximum

dans les premiers stades de la croissance et diminue progressivement

avec l'age des plantes.

La plupart des sols de ri~ière du Sénégal sont des sols acides

dans lesquels l'oxyde nitreux provenant de la dénitrification du ni

trate s'accumule avant d'être réduit ultérieurement en N2 , Une déni

trification dont le sol de rizière a été le siège récemment peut donc

être mise en évidence par la m~sure d'une activité oxyde nitreux

réductase sans toutefois pouvoir évaluer son intensité réelle, La

méthode élaborée peut se révéler très utile pour tester les inhibi

teurs de nitrification ou les engrais réputés libérer lentement l'

azote, C'est ce que nous avons fait lors d'un apport d'urée à une cul

ture de riz en pots. Nous avons ainsi pu confirmer que l'enfouissement

de l'engrais azoté n'entraîne qu'une perte d'azote faible ou nulle,
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contrairement à ce qui est observé dans le cas d'une application en

surface, une partie de l'azote étant perdue dans la séquence nitrifl

cation-dé~itrification. Comme ce procédé est en cours de développement

en Extrème-Orient, la solution la plus avantageuse pourrait consister

à enfouir, avant la submersion, et en un seul apport, un engrais re

tard approprié comme l'urée enrobée de soufre; son prix de revient

dépasse d~ 30% celui des engrais conventionnels mais ces derniers

doivent être apportés en plus grande quantité et en trois apports

échelonnés le long de la culture du riz. On réduirait donc les frais

en supprimant deux façons culturales ainsi qu'une partie de l'engrais

conventionnel.

Il semblerait que dans la rhizosphère du riz, la forme des en

grais ou les modalités d'application aient une incidence beaucoup

moins marquée qu'en sol nUi ceci est en accord avec les observations

antérieures selon lesquelles la culture du riz diminue la perte d'

azote par rapport au sol nu. Ceci pourrait résulter de l'absorption

de NH; par les plantes avant qu'il ne soit oxydé puis perdu par dé

nitrification. Si les conditions de la dénitrification dans la rhizos

phère du riz sont nettement plus favorables qu'en sol nu, il semble

rait donc que les pertes réelles y soient plus faibles.

En abordant l'étude microbiologique de la dénitrification, nous

avons tout d'abord voulu établir la séquence des produits formés au

cours du processus chez deux bactéries originales isolées dans des

sols de rizière du Sénégal. Thiobacillus denitrificans RT, une bacté

rie chimiè-lithotrophe sulfo-oxydante, semble assimiler et dissimiler

le nitrate à l'aide de la nitrate-réductase Ai les cellules réduisent

le nitrate en N2 et le nitrite en NO, N20 et N2 . Les extraits rédui

sent NO; en NO et N20. Bacillus thermodeQitrificans , une bactérie

thermophile sporulée, possède la nitrate-réductase dissimilatrice A

et synthétise en aérobiose sans nitrate les enzymes A et B à un niveau

élevé. Les cellules et les extraits réduisent le nitrate et le nitrite

en NO, N
2

0 et N
2

• L'extrait de levure à concentration élevée sert de

donneur d'électrons pour toutes les enzymes de la dénitrification.

L'oxyde nitreux-réductase, dosée en présence du mélange FAD, FMN et

NADH, se trouve solidaire de particules de taille élevée. L'emploi de
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l'acétylène comme inhibiteur de la réduction de N
2

0 a permis de mon

trer que_ce gaz constitue une étape intermédiaire entre NO et N
2

•

Ces deux études confirment donc la séquence établie préalable

ment chez d'autres espèces bactériennes qui admet respectivement les

oxydes nitrique et nitreux comme composés intermédiaires de la réduc

tion du nitrate en azote.

L'analyse de différents groupes composant la microflore dénitri

fiante des sols de rizière du Sénégal devait nous permettre, par l'

emploi d'un milieu de culture complexe riche, de mettre en évidence

une population de bactéries mésophiles, sporulées, tolérant des con

centrations élevées de nitrite et représentant une fraction importan

te de la microflore dénitrifiante totale. Des études de croissance

ont démontré la grande diversité de ces bactéries nitrito-tolérantes;

certaines d'entre elles, dites nitrito-dépendantes, sont incapables

de réduire le nitrate; d'autres utilisent l'oxyde nitrique pour leur

croissance alors que d'autres encore sont incapables de croître en

présence de N
2
0. La tolérance au nitrite est variable selon les sou

ches qui dénitrifient, en général, plus rapidement le nitrite que le

nitrate.

L'étude systématique d'une partie de ces souches a montré que si

elles ont un G+C %presque invdriab10, leur phénotype varie beaucoup.

Bâtonnets à gram variable, immobiles ou faiblement mobiles à l'aide

de quelques flagelles latéraux, ces bactéries présentent des spores

elliptiques et déformantes et oppartiennent par conséquent au groupe

II du genre 8acillus . La nitrate-réductase de la plupart d'entre

elles présente la particularit~ de ne pas utiliser le chlorate comme

substrat, ce composé n'inhibant pas l'activité de l'enzyme comme pour

l'enzyme B. La tolérance à l'éQard du nitrite peut atteindre 35 g par

litre de KN0
2

. La moitié des souches font fermenter plus ou moins

vigoureusement le glucose. Ces organismes semblent également exister

dans les sols tempérés de Métropole. D'autres isolements sont néces

saires pour pouvoir créer une ou plusieurs espèces nouvelles car ces

bactéries diffèrent nettement de B.azotoformans et B.brevis.
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Avec B.azotoformans isolé par Pichinoty dans un sol de Provence,

ces organismes constitueraient en fait les véritables bacilles sporu

lés dénitrifiants du sol. La participation importante de germes de ce

genre au processus de dénitrification était soupçonnée depuis long

temps ians que l'on ~n puisse isoler les véritables auteurs. Et nous

avons également démontré, avec Pichinoty, que 8.licheniformis, l'une

des plus anciennes bactérie dénitrifiante connue, réduit seulement le

nitrate en nitrite et l'oxyde nitrique en oxyde nitreux. La produc

tion de gaz en présence de nitrate est très faible: elle se produit

dans des cultures âgées sans que l'on puisse expliquer ce phénomène.

Une population de bactéries thermophiles a également été isolée

.dans les sols de rizière du Sénégal. Elle tolère des concentrations

élevées de nitrite. Les souches isolées sur nitrite dénitrifient plus

rapidement le nitrite que le nitrate. Cette population est hétérogène

et son étude systématique est en cours dans un autre laboratoire.

E~ collaboration avec Pichinoty, plusieurs nouvelles espèces de

bactéries dénitrifiantes ont été isolées et étudiées. Outre 8.azoto

formans qui synthétise la nitrate-réductase A, ne fait pas fermenter

le glucose et réduit NO; en N20 et N2 et NO; en NO, N20 et N2 , deux

nouvell~s espèces dénitrifiantes ont été reconnues dans le genre

Pseudomonas qui en possède le plus grand nombre : une espèce apparen

tée ~ P.pickettii is,lée dbns un sol de rizière du Sénégal, synthéti

se la nitrate-réductase B et ~éduit NO; et NO; en N20 et N2 ; elle peut

utiliser 80 substrats commè source de carbone et d'énergie: une espèce

apparentée ~ P.lemoignei , isolée dans l'étang de Berre, synthétise

la nitrate-réductase A e~ réduit NO; et NO; en N20 et N2 ; elle utilise

seulement quelques alcools et acides organiques comme source de car

bone et d'énergie. URe souche dénitrifiante appartenant au genre

Flavobactériurn a été isolée à partir d'un sol de Provence; elle pro

duit un pigment caroténoide jaune vif et ne réduit pas le nitrate. Le

nitrite est réduit en NO, N20 et N2 • La bactérie utilise seulement

des hydrates de carbone comme source de carbon~ et d'énergie. Des

souches dénitrifiantes appartenant à l'espèce Agrobacteriu~ radiobac

~ ont été isolées d'un sol de France; elles synthétisent la nitrate

réductase B et réduisent NO; et NO; en N20 et N2 •
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Enfin, l'on a réisolé et approfondi l'étude d'espèces dénitri

fiantes connues: P.stutzeri synthétise la nitrate-réductase A et

réduit NO; et NO; en N20 et N2 ; Paracoccus denitrificans ,bactérie

chimio-organotrophe, chimio-lithotrophe et méthylotrophe, synthétise

la ni t rate-réductase A et rédui t NO; en N2 et i~O; en Ï\J 20 et N2 ;

Alcaligenes denitrificans synthétise la nitrate-réductase A, réduit

i-iO; et i~O; en N20 et i\J 2 et n' assimi le aucun hydrate de carbone.

Il semblerait donc que, contrairement à ce que l'on pensait, la

nitrate-réductase de type A ne soit pas le seul enzyme en cause dans

la réduction dissimilatrice du nitrate par les bactéries dénitrifian

tes.
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