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INTRODUCTTION

La dénitrification, découverte & la fin du siécle dernier,
consiste en une réduction dissimilatrice du nitrate en gaz (N20 et
N2). Il s'agit d'un processus respiratoire anaérobie qui confére a
certaines espéces bactériennes, la faculté d'utiliser le nitrate et
d'autres composés oxygénés minéraux de l'azote comme accepteurs d'

électrons.

En. agriculture, le processus de la dénitrification aboutit &
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 a l'influence des plantes vivantes, mais ils ont porté prin.
cipalement sur les sols exondés oU, dans la rhizosphére, l'ancérobio-
se s'établit par suite d'une consommation importante d'oxygene par
les racines et les microorganismes qui proliférent & proximité (Wol-
dendorp, 1963).

Les sols de riziére sont généralement riches en carbone organi-
que prernant 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 particuliérement
propice & la dénitrification. Cependant, le riz absorbe préférentiel-
lement 1'azote sous forme de NHZ . On utilise donc, pour sa fertili-
sation azotée, des engrais ammoniacaux tels que le sulfate d'ammo-
nium et l'uréde. On assiste cependant & des pertes importantes d'azo-
te estimées selon certains auteurs, & 25-50 pour cent de l'engrais
ajouté. En effet, la submersion entralne d'importantes modifications
biologiques et chimiques : alors que le potentiel d'oxydoréduction
baisse dans le sol, & une distance de quelques millimétres & quel-
ques centimétres de la couche supérieure, une zone oxydée s'établit

directement au contact de la lame d'eau, zone dans laquelle 1l'oxy-



geéne est fourni par l'eau de submersion, par les nombreuses colonies
d'algues se développant & la surface et par l'exsudation de diverses
plantes aquatiques. Cette zone oxydée est propice & la vie microbien.
~-ne aérobie et notamment & la nitrification des engrais ammoniacaux
épandus en surface. Le nitrate produit diffuse dans la zone réduite
sous-jacente ol 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 1'étude de la dénitrification dans les sols de ri-
ziére, aprés 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 probléme & résoudre
était de savoir si la dénitrification se produisait effectivement
dans la rhizosphére du riz. En effet, contrairement aux plantes cul-
tivées en sol exondé pour lesquelles on assiste, dans la rhizosphére,
d 1'établissement d'une zone anaérobie, le riz exsude de l'oxygéne
par ses racines entralnant l'existence d'une zone aérobie dans la
rhizosphere (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 probléme. Aussi 1'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 probléme de la dénitrification dans les
riziéres et de proposer une solution originale pour remédier & ce
phénoméne (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 1'influence de la rhizosphére 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).



Parallélement 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 isoldes 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 &

Bacillus thermodenitrificans (article 13). Nous avons tiré profit

de 1'inhibition de la réduction de N,O par l'acétyléne (Balderston
et coll.,, 1976 ; Yoshinari et Knowles, 1976). La séquence

NOB . N02 » NO P> NZO > N2
avait été démontrée auparavant chez plusieurs bactéries : Pseudomo-

nas denitrificans qui est en réalité une espece mal définie du genre

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

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

bacter cycloclastes (Iwasaki et Matsubara, 1972).

Cette étude microbiologique avait également pour but de déter-
miner la population dénitrifiante des sols de riziére du Sénégal a
l'aide de numérations spécifiques et d'isolements de souches pures,
en sol nu comme dans la rhizosphé&re du riz (article 14). Woldendorp
(1963) pense que des espéces sporulées du genre Bacillus doivent
jouer un rdle important dans la dénitrification, mais les espéces
citées par cet auteur ne sont pas considérées comme dénitrifiantes.
Il nous est nécessaire de vérifier ce fait dans les sols de riziere
et d'exploiter une information nouvelle concernant lao présence dans
les sols, de bactéries dénitrifiantes capables d'utiliser des con-
centrations en nitrite nettement supérieures & celles tolérées nor-

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

Enfin, en association étroite avec Pichinoty & Marseille et
Mandel & Houston (U.S.A.), nous avons entrepris 1'étude de la déni-
trification sur des souches de collection et de nouvelles especes
dénitrifiantes isclées en France et au Sénégal, en utilisant 1'oxy-

de nitreux comme substrat respiratoire (articles 15 & 23 non inclus),
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1. — GENERALITES

La découverte de la démitrification dans les sols el des pertes
consécutives d’azote sous forme gazeuse, date du stécle dernier,
En 1882, Dehérain et Maquenne [41, 42} montraient que les nitrates
étaient réduits dans la terre arable en N,O et N, en présence d'une
forte proportion de matiére organique et en atmosphére privée d'oxy-
géne. A la méme époque, deux autres cherchenrs francais, Gayvon
et Dupetit [55, 56, 57], apportaient pour la premiére fois la preuve
de l'origine microbienne de la dénitrification en isolant en cultures
pures, deux germes : Bacterium denitrificans « et DB. denttrificans p.
Ces mémes anteurs entrevoyaient la nature exacte du phénomene,
véritable processus respiratoire qui confére & certaines espéces de
bactéries la {aculté d’utiliser le nitrate et d’autres composés oxygénés
minéraux de I'azote comme accepteurs linaux d’¢électrons, en four-
nissant ainsi 4 ces organismes I'énergie nécessaire & leur croissance,

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

Qutre la dénitrification qui se définit comme une réduction dissi-
milatrice véritable du nitrate en gaz (NyO et N,), on reconnait
Pexistence de deux autres types de rédiction du nitrate chez les
bactéries [79] : 1) la réduction dissimilatrice incidente, qui aboutit
i la formation de nitrite hautement toxique et qui est réalisée par
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de nombreuses bactéries faisant fermenter les hydrates de carbone ;
2) la réduction assimilatrice, qui conduit 4 la formation d’ammoniac
utilisé pour la biosynthése des protéines et des autres econstituants
cellulaires azotés, et qui est trés répandue chez les Dbactéries, les
algues, les champignons et les végétaux supérieurs.

11. — BACTERIES DENITRIFIANTES

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

On connait actucllement une vingtaine d'espéces bactériennes
dénitrifiantes isolées du sol. Elles se répartissent en sept genrcs,
dont deux sout chimiolithotrophes : Pseudomonas aeruginosa,
P. fluorescens (biotypes B, C, D et F) [139], P. stutzeri, P. stanieri
(variété de la précédente), P. mendocina [109] ; Alcaligenes eutrophus
{ Hydrogenomonas eutropha) ; Paracoccus denitrificans (Micrococcus

- denitrificans), P. halodenitrificans (M. halodenitrificans) [39];
" Alcaligenes odorans var. virtdans [36], A. denitrificans [118], A. faeca-

lis [92]; Achromobacter cycloclastes [72] ; Hyphomicrobium B522 et
WC [137] ; Thiobacillus denitrificans [13, 71], T denitrificans RT [16],
Thiobacillus A2 [149] ; Bacillus licheniformus (B. nitrozus) [136, 160],
B. nitritollens [43], B. thermodenttrificans (B. kaustophilus) [7, 170].
Pour l'isolement et la caractérisation sommaire de ces bactéries,
le lecteur se reportera a la récente monographiec de Pichinoty [117].
De leur c6té, Smith et coll. [136] et Woldendorp [167] signalent
tout un groupe de Bacillus capables de produire du gaz & partir du
nitrate : B. cereus, B. circulans, B. macerans, B. laterosporus et
B. coagulans ; cependant, ces organismes ne sont pas encore consi-
dérés comme des dénitrifiants.

En dehors de la multitude de travaux de biochimie et de physio-
logie portant sur des suspensious cellulaires ou des extraits acellu-
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laires des souches isolées du sol, certains auteurs ont testé I'aptitude
3 la dénitrification de l'ensemble de la population dénitrifiante
de sols hydromorphes [76, 121] ou de prairie [167], ainsi que 'influence
de divers facteurs sur P'activité de ces populations, tels que la tem-
pérature et le pH [19, 54, 153, 155]. Au scin de ces populations, des
différences nutritionnelles ont pu également é&tre établies [155, 167].
A T'examen des résultats de plusicurs travaux, il ne semble pas
exister de corrélation entre le nombre initial de hactéries dénitri-
fiantes d’un sol et l'activité dénitrifiante de la population consi-

dérée [54, 150, 167].

I1l.. — METHODES D'ETUDE

1) Mesure de Uactivité dénitrifiante,

L'é¢tude, au lahoratoire, de la dénitrification dans les sols peut
étre réalisée par divers procédés. Le plus ancien d’cntre cux consiste
4 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 'apparition du nitrite dans les extraits & I'eau [23]. Cette der-
niére technique peut &étre coupléc & une analyse gazeuse lorsque
I'on veut établir la séquence des produits formés lors de la dénitri-
fication dans un sol. Plusieurs procédés pcuvent étre utilisés pour le
dosage du nitrate, mais le plus rapide semble étre celui qui consiste
4 le réduire en nitrite par un catalyseur appropri¢, le cadmium,
le dosage de NO; étant beaucoup plus sensible. On utilise pour cela
une trousse d’analyse des eaux qui peut également servir sur le terrain.

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

Un progrés trés net a pu &tre accompli grice i I'analyse de la
composition des gaz produits lors de la dénitrification, par spcctro-
métrie en infrarouge pour le N;O [10, 161] et par spectrométrie
de masse a ’aide de *N [65, 68, 69, 106,-165], ou par chromatographie
en phase gazeuse avec détection par conductibilité  ther-
mique {135, 148] pour NO, N,O0 et N,. Cetle derniére technique,
la moins coltcuse et la plus simple, a également permis de mettre
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au point une nouvelle méthode d’évaluation de la dénitrification
basée sur la réduction de N,O [51]. La méthode permet d’estimer,
pendant les 6 premiéres heures de P'incubation, Pactivité dénitri-
fiante initiale présente dans le sol au moment du prélévement,
alors que la vitesse de réduction de N,O mesurée aprés une vingtaine
d’heures d’incubation représente I’activité dénitrifiante potentielle
qui se développe aprés I'introduction de I'oxyde nitreux [51].

2) Dispositifs détude.

Toutes ces méthodes peuvent étre employées pour la mesure de
I'activité dénitrifiante d’échantillons de sol secs, humidifiés et incubés
cn présence de nitrate dans des flacons appropriés. Des études ont
également été menées 4 1'aide de dispositifs contenant des plantes
pour I'étude de I'effet rhizosphére. Cest ainsi que des travaux
concernant la dénitrification ont été faits & I'aide de lvsiinétres
normaux [108, 123] on a gaz [90, 96], par percolation d une solution
de nitrate au travers d'une colonne de sol [62, 164, ou par analyse
des variations de composition de 'atmosphére de phytotrons spécia-
lement congus pour P'étude des pertes d'azote gazeux dans le sys-
téme sol-plante [131, 141, 146]. Woldendorp [167, 168} a utilisé,
quant & lui, Ie respiromeétre de Warburg en placant, dans les coupes
de mesure, des petites boites en watiére plastique contenant un sol
artificiel et des plantules de pois. Brar [22] a utilisé des raeines lavées
de fétuque mises en incubalion en présence de nitrate ou de nitrite.

Des mesures ont également été cffectuées sur des échantillons de
sol prélevés au champ ct incubés au laberatoire, sans perturba-
tion [105, 144]. Treés récemment, Garcia [53] a appliqué la méthode

. de réduction de N,O & I'évaluation de la dénitrification dans les
riziéres cn effectuant, dans une étuve portative, les incubations cn
anaérobiose des échantillons de sol inunédiatemment aprés le préle-
vement ; les prélevements d’atmosphére ont été eflectués dans des
tubes sous vide ct analysés ultéricurement par chromnatographie
en phase gazeusc, au laboratoire. Enfin, un dispositil trés simple
vient d’étre mis au point pour 'étude des phénoménes gazeux
dans la rhizosphére du riz et notamment pour I'évaluation dc la
dénitrification par la méthode de réduction de N,0 [125].

IV. — FACTEURS PHYSICO-CHIMIQUES

L’activité dénitrifiante d'un sol dépend essentiellement des facteurs
physico-chimiques ; certains, comme la tension d’oxygéne, le degré
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d’humidité et la teneur cn carbone organigue, sont trés importants
d’autres comme le pll, la température, la salinité, ont une influence
nioins marqueée.

1) Tension d'oxygene.

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

De nombreux travaux ont montré que I'oxygéne inhibe la dénitri-
fication dans les sols [21, 24, 32, 58, 98, 126G, 1653] ct, actuclleinent.
I'absence de dénitrification dans des conditions rigoureusement
aérobles est reconnue comme un fait indiscutable [116, 117,
L’ancienne controverse semble avoir eu une eause d’ordre technique,
car 'observation courante montre qu’il est difficile de maintenir
une concentration élevée d’oxygéne dans une culture bactérienne
douée d’une forte activité respiratoire : 'oxygéne sc dissout dans
- le milieu moins vite qu’il n’est consommé. C’est la raison pour laquelle
les cultures trés denses dénitrifient généralement en présence d’air.

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

de 4 % d°0, [51].

2) Humidité et submerston.

L’étude de 'influence de la tencur en eau d’un sol sur la dénitrifi-
cation montre que, en général, I'activit¢ maximale est attcinte a la
saturation [10, 24, 30, 35, 47, 58, 61, 73, 134]. L’humidification du sol
affecte indircctement la d¢nitrification en entravant la. diffusion
d’0O, dans le sol [165] ; en effet, la tencur en cau d’un sol modific sa
porosité a l'air [119]. Selon Noémmik [105], la dénitrification est

10
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stoppée pour une tencur en eau inférieure ou égale 4 60 9, de la
saturation, et N,O prédomine dans la phase gazeuse quand le taux
d’humidité est faible. Pour Mahendrappa et Smith [86], P'effet de
I’humidification sur 'activité dénitrifiante d’un sol ne résulterait
pas seulement de son influence sur la diffusion de V'oxygéne. Ces
auteurs invoquent aussi son influenee sur la distribution des micro-
organismes et (ou) des composés azotés, ainsi que sur la dilution des
produits toxiques formés par le métabolisme microbien dans le sol.
D’aprés ces auteurs, & chaque sol correspondrait — en conditions
anaérobies — une leneur en eau optimale pour une activité dénitri-
fiante maximale. .

Les sols submergés, tels que ceux des riziéres, sont anoxiques
et constituent ainsi un milieu particuliérement propice & la dénitri-
fication [1, 14, 28, 88, 89, 99, 110, 127, 128, 132, 163, 173]. Celle-ci
est en étroite relation avec I'Eh des sols immergés [8] et ne commen-
cerait, selon Patrick [111], que Jorsque I'Lh atteint 338 mV dans un sol
dont le pHH est de 5,1. Tusneemn et Patrick [152], dans une récente
revue de la littérature relative aux transformations de 'azote en sol
submergé, ont exposé clairement les processus qui aboutissent a une
perte d’azote en riziére, malgré 'emploi d’engrais ammoniacaux.
La submersion entraine d’importantes modifications hiologiques et
chimiques : alors que le potentiel d’oxydoréduction baisse dans le
sol [8], & une distance de quelques millimeétres a4 quelques centi-
inétres de la couche supérieure, une zone oxydée s’établit directenient
au contact de la lame d’eau, zone dans laquelle O, est fourni par ’eau
de submersion, par les nombreuses colonies d’algues se développant
a la surface et par I'exsudation de diverses plantes aquatiques.
Cette zone oxydée est propice 4 la vie microbienne aérobie et notam-
ment 4 la nitrifieation des engrais ammmoniacaux mis & la surface.
Le nitrate produit diffuse dans la- zone réduite sous-jacente ou il
est perdu par dénitrification [147,152, 172]. 1l peut y avoir également
immobilisation d’une partie de ce nitrate dans la fraction organique
du sol [84]. L’enfouissement de I'engrais azoté a faible profondeur
réduirait de beaucoup la perte d’azote [3] estimée selon certains
auteurs a 25-50 pour cent de I'engrais ajouté [1, 40, 172]. La succes-
“sion submersion-asséchement du sol crée également des conditions
idéales pour la dénitrification ; le nitrate formé pendant la période
aérée est rapidement dénitrifié quand le sol est submergé de nouveau.
Patrick et Wyatt [113] signalent ainsi une perte de 15 & 20) pour cent
de P'azote total du sol aprés plusieurs cycles d’alternance. Le NOj
n'est généralement pas décelé dans le sol submergé. Cependant,
par la méthode d’cstimation de la dénitrification basée sur la réduc-
tion de N,0), Garcia [563] a pu montrer 'existence d'une activité

1
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dénitrifiante en riziére au moment du prélévement, preuve de I'appa-
rition puis de la réduction du nitrate.

3} Matiére organique.

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

Dans les sols de riziéres, une corrélation positive hautement
significative entre l'activit¢ dénitrifiante potentielle et la teneur

en matiére organique, a pu étre mise en évidence [54, 128]. Dans les’

sols exondés, I'apport de matiére organique facilement assimilable
entraine une augmentation de 1aetivité microbienne, donc de la
consommation 'O, qui peut aboutir rapidement & 'élablissement
de zones anaérobies propices & la dénitrification. =i la tencur en eau
est suflisante [106,.

De nombreux travaux concernent U'influence de Fapport de divers
substrats carbonés sur l'activité dénitrifiante des sols. L'enrichisse-
ment par les glucides présente I'meonvénient de permettre le déve-
loppenient de nombreux microorganisnies qui entrent en compétilion
avec la microflore dénitrifiante et peuvent également produire de
I'hydrogéne lors de la fermentation des glucides. Les substrats
‘carbonés non fermentescibles sont heaucoup plus sélectifs et peuvent

aboutir & des résultats remarquables. Divers autres substrats ont été-

utilisés avee plus ou moins de sucees. La Juzerne donne de meilleurs
résultats que la paille d’avoine ou de blé [73, 165]. Selon Bremmer
et Shaw [24], il faut davantage de paille de blé que de glucose pour
obtenir la méme activité dénitrifiante ; ce sont les composés hydro-
solubles et les constituants facilement décomposables de la paille
qui agissent sur le phénomeéne. Selon ces mémes auteurs, I'ordre
d’influence décroissant obtenu avec divers substrats serait le suivant :
cellulose, paille, engrais vert, sciure, lignine ; 'asshwilation possible
de ces matériaux varie avec leur résistance 4 la décomposition
microbienne. L'effet de la paille serait également fortenient réduit
par le compostage [24]. Lnfin, Guiraud et Berlier [66] ont montré
que I'incorporation de paille avait un effet dépressif sur la culture
du ray-grass en pot, i eause d'une perte précoce d’azote par dénitri-
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fication. Selon ces autcurs, I’¢ffet dépressif de la paille n"aurait done
pas seulement pour cause F'immobilisation temporaire de I'azote
sous forme organique.

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

4) pll.

La vitesse de dénitrification est trés faible en milieu acide (pH 3,6

4,8) [24, 73, 165] et augmente avee le pH [70] pour devenir rapide
a pH 8-8,6 [24, 58, 106] ; la dénitrification cesse a partir de
pH 10,5 [106]. Selon-Broadbent [25] et Wijler ¢t Delwiche [165],
I'optimum se situerait vers pH 6-6,3. Pour Valera et Alexander [154],
la dénitrification ne serait conséquente que dans des habitats voisins
de la neutralité, alors que d’autres auteurs ont trouvé une activité
dénitrifiante appréciable dans une large gamme de pH [48, 77, 78, 82].
Selon Khan et Moore [77, 78], le pH ne serait pas un facteur limitant
pour la dénitrification. Dans des sols de riziére, seule une corrélation
faiblement significative a été mise en évidence entre I'activité déni-
trifiante et le pH [54].

S'il intervient sur la vitesse de la dénitrification, le pH agit égale-

ment sur 'accumulation des intermédiaires de la dénitrifieation.
C’est ainsi que 'on observe une accumulation de nitrite & pll alecalin
par suite de la faible vitesse de réduction de NO; en milicu alealin ;
par contire, le nitrite constitue un intermédiaire trés lugace a bas
pll [37, 50]. Le facteur limitant la dénitrification serait la réduction
de NO; dans les sols acides et la réduction de NO; dans les sols
alcalins [37]. Par ailleurs, on chserve souvent une production d’oxyde
nitrique & pH acide, gt semblerait provenir d'une réduction chi-
mique du nitrite [106, 165]. Une corrélgtion inverse hautement
significative a ¢té décelée entre I'accumulation de NO et le pH de
sols de riziére [50]. Enfin, au-dessous de pH 7, le produit final majeur
de la dénitrification est Poxyde nitreux, tandis qu'a la neutralité,
“le NeO ne s'accumule pas [37, 106, 165]; les mémes observations
ont été ceffectuées dans des sols de rizieres [o(’)1 : la réduction du N,O
est inhibée a4 pH acide ou alcalin, tandis qu’a pll neutre, 'oxyde
nitreux est rapidement redutt en azole,

5) Température.

L’activité dénitrifiante d’un sol est en étroite relation avec la
température [11, 15, 24, 58, 106, 159]. Presque négligeable de 3 a
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50 C [15, 24, 106, 133], elle augmente avec la température pour
atteindre un optimum qui se situe aux environs de 60 a 65° [24, 106]
et cesse entre 70 et 859 Sclon Nommik [106], la dénitrification est
déja importante & 12-13° et peut ainsi entrainer une perte d’azote
appréciable dans les champs des régions tempérées, pendant les mois
pluvieux d’automne. Un effet stimulant de I'alternance gel-réchauffe-
ment a été signalé [94, 133]; plus cette alternance est fréquente
ct plus ’écart de température est ford, plus grande est I'activation.
L'expérience de Nommik [106], conduite & une pression particlle
d’0, de 80 4 170 mm de mercure, a montré I'existence d'une forte
corrélation pesitive entre la dénitrification et la consommation d’oxy-
géne aux diflérentes températures. Pour Woldendorp [169], la tempé-
rature influe également sur P'activité microbienne généraie, sur la
solubilité d°0, et sa vitesse de diffusion dans le sol, d’ot 'impossibilité
de faire la part exacte de I'influence de la température sur la dénitri-
fication en conditions aérobies. Selon Bremner et Shaw [24], la vitesse
de dénitrification dans le sol varic trés peu de 25 & 60° Enfin,
Garcia [51] a récemment montré I'existence de deux maximums
pour la réduction de N,O par un sol de riziére, & 37 ct & 65°; la
deuxiétme température cofrespond a I'activité optimale d'une bactérie
dénitrifiante thermophile, Bacillus thermodeniirificans. Tin eulture
pure, I'optimum d’activité des bactéries dénitrifiantes se situe entre 30
et 370.

Selon Nommik [106], N,O serait le produit majeur de la dénitri-
fication & hasse température, tandis qu'a haute température, N,
s'accumulerait. Pour Bailey et Beauchamp [15], 11 v aurait une
inhibition compléte de la réduction de NO; & 50, mais la réduction
de NO; continuerait lentement ; 'abaissement de température ne
- modifierait pas I'accumulation de N;0, mais entrainerait une dimi-
nution de production d¢ N, et une augmentation de la quantité
de NO. Ce dernier gaz proviendrait d’une réduction chimique du
nitrite,

6) Salinité.

Ce facteur peut se révéler iniportant dans les sols salés comune les
sols de delta ou les sols de riziére de la cite cuest de I’Afrique. Pour
29 sols de mziére du Sénégal, on a noté une corrélation des rangs
inverse qui est hautement siguificative entre I'activité dénitrifiante
potentielle et la teneur en chlorures. Une corrélation identique
existe également entre le nombre mitial de bactéries dénitrifiantes
et la tenenr en chlorures [54]. Lorsque I'on enrichit un sol non salé
avee des quantités croissantes de NaCl, [activité dénitrifiante
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diminue ; une teneur de 10 mg Cl-/g dc sol semble constituer le
seuil de tolérance.

7) Teneur en argile.

Redman et Patrick [128] ont signalé I'existence d’une forte corré-
lation entre la vitesse de réduction du nitrate et la teneur en argile
de 26 sols hydromorphes de Louisiane, avec un coeflicient de corré-
lation de 0,820. Cependant, cette corrélation n’a pas été retrouvée
sur 29 sols de rizicres du Sénégal [D4].

\. — MECANISME ET ETAPES INTERMEDIAIRES

Différents schémas ont été propasés pour expliquer la suecession des
réaclions qui interviennent dans la réduction du nitrate en gaz (N,O
ct N;). D’aprés Kluyver {79], le nitrite serait réduit en un composé
hypothétique, le radical nitroxvle HNO qui se dimériserait en un
composé trés instable, 'acide hyponitreux HO — N = N — OH.
" Ce dernier donnerait N,U par déshvdratation et N, par hvdrogé-
nation ou réduction :

N,O
2HNO, — 2HNO, — 2HNO -» HO — N = N — 011 < J
, X,

D’autres composés ont ¢té proposés pour le remplacement du nitroxyle
H 0
et de Phyponitrite, notamment Ja nitramide N N—N ( et
' H N0
FPhydroxylamine NH,0ll, de méme que la mnitrohvdroxylamine
NO,NHOH. Mais aucune preuve formelle n’a pu étre établie quant
i la présence de I'un de ces composés dans le sol ou dans fe milieu
de culture d'une haetéme dénitriliante. Iin outre, ces corps sont
trés instables pour la plupart et se décomposent spontanément
en donnant N,, N,O et parfois NO.
Actuellement, on a tendance & considérer 'oxyde nitrique comme
I'unique intermédiaive entre le nitrite et Loxyde nitreux :

INOT — 2NO7 - 2NO — N0 - N,

En effet, cette séquence a été établie avee certitude chez des bactéries
appartenant a 5 genres dilférents [16, 72, 92, 117} parmui les 9 dans
fesquels se rencontrent des espéces véritablement  dénitrifiantes,
Le lecteur trouvera un exposé des connaissances actuelles sur ce
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point dans les récentes monographies de Payne [114] et de Pichi-
noty [117].

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

Une production de NO au cours de la réduction du nitrate dans
les sols a été signalée par plusicurs auteurs [31, 50, 106, 107, 134, 156,
157, 165] mais elle n'intervient pas toujouts [37, 50, 156]. En général,
les quantités détectées sont trés faibles [59, 134, 156], au plus égales
4 5 9%, du nitrate ajouté [31].

Cependant, Wijler et Delwiche [165] ont décelé 15 %, de NO dans
un sol acide et Garcia [50] jusqu'a 60 9, dans un sol de riziére de
pH 4,7. En cnrichissant des sols foresticrs en nitrite, Nommik et
Thorin [107] ont décelé¢ 30 9 de NO a pll 7.3. Selon Wijler et
Delwiche [165], NO apparait seulement si la teneur en eau est hasse
et oxygéne absent. Cette produetion occasiounelle d’oxvde nitrique
est attribuée & une décompesition chimique du nitrique en milieu
acide [31, 106, 107, 129, 165] suivant la réaction

3HNO, =2 2N0 4+ HNO; + H,0.

Selon Nommik [106], la réaction chimique a lieu méme a pl 6.4
en présence d une grande quantité dions Fe**. Wijler et Delwiche [163]
out observé la formation de NO & pl1 7,2 & un faible taux d'humidité.
Une corrélation étroite a é1¢ mise en évidence entre la quantité de
NO accumulée lors d'études effcctuées en atmospheére conlinée et la

_quantité de nitrite détectée [31, 50] de méme quune corrélation
inverse entre la quantité de NO et le pll dune série de sols de
riziere [50]. Par ailleurs, la production de NO, quand slle a heu,
est encore décclable dahs les sols sténilisés et enrichis en nitrite [107],
Van Cleemput ct Baert [157] ont méme détecté T'oxyde nitrique
dans des sols irradiés par %Co a la dose de 2,5 Mrad, alors qu'il
n’y en avait pas dans les mémes sols non irradiés. Cependant, en
apportant 100 ppm de N — NO; dans 4 sols de riziére stérilisés
durant 30 min & 1200 ¢t ayant produit plus de 25 9 de NO lors de la
dénitrification de NO;, Garcia [50] n'a pu déceler aucune trace de NO
aprés plusieurs jours d'incubation & 300,

Dans tous les cas oU une {formation de NO .a été observeée, ce
composé est ultérieurement réduit puisqu’il disparait toujours de la
phase gazeuse en donnant N;O et N, Quand on introduit NO dans
un sol, il est réduit lentement, la période de latence étant assez
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longue [106). Sclon Cady et Bartholomew [33), il y aurait formation,
dans les premiers stades de la dénitrification, d’autres composés
qui agiraient sur les vitesses de réduction de NO;, NO; et NO.
Etudiant la séquence des produits formés au cours de la dénitrifi-
cation dans certains sols, plusicurs auteurs ont mis en évidence
une perte momentanée d’azote en lotalisant les composés azotés
déterminés ; en fin d’expérienice, la presque totalité de I’azote initial
est cependant retrouvée sous forme de N; [50, 106]. Nommik [106]
attribue cette perte a4 Iaccumulation d'un ou plusieurs composés
intermédiaires non détectés par l'analysé ou bien i Vinhibition
momentanée du dégagement de N,O et N, la solubilité élevée de N,O
n’expliquant qu’en partic cette perte.

Quand on étudie la dénitrfication dans les sols, on assiste toujours
4 une formation de N,O ; lorsque les expériences sont conduites en
atmosphére confinée, ce gaz est ultérieurement réduit en N,, produit
final de Ja dénitrification. Nous avons déja vu que les proportions
relatives de N,0O et N, dépendaient du pli, de la teneur en cau et (ou)
de la température. N.O prédomine é¢galement quand la concentration
de nitrate est forte, car sa réduction ne commmence que lorsquc la
majeure partie de NO; a disparu [106]. Comme N;O est trés soluble
dans I'eau, les sols submergés favorisent sa réduction en N,, alors
gu’il a tendance, en sols exondés, & s’échapper dans 'atmosphére
ou sa concentration est d’environ 0,5 vpm. A Vaide de I'azote marqué,
Némmik [106] a pu établir avec certitude que N,O est un précurseur
obligatoire de N, dans les sols, assertion admise par d’autres

auteurs [31, 37, 156].

V1. — EFFET RHIZOSPHERE

Les études consacrées jusqu'a présent & l'influence des plantes
vivantes sur le processus de dénitrification ne sont pas trés nom-
breuses si on les comnpare aux innombrables expériences se rapportant
a ce processus. Comme nous I'avons déja vu, Poxygéne est le Tacteur
majeur qui régit la dénitrification. Ainsi distinguerons-nous, pour
I'effet rhizosphére, le cas des plantes cn sol exondé (dont les racines
consomment de 'oxygéue) et le cas des plantes en sol inondé (dont
les racines exsudent de l'oxygéne).

1) Plantes en sol exondé,

Diverses études de dénitrification ont été effectuées dans la rhizo-
sphére du blé [130, 142, 1561], du haricot, du mais, de 'orge [102],

BULL, INSTITUT PASTEUR. — 1975, N°¢ 2, ’ 13
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du pois [168] et de plusicurs plantes fourragéres [22, 131, 167].
Dans une revue des travaux russes sur la rhizosphére, Krasil'-
nikov [80] a constaté que, par rapport aux observations concernant
le sol nu, le nitrate cst absent de la zone des racines de différentes
plantes, ou présent en faible quantité durant les premiers stades
dc la croissance et en fin de végétation. Les bactéries démitrifiantes
sont trés nombreuses dans la rhizosphére et se chiffrent par niillions
voire par billions par gramme de sol sec [140]. Pourle blé, Riviére [130]
a constaté un effet rhizosphére positil sur le nombre de bactéries
dénitrifiantes & la germination, au tallage et & I'épraison, avec un
maximum au moment du tallage quand la plante a des besoins nutri-
tifs acerus. Michoustine et coll. [1D2] ont montré que la perte en
nitrate était wmaximale & la floraison du haricot el & I'épiaison du
mais ; pour cette derniere plante, le calcul de la quantité de carbone
nécessaire & la perte d’azote constatée donnait un chiffre trés nette-
ment inférieur i 'estimation du carbone fourni par les exsudats
racinaires. Au stade de 1'épiaison, par exemnple, pour un poids sec
de matériel végétal de 70 g, 1l v a eu une perte de 264 mg d’azote
avant nécessité la présence de 684 mg de carbone; or la quantité
de carbone estimée 2 ce stade de la croissance du mais, dans les
exsudats et les débris racinatres. est de 3 000 & 7 000 mg.

Selon Allison [3], les pertes en azote seraient plus faibles dans les
sols recouverts de plantes quen sol nu, ear I'exportation par les
plantes préviendrait la dénitrification. Woldendorp [166, 167, 168
conteste cette hypothése dans une étude de la perte d’azote sous
prairic. Selon cet auteur, il existerait un eflet stimulant des plantes
sur la dénitrification ; il résulterait de la consommation d’0, par les
racines et de l'existence d’une microflore rhizosphérique active.
La consommation d’0,, mesurée au respirométre de Warburg, est
20 fois plus grande en ptésence de racines vivantes que dans le cas
de racines mortes. Les racines sont entourées d’une petite pellicule
d’eau dans ‘laquelle la pression particlle d’0, est presque nulle ;
des conditions anaérobies nécessaires & une activité dénitrifiante
élevée se rencontreront donc dans un sol planté. Selon Wolden-
dorp [168], 10 & 20 9 des engrais scraient perdus aux Pays-Bas
sous Vinfluence de ce facteur. ¥n comparant un sol stérile et un sol
non stérile, 'auteur attribue, dans le cas de plantules de pois de
10 jours, 65 9%, de la consommation d’0, aux racines et 35 9, aux
microorganismes de la rhizosphére.

La dénitrification est également stimulée par les exsudations
racinaires. Woldendorp [166, 167, 168] I'a démontré & Paide de
plantules cultivées sur un sol ariificiel dépourvu de matiére organique,
ct disposées dans les fioles de mesure d'un respirométre de Warburg,
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sous atmosphére anaérobic et en présence de nitrate. L'eflet supéricur
du pois par rapport au ray-grass, constaté lors de cette expérience,
serait & attribuer, selon I'anteur, aux acides aminés excrétés en plus
grande quantité par le pois. Des expériences avec des plantules
h sysléme racinaire stérile ensemeneé par Pseudomonas sp. ont montré
que cette hactérie peut utiliser les exsudats racinaires comme don-
ncurs d’H* pour la dénitrification, tandis que Pacillus sp. en est
incapable. Selon Woldendorp, les batonnets & Gram-négatil seraient
les principaux respousables de la dénitrification sous prairie, et effet
favorable des acides amines découlerait du transfert rapide des protons
au nitrate pendant la désamination-de 'acide. Au cours d’une expé-
ricnce sur la dénitrification 4 'aide de ratines excisées de plants
de fétuque dgés d'un mois, Brar [22] a constaté que les racines, en
respirant, entrainent uune déficience en O, dans leur proche environ-
nement, déficience favorable & la réduction du nitrate, mais les
racines excisées ne fournissent pas suflisaniment de substrats pour
réduire en gaz le nitrite foré.

Fufin, tout récemment, & 'aide d'un dispositif spécial, Stefan-
son [141, 142, 143, 144, 1457 a montré que les produits gazeux de la
dénitrification sont plus abondants dans un sol portant des plants
de blé et renfermant dilférentes quantités d'ecau. En présence des
plantes. on obtient hearcoup plus de N, que de N,0, alors qu’en
sol nu, on obtient le contraire. Selon I'auteur, la réduction du nitrate
en azote serait directement influencée par la rhizosphére : en sol
non planté, N,O ne serait pas un précurseur obligatoire de N,.
A notre avis, une autre explication peut étre donnée : en eflet, en sol
nu, N;O scrait libéré dans 'atmosphére au fur et & mesure de sa
" production, suriout si le sol n’est pas riche en carbone organique,
tandis qu'en présence de plantes, les exsudats racinaires riches en
substances carbonées directement assimilables permettraient la
réduction de N,O au fur et & mesure de sa production et entraine-
raient une libération supéricure de N, dans I'atmosphére.

2) Plantes en sol inondé.

Il s’agit essentiellement du riz. Comme nous 'avons déji vu,
les pertes d'azote par dénitrification en sol inondé sont assez impor-
tantes, malgré I'emploi d’engrais ammoniacaux, et résultent princi-
palement d’une nitrification préalable de NH; dans la mince couche
de sol oxygénée au contact direct de I'cau de submersion et dans la

zone aérobie de la rhizosphére du riz, engendrée par l'exsudation .

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

Il semble que le nombre de bactéries dénitrifiantes soit nettement
plus élevé dans la rhizospheére du riz que dans le sol éloigné des racines.
Selon Wu [171], ce nombre serait faible au déhut de la croissance et

"augmenterait brusquement en fin de tallage. Dans 20 des 23 sols
de riziére du Sénégal étudiés, Garcia [49] a trouvé un rapport R[S (*)
supérieur 4 1. Cependant, Mahmoud et brahim [87] ont observé,
dans des sols de riziere d’'Egypte, une densité de bactéries dénitri-
fiantes plus faible dans la rhizosphére que dans les sols non plantés.
Mais il convicnt de rappeler qu’en aérobiose, les bactéries dénitri-
fiantes sont capables de se développer sans dissimiler le nitrate,
done, que leur présence en plus ou moins grand nombre ne refléete
pas nécessairement importance du processus de dénitrification.

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

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

En utilisant le test statistique de la corrélation des rangs [18],
Garcia {49] a observé, dans des cultures de riz en boites de plas-
tique [45], un effet stimulant du riz sur Pactivité dénitrifiante poten-
tielle. Cette stimulation, strictement localiséc 4 la mince pellicule
de sol adhérant aux racincs, est d’autant plus marquée que le sol
est plus pauvre en carbone organique. Une corrélation positive
hautement significative a été mise en évidence entre le poids sec de
matéricl végétal et Pactivité dénitrifiante potentielle des bactéries
de la rhizosphére ; commme Pexsudation racinaire est liée & la quantité
de matériel végétal [85], la dénitrification potentielle serait donc
cu relation avee la quantité d’exsudats racinaires. Ce résultat a été
confirmé par celui de la mesure de la réduction de N,O) qui permet
d’estimer la dénitrification [51]. Avec cctte méthode, aucune activité
N:O-réductase n’a été décelée dans la rhizosphére d'un riz de trois
semnaines, au moment du préléevement. Cette absence d’activité
dénitrifiante initiale peut résulter d’unc absence de mnitrification
de NH} du sol (il n'y a pas en addition d'engrais dans cette expé-
rience) ou de la présence de conditions défavorables telle la libéra-
tion d’0, dans la rhizosphére. L’application de la méthode de réduc-
tion de N;0 a cependant permis de déceler unc activité dénitriliante
au moment du prélevement, & différents stades de eroissance du riz,
dans des échantillons prélevés en pots et dans les champs [53];
I'effet rhizosphére positif du riz sur la dénitrification a également
.pu étre confirmé [53].

Par ailleurs, cette méthode a permis de démontrer la possibilité
de dénitrification dans la rhizosphére du riz, malgré la présence d'0,
excrété par les racines [52]. En effet, aprés préincubation en pré-
sence de N,0, dans un dispositil approprié (une rhizosphére de riz
représentée par le systéme plantule fgée de trois semaines et 15 g
de sol dans lesquels clle s’est développée, en tube de verre), 'activité
N;O-réductasc mesurée en 6 h est quatre fois plus élevée dans la
rhizosphére — done malgré la présence de la plante vivante — que
dans le sol témoin non planté lorsque N,O est introduit au contact
méme du sol, au travers d’'un tamis « Inox » de 200 p. Quand la pré-
incubation est eflectuée par introduction de N,O au contact de la
partie aérienne de la plantule enfermée dans un tube a cssal maintenu
par un joint de caoutchoue, Factivité de la rhizosphére est deux fois
moins élevée, car la zone de sol atteinte par N;O — qui diffuse
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probablement par la méme voie qu’0,— est plus restreinte dans ce cas.

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

VII. — IMPORTANCE EFFECTIVE
DE LA DENITRIFICATION DANS LE SOL

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

1) Les pertes normales.

Iilles sont lentes et progressives et découleraient de Iexistence
dans le sol — inéme bien drainé — de ‘microhabitats anaérobies
favorables a la dénitrification du nitrate apporté au sol sous forme
d’engrais ou formé par nitrification dans les microsites voisins,
aérobies [641. Ces pertes peuvent représenter jusqu'a 10 et mdme
15 9, de la production annuelle et de I'apport d’azote nitrique [46].

.2) Les pertes accidentelles.

Elles sont rapides et importantes et elles apparaissent lorsque
les conditions optimales pour la dénitrification sont réalisées, telles
que la présence d’unc quanute appréciabje de nitrate dans un sol
riche en carbone organique, l'anaérobiose consécutive aux plules
ou a l'irrigation, et une température assez élevée. Dans les régions
tempérées, ces conditions peuvent se rencontrer en éi¢ ou pendant
les 1mois plukux d’automne [106] et surtout dans les prairies [1G8].
Dans les régicns troplcales 4es pertc d’azote peuvent étre considé-
rables dans les riziéres,

3) Les remédes.

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

Une inhibition spécifique partielle de la dénitrification a été signalée,
aprés usage de pesticides [12, 103] et actuellement plusieurs recherches
dans ce sens sont en cours au Japon. Rappelons, 4 cc propos, que la
microflore dénitrifiante peut avoir une action bhénéfique sur le sol
— notamment en sol submergé. — en éliminant certains acides
toxiques pour les cultures [171].
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artikle 2

Activités microbiennes dans les sols de riziéres du Sénégal :
Relations avec les caractéristiques physico-chimiques
et influence de la rhizosphére

. PAR

j-L. GARCIA, M. RAIMBAULT, V. JACQ, G. RINAUDO et P. ROGER
Laboratoire de‘Microbiologié dit sol de I'O.R.S.T.OM., B.P. 1386, Dakar - Sénégal

. INTRODUCTION

L'influence des facteurs physiques et chimiques et de la rhizosphére du
riz sur les activités microbiennes des sols hydromorphes a déja fait l'objet
de nombreéuses 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, OxuUDA et YAMAGUCHI (1956) ont analysé l'influence des propriétés de
différents sols de riziéres sur l'activité des cyanophycées fixatrices de N, tan-
dis que YaMANE (1958) s’est intéressé & la formation du méthane. Enfin
RiNaupo et coll. (1971) ont étudié la fixation non symbiotique de N, dans les
sols de riziéres de Cote d’Ivoire. Ces différentes activités microbiennes ont
tou]ours été étudiées séparément sur des sols provenant de régions €loignées,
ce qui rend difficile toute comparaison.

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

GENERALITES

Au Sénégal, les riziéres sont essentiellement localisées dans le sud du pays
(région de Casamance) et dans le nord (région du delta du fleuve Sénégal). Les
rizieres artisanales de Casamance sont cultivées en billons dans leur grande majo-

vor, 11, N° 2
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Caractéristiques physico-chimiques des

TABLEAG I

sols étudiés

LS : fimon sableux ; SL : sable limoneux,

Tencur en .
Argile] Limont| Sabte | Texture™ | === - ] - — | Kajpport | Ln.n(!ll'c-
Ne Localite % % % (y e organic] L 'S.80; IN-NOy | N | tvile
e o | Coloa N ofuo | 1o ppm  |[meg/100 ¢ mmhos /cin
1| Bontolat................. 2,75 | 15,28 76,50 S L 6,19 ! 3,77, 0,38 R4 0 0 9,9 0,27
2| Bignona.................] 4975 | 13,57 10,30} A 17,33 | 27,50 1 1,93 26 0 3,73 14,2 0,50
3] Medina............ L. 66,00 | 21,281 1,68] A 20060 1 17,180 0,61 | 1 600 o 13,37 28,1 1,76
4] Medina.................. 27,60 | 25,13 1413 LA 151,95 | 80035 3,08 | 1547 i 23,01 20,0 2,84
5| Medina.................. 65,75 | 18,80 1,74] A 19.33 1 1L 058 1130 0 12,89 19,4 1,65
6] Kamobeul............... 12,00 | 20,42} 62,45 | L & 1ot 1 7,51 063 700 2.4 0 11,9 0,05
7] Loudin........ ... ... .. 4,00 sos]w26l]| SL IR 20,79 . 1,34 69 3,0 0 15,5 0,05
K] Oussouye................ 13,50 | 19,15 | 65,11 L s 0,81 : 5,00 1,12 N3 3,2 0 13,3 0,06
o] Dar-Salam...........L L 32,00 28,93 12,46 L A 26,69 15,190 4,36 | 1690 0.8 11,85 3,5 4,50
10 Djibelor, .. ..o ... 15,75 | 23,54 1 36,71 L AS 6,70 0 32,06 1 2,49 2087 6,6 0 13,2 0,03
T} Djibelor.. ... ... 20,00 | 32,84 f 30,33 L 10,13 12320 143 53, 0 4,13 15,7 0,72
12} Djibetor. ... L. | 1300] 25,56 56,14| LS 20,33 | 11,80 \ 0,81 21 0,6 0 14,5 0.t
13} Nianguisse................ 36,00 | 25,61 | 31,00 ] L A 26,52 115,39 1,01 102 0 1,68 15,2 0,32
M| Sibink...........o. L 00| 305814624 LS 15,90 9,23 0,19 95 1,2 0 18,8 0,08
15] Gondomp................ 16,00 | 13,62 6764| L s 15,349 RA43 . 0,63 R4 5,7 0,80 14,1 011
16| Bambato................ 5,75 | 24,00 41,77 LS BN 20,83 0 1L71 77 0 0 12,1 0,04
V7| Tamaffo oo oL 26,00 | 23,22 32,05 LA 12,33 0 24,57 . 1,42 67 0 0 17,3 0,11
18| biango.................. 3,00 26,10] 32,66 L A 30,31 11817 1,29 94 1,0 1,16 14,0 0,22
19| Bonnkilinn............. Ll asno| 303 17,07] A 30,37 22,86 1 1,48 71 0 0,96 15,4 0,19
20| Kaolack........ S 4295 | 57,67 | 3661 | L1 12,30 7,04 . 0,63 144 9,8 1,82 11,3 0,28
2] Enanpor.....o. oL 25,00 | 780 ] 7.8 L AS 27,00 1 15,90 1 0,78 126 0 13,17 20,5 LRI
2 Medina. ... L o] set ] A vz 37 20t 103 0 10,11 5.0 5,30
23| Thinroye......... .. ... 1,75 ] 15,091 | 5791 L as 31,79 | IR5 1,34 aun | 41,8 5,37 13,7 1,67
24| Djibelor. ... ..o Lo 3ese 2000 ] 3270 1A 6RO0 1 3R 3,00 478 0 ) 12,7 0,11
25| Ross-Belhio.............. 60,50 | 20,15 | 1055 | A 281330 0,76 162 05 1,2 17.5 0,20
26{ Boundoum,.............. 17,75 | 1874 | 2072 | A 2320 | 13,490 058 201 0 0,96 3.2 0,23
27| Ntingar. ... 34,75 | 22607 2R3 LA 12,03 6,93 059 86 o 0,62 1R 0,10
2r | Keur-biallo.............. 27,50 | 26,00 1 37,79 1. A 1135 1 659 038 72 0 0 17.3 0,08
20} Batingor. ... L 10,00 2w6Re | 3625 LA 180 1 913 0,35 l N6 0 7,35 26,1 0,490
(1) Texture : A : argile, LA : limon argilcux; LA S : limon argilo-sableux; LF @ limon fin;

0L

‘W VIORYD 1T

¥300d d LA OUNVNLA D ‘00VI A ‘L1AVENWIVY

ve



ACTIVITES MICKOBIENNES DANS LES SOLS DE RIZIERES DU SENEGAL ) 171

rité et le riz y est repiqué ; dans la région du fleuve Sénégal, par contre, les rizieres
sont planes, plus étendues et le riz y est semé mécaniquement.

Nous avons prélevé 29 échantillons de sols de rizieres bien représentatives ; les
¢chantillons ont ét¢ séchés a l'air et tamisés a 2 mm. L'analvse de leurs propriétés
physiques et chimiques a été elfectuée suivant les méthodes classiques d'analyse
des sols {tableau I). Nous avons mesuré au laboratoire les variations hebdoma-
daires du pH et du Eh au cours de la submersion de tous les échantillons de sols
incubés a 30° C sous une couche d'cau de 2 ¢cm, pendant un mois.

Pour {'étude de Vinfluence de la rhizosphere du riz, la vari¢té IR8 a été cultivée
sur l'ensemble des échantillons de sols, dans des eolonnes de terre en boites plates
de matiére plastique transparente {DOMMERGUES et coll., 1969) a raison de 10 plants
par boite. Pour chaque sol, 2 boites sont plantées ¢t une boite non plantée consti-
tueile témoin. Le sol a été maintenu par arrosage gquotidien, a 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, tcus les résultats ont ét¢ soumnis & une analvse statistique
et plus précisément au test de corrélation des rangs de SpPearMAN décrit par
Batzon et coll. (1969).

RESULTATS ET DISCUSSION

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

Les résultats (tableau II) monlrent que pour 6 sols (Nos 1, 3,5, 9, 22 et
29) le pH et le Eh ont tres peu varié ; il s’agit de sols acides, plus précisément
d’anciennes mangroves aménagées pour la riziculture, a l'exception du sol
N¢ 1 qui est trés sableux et pauvre en carbone organique.

Pour tous les autres sols, le pH, acide au départ, augmente plus ou moins
rapidement pour se stabiliser & une valeur supéricure a 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 a 6,0 n'évolue pas au cours de la submersion. En appliquant Ie test
de corrélation des rangs de SPEARMAN, nous avons trouvé une corrélation
invérse hautement significative cntre le pH aprés 3 semaines de submersion
et la tencur 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
I'ensemble des plants de riz obtenus (tableau II1). Le riz n'a pas poussé sur
les sols Ns 3,4, 5, 6 et 29 ol les graines ont été tuées par sulfato-réduction
spermosphérique (voir § VI). Les sols Nes |, 2, 13, 18 et 22 ont montré une
croissance faible tandis que les meilleurs sols se révélaient étre dans 'ensem-
ble, ccux des stations expérimentales,

II1. — Fixation potentielle de N,

1. Fixation algale dans les sols de Casamance.

— Mesure de la fixation de N: :

Des échantillons de 2 g de sol séché a 'air sont introduits dans des fioles de
10 m} puis submergés sous une lame d'eau de | mm, Ces fioles, dont la moiti¢ est

vor, 11, Ko 2
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Variation du pH et du Eh au cours de la submersion

108 N4 JID07019 3a 13 FIDOT0IF,A HUNATY

I pH Lh (Volts)
Ne Localite : e — :
initial 1 sem. | 2 sem. % 3 sem. 4 sem. initiat ' I sem. 2 sen. 3 scm. 4 sem.
L | Boulolab..................... 5.2 6,2 5,6 9,9 5,2 4+ 0,270 1 + 0,165 | + 0,220 | 4+ 0,230 | + 0,385
2 | Bignona......... ... ... ..., 4,3 4,0 4,1 5,0 ’ 6,2 + 0,305 ; + 0,200 ! + 0,230 | + 0,115 | — 0,083
3 Medina. ... . L © 4,0 3,2 2,7 3,0 3,2 + 0,375 | + 0,380 | + 0,395 | + 0,400 | + 0,395
A F Medinaooo 1,3 4,7 1,9 5,0 5.7 4+ 0,360 ! + 0105 | + 0,075 | + 0,060 | — 0,050
5| Medina......... L 1,2 3,4 3,35 3,35 ;35 + 0,400 1 4+ 0,355 | 40,370 | 4 0,365 | + 0,375
Kamobeut.. ... ... ... ...... 5,2 5,7 5,8 6,2 1 6,1 + 0,370 | — 0,040 , — 0,035 | — 0,075 | — 0,035
7 { Loudia............. P 5,3 6,45 5,5 6,35 ; 6,45 40,350 | — 0,040 1 — 0,005 | — 0,055 | — 0,055
R T Oussonye..................... 5.9 6,8 5,9 6,7 6,65 + 0,360 | — 0,135 | — 0,110 | — 0,145 | — 0,130
9 Dar-Salam.................... 4,6 4,95 1,2 1,9 5,2 + 0,375 | — 0,080 | + 0,045 | — ©,010 | + 0,090
10 Djibelor.. ... ... [F 5,3 6,0 6,1 6,1 6,1 + 0,370 | — 0,100 | — 0,105 | — 0,155 | — 0,085
11 Djibelor. ..o o 5,4 5,8 6,2 6,2 6,5 + 0,345 | — 0,060 | — 0,140 | — 0,135 | — 0,150
12 Djibelor.. ... o L, 4,8 H,4 6.2 6,1 6,3 + 0,400 | + 0,045 | — 0,080 | — 0,015 | — 0,050
13 | Niaguisse.............. ... ... 4,6 5,1 6,2 6,1 6,55 + 0,410 } + 0,030 | — 0,105 | — 0,175 | — 0,180
14 | Sibink......... ... ... ... 1,6 5,7 6,5 6,55 6,2 + 0,435 | — 0,025 | — 0,155 | — €,170 | — 0,035
15 | Goudomp..................... 4,7 5,4 6,0 6,4 6,4 + 0,485 | + 0,145 | — 0,065 | — 0,155 | — 0,135
16 f Bambato..................... 5,6 6,35 6,6 6,5 6,4 + 0,415 | — 0,125 | — 0,145 | — 0,160 | — 0,120
17 F Tanaff. ... .. ... . ........ 35,0 6,3 6,5 6,3 6,35 + 0,495 { — 0,095 | — 0,100 | — 0,120 | — 0,105
18 Diango.......................] 438 5,3 6,2 6,3 6,4 + 0,500 | + 0,270 | — 0,010 | — 0,120 | — 0,090
19 | Bounkilinn................... 4,5 4,3 5,5 5,8 6,05 + 0,500 | 4+ 0,400 | + 0,210 | + 0,030 | — 0,040
R0 | Kaolack...................... 5,6 6,0 6,6 6,5 6,5 + 0,450 } — 0,015 | — 0,120 | — 0,150 | — 0,165
21 Enanpov..................... 5,4 5,6 6,1 6,25 6,2 + 0,445 | + 0,230 | — 0,090 | — 0,170 | — 0,095
W Medina. ... oL 4,5 3,65 1,6 1,15 +3 40,3905 | + 0,310 | + 0,115 | + 0,110 | + 0,110
23 | Thiaroye..................... 4,6 1,75 6,0 3,9 + 04850 + 0,275 1 — 0,115 | — 0,160 | — 0,130
24 | Djibetor..... ... L 4,3 5,4 5,9 6,0 + 0,405 | + 0,095 | — 0,035 | — 0,045 | — 0,045
25 | Ross-Bethio...................] 16 5,6 6,0 6,05 | + 0,465 | + 0,185 | — 0,050 | — 0,080 | — 0,105
26 I Boundoum.................... 6,3 6,2 6,15 6,5 6,5 + 0,385 | 4 0,250 | — 0,025 | — 0,085 | — 0,100
27 p Nliagar...................... 5,4 6,0 6,2 6,1 6,4 + 0,480 | + 0,225 | + 0,025 | — 0,0R0 | — 0,090
2R Keur-Diallo.,.......o.o o oL 6,8 6,65 6,7 6,75 6,8 + 0,380 | + 0,030 | — 0,125 | — 0,115 | — 0,140
20 { Balingor............. e 4,1 1.2 4.6 1,7 1,5 + 0,430 | + 0,385 | + 0,275 | + 0,250 | - 0,325
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ACTIVITES MICROBIENNES DANS LES SOLS DE RIZIERES DU SENFEGAL 173
entourée de papier d’aluminium afin d’obtenir des iémoins dans lesquels les
algues ne se développent pas, sont placées pendant 21 jours dans un phytotron.
Le niveau d'eau est régulierement ajusté pour compechser les pertes par évapo-
ration. A la fin de l'incubation, on eftectue dircctement dans Jes fioles une mesure
de réduction de l'acétyléne (STEWART et coll,, 1967). Pour chaque sol, 5 répétitions
ont ¢été faites. La fixatior: algale est mesurée par différence entre les fioles incu-
bées a la lumieére et celles incubées a l'obscurité.

Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau 11I. Pour les sols étudiés,
a l'exception du N° 1 trés sableux, on n'observe pas de fixation algale en dessous
de pH = 6,0 sous eau. 1l ne semble pas exister de corrélation entre l'intensité de la
fixation de N, et le pH du sol. Les fixations mesurées sont faibles, a I'exception du
sol N° 13. A titre indicatif, unc réduction de 10 nmoles de C.H./g/h correspondrait
approximativement a 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
I'expérience, avec une période d’éclairement de 10 h/j.

— Numération des cvanophvcées !

.

La numdération des cvanophycées a été faite par la méthode des suspensions-
dilutions sur milicu de WATANABE (1959) qui renferme par litre : K.HPO,, 03 g;
MgSO,, TH.0, 0,2 g; CaCl,, 0,05 g; FeCl,, traces.

Le nombre de cvanophvcées fixatrices de N, varie entre 0 et 6 x 10¢ par
gramme de sol sec (tableau TTI). Le test de SPEARMAN a été utilisé pour rechercher
I'existence d’une corrélation entre la densité de ces organismes ¢t le pH du sol. La
corrélation est positive et hautement significative dans les trois cas étudiés : pH
initial, pH apres 3 semaines de submersion et pH intermédiaire. En ce qui concerne
les sols submergés étudiés, la valeur pH == 5 mesurée aprés un mois d'incubation
semble constituer la limite inféricure compatible avec la présence de cvanophvcdes.
En effet, dans 3 sols de pH inféricur 2 5,0, ccs organismes étaient absents.

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

L’expérimentation a porté sur 23 sols, le riz ne poussant pas dans les N°* 3, 4,
5, 21, 22 et 29. Pour chacun des sols, le dispositif expérimental suivant 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 rhizosphérique et microcolonines de sol
non ensemencées pour le sol non rhizosphérique. La photopériode comportait
14 h d'éclairement a 20000 lux. La fixation de N, a été estimée au 15° jour par la
méthode de réduction de l'acétyléne (RINAUDOD et coll., 1971).

Les résultats obtenus (tableau ITI) ont été exprimés & la fois en nanomoles
d’éthyléne et en microgrammes de N, (1 nmole C.H./h correspond a 0,224 ng N/j).
Il a été en effet démontré que la fixation de N, pouvait étre valablement estimée
par la méthode de réduction de l'acétyléne en se basart sur le facteur de conver-
sion « CGH; : N. =3 » (RiNnauDO et DoMMERGUES, 1971), Aucune corrélation n'a pu
étre 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 rhizosphére est trés étroitement lide a la
croissance de la plante qui dépend elle-méme 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 attribuant une activité fixatrice nulle, une corré-
lation inverse et hautement significative peut étre observée entre la fixation de N,
et la teneur en chlorures.

vor, 11, N° 2
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IV. — Nitrification.

L'é¢tude de l'azote nitrifiable a porté sur l'ensemble des sols; pour cha-
que sol, une série d’échantillons est mise en incubation pendant 7 semaines
a 30° C en aérobiose, & I'humidité équivalente sans apport de substrat. Cha-
que semaine, 3 échantillons sont prélevés pour le dosage de la teneur en
nitrates (méthode a l'acide 2-4 phénol-disulfonique). Les courbes représenta-
tives de I'apparition des nitrates présentent une phase de latence plus ou
méins 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 production de N-NO-.

Les résultats, rapportés au tableau Ill, ont €té soumis au test dc
SPEARMAN avec certaines données de l'analyse des sols. Les corrélations sui-
vantes ont pu étre ainsi établies (tableau VI) :

— une corrélation inverse faiblement significative entre la quantité de
N-NO; obtenue apreés 7 semaines d'incubation et la conductivité 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 le pH des sols.

Dans les sols de rizieres du Sénégal, P'azotce nitrifiable semble donc dépen-
dre de la salinité et du pH des sols : le délai d'appariticn des nitrates cst
d’autant plus court aue le pH est plus élevé et la vitesse de formation ainsi
que la quantité produite sont d’'autant plus ¢élevées que la salinité est plus
faible.

V. — Dénitrification.

Cette étude a porté essentiellement sur Ja mesure de la dénitrificaticn
potentielle des sols ¢t la numdération des bactéries dénitrifiantes.

—  Mesure du potentiel dénitrifiant :

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

Les mesures ont été effectuces a laide de la méthode manométrique de War-
BURG décrite par Mc GARrITY (1961); on a ajouté 100 ppm de N-NQ, sous forme de
KNO: a 25 g de sol ajusté a 'humidité éguivalente et mis en incubation a 30° C
dans des fioles de 130 m! environ, sous atmosphére d'azote trés pur. Des mesures
de pression sont effectuées toutes les 3 4 4 h pendant plusieurs jours.

Les valeurs du potentiel dénitrifiant des sols obtenues en faisant la movenne -

de 3 répétitions, montrent une tres grande diversité (tableau III); la durée totale
de dénitrification varie entre 40 ct 1500 h, les temps ¢levés ayant ét¢ obtenus par
extrapolation. Pour tenter d'expliquer ces variations, nous avons cherché a savoir
si cetle activité microbienne était en corvélation avec certaines données physico-
chimiques des sols. En attribuant fe rang 1 au temps de dénitrification le plus
court et aux données physico-chimiques les plus élevées, nous avons observé
(tableau VI) : :

— ung corrélation positive hautement signiticative avee la teneur en carbone
organique ;
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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 aprés
une semaine de submersion, correspondant au pH efiectif lors de la dénitrifica-
tion.

1l n'a pas été possiblc de metire en évidence une corrélation entre le poten-
tiel dénitrifiant et la tencur en argile des sols, contrairement a ce qui a été observé
par REDMAN et PATRICK (1965) sur 26 sols hvdromorphes de Louisiane.

Nous retrouvons donc pour les sols de rizieres du Sénégal, des résultats déja
décrits dans la littérature concernant la dénitrification, avec cependant une pre-
cision supplémentaire relative a l'ellet de la salinité.

— Numération des bactéries dénitrifiantes-:

Le nombre de bactéries dénitrifiantes a été déterminé par la méthode du
nombre le plus probable (MPN) de Mc CraApY, en ensemengant- 1 ml de cha-
que dilution de sol danhs des tubes & essais de 12 X 120 mm contenant le
milieu faiblement gélosé suivant : Na,HPO,, 12H,0, 3,575 g; KH,PO,, 0,980 g;
MgS0,, 0,030 g ; extrait de levure Difco, 1 g; bacto-peptone Difco, 1 g; succi-
nate de sodium, 10 g; KNO,, 10 g; bacto-agar Difco, 2 g; cau distillée q.s.p.
1000 ml. Aprés ensemencement, on recouvre le milieu avec 2 4 3 ml d'agar
mou 4 5 p. mille et on met en incubation a 30 C pendant 15 jours. Les tubes
sont comptés comme positifs lorsqu’il v 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 dénitrifiant des sols. Il semble que cette corrélation dépende
essenticllement de la teneur en chlorures, car si le nombre de bactéries déni-
trifiantes ne présente pas de corrélation avec la tencur en carbone organique,
il présente, comme le potentiel dénitrifiant, une corrélation inverse haute-
ment significative avec la teneur en chlorures.

Ceci nous a conduit a séparer les échantillons de sols en 2 classes dis-
tinctes suivant leur teneur en chlorures. Dans la classe des sols non salés
(effectif 11), le potentiel dénitrifiant présente unc corrélation uniquement
avec la teneur en carbone organique : elle est positive et hautement signi-
ficative. Par contre, dans la classe deg 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 aprés une semaine de sub-
mersion, ce qui confirme les conclusians de VALERA et ALEXANDER (1961).

VI. — Sulfato-réduction.

— Estimation de la sulfato-réductioy; :

Le riz a &1é cultivé sur I'ensemble des sols dans des boites plates en maticre
plastique décrites précédemment ; a la fin de la culture, nous avons noté, a travers
les parois transparentes des boites, la présence et l'importance des taches noires
de sulfures autour des graines (sulfato-réduction spermosphérique), le long des
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Crolssance du rlz et activités microbiecnnes des sols de rizieres du Sénégal

Crois- .
SANGE Fixarmion ne N, AZOTE NITRIFIARLE DENITRIFICATION
bIroRIZ
SoLs J e B S R
CYANOPUYCEES Rutzosruiznre . Temps den.
Mal. Vég. ppm N-Noj| Vitesse 100 ppm | Germes
No Localité poids sec § Fixalion | Densilé ! formés en | ¢ “‘_I“‘ fatence (NN, en hijg sol see
eng nmoles Jg sot nmoles e N | 7 semaines | fication enh = Polentiel|  (log,)
Collyjgih | (logy) | t=tlale/h | Jel] ppm/100h Dénitrifiant
1: Boulolal.............. 2,12 1,4 ' 3,90 o1 0,00 3,5 1,25 R0O0O 600 2,15
21 Bignona. .. ........... 1,35 0 2,15 3.0 0,67 10 2,25 800 200 4,18
3| Medina. ... 0 0 n 0 0 14 3,50 B00 650 1,70
4 Medina............... 0 0 2,04 1] 1] 21,56 5,50 R00 200 1,23
5 Medina...............{ 0 0 n 0 0 2.5 10,30 200 > 1500 1,90
6! Kamoheal............ 0 1,4 3,90 1,9 E10 35 9,20 200 250 3,54
70 Loudia............ ... 4,30 0 1,90 17 1.05 50 9,30 660 100 3,85
81 Oussouye............. 4,39 2,0 5,54 15,2 3,10 349 12;060- 600 75 5,23
9 Dar-Salam............ 5,39 0 n 1] 0 n.d. n.d. n.d. 100 3,0+t
10| Djibelor.............. 7,06 4,11 1,65 10,2 R 2B 10,00 700 40 4,08
11| Djibelor.......oo..... 6,72 n.d. n.d. 18,6 1,8 0,35 ¢ 550 250 4,24
121 Djibelor. ..o oo Lo 3,80 [} 3,51 6.0 2,14 0,50 650 350 4,10
13 Ningnisse........... .. 1,33 8,0 6,20 1,6 0 0 > 1200 200 4,11
14] Sibink................ 3.9 3,6 2,70 102 12 2,00 700 110 3,60
15| Goudomp............. 4,82 0,8 1.90 - 6,2 26 5,00 500 300 3,18
16! Bambalo............. 4,34 0 6,78 2,2 14 3,00 700 70 3,85
17 Tanaff.... ... ....... 7,85 n.d. n.d. R 15 3,00 800 110 4,48
1R Diango............... 2,42 0 1,30 1,3 32,5 7,00 500 220 4,98
19| Bounkilinn............ 2,60 )] 2,10 K!8 3,3 0,30 100 90 3,99
20 Kaolack.............. 3,90 0 2,90 1E,5H B . 1,30 200 750 3,95
21 Enanpor.............. 3,61 0 [IR] 0,35 550 H00 3,40
2] Medina...... ... ... .. 1,82 1] 0 n.d. n.d. n.t. > 1500 2,11
23| Thinrove...... ...... 6,00 0,2 0,04 5% 9,00 100 110 3,98
24| Dijibelor. ... ... .. .. 6,20 n.d. n.d. nd. n.d. n.d. 60 4,51
20| Noss-Bethio........... 4,92 n.dl. n.al. 13,5 3,02 10 2,60 800 180 5.1
26 Boundounm............ 1,23 21,8 1,79 23 4,00 200 120 5,10
Q7| Nbingar............... 1,31 7.3 1,61 7 2,00 700 1 0600 5,19
28| Keur-Diallo......... .. 2R i 1,1 . 2,26 n.d. n.d. n.l. 260 5,34
W Balingor......... ... 0 ! 0 0 n.d., nal. . 700 .
I
n : absence de cvanophveée, n.d. : non déterminé.
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ACTIVITES MICROBIENNES DANS LES SOLS DE RIZ1ERES DU SENEGAL 177
racines (sulfato-réduction rhizosphérique) et dans I'ensecmble du sol planté ou non
(sulfato-réduction diffuse).

Nous définissons le potentiel sulfato-réducteur par le pourcentage de plantes
mortes aprés 60 jours, avant succombé par sullato-réduction spermosphérique
pendant la germination ou par sulfatoréduction rhizosphérique pendant la crois-
sance. Il a été vérifi¢ que chaque graine morte est bicn entourée d'une gaine de
sulfure ferrcux, et que les plantes mortes ont bicn leurs racines couvertes de la
méme gaine. Pour exprimer les résultats, nous avons défini des échelles d’intensité
de 0 & 5 (tableau V). Pour les différentes formes de sulfato-réduction, il a été tenu
compte de pourcentage de survie des graines, ou de iétat de la plante, et de
I'importance des taches de sulfures.

TABLEAU V

Echelle d'intensité de la sulfato-réduttion
et estimation du risque total (Potentiel sulfato-réducteur)

A A

Qs , : POTENTIEL $UL-
SULFATO-REDUCTION )
FATO-REDUCTEUR
I = Risque fotat
Spermosphérique|  Rhizosphérique | Diffuse estime
Crileres choisis i
Pourcenlage de , I,
. arpd e N e . aclwesl P senlave de
graines morles Pourcentage d 1‘1‘11 ndue des l.u'.hm Pourcentige de
en cours de plants mm.'ls en hors sp}xrmusphvr‘v plants morts au
. f : H » 08 OTre [
germination | COUrs de crolssance l el rhizosphére 60¢ jour
: " absence 0 .
J 0! de sulfures 0 . aucune tache 0
‘ _ croissance i —
| R normiale luches pelites
Il ) )
" 1 va 2w 0 el rures 0a 20
i .
= , § sulfures o0 0 ( croissuuce Laches peliles ,
- ! B 5 . R © P 5
= v . Wa 5 ) ralentic el nombreuses 204 oY
= ! en __ . o
£ ! .
< ! . o eroissunce o
= 3! quantileés 50a 80 0 arrél Luchies ¢lendues 50 d 80
5 ; arrélée
< j
!
i croissanles .
4! &G a 100 0a 50 laches trés élendues 804 90
|
i
!‘ 0 e Iorizon noirci en
- N . . a0 § |
5 ‘ 100 50 a4 100 | tolulilé 00 a 100
|

Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau IV, En appliquant le
test de corrélation des rangs de SPEARMAN 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 tencur en argile et
les sulfato-réductions spermosphérique et rhizosphérique et le potentiel sulfato-
réducteur ;

voL, 11, N° 2
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178 J.-L. GARCIA, M. RAIMBAULT, V. JACQ, G. RINAUDO ET P. ROGER

— une corrélation inverse [aiblement significative entre le pH initial et la
sulfato-réduction spermosphérique, ¢t hautement significative entre le pH initial
et la sulfato-réduction rhizosphérique ct le potentiet sulfato-réducteur ;

*  — une corrélation positive laiblement significative entre la conductivité et les
sulfato-réductions  spermosphérique et rhizosphérique et lc potentiel sulflato-
réducteur ; .

— une corrélation positive faiblement significative entre la teneur en sulfate
et la sulfatoréduction rhizosphérique ct le potentiel sulfato-réducteur ;

— une corrélation positive hautement significative entre les intensités des
sulfato-réductions sperrnosphérique et rhizosphérique : les sols sensibles a la pre-
miére forme le sont aussi & la seconde mais la réciproque n'est pas vraie.

Dans les sols de rizicres de Casamance, V'intensité¢ de la sulfato-réduction est a
relier a P'origine pédologique : les sols les. plus sensibles sont ccux qui ont été
aménagés sur d'ancicnnes mangroves. Dans les sols du delta du fleuve Sénégal, for-
més sur alluvions fluvio-marines, la sulfato-réduction peut se mariifester -méme
dans des sols pcu acides. Rappelons que des é¢tudes préliminaires (Jaco, 1970) ont
montré que la sullato-réduction ne survient que dans des sols engorgds et suffisam-
ment riches en sulfates. Signalons également que I'accumulation de sulfures pro-
duits par des bactéries sulfato-réductrices a été constlatée in situ en 1971
a) dans la spermosphére du riz semé dans le sol alluvial de Boundoum ou elle a
provoqué la mort de la totalité du semis, b) dans la rhizosph¢re du riz cultivé
dans une rizi¢re artisanale, récemment créée.sur une ancienne mangrove a Balingor
en Casamance o 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 a cette forme de

sulfato-réduction sont réduites car le riz est repiqué; par contre dans la région-

du fleuve Sénégal, les pertes peuvent étre importantes puisque le riz est semé
directement en place par des procédés mécaniques. La sullato-réduction rhizos-
phérique est beaucoup plus fréquente et apparait a des degrés divers dans presque
tous les sols testés. La culture en « billons », comme elle est pratiquée en Casa-
mance, permet de lulter efficacement contre la sulfato-réduction en maintenant
unc partie des racines au-dessus du niveau de la nappe.

— Numiération des baciéries sulfato-réductrices :

Les bactéries sulfato-réductrices ont été dénombrées dans le milieu liquide
de STARKEY modifié par Asp-Eb-MaLek (1958) et Picninoty (1966) selon la
méthode du nombre le plus probable (MPN).

Les résultats sont rapportés dans le tableau IV. En appliquant le test
de corrélation des rangs, nous avons observé (tableau VI) :

— une corrélation positive hautement significative avec la teneur en
argile ; '

— une corrélatior. inverse hautement significative avec le pH initial ;

-— une 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 potenticl sullato-réducteur.

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

REVUE D'ECOLOGIE ET DE BIOLOGIE DU SOL
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VII. — Formation biologique du méthane.

—  Mesure du pouvoir méthanigéne :

Pour déterminer le pouvoir méthanigene des sols, des fioles de 125 ml munices
d'un robinet rodé, contenant 10 g de sol séché & l'air et 12 ml d'cau, sont remplics
d’'N; et préincubées 3 jours a 37" C, de fagon 2a rétablir dans le sol les conditions
réductrices favorables. On ajoute alors 10 ml d’'cau et on incube a 37° C aprés avoir
renouvelé Patmosphere d’N; (t,). La mesure du CH, form¢ cst faite au chromato-
graphe a ionisation d¢ flamme, tous les jours pendant 8 &4 12 jours. Les courbes de
production de méthane ¢tant lindaires, la pente permet de connaitre 'activité
méthanigéne du sol (exprimée en mul de CH, formé/g de sol sec/j). Pour chaque sol,
deux répétitions sont suffisantes car la reproductibilité est bonne.

Les résultats sont rapportés dans le tablean 1V. Nous avons constaté, en appli-
quant le test de corrélation des rangs, des corrélations inverses hautement signi-
ficatives entre le pouvoir méthanigene et Ja conductivité, la tencur cn chlorures,
la teneur en argile et le rapport C/N (tableau VT). L’absence de corrdlation avec la
teneur en carbone organique est vraisemblablement due au [ait quce son influence
est masquée par celles inverses des autres facteurs. En effet, si on éliminc le fac-
teur salinité en ne considérant que les 11 sols non salés, nous obtenons une corré-
lation positive hautement significative cntre le pouvoir méthanigene et la tencur
en carbone organique. En ce qui concerne le pH et le Eh, on observe une corréla-
tion au stade d'une semaine; cette durée correspond sensiblement a celle de la
mesure du pouvoir méthanigene. '

‘Kovaua et coll. (1970) ont montré l'influence inhibitrice de T'addition de sels sur
la formation de méthane dans un sol non salé. De notre cdté, nous constatons le
meme effet inhibiteur en comparant des sols provenant de biotopes naturels. En
tragant des diagrammes, il nous a ¢té possible de déterminer le seuil de salinilé
au-dela duquel la formation biologique du méthane ne peut étre que tres [aible ou
nulle, quelles que soient les autres conditions physico-chimiques. En utilisant la
conductivité (mesurde a partir du sol séché a l'air et mis c¢n suspension dans
I'eau a raison de 10 g de sol pour 100 ml d’cau} comme indicateur de salinité, ce
seuil se situerait entre 0,13 et 0,20 minhos/cm.

—  Nuwmiération des bactéries mérhanigenes :

Pour 'a numédration des bactéries méthanigeénces, nous avons utilis¢ la tech-
nique récemment mise ay point (Rammsavet, 1974) basée sur la détermination du
nombre le plus probable (MPN); les dilutions de sol séché a I'air ont servi peour
I'inoculation des tubes de culture, contenant un milicu riche a l'extrait de terre
qui permet la meilleure croissance des germes. Aprés une incubation de 8 a 10
jours, 1 ml de 'atmosphcre de chaque tube est injecté dans un chromatographe a
icnisation de flamme qui permet de déterminer avec une grande certitude les
tubes ayant montré une activité méthanigene.

Les résultats sont rapportés dans le tablcau IV. En appliquant le test de
corréiation des rangs, nous constatons qu'il existe, comme pour le pouvoir métha-
nigene, les mémes corrélations en ce qui concerne la conductivité, la teneur en
chlorures, la tencur en argile, le pli et lec Eh & une semaine (tableau VI). Cepen-
dant, nous avons noté quy la valeur des coefficients de corrélation obtenus est, en
regle géndrale, plus ¢levée dans le cas des numdérations. 1l existe également une
corrélation positive hautement signilicative entre le pouvoir méthanigene ct le
nombre de bactéries.

Drapris les résultats que nous avons obtenus, il apparait que le nombre de
bactéries méthanigenes dans le sol est d’autant plus élevé que le pH cest plus élevé
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TasLeav IV

Croissance du riz et activités microbiennes des sols de rizitres du Sénégal (suile)

e LG Y —

13
19

20 !

21

e

23
21
2D
26
27
2%
29

o S I A

CROISSANCE

DU Riz SULFATO-REDUGTION (1) METUANOGENESE
Sots Pt o e e | e e e e
Dirrtse Potentiel [
Mal. Vég. . X sulfato-redue-| Germes Pouvoir Gernies
Loealilé poids see ‘sl".’”_""s‘ ]‘I}'zj"s' l teur fg sob seel méthanigene g sol see
ng phérique plu'rn‘pur Sol pl:ml(:{ sSol nu == Risque {log,y mpl GH,/g/j (log,:
: tofal eslima
|

Bowtotat .. .............. 2,12 T B I l 1 4,60 2 600 5,06
Bignona............. ... 1,35 1 3 0 ! 1 1 5,87 2 4,78
Medina, ..o L 0 1 5 0 1 5 4,091 0 2,00
Medina. . ..ooooooo o 0 3 5 L 2 5 3,31 3 4,60
Medina............. .., 0 ) — - 1 5 4,70 0 2,00
Kamobewl. ... ... 0 D — { 3 5} 2,149 1 600 ;5,78
Londin,................ 4,30 0 0 1 0 0 2,20 10 000 6.7%
Oussouye. ... ..., 4,39 4] 3 1 Nt -2 . 3,45 8 000 6,30
Dar-Salam.......... .... 5,39 1 3 1 1 3 © 2.6 200 I
Djibelor. ... ... ... ... 7,06 0 1 1 2 4] 3,28 13 600 [ R4
Djibelor. .. ... ..o oL 6,72 0 3 1 2 1 1,79 0 3,08
Djibelor. ... .. .. ... 3,30 0 1 0 1 1 2,15 20 5.06
Ningnisse. ... ... .......] 1,33 0 2 S 2 3,17 10 5,73
Sibink......... ... .. 3,95 ] 1 1 1 0 3,60 1500 5,60
Goudompr........ ... ... 4,52 0 1 l i 1 2,61 50 6,30
Bambato.. ... .. ... S 1,34 4] 4 0 0 2 3,19 5 000 7,15
Tanaff. . ... ... ... ... 7,89 0 ; 0 2 0 0 2,61 15 000 6,60
Diango. ... ............ 2,49 0 i 1 1 ] i 2,19 20 , 3,51
Bounkitinn.............. 2,60 0 " 2 1 1 1 315 | 4,22
Kaolaek................ 3.00 0 l 1 0 1 1] 2,31 1 2,78
Enanpor................ 3,61 0O 1 t 1 0 3,2 0 3,54
Medinn. .. .oooo oL 1,82 ] 1 1 1 | R 1 TN
Thiaroye................ 6,00 0 1 2 5 3 3.97 20 2,48
Djibelor. ..., ..o L. 6,20 0 3 1 2 R 4,10 25 000 5,00
Ross-Belhio... ... ... 4,92 0 3 3 2 3 3,50 16 522
Boundown. .. .. ... oL 1,23 1 2 "3 0 3 5,h9 5 4,10
Nliagar................. 4,31 0 1 1 1 1 2,50 1 3.06
Keur-Diallo. . ... .. L. 2,18 3 2 l 0 4 2,314 i 3,06
Balingor.. .., ... .. ... .. 0 ) — - 0 5 4,11 n.d. n.d,

(1) Voir échelle d’intensité au tableau V.

n.d. : non détermingé.
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absence de corrélation : A; case vide :

TasLEAU VI

Résuitats du test de corréiation des rangs de SPEARMAN :
corrélation positive hautement significative : P, faiblement significative : p
corréiation négative hautement significative

N, faiblement significative : n
rs non calculé

. - Nombre de germes Slufato-
Teneurs en Coi- pli ith leneurs en Jiz 50l sec réduclion
— 1} due- D tapport _
, ) fivite | [ A T S| 9N oex| BsR | MET| it
argile; Ci SO, initiaby o Finiliab | g 0 1 €O N (0 (2) (3) rhiz.| Dif.
Par cyanophycées..| A A A A A A A
Fixation | Cyanophycées/g sol
de N, SEC.. vt A A A P Y A A
Rhizosphtérique. .. .| A N N A A A
Produit en 7 sem...{ A A n A A A
. w. .. | Vilesse de forma-
N-NOs | fion. oo A | A n A Al A
Délai de formation.| A A n A A
Potentiel dénitrifianl.........{ A N N A p P A A P
Bactéries dénitrifiantes/g sol
SCC. vttt e A N N A P A A A o
Spermosphérique...| p A A p n A A A P A
Sulfal(?- Rhizosphérique. ...} p A p p N A A P A
réduction ‘
iffuse,........... A A A A A A A A 3}
Potenticl sulfato-réducleur... .| p A p p N A A P
Bact. sulfato-réductrices/g sot
BOC. eeie e P A P p N A A (]
Pouvoir métbanigéne......... N N N A r A N A N p
Bactéries mélhanigenes/g sol
sec.. ... e e . N N N A P A hi A A o
(1) DEN : bactéries dénitrifiantes ; (2) BSR : bactéries sulfato-réductrices ; (3) MET : bactérics

mdthanigénes,
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ct que la tencur en chlorures, la conductivité et le Eh sont plus faibles ; e pouvoir
méthanigéne est influencé de la méme fagon puisqu'it est en corrélation trés étroite
avee le nombre de baciééries. La teneur c¢n carbone organique ne semble pas inter-
venir quand il s’agil de sols salés pour lesquels c’est plutét le rapport C/N qui est
important, Dans les sols non salés, par contre, la teneur c¢n carbone organique
influence fortement l'activité des bactéries méthanigénes mais pas leur densité.

CONCLUSICN

Parmi les facteurs physico-chimiques étudics, la teneur en carbone orga-
nique, le pH et la salinité ont une grande influence sur les diflérentes acti-
vités microbiennes des sols submergés,

. Le fait que la mati¢re organique facilement assimilable soit un facteur
important n'est pas nouveau, mais il faut noter qu’elle intervient surtout dans
lcs sols non plantés ; en effet, I'apport d’exsudats racinaires par les plantes
compense éventucllement le manque de substances carbondes assimilables
par les microorganismes. Nous avons observé des corrélations positives dans
le cas de la dénitrification et de la méthanogénese, mais pas dans celui de la
nitrification dont les germes responsables sont en majorité autetrophes.

Le pH cest également un facteur important ; il est en corrélation avee la
densité des cvanophveées fixatrices de N,, avec l'activité nitrifiante ¢t avec la
densité et l'activité des bactéries dénitrifiantes et méthanigenes. Par contre,
les sols acides sont favorables a la sulfato-réduction. '

Parmi tous les facteurs physico-chimiques, la salinité semble jouer un
role prépondérant dans les sols submergés car elle intervient dans la plu-
part des activités microbicnnes : clle est défavorable a la fixation rhizosphd-
rigue de N, par les bactéries, a la nitrification, a la dénitrification et a la
méthanogénese ; seule la sulfato-réduction est favorisée dans les sols salés.

L'influence de la rhizosphére est également trés importante. Nous avons
pu montrer que la fixation rhizosphérique de N, par les bactéries est beau-
coup plus importante que la fixation dans les sols non plantés, par les bacté-
rics ou les cvanophycées. La suifato-réduction cst également beaucoup plus
importante dans les sols plantés et elle est localisée essentiellement autour
des graines et le long des racinces.

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 N,, la nitrification, la
dénitrification et la méthanogéncse, mais des activités sullato-réductrices
faibles.

Riseme

L'¢iude comparative, pour 29 c¢chantillons de sols de rizieres du Sénégal, de
Iinfluence des facteurs physico-chimiques et de la rhizosphére du riz sur dillé-
rentes activités microbiennes, nous a permis de constater que :

REVUE DECOLOGIE ET BE BIOLOGIE DU SOL
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1. La densité des cvanophycées fixatrices de N, est ¢troitement liée au pH
des sols, le pH = 5 constituant une limite inféricure. La fixation dc¢ N, par les
algucs dans les sols non plantés est en général peu importante.

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

3. L'azote nitrifiable dépend de la salinité ¢t du pH : quand le sol n'est pas
submergé, 'apparition des nitrates est d'autant plus rapide que le pH est plus
¢levé ; la vitesse de formation et 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, cst en d¢troite corrélation avec la
tencur en carbone organique, et en corrélation inverse avec la salinité. Une faible
corrélation existe avec le nombre initial de bactéries dénitrifiantes.

5. La sulfato-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 potentie] sulfato-réducteur qui est défini
par le pourcentage de plantes mortes en 60 jours.

6. La densité et |'activité des bactérics méthanigenes sont d’autant plus impor-
tantes quec le pH est élevé, et que la teneur en chlorures et le Eh sont faibles.
Il existe une corrélation entre Ja densité des germes méthanigénes dans le sol
et le pouvoir méthanigéne.

SUMMARY

The influence of the. phvsico-chemical properties and of the rhizosphere elffect
of rice on some microbial activities has been compared in 29 rice soils from
Senegal.

1. The number of N.fixing cyanophvceae was highly correlated with the soil
pH, soils of pH below 50 being devoid of cyanophyceae; N, fixation by algae
in bare soils was generaly low,

2. Non symbiotic Nrfixation by rhizosphere bacteria was depressed by increa-
sing soil salinity.

3. In non waterlogged soils, nitrates 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 added, was highly correlated 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 denitri-
{ving bacteria. '

5. Spermospherical sulfate-reduction occured in one third of the soils, espe-
ciallv in former mangrove soils; rhizosphere sulfate-reduction was more ire-
quent. A high correlation was found between the initial number of sulfate- redu-
cing bacteria and respectively the rhizosphere sulfate-reduction and the sulfate-
reducing potential, defined as the percentage of plants dead out in 60 days.

6. The number and the activity of methane producing bacteria increased
with soil pH and were reduced when the amount of chlorides or the redox
potential raised. A Corpelaticn was found between the number of methane for-
ming bacteria and the methane production capacity.
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SEQUENCE DES PRODUITS
FORMES AU COURS DE LA DENITRIFICATION
DANS LES SOLS DE RIZIERES DU SENEGAL

par J.-L. Garcia
ORSTOM, Laboraloire de Microbiologie du Sol, 3. PP. 1386, Dakar, Sénéqgal

SUMMARY

SEQUENTIAL PRODUCGTS OF DENITRIFICATION
IN SENEGALESE PADDY SOILS

A study of the sequential products of denitrification, in vifro, in paddy
soils from Senegal was undertaken by gas chromatography. The following
results were obtained: 1) nitrate reduction rate was positively correlated
with the organic carbon of the soil; 2) only a small quantity of nitrite was
formed. probably because of the acidity of the soil; 3) nitric oxide pro-
duction was observed in 16 of the 30 soils studied; the quantity produced
was substantial in only 1 of these; the maximum amount of NO was very
significantly related, directly with the maximum amount of nitrile and
indirectly with the pl1 of the submerged soils; 1) the rate of formation and
ol reduction of nitrous oxide were directly related with the rate of nitrate
reduction and with the soil organic carbon content; 5) in some soils during
denitrification, il was possible to demonstrate apparent and temporary
losses of nitrogen: the nitrate which had disappeared could not be comple-
tely recovered in the form of NO;, NO, N,O or of N..

Kiv-worps: Denitrification, Soil, Nitrogen; Sencgal, Paddy soils,
Sequential products. :

INTRODUCTION

Les pertes d’azote dans les sols par dénitrilication ont été, depuis long-
temps, l'objet de trés nombreuses études. Les méthodes d’évaluation de
Pactivité dénitrifiante sont basces sur-la nicsure de la vitesse de disparition

Manusecrit regu le 6 avril 1973, aceepté le 5 octobre 1973,
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du nitrate ou sur 'emploi de la technique respirométrique de Warburg,
de Ja chromatographic en phase gazeuse ou de la spectrométrie de masse
avee N, Ces deux dernieres techniques ont permis a plusicurs auteurs
d'étudier la séquence des produits gazeux formés au cours de la dénitri-
fication [5, 7, 10, 11, 20, 25, 31].

l.es produits majeurs sont Vazote et le protoxyde d’azote; N,O pre-
domijne aux bas pIT et n'est décelable qu’en faible quantité aux pll faible-
ment alcalins [20, 31]. Un troisitme gaz, 'oxyde nitrique, a ¢élé décelé
dans certains cas [5, 20, 31], mais sa formation a été attribuée & une réduc-
tion chimique du nitrite, premier intermédiaire de la dénitrilication.
Cependant, plusieurs auteurs ont démontré existence d’une production
biochimique de NO par des cellules ou par des extraits enzvmatiques de
bactéries en cultures pures |3, 12, 18, 19, 21, 29, 30]. Dans les sols [5, 20, 31],
comme dans le cas des organismes isolés [6, 8, 16, 17, 29], le NO produit est
ultéricurement réduit et certains auteurs le counsidérent comme un inter-
médiaire de la dénitrification.

Mais cette hvpothese n’est pas admise par tous. Il en est de méme pour
le N0, bien que Nommik [20] ait démontré, & Paide de I'isotope N, que
dans les sols, la réduction des nitrates en N, passait obligatoircment par
Ie N,0. Cependant, il semblerait que ce gaz ne consiilue pas un intermé-
diaire dans le cas de toutes les especes bactériennes (1, 13, 14, 22, 24].

Comme d’autres auteurs {7, 15, 26, 28], nous avons utilis¢ la chromato-
graphie en phase gazeuse pour I'étude de la séquence des produits formés
au cours de la dénitrilication in pifre, d’unc séric de sols de rizicres du
Seénegal.

MATERIEL ET METIHODES

Les 30 sols de rizitres du Scénégal, ulilisés pour celle étude (lableau I), sont
décrits par ailleurs [9]. Cinquante grammes (e sol, amendés & 'hurmdilé ¢quivalente
_par une solution de IXNO, contenant 100 pg de N — NO; par gramme de sol sce,
sonl mis en incubation 4 30° C, sous almosphére d’hélinm (He N3, Si¢ I'Air
Liquide) a plusieurs répétitions, dans des flacons sérum de 500 ml dans lesquels la
faible épaisseur de sol facilite les échanges gazeux. Un vide poussc el répélé est
cffectué pour éliminer Q,.

Une premiére série de flacons serl au dosage chimique des nitrates (méthode a
I'acide 2-4 phénol-disulfonique) et des nitrites (méthode de Griess-Ilosvey modifice) ;
ces méthodes ont éL¢ déerites en détail par Bremner [4].

I.a deuxicme série de flacons est ulilisée pour I'analyse périodique de 'atmo-
sphere des sols @ I'aide d'un ehromatographe a détection par conduetibilité ther-
mique, Varian Aerograph 90124, dont les condilions d’utilisation sont les suivantes :
colonne interne 107 x 1/4” (I, = 3,048 m, £ = 6,35 mm) en inox, remplic avec
du Porapak Q100/120 mesh : température de la colonne, 800 ; {température de
I'injecteur, 1100 ; température du délecteur, 2500 ; intensité des filamenls, 200 mA ;
gaz vecteur, hélium NA5 (SLE PAir Liguide) ; débit du gaz vecteur, 60 ml/min ;
colonne externe, 107 3 1/4” en inox, remplic avee un tamis moléeulaire H/A ; tem-
pérature ambiante, 220 envivon ; volume injecté, 0,7 mi par vanne d’injection auto-
matique ; enregistreur Varian Aerograph A2) ;. déroufement, 50 em/h. La calibra-
tion a ¢lé faite avee des gaz purs (N, Oy, CO,, NO et N,0) de Ja SUe VAir Liquide.
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TaBLEAU 1. — Caractéristiques physicochimiques
des 30 sols de rizieres du Sérégal étudiés.

Nombre !
! pH initial de
T - CGi- bacléries
I Ne 1 5.011:s . Texture I‘f; 0. | N—-NO, (m.éq./ dénitri-
e (localité) Joo | (pPm) 1100 g) .. | flantes
i Lo apres
initial i par g
! 1 semaine| 1.°q1 sec
T P - i
1 |Boutolat Sable limmoneux 6,49 0 0 5,2 6,2 140
2 |Bigitona Argile 47,38 0 3,73 4,3 4,9 30 000
4 |Medina Limon argileux 154,95 0 23,01 4,3 4,7 17 000
6 |KKamobeul |Limon sableux 12,94 2,4 0 5,2 5.7 3 500
7 |Loudia Sable limoneux 35,82 3,0 0 5,3 6,45 7 000
8§ |Oussouye Limon sableux 25,84 3,2 0 5,5 6,8 170 000 ;
9 |Dar-Salam |Limon argileux 26,69 0,8 41,85 | 4,6 4,95 1100 |,
10 |Djibelor Limon argilo-sableux| 56,79 6,6 0 5,3 6,0 95 000 !
11 |Djibelor Limon 40,13 0 4,13 | 5,4 3,8 ‘ 17 500 |
12 |Djibelor Limon sableux 20,33 0,6 0 4,8 5,4 . 25000 |}
13 |Niaguisse Limon argileux 26,52 0 1,58 | 4,6 5,1 ~ 130001
14 |Sibink Limon sableux 15,90 1,2 0 4,6 5.7 S 4000 |
15 |Goudomp  |Limon sableux 15,99 5,7 0,80 | 4,7 54 | 3000
16 |Bambato Limon sableux 35,89 0 0 5,6 6.35 8 000
17 |Tanaft Limon argileux 42,33 0 0 5,0 6,3 30 000
18 |Diango Limon argileux 31,31 4,0 1,16 | 4,8 5,3 95 000 I
19 |Bounkilinn |Argile 39,37 0 0,96 | 4,5 4,3 9 000 3
20 |Kaolack Limon fin 12,30 9,8 1,82 | 5,6 6,0 - 9000 ;
21 |Enanpor Limon argilo-sableux| 27,55| , 0 13,47 5,4 5,6 I 25001,
23 |Thiaroye Limon argilo-sableux| 31,79 41,8 5,37 | 4,6 4,75 9 500 .|
‘1 24 IDjibelor Limon argileux 68,00 0 0 4,3 5,4 Y35 000
.| 25 [Ross-Bethio |Argile 22,98 0,5 1,24 4,6 5.6 140 000 i
26 (Boundoum |Argile 23,24 0 0,95 6,3 6,2 250 000
27 |Ntiagar Limon argileux 12,03 0 0,621 5,4 6,0 ~ 155 000 ¢
28 |Keur-Diallo |Limon argileux 11,35 0 0 6,8 6,65 . 220 000 j|
'| 30 |Richard-Toll | Limon argilenx 15,20 0 0 5.4 6,1 25 000 |
31 [Richard-Toll | Limon argileux 15,60 (] 0 5,7 7,1 250 000 ||
‘ 32 |Richard- Toll|Limon argileux 17,10 0 0 15,9 6.9 70 000 i}
33 {Richard-Toll |Limon argileux 18,30 0 0 [ 5,2 6,4 175 000 |i
34 iRichard-Toll|Limon argileux 20,60 0 0 I 83 63 250 000 |
| ‘ : ; g
i M. O. = matiére organique ; m. éq. = milli-équivalent.

L’emiploi de la vanne d’injection automatique calibrée est avantageux car il
supprime toute mesure de pression, le volume injeclé étant une {raction 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 fagon a réduire
la perte de volume & chaque injection pour qu’elle soit négligeable.

Lt[es rjésultats ont été analysés a I’aide du test de corrélation des rangs de Spear-
man [27].

RESULTATS ET DISCUSSION

Deux sortes de séquence pourraicnt avoir licu dans les 30 sols de riziéeres
¢tudics : NO; — NO; — N,O -+ N, et NO; - NO,; - NO ->N,0 - N,.
La premiere séquence aurait licn dans 14 sols, la denxiéme dans les 16 autres.
Parmi ces derniers, 1 sols onl prodnit plus de 25 ppm de N -- NO, la pro-
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Fia. 1. — Séquence decs produils formés au cours de la dénilrificalion dans le sol de riziére n° 10.

Quantité de N formd en pg/g de sol sec aprés apport de 100 ug de N — NO, sous forme de
KNO, et incubation anaérobie 4 30° &4 humidité équivalente.

+ + N — NO,, Xooeeene x N — NO,
®----e N —NO,, o———o0 N — N,0,
[u} a N — N,.

duction étant tres faible dans les autres sols. Dans tous les cas, le NO formeé
a été réduit ultérieurcment, ainsi que le N,O, c¢t le gaz final a toujours
été N, (fig. 1, fig. 2 ct fig. 3).

I. — REDUCTION DU NITRATE

I.e dosage du nitrale au cours de sa disparilion nons a permis d'établir
1a vitesse de réduclion de N -— NO; (tablean ). Fan atteibuant le rang 1 4
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la vitesse maximum et a la plus forte teneur en carbone organique des sols,
il apparait une corrélation positive hautement significative entre ces deux
variables (tableau ITI). Ceci confirme le résultat obtenu par ailleurs avec
Ies mémes sols a I'aide de la technique respirométrique [9].

II. -—— FFORMATION DU NITRITE

L’accuinulation de nitrite est trés faible dans ces sols. Le maximum de
N — NO; mesuré n’a pas excédé 20 9% de N — NO; présent au départ
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Fi16. 2. — Séquence des produils formés au cours de la déniirification dans le sol de riziére no 15,

Quantité de N formé en pg/g de sol sec apres apport de 100.ug de N — NO;™ sous forme de
IKNQ, et incubation anaérobie 4 30° & humidité équivalente.

+ + N - NO,, PEREREE X N — NO,
e----e N - NO,, 0———0 N — N,0,
a aoN — N,

Ann., Microbiol. (Inst. Past.), 124 B3, u° 3, 1973, 24



56

356 J.-L. GARCIA

(sol n° 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’aprés
Cooper et Smith [7], 'accumulation de nitrite aurait lieu dans les sols
basiques par suite de la faible vitesse de réduction du nitrite.

III. — FORMATION ET REDUCTION 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

sec

sol
o

egage / g

®

o

]
/+
\

C .

Mg N d

60

20}

3
4"“\)... L | X
0 100 200 300 Heures

Fra. 3. — Séquence des produifs formés au cours de la dénitrificalion dans le sol de riziére n° 28,
Quantité de N forméd en ug/g de sol sec aprés apporl de 100 pg de N — NO; " sous forme de
KNOj, et incubation anaérobie & 30° & humidité équivalente.

-+ + N - NO,, FEREERE x N — NO,
e----9 N~ NOg, 0—~-—~0 N - N;0,
o——a N —~ N,.
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TaBLEAU 1I. — Mesures de la dénitrification
dans 30 sols de rizieres du Sénégal.

I | i |
i . Vilesse de| Quantité | Quantilé | Quantilé | Vitesse de|Vitesse de; Quantilé -
. réduction [maximale [maximale jmaximale | formation | réduction : maximalei‘
’: No | So}:s . du de de de du du “de N non |
H ali¢ - - i IS
| (tocalitd) 1N~ NOT|N = NOJ| N=NO [N = N,0 | N —N,0|N = N,0! détecté
; (ppm/h) (ppm) (ppm) (ppm) (ppmy/h) (])pm/h)i| (ppm) ’
i .
o ' | |
%1 |[Boutolat 0,33 0 1,26 66 0,35 025 20 !
2 |Bignona 1,82 1,5 0 84 0,76 0,19 25 I
4 [Medina 2,00 1.0 3.5 i 75 1,25 0,53 38 I
(6 {IKamobeul 0,568 4.5 11,5 86 0,31 0,29 33 !
[l 7 |Loudia 2,02 1,0 0 83 2,37 1,38 | 8
i § 'Oussouye 2,19 4.0 1,0 87 1,58 4,35 o5 i
1 0 |Dar-Salam 2,00 0 0 68 1,23 1,13 10 i
., 10 | Djibelor 3,55 6.5 1,5 80 4,05 3.40 . 35H |
" 11 . Dijibelor 0,69 2,0 0 60 043 2,40 26 :

12 tDjibelor 0,41 4,0 6,5 83 b0,20 0,32 18 I
. 13 |Niaguisse 1.37 1,0 1,5 77 0,59 0.57 37 ‘
. 14 iSibink 1,00 7.0 30,0 a0 ;0,53 0,84 38
© 15 |Goudomp 0,55 | 5.0 63,0 093 1 0,41 0,41 0

16 ‘Bambalo 1.39 ¢ 3.5 0 73 Lo 1,12 0,52 9
¢ 17 ;Tanafl 1.66 3,5 2.5 80 ' 1,60 1.78 14 i
+ 18 Diango 0,61 2,0 2,0 80 | 0,57 0.73 9 i

10 Bounkilinn 1,05 10,5 26,0 74 . 057 , 043 7 i

20 ‘Raolack 0,15 2,5 0 ‘ 41 1 027 | 0,15 53 !

21 Enanpor 0,18 0 0 67 | 018 ' 020 0

23 Thiaroye 0.88 28,0 73.0 | 115 038 | 077 il

24 Djibelor 3.33 0 1.5 68 226§ 4.53 35

25 TRoss-Bethio 0.91 2.5 3.0 ! 86 o137 143 0

20 Boundoum 1.66 | 16,0 1.5 29, 0.64 0,14 Hi

27 Ntiagar a1 12,0 0 ) 38 . 0,19 06 O

28 . Keur Diallo 1,33 ] 1.5 0 10 to1,52 0,57 0

30 'Richard-Toll 0.33 | 1.5 0 ! 61 i 0,20 0,22 35

3t Richard-Toll 0,M ! 2,5 0 , 55 0,84 410 1= i
. 32 Richard-Tolll 041 | 1,0 0 & | 078 0.14 0

i 33 ‘Richard-Tolli  0.83 | 0 0 : 37 0.47 0,34 by

©34 Richard-Toll' 070 0 0 ' 25 0,47 0,13 1
E i ‘ | |

(tableau 1I) ; les 4 autres sols [n° 14, ne 15 (lig. 2), n° 19 ct nv 23] ont
produit une quantité de N — NO respectivement égale a 30, 60, 26 ct
32 % d¢ N — NOj initial.

La production de NO dans les sols a ét¢ attribuée jusqu’a présent a une
déconposition chimique du nitrite en milicu acide :

3 HNO, = 2 NO + HNO, 4+ H,0

En eficet, elle se produit encore dans les sols stérilisés, auxquels a été
ajouté du nitrite. Selon Allison [2], cette réaction peut étre occasionnelle-
ment importanic dans les sols acides de faible capacité d’'¢change. Nom-
mik [20] n’a observé de production de NO que dans Je cas de sols acides et
faiblement humides, les quantités mesurées étant trés faibles. Ceei résul-
terait du fais que le nitrite ne s’accumule pas dans le sol ol 1] est rapidement
réduit en N,0O et N,, lorsquon ajoute des quantités modérées de nitrate.
Reuss et Smith [23] rapportent que plusicurs auteurs considerent la for-
mation chimique de NO comme négligeable dans les sols acides par suite
de T'absence d’aceumulation du nilrite.
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11 existe une corrélation inverse hautement significative entre la quan-
tit¢ maximale de NO formé ct le pH aprés une semaine de submersion,
ainsi qu’une corrélation positive hautement significative entre les quantités
maximales de NO et de nitrite formés (tableau IIT). Ces résultats sont en
accord avee I'hypothese d’une production de NO par réaction chimique.
Cependant, en apportant du nitraté ou du nitrite, dans les mémes condi-
tions que précédemment (100 ppm), aux sols n° 14, n° 15, n° 19 et n° 23,
saturés en eau puis stérilisés pendant 30 min & 120°, nous n’avons pas
décelé de NO apres plusieurs jours d’incubation a 30e.

TapLEaUu III. — Résultats du test de corrélation
des rangs de Spearman.

‘ N i
i Vilesse de | Vilesse de y - | Quantité |’
. | ? h g pH aprés Nombre il b
y | re(h:ctlon rcdulctlon enth:r‘i)lgne 1semaine | Conduc- | de bacté- max;male {'
. R organique | 4e sub- tivité | ries déni- ;e t
) ' N~—=NOQ; | N=N,0 mersion trifiantes | N - NO, |
0 _ - B 7 | !
A
ik
" Vitesse | }
de réduction r r A A A :
du N = NOJ : , i
i N . O
Quantiteé i ; !
. maximale " ! A ’ A X ,
ide N=NO; . | ! |
Quantité | ! ‘
maximale : N | ! P
de N—NO | l ,
Vitesse | | ! i
de formation ! P P p A | A ;
cde N—=N,0 '’ i ; [ N
. [ —
Quantité | ! i ,
. maximale A N ; " '
[l de N—N,0 ; i
Ve ' - —
| Vitesse ‘ i ! f
de réduction | P P A A A i
de N — N,O | i r'
| - e B e E—l
i Perte maxi- | |
' nrale momen-. ! A A J ;'
iy tanée de N ‘l ‘ | |
1 ! |

i

it P = corrélation positive hautement significative ; N = corrélation négative hautement
il significative ; A = absence de corré¢lation ; case blanche : test de corrélation non calculé. :

¢

Dans tous les cas ol nous avons observé la formation de NO, ce composé
est ultéricurement réduit puisqu’il disparait toujours de Ja phase gazeuse
en donnant du N,0 ¢t du N,. Plusieurs auteurs ont, en eflet, démoniré
I'existence d’une NO-réductase chez diverses bactéries dénitrifiantes
[6, 8, 17. 29].
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IV. — JFORMATION ET REDUCTION DE L'OXYDE NITREUX

Dans le cas des 30 sols étudiés, nous avons toujours constalté I'accumu-
lation de quantités plus ou moins grandes de N,O. Une corrélation inverse
et hautement significative a été trouvée entre la tjuantité maximale de N,0
formé et le pH initial des sols. Ceci confirme les observations de Nonimik [20]
ainsi que celles de Wijler et Delwiche [31], établissant que la production
de N,0O est maximale dans les sols acides et minimale dans les sols faible-
ment basiques. Le sol n° 10, par exemple, avec un pH initial de 3,3, a pro-
duit 85 ppm de N — N.,O (fig. 1), tandis que le sol n° 28, avec un pH initial
de 6,8, n’en a donné que 19 ppm (fig. 3).

La vilesse de formation de N,;O (tableau II) présente une corrélation
positive hautement significative avec la vitesse de réduction de NO; et
avec la teneur des sols en carbone organique. Elle ne présente pas de corré-
lation avec le pH aprés une semaine de submersjon, avec la teneur des sols
en chlorures ou avee le nombre initial de bactéries dénitrifiantes (1ableau I).

’ 1a réduction ultérieure de N,O en N, se produit dans tous les cas, et
le plus souvent, Ia vitesse de réduction est voisine de Ia vitesse de formation.
En effet, nous avons trouvé une corrélation positive hautement significa-
tive entre ces deux données. La vitesse de réduction de N;O présente éga-
lement une corrélation positive hautement significative avec la vitesse

de réduction de NO; et avec la teneur des sols en carbone organique..

Cette observation suggére la possibilité d’une estimation de la dénitrifica-
tion fondée sur I'étude de la réduction de N,O. Selon Nommik [20], cette
réduction ne comencerait pas avant que la majeure partie du nitrate
ait ¢té réduit. Quand N,O commence 4 apparaitre, dans le cas de la plupart

des 30 sols étudiés, la teneur en NOg est au plus égale au quart de la quan-
tité initiale. Par ailleurs, quand la réduction apparente de N,O débute,
N. est présent en faible quantité, avec un maximum de 37 ppm dans le
cas du sol n° 33. Cet azote peut provenir d’une réduction de N,O au cours
de sa formation, ou d’une réduction du nitrate ne passant pas par le stade
de N,0. Actuellement, il n’est pas possible d’écarter cette seconde éven-
tualité.

V. — PERTE APPARENTE D’AZOTE
AU COURS DE LA DENITRIFICATION

Plusieurs auteurs ont signalé que la disparition de 'azote nitrique n’était
pas toujours suivie de I'apparition d’une quantité équivalente d’'un autre
composé azoté. Verhoeven, cité par Nommik [20] attribue la perte appa-
rente & la dissolution du N,O formé. Par contre, sclon Nommik [20], cette
perte momentanée ne pourrait s'expliquer que par la formation d'un ou
plusicurs composés intermédiaires, non décelables a 'analyse, car, en fin
d’expérience, on retrouve toujours Ja presque totalité de l'azole initial
sous forme de N,.
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- + N - NQy, Xvsvees x N -~ NO,
e----oN—-NOQ,, 0—-——0 N — N,0,
a a N =N, A —-—+ A perte apparente momentanée de N,

Nous avons fait la méme observation pour 22 des 30 sols étu-
diés (tableau IT), avec un maximum de 50 9, de I'azote initial momenta-
nément non décelable pour le sol n° 26 (fig. 4). Aucune corrélation n'a pu
¢tre mise en évidence entre la perte apparente d’azote, le pH ou le Eh
aprés une semaine de submersion et les tencurs des sols en carbone orga-
nique et en argile (tableau III).
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RIESUML

L’étude de la séquence des produits formés au cours de la dénitrifica-
tion in vilro d’un lot d’échantillons de sols de rizieres du Sénégal, a permiis

de mettre en évidence les faits suivants : 1) la vitesse de réduction de NO;
présente une corrélation positive hautement significative avec la teneur
des sols en carbone organique ; 2) par suite vraisemblablement de I’acidité

des sols étudiés, la quantité de NO; décelée est nulle ou faible ; 3) une pro-
duction de NO a été observée dans 16 sols sur 30 ; elle a été importante
pour 4 sols seulement. La quantlité maximale de NO mesurée préscnte
une corrélation 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,O présentent une
corrélation positive hautement significative avec la vitesse de réduction

de NO; et la teneur des sols en carbone organique ; 5) les bilan¢ font appa-
raitre une perte apparente et momentanée d’azote pour certains sols au
cours de la dénitrification.

Mots-cLEs : Dénitrification, Sol, Azote; Sénégal, Riziere, Séquence
des produits.
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PRODUCTION D’OXYDE NITRIQUE
DANS LES SOLS DE RIZIERE

par J.-L. Garcia

0.R. S. T. 0. M., Laboraloire de Microbiologie du Sol,
BP 1386, Dakar ( Sénégal)

SUMMARY

NITRIC OXIDE PRODUCTION IN RICE SOILS

Nitric oxide gas evolution from nitrite was studied in vitro in three
rice soils by gas chromatography. Autoclaved soils showed an NO evolu-
tion when supplemented with nitrite. Yet, when temperature 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 decreased when the temnperature increased. Optimal
NO 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-worps: Denitrification, Soil, Nitric oxide; Rice soil.

INTRODUCTION

 La production d’oxyde nitrique dans les sols est un phénomeéne rela-
tivement bien étudié¢ et semble étre duc 4 une décomposition chimique
du nitrite en milieu acide [1, 2, 5] :

3 H* 4+ 3NO; = H* + NO; + 2 NO + H,0 [6, 7]

ou
2 HNO, == NO 4 NO, + H,0 [17].

Manuserit requ le 17 décembre 1975, acceplé le 15 mars 1976.

Ann, ‘Microbiol. {Inst. Past.), 127 A, n® 3, 1976. 26
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En eflet, des sols stérilisés & I'autoclave [3, 19, 23] ou par les rayons v
[8, 26] produisent NO quand on leur ajoute NO,;. Par aillcurs, cette
production augmente avee la température [15] et clle atteint un maxi-
mum aux faibles humidités, c’est-a-dire quand la concentration en nitrite
est la plus forte [15, 21, 22, 29]. De nombreuses études ont montré¢ que
la formation de NO intervient surtout dans des sols acides |15, 18, 26];
or & pH acide, I'activité biologique est faible et le processus chimique
serait prédominant. Nous avons nous-mémes mis en ¢vidence 1’existence
d’'unc forle corrélation inverse entre la quantité de NO formée in vitro
a partir de NO; et le pH d’une série de sols de rizieres du Sén(,g'll [9]-
Selon Van Clcemput et Patrick [27], les variations d’Eh qui augmen-
tenit la concentration des composés solubles minéraux et organiques,
influenceraicnt également la réduction chimique du nitrite en augmentant
les propriétés catalytiques du sol.

Reuss et Smith [20] ont montré qu’il n’y avait pas de production de
NO a parlir de nitrite adsorbé sur une résine acide, démontrant ainsi
la présence obligatoire du sol comme réactif ou catalyseur de la réaction.
Cette derni¢re découlerait d’une réaction de NO; avec Ja matiére orga-
nique & pll acide, la nitrosation [4, 23, 24, 25]. Selon Nommik et Tho-
rin [19] comme NO peut également apparaitre a la neutralité, d’autres
mécanismes interviendraient dans cette formation : instabilité des nitrites
accrue par certains composants de 'humus, réaction des orthophénols
avec NO; et réaction des nitrites avec des composés hydroxylés non
salurés produits par clivage des noyaux aromatiques.

Plusieurs auteurs ont signalé I'influence de Fett sur la production de

NO [18, 30, 31]. Sclon Nelson et Bremuer [16] les sols submergés ren-
ferment de grandes quantités de Fet+ qui pourraient provoquer la for-
mation de NO a partir de nitrites. Par ailleurs, Mortland [14] a montré
que le NO formé dans le sol pouvait étre adsorbé chimiquement, sur la
montmorillonite et la nontronite, quand le complexe absorbant est saturé
par des ions de certains métaux de transition.

Apres plusieurs études de la séquence des produits de la dénitrification
chiez certaines bactéries, on a tendance a considérer actuellement 'oxyde
nitrique comme 'unique intermédiaire entre e nitrite et I'oxyde nitreux,
mais cette hypothése n’avait pu étre confirmée dans les sols [12]. En eflet,
comme nous I’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¢ 'azote marqué (**N),
le NO ne serait pas nécessairement un intermédiaire entre NO; ¢t N,
dans le sol.

Lors d’une étude de la séquence des produits de la dénilrification
in vitro, dans une série de sols de riziéres du Sénégal, nous avions décelé
une production de NO dans 16 sols sur 30; mais elle était importante
pour 4 d’entre eux sculement [9]. Cependant, nous n’avions pas détecté
de NO lors de I'incubation de ces 4 sols saturés d’eau en présence de
NO; ou NOj, aprés stérilisation 4 Vantoclave. Nous avons repris deux
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de ces sols avec un troisieme sol de riziére pour une étude détaillée
de I'influence de divers facteurs physico-chimiques sur Ja production de
NO, et cela en vue d’identifiecr le processus exact de cette formation.

MATERIEL ET METHODES

Les trois sols étudiés ont été prélevés dans des rizieres du Sénégal, Gou-
domp (G) et Bounkilinn (B), et dans celles du Mali, IKalaban (K), puis séchés a
'air et tamisés 4 2 mm. Leurs principales caractemthues sont dc¢erites dans
le tableau I. Ils sont stérilisés a Iétat sec, a lautoclave, 3§ 120° C pendant
30 minutes ; I'opération est répétée trois fois & 24 h d’intervalle.

TasLeaUu I. — Description des sols.
i Sol pH N %, C %o ‘ Argile 9, }
' . Y |’
' Goudomp (G) 4,85 0,63 8,93 } 16,0 {\
Bounkilinn (B) 4,10 1,48 22,86 38,5 |
Kalaban (K) 4,95 1,54 20,7 33,4 ¥

Les incubations sont toutes eflectuées avec 25 g de sol sec, dans des flacons-
sérum de 250 ml placés en posltlon horizontale, aprés réalisation de l'ana-
érobiose par un vide poussé suivi d'un remplissage & 'hélium N45 (Sté « Air
Liquide ») ; T'opération est répétée trois fois. On ajoutc 1 ml de krypton N35,
dans lous les cas, conune étalon interne.

Des mesures de la composmon de I'atmosphére des flacons sont effectuées
deux fois par jour a l'aide d'un chromatographe & détection par_conductibilité
thermique « Varian aerograph » 90 P4 couplé a un enregistreur « Varian » A 25
dans les conditions d’utilisation décrites par ailleurs {11, 13]. Le pic de NO sort
immédiatement aprés celui de I'air résiduel et précéde le pic du krypton; pour
éviter les pollutlons d’air qui entraineraient la formation de NO,, les 1n]ect10ns
d’échantillons de I'atmosphére des flacons sont réalisées a I'aide d’une vanne
semi-automatique dont l'utilisation a été décrite ainsi que le calcu! des résul-
tats [13]. Les valeurs exprimées correspondent & trois répétitions.

On effectue des numeérations 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].

RESULTATS

1) Enfluence de la stérilisation du sol

A I'aide d’une solytion contenant 200 ppm de N-NO;, 25 g de sol
non stérilisé sont amenés a ’humidité équivalente puis incubés & 37° pen-
dant 450 h ; de la méme maniére on incube 25 g de sol stérilisé et humi-
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difié 4 I'humidité équivalente par une solution contenant 200 ppm de
N-NO;.

Le; résultats (fig. 1 A et 1 B) montrent tout d’abord que dans les
sols stériles, le maximum de NO accumulé représente 30 & 65 % du nitrite
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- F1a. 1, — Formation de NO dans 3 sols de riziére.

A) Sol non stérile incubé & 37° 4 I'humidité équivalente en présence de 200 ppm N-NO; .
B) Sol stérilisé & 'autoclave, incubé 4 37° i I'humidité équivalente en présence de 200 ppm
N-NO,. i '

ajouté, alors que dans les sols non stérilisés, il représente 47 & 80 % du
nitrate ajouté. Dans ce dernier cas, le nitrate doit étre préalablement
réduit en nitrite par la microflore dénitrifiante avant d’étre transformé
ultérieurement en NO. Et il est remarquable que pour I'un des sols (B),
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le maximum de NO accumulé est nettement supérieur en I’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 4 ’humidité équivalente ct incubés a 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-deld du
maximum d’accumulation.

Une augmentation de I’accumulation de NO avec la température est
observée dans les sols K et G ; par contre, ’accumulation est peu influen-
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F1a. 2. — Influence de la température.
A) Effet sur I'accumulation maximale de NO dans 3 sols de riziérc incubés & I’humidité

équivalente avec 200 ppm N-NO,.
B) Effet sur la réduction de NO formé dans les conditions précédentes.
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cée par la température dans le sol B, sauf & 70° ou elle est plus faible
(fig. 2 A). Or si la vitesse d’une réaction chimique augmente avec la
température, celle d’une réaction biologique présente toujours un opti-
mum. Pour la dénitrification, la température optimale de réduction de
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Fia. 3. — Influence du pH sur !'atcumulalion mazimale de NO dans 3 sols de rlziére.
Incubation & 37°, & 'humidité équivalente avec 200 ppm N-NOg .- '
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TaBLEau II. — Variation du pH des sols
en fonction de l'addition de CaO.

I .
il !
i Sol - . CaO mg - pH q
’ j
| . ;
| Goudomp (G 0 4,85

| p© 10 5,55

‘ 30 6,80

it 50 7,95

lj _ 70 8,45 |
I Bounkilinn (B) 0 4,10 i
i 50 5,15 s
i 90 6,35

i 110 7,40

i Kalaban (K) ' 0 4,95 I
it 50 2,22 ”
3 0 ,7 i
! 50 7,20 5
N 90 8,30 ;
1.

Mesures effectuées avec un volume d’ecau égal au poids du sol.

N,0 est 370 [11]. Celle de la réduction de NO semble comprisc entre
37 et 400 (fig. 2 B).

3) Influence du plII

On ajoute des quantités croissantes de CaO a 25 g de sol non sté-
rilis¢ (lableau 1I) que 'on améne ensuite & 'humidité équivalente par une
solytion contenant 200 ppm de N-NOj puis on incube a 37°.

La figure 3 représenie les quantités maximales de NO accumulé en
fonction du pH. Pour les sols G et K, il semble qu’il existe unc zone
de pH comprise entre 3,2 et 5,6 dans laquelle I'accumulation de NO
est maximale ; elle diminue rapidement quand le pH augmente. Dans le
sol B3, par contre, une accumulation optimale est observée a plf 6,5, et la
courbe représentant les variations de cette accumulation en fonction du
pll, a une forme ecn cloche caractéristique d’une activit¢ biologique.

4) Influence de 'humidilé

Avec des quantilés croissantes d’eau contenant la méme quantité de
NO;, 25 g de sol non stérilisé sont humidifiés puis incubés a 370,

L.a figure 4 représente les varialions de la vitesse maximale d’accu-
mulation de NO en fonction de 'humidité. Llle diminue dans les sols
G ¢t K torsque Uhumidité augmente. Cesl le contraire qui cst observé
dans le sol 13. : ‘
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Fic. 4. — Inﬂuenée de 'humidlté sur la vilesse maximale d’accumulation de NO
. darts 3 sols de riziére.

Incubation a 37° avec 200 pp;ﬁ N-NO, .



PRODUCTION DE NO DANS LES SOLS DE RIZIERE

409

200}

150

100

maximum N-NO accumulé(ppm)

50

1 [
0 100 200 300
ppm N-—NO,
F1a. 5. — Influence de la concentration de nifrile sur I'accumulation mazimale de NO

dans 3 sols de rizidre.
Incubation & 37¢ a4 I'humidité équivalente.
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5) Iafluence de la concentration de nitrite

A T'aide de solutions contenant des quantités croissantes de KNO,
comprises entre 50 a 300 ppm de N-NO;, 25 g de sol non stérilis¢ sont
amenes a 'humidité équivalente pms incubés a 37°.

' La figure 5 représente les quantités maximales de NO accumulé en
fOﬂCthIl de la teneur en nitrite. On observe une augmentation réguliére
avec la concentration en NO; pour les trois sols ; cependant I'augmenta-
tion est nettement plus faible dans le sol B.

6) Influence de U'emploi d’inhibiteurs de la nitrite-réductase

Avec une solution contenant 200 ppm de N-NO; et 10 mmoles de
KCN, 2-2’' dipyridyl ou O-phénanthroline, 25 g de sol non stérilisé sont
amenés 4 I’humidité équivalénte puis incubés a 37°.

TaBrLeat 11I. — Influence de divers inhibiteurs de la nitrite réductase (10 mmoles)
sur 'accumulation maximale de NO (ppm N-NO) dans 3 sols de riziére incubés

4 37° a4 'humidité équivalente et 200 ppm N-NO,.

| O-phénan-

i
Sel inhsiﬁgllimr KCXN ‘: 2,2"-Dipyridyl throline
i J ,
© Goudomp (G) | 101 112 ! 76 j 74,5
"7 Bounkilinn (B) | 47 36 | 40 ! 38,5
Kalaban (K) i 76 97 i 93 | 90

Les résultats sont rapportés par le tableau III. En employant des
inhibiteurs de la nitrite-réductase, on ne modifie pas scnsiblement I'accu-
mulation de NO dans le sol I ; deux inhibitcurs sur trois diminuent cette
accumulation dans le sol G mais les trois inhibiteurs abaissent I’accumu-
lation d» NO dans le <ol B.

TaBLEAU 1V. — Densité des bactéries vraies dénitrifiantes dans les 3 sols de riziére,
dénombrées sur nitrate ou nitrite a la concentration de 5g/l.

i

. Bacléries vraies dénitrifiantes/g sol sec I
;I Sol
| NO; (5g¢/1) NO, (5g/1)
" Goudomp (G) 3.400 2 600
' Bounkllinn (B) 4 9000 . 6 000
. Kalaban (K) i 4 000 2 200 ;
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| 7) Densité des bactéries dénitrifiantes

Les sols étant conservés a I'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 autres sols, aussi bien en ce qui concerne les bactéries dénitrifiantes
dénombrées sur nitrate que celles dénombrées sur nitrite a forte concen-
tration.

DISCUSSION

L’étude comparative de la production d’oxyde nitrique dans trois sols
de riziere a montré que 'accumulation de NO était nettement plus élevée
dans le sol B, non stérilisé et enrichi en nitrate, que dans le méme sol
stérile enrichi en nitrite, contrairement a ce qui a été observé pour les
deux autres sols. Cependant il faut noter que le taux d’accumulation de
I'oxvde nitrique est régi a la fois par la vitesse de sa formation et par la
vitesse de sa réduction ultérieure. Alors qu’en sol stérile le NO produit
chimiquement s’accumule sans étre ultérieurement réduit (fig. 1 B), son
accumulalion en sol non stérile n’est que temporairc Sa réduction inter-
vient rapidement dans le sol K, qui n’accumule qu'environ 90 ppm de

N-NO en sol non sterlle, alors que I'accumulation en sol stérile s’¢leve
& 125 ppm. Par contre, la réduction ultérieure de I'oxyde nitrique inter-
vient plus tardivement dans les deux autres sols ; par ailleurs, on observe
que P'accumulation est deux fois plus élevée pour le sol B non stérile
(fig. 1 A) que dans le méme sol stérile (fig. 1 B), alors qu’elle est pratique-
ment identique dans les deux conditions pour le sol G.

Pour évaluer en toute rigueur la production réelle de NO, il faudrait
bloquer sa réduction ultérieurc en sol non stérile. On connait plusieurs
inhibiteurs partiels de la réduction de l'oxyde nitrique comme Il'anti-
mycine A, le 2-heptyl-4- hydroxyqumohne—N—oxyd(, (HOQNQ) et le 2,3-
dlmcrcapto 1-propanol (BAL), mais leur eflicacité est trés réduite dans
le sol.

L’¢lévation de la température d’incubation des sols non stériles, enri-
chis en nitrite, a augmenté I’accumulation de NO dans deux sols mais

I’a diminuée dans le sol B. L’augmentation du pH des sols a réduit 'accu-

mulation d’oxyde nitrique de maniére réguliere, a ]’exccption du sol B ou

I'accumulation de NO & présenté un optimum a pH 6,5. L’ augmcntatlon--\

de la tencur en eau des sols a diminué 'accumulation de NO, a l’ckcep-
-tion du sol our celle-ci a augmenté jusqu’a la saturation. Ce sol se singu-
larise donc par un comportement différent des autres sols ¢t en desaccord
avec hypothese de la production chimique de NO; en elfet, cette pro-
duction doit diminuer quand la concentration de NO7 diminue, donc, ici,
lorsque I'humidité croit. Cela expliquerait le résultat négatif obtenu au
cours d'unc étude antéricure réalisée avec des sols stériles saturés en
eau [9]. ~
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Par ailleurs, la différence observée dans 1’accumulation de 1'oxyde
nitrique en condition stérile pour les trois sols peut également s’expliquer
en partic par la différence de dilution du nitrite ; en cffet, le sol B qui
accumule le moins de NO dans ces conditions, a été amené & '’humidité
équivalente avec 40 9, 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 9, d’eau. v

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

Les bactéries vraies dénitrifiantes connues jusqu’a présent ne tolerent
que 0,5 g/l de nitrite, et seuls Vangnai et Klein [28] ont signalé, dans
des sols de I’Oregon, des hactéries dénitrifiantes tolérant des quantités
~ plus élevées et incapables de réduire le nitrate. On peut donc concevoir
que dans le sol B, la réduction de NO; ajouté a été plus rapide que dans
les deux autres sols puisque les bactéries tolérant de hautes concentra-

tions en nitrite y sont plus nombreuses, entrainant ainsi une accumulation

accrue d’oxyde nitrique.

Dans deux des sols étudiés (G et K), il est probable que I'accumula-
tion de NO soit essentiellement chimique. Par contre, le comportement
particulier du sol B semble traduire une participation importante de
I’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
scrait trés vraisemblablement identique a celle qui a été observée avec
les souches bactériennes.

RESUME

" La production d’oxyde nitrique & partir de nitrite a été étudiée in vitro
dans trois sols de riziére (G, B et K) 4 ’aide de la chromatographie en phase
gazeuse. Les sols stérilisés ont produit de ’oxyde nitrique aprés addition
de nitrite. Cependant, en faisant varier 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 I'un des sols (B) I’accurnulation de NO résulte partiellement d’un
processus biologique. En effet, le sol non stérile accumule deux fois plus
de NO que le sol stérilisé, et cette accumulation diminue lorsqu’on aug-
mente 1a température d’incubation. Elle présente un optimum vers la
neutralité et augmente lorsqu’on accroit ’humidité du sol ; en outre elle
augmente beaucoup moins fortement que dans les deux autres sols (G et
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- K) lorsque la concentration en nitrite croit. Enfin le premier sol (B)
renferme trois fois plus de bactéries dénitrifiantes tolérant une haute
concentration de nitrite (5 g/l) que lds deux autres.

Morts-cLEs : Dénitrification, Sol, bxyde nitrique ; Riziére.
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REDUCTION DE L'OXYDE NITREUX DANS LES SOLS
DE RIZIERES DU SENEGAL: MESURE DE
L’ACTIVITE DENITRIFIANTE

J.-L. GARCIA : _
O.R.S.T.O.M.. Labotatoire de Microbiologie du Sol. B.P. 1386. Dakar. Senégal

{Accepted 20 Ocrober 1973)

Résumé—Une nouvelle méthode d'estimation de la dénitrification dans les sols a ¢té mise au point. Elle
permet de mesurcr: (1) Factivité dénitrifiante initiale (ou récelle) du sol au moment du préiévement: (2)
Factivité dénitrifiante potenticlle du sol induite par Fintroduction dc N;O. On met en incubation unc
quantit¢ de sol infericure & 50 g. saturé d'eau, en anaérobiose parfaite ¢t & 37 C. en présence d'une quan-
tit¢ définie de N,O ct 'on mesure la vitesse de disparition de cc gaz par chromatographie en phase
gazeusc. 1 existe une corrélation ‘des rangs hautement significative ct positive entre les résultats obtenus
par la nouvelle méthode et ccux fournis par la technique respirométrique dans les mémes conditions, N,O
étant remplacé par KNO,. La méthode chromatographique a montré qu'il n'y avait ancune activité
dénitriiante dans b rhizosphére du riz aprés 3 semaines de culture.

Summary—A new method to estimate the rate of denitrification in soil was developed. and two different
activities were measured: (1) the inital (or true) denitrifying activity of the soil under prevailing condi-
tions: (2) the potential denitrifving activity induced by the addition of N.O. Less than 530 g of soil. satu-
rated with water. were incubaied anacrobically at 37 C. with a known amount of N,O. and the disappear-
ance of N,O was followed by gas chromatography. In 25 paddy soils of Senegal. a highlx positive rank
correlation was found to exist between the denitrifying activity measured by chromatographic and respiro-
metric methods. under the same conditions of incubation with either N,O or NOj as the hydrogen accep-
tor. By the N, O reduction method. it was found that there was no initial denitrifving activity in the rhizos-

phere of 3-week-old rice.

INTRODUCTION

La dénitrification dans les sols libére de l'oxyde nitreux
{Wijler et Delwiche, 1954: Nommik. 1956: Garcia,
1973b). Les quantités mesurées sont plus importantes
pour les sols acides que pour les sols neutres ou 1¢gére-
ment alcalins dans lesquels sa réduction est plus
rapide. Dans tous les cas, N,O est réduit ultéricure-
ment en N,. mais I'on 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 formation; et. d'autre part, avec
la vitesse de réduction de NOj (Garcia, 1973b).-Pour
estimer lactivité dénitrifiante de sols foresticrs. Todd
et Nuner {1972) on utilisé récemment la vitessc de
réduction de N,O 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'activit¢
dénitrifiante dans les sols, basée sur la mesure de la
vitesse de disparition de N,O.

~ MATERIEL ET METHODES
L'¢tude préliminaire de la méthode a été réalisée sur

un sol de riziére du Sénégal. Ce sol est un limon argilo-

o

sableux: ses teneurs en carbone ¢t azote sont respecti-
vement 3.6 ¢t 0.27 pour cent ¢t son pH cst de 5.5. 25
sols de rizieres du Sénégal. dont les caractéristiques
sont décrites par ailleurs (Garcia ¢r al.. 1973). ont ét¢
cmployés pour comparer cette nouvelle méthode avec
celle de la mesure de la dénitrification potenticlle au
respirometre de Warburg.

Les dosages de N.O ont é1¢ eflectués au chromito-
graphe a detection par conductibilite thermigue Varian
Aerograph 90 P4, dans les congitions suivantes: co-
onne interne 305 cm' x 6.35 mm ¢n inox. remplie avec

Porapak Q 100/120 mesh. temperature colonne 80 C.-
‘température injecteur 110 C, température détecteur

250 C, intensité filaments 200 mA. gaz vecleur Hélium
N45 {Sté I'Air Liquide), débit gaz vecteur 60 ml-min.

- volume injecté 0.7 ml par vanne d'injection automati-

79

que, enregistreur Varian Acrograph A2S. L'étalonnage
est réalisé a partier de guz purs de la S1é F'Air Liquide.

Les dosages de N, O sont eflectucs sur des préleve-
ments de 'atmosphere des flacons sérum renfermant le
sol, dans lesquels anaérobiosc est obtenue par un vide
poussé suivi d'un remplissage d’hélium. L'opération est
répétéc trois fois. On introduit cnsuite de hélium a
une pression supéricure de 15 cm de mercure environ
i la pression atmosphérique, puis une quantité connuc
de N,O. Dans ces conditions. on obtient trois pics bicn
séparts: N.. CO, et N,O. L'emploi de [a vanne d'in-
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jection automatique calibrée supprime toute mesure de
pression. le volume gazeux injecté €tant 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 4 chaque prélévement est rendue négligeable.
Notre méthode a été appliquée a la rhizosphére du
riz. Cette plante est cultivée pendant trois semaines en
tubes de verre de 14 x 200 mm. Chaque tube regoit
17 g de sol no. 1. 1b ou 26 et une seule graine (vari¢té
IR8). Une série de tubes non ensemencés constitue le
sol non rhizosphérique. La photopériode comporte
14 h d'un éclairement de 20 000 Ix.

RESULTATS ET DISCUSSION

1. Influence de differents facteurs sur la réduction
de N;O
(i) Quantité de sol. Le premier probléme qui se pose
est celui de la diffusion de N,O a travers la couche de
sol contenu dans la fiole de mesure. En utilisant des fla-
cons sérum de 250 ml. il ne faut pas dépasser 50g de
sol. les récipients étant incubés couchés, Au-dessus de
cette quantité. la vitesse de réduction de N,O n'est plus
proportionnelle au poids de sol (Fig. 1).
(i) Humidité, Pour déterminer I'humidification du
sol pour laquelle la vitesse de réduction de N,O est
maximale. 30 g de sol ont été mis en incubation dans
quatre conditions différentes: humidité équivalente,
saturation. submersion et submersion agitée. La condi-
tion optimale est la saturation (Fig. 2). Dans le cas de
la submersion agitée. la vitesse de réduction de N,O
est un peu supéricure mais on observe une latence plus

importante.
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(iii) Temperature. SO g de sol saturé d’eau ont été mis

- en incubation a des températures variant tous les 5 de
304 75°C, avec 500 partes/10® de N-N,O. La courbe
représentative des variations de la vitesse de réduction
de N.O en fonction de la température montre deux
maxima. aux environs respectivement de 37 et 65 C
{Fig. 3). Lc premier correspond & I'optimum de l'acti-

20

.

19 N.O reduits/g sol sec/h

S

Fig. 3.
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#9 N~N,O réduits/g sol sec/h

Fig. 4.

vit¢ N, O-réductase du sol: il est trés différent du maxi-
mum obtenu pour la mesure de la dénitrification de
NO7 quise situe & 65°C (Nommik. 1956). Le deuxiéme
pic de la courbe correspond d'ailleurs i 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. a 65 C. Dans ces conditions. un bacille sporulé
a ¢té isolé en culture pure qui semble répondre 4 la
définition de lespéce Bacillus  thermodenitrificans
deécrite par Wolf et Barker (1968). La réduction de
N;O a 65°C pourrait donc étre l'oeuvre de cet
organisme.

Pour la mé¢thode proposée, mous avons retenu la

température de 37°C a laquelle la quantité de N,O en -

solution dans la phase liquide est faible.
{iv) Ox)géne. 25 g de sol saturé d'eau ont été¢ mis en
incubation a 37 C. dans des flacons sérum en position

horizontale, en présence de 1000 partes/10° de N-N,O"

et d’'une quantité croissante de O, allant jusqu' a 21
pour cent. La Fig. 4 montre que I'oxygéne inhibe la
réduction de N,O dans les sols; avec 5°; de O; dans
I'atmosphére, la vitesse de réduction de N,;O est
diminuée des deux tiers. Elle est pratiquement nulle a
partir de 15%, de O,. Selon Pichinoty et D'ornano
{1961 ). Foxygene inhiberait la biosynthése de l'oxyde
nitreux-réductase, mais non son fonctionnement, chez
Micrococcus denitrificans, o
(v) pH. La méthode de Chaminade citée par Brunel
(1948) a été utilisée pour faire varier le pH du sol de
Djibelor. A 50g de sol submergé par 100 ml d'eau.
dans des flacons serum de 500 ml. ont été ajoutées des
quantités variablgs de CaO. Les fioles ont ¢t¢ mises en

p£g N-N0 réduits /g sol sec/h

pH
: Fig. 5.~

incubation a 30°C, sous agitatidn. en présence de 30 ml
de N,O. et le pH a été mesuré en fin d'expérience. La
Fig. S montre que le pH optimum se situe vers 7.0.
(vi) Concentration en N,0. 25 g de sol saturé en eau
ont été mis en incubation a 37°C, dans des flacons
sérum de 250 ml en position horizontale, en présence

&+

#9 N,O réduits /g sol sec/h

l‘; L
100Q
ppmN_N,0O

Fig. 6.
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Tableau 1. Vitesses de réduction de NO7 (mesurées au Warburg) ct de N,O (rﬁesurées au chromatographe) pour 25 sols de riziéres du Sénégal

No. sols 1 2 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19. 20. 21 23 25 28 29 31 32 33
Réduction NOj N partes/10°/h : . o :

Vit.* 21 49 L1 56 47 13 1,1 1,0 1.2 1.0 25 11 34 46 16 01 08 04 28 30 25 04 24 16 24
Rang . 12 2. 18 ! 3 15 18 20516 205 8518 S 4 13525 22 235 7 6 8,5 235 10,5 135 10,5
Réduction N,O N partes/10°h

Vit* L1 35 25 74 60 58 1.8 05 07 Q1 03 10 06.40 24 05 Lt 05 25 18 41 02 22 19 21
Rang 155 6 75. 1 2 3 13521 18 25 23 17 19 S 9 2f 15521 75135 4 24 10 12 11

* Vitesse maximum mesurée au cours de la dénitrification {(moyenne de trois mesures).
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d’une quantité craissante de N,O allant de 100 a 1 300
partes/10° de N-N,O. La Fig. 6 montre que la vitesse
de réduction de N,O est fonction de la quantité intro-
duite: pour comparer lactivit¢é dénitrifiante de plu-
sieurs sols. il faudra donc utiliser une méme quantité
initiale de N,O. En outre, I'activité dénitrifiante é¢tant
mesurée par la difference entre les teneurs en N, O ini-
tiale et finale. il convient que cette différence soit la
plus grande possible pour avoir le maximum de préci-
‘sion, ce qui conduit i ne pas utiliser une quantité ini-
tiale de N. O trop importante.

(vil) Production endogéne de N,O. Nous avons
recherché l'incidence éventuelle sur la mesure, de la
production de N,O i partir de composés oxygénés de
I"azote présents initialement dans les sols. Pour cela, 10
sols du lot ¢tudié. dont la teneur en N-NOj est nulle
ou inférieure 4 10 partes/I0°. ont été incubés dans les
conditions,de la mesure, mais sans addition de N,O,
pendant 48 h. La quantité de N-N, QO la plus ¢levée a
é1é de 4 partes’10°. La production endogénc de N,O
n'a donc pas d'incidence sur la méthode de nesure
quand le sol contient peu ou pas de nitrate ou nitrite.
Dans le cuas contraire. la mesure peut étre faussée et
une étude est actuellement en cours pour préciser ce
phénomene.

2. Comparaison arec la methode respirometrique
La validité de la méthode d'estimation de lactivité

dénitrifiante des sols ainsi définie. a été testée par com--

paraison avec la méthode classique de mesure de la
dénitrification au respirométre de Warburg dans les
sols saturés deau et incubés a 37°C en présence de 100
partes 10° d'N-NOj . 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: r, =
+ 0.672 (valeur critique au risque 125 = 0.497).

La présente méthode chromatographique peut donc
remplacer avantageusement la méthode respirométri-
que. ' -

3. Application a la mesure des actitités denitrifiantes
réelle er potentielle ' o
Au cours des expériences préliminaires, nous avons

constaté que la réduction de N,O ne commengait dans

les sols qu'apreés une période de latence de 64 8 h. Or,

ces mémes sols. mis en incubation en présence de N,O,

réduisent immédiatement le N,O réintroduit dans les

fioles de mesure plusieurs jours aprés épuisement du
gaz initial.

Deux séries de 30 g de sol de Djibelor saturé en eay,
ont été mises en préincubation, a 30°C, en anaérobiose,
dans des flacons sérum de 250ml. Dans Yune des
séries. 100 partes 10° de N~NOj étaient ajoutées sous
forme de KNQ,. La dénitrification était totale aprés
48 h d’incubation. Au bout d'une semaine, les gaz pro-
duits ont ¢té ¢liminés sans ouvrir les fioles et Iincuba-
tion a ét¢ poursujvie, & 37°C, aprés addition de 400
partes 10° de N-N,0.
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La Fig. 7 montre que. pour le sol préincub¢ sans
NOj. la vitesse de réduction de N.O est lente (1.1 par-
tes/ 107 h) et ne commence qu” aprés une période de
latence d’environ 12 h. Elle est un peu plus faible que
celle du méme sol non préincubé (1.8 partes/10° h). Par
contre, pour le sol préincubé avec 100 partes, 10° de N~
NOj, on peut observer deux vitesses de réduction de
N,O: durant les 6 premiéres heures. la vitesse est de
16,3 partes/10°/h (V) et au-dela. clle est double (V, =
32 partes/10°/h). V; résulte de activitée N,O-réductase
apparue au cours 'de la préincubation avec NQj. et
présente dans le'sol au début de la seconde incubation;
V,. par contre, pourrait résulter d'une biosynthése de
novo d'enzyme en présence du substrat introduit avant
la deuxiéme incubation. Autrement dit. V; représente-
rait I'activité N, O-réductase initiale (ou réelle) du sol,
et I, son activité potentielle.

Ainsi I'application de la méthode & un échantillon
prélevé d un instant donné dans une riziére, pourra in-
diquer si ce sol a eté recémment le siége, au niveau du
prélévement. d'une dénitrification plus ou moins in-
tense.. Ceci était particuliérement intéressant 4 déter-
miner dans le cas de la rhizosphére. Le sol rhizosphéri-
que obtenu comme indiqué précédemment, a ¢té intro-
duit dans des flacons sérum de 250 ml en position hori-
zontale, 4 raison du contenu de 3 tubes par flacon.
Cing essais ont ét¢ effectués pour chacun des 3 sols et
pour chaque traitement: rhizosphére (R} et sol nu (S).
La mesure de la réduction de N,O n'a permis de
déceler pour aucun sol, une activité dénitrifiante ini-
tiale. Par contre, les activités dénitrifiantes potentielles
sont bien différentes quand on considére R et S (Fig. &),
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L'effet rhizosphére du riz n'aflecte donc que l'activité
dénitrifiante potentielle. Si cet effet thizosphére positif
avait déja ¢té observé a l'aide de la méthode respiro-
metrique (Garcia. 1973a). seule la nouvelle méthode
montre qu'il 'y a pas dactivité dénitrifiante’ dans les
sols considerés. pendant le début de la croissance du
riz. L'absence dactivité dénitrifiante initiale résulte
sans doute de conditions défavorables. telles que la
libération de O, au niveau des racines ou 'absence de
nitrification au cours des trois semaines de culture.

CONCLUSIONS

La mesure de la vitesse de réduction de N, O dans
les sols. pendant les premiéres heures de Fincubation,
a permis de mettre ¢n ¢évidence une activite dénitri-
fiante qui avait effectivement lieu dans le sol peu de

J. -L. Garcia

temps avant le prélévement. Cette activité réelle est trés

“inférieure a celle qui est mesurée au cours de la prolon-

gation de la durée de l'incubation et qui résulte vrai-
semblablement de la biosynthése de novo d'enzymes.
Une expérimentation complémentaire est actuellement
en cours pour adapter cette nouvelle méthode a des
mesures de la dénitrification au champ.
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article 6

Evaluation de la dénitrification
par mesure de Dactivité

oxyde nitreux réductase

Etude complémentaire

RESUME

Les conditions de mesure de la vitesse de réduction du
N.O utilisée comme moyen d’estimation de lintensité de la
dénitrification ont été préciséespour un sol de riziere. Grice
au chloramphénicol, il a éié possible de confirmer I'existence
de deux activités distinctes : Uactivité initiale due & oxvde
nitreux-réductase présente dans Péchantillon de sol au mo-
ment du prélevement et Pactivité potentielle due a loxvde
nitreux-réductase induite par le substrat respiratoire apres
une latence de ¢ a 6 h. Pour une méme quantité de N.O,
Lactivité est proportionnelle @ la quantité de sol, et pour un
méme poids de sol. elle est fonction de la concentration en
N.O; pour accroitre la sensibilité de ln mesure, il est recom-
mandé de se placer a Vm/2 ce qui permet de n'utiliser que
le sixiéme du gaz requis pour I'm.

L'activité liée a Uenzyme induite dans un sol saturé se
maintient pendant un mois et demi a son niveau initial,
Lorsque ce sol est soumis a plusieurs dessiccations suivies
de réhumidifications, Uactivité auzmente d’abord puis dimi.
nue rapidement. Les mesures effectuées apreés induction de
Pactivité dans le sol, mettent en évidence un accroissement
important de celle-ci puis une diminution qui résulte par-
tiellement de Uépuisement du N.O au cours de lincubation.
Ces résultats montrent que Uactivité mesurée apres une
longue période d'incubation ne représente qu'une faible frac-
tion de lactivité réelle induite dans le sol @ un moment
.donné par accumulation maximum du substrat respiratoire.
Parmi plusieurs substruts carbenés ajoutés an sol, seul le
succinate a eu un effet favorable, tous les autres ont inhibé
Pactivité.

La distribution des mesures effectuées dans une riziére suit
une loi normale ¢t 10 mesures sont généralement suffisantes
pour obtenir une estimation satisfaisante de la moyenne.

mots cufs : Dénitrification - activité oxyde nitreux-réductase
- technique,

ABSTRACT

e method for measuring the rate of N.O reduction in rice
paddy soil as a means for estimating the intensity of denitri.
fication, is completed. Using the method with chloram-
phenicol we have confirmed the existence of two distinct
activities : the nitrous oxide reductase activity initiully pre.
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sent when the sample 1was taken and the potential nitrous
oxide reductase activity induced by the respiratory substrate
after a lag of 4 to 6 hrs. W'ith a fixed amount of N.O the
activity is proportional to the amount of soil, and for a given
weight of soil it is a function of the N0 concentration; to
increase the sensibility of measurement, it is advisable to
use a N0 concentration that gives V'm/2 (only one-sixth as
much gas is needed as for Vm}.

The activity of enzyme induced in soturated soil maintains
its initial level for a month and a half. If the soil undergoes
several cycles of dessiccation and rehumidification, the acti-
vity increases at first and then declines rapidly, Meusurements
made after induction of activity in the soil show that there
is a large increase in activity followed by a decrease resulling
partially from N.O depletion. These results’ show that
activity measured after a long incubation represents only
a small fraction of the actual activity induced in the soil by
the maximum accumulation of respiratory substrate. Of
several carbon substrates added to the soil only succinate
had a favorable effect, the others all inhibiting the activity.

KEY WORDS : [Denitrification - pitrous oxide reductase acti-
vity - teclinics.

INTRODUCTION.

N

L'étude de la séquence des produits formés au cours
de la dénitrification dans des sols de riziere du Sénégal,
a permis de metire en évidence une étroite corrélation
entre les vilesses de formation et de réduction du N,O
et la vitesse de réduction de NO;, (Garcia, 1973). Ceci a
conduit 4 I’élaboration d'une nouvelle méthode d’esti-
mation de la dénitrification basée sur la mesure de la
vitesse de réduction de N.,O (Garcia, 1974). Cette
méthode a permis de démontrer V'effet rhizosphere trés
nettement positif du riz sur la dénitrification (Garcia,
1975 a) et a é1é appliquée au champ (Garcia, 1975 b).

La meéthode consiste i ‘déterminer la vitesse de con-
sommation du N.O par des mesurcs effectuées dans la

1977 , (sous-presse)




phase gazeuse des flacons contenant le sol saturé d'eau
et maintenus a 37°C. La vitesse mesurée pendant les six
premiéres heures permet d’estimer l'activité dénitri-
fiante initiale du sol, tandis que la vilesse mesurée
ultérieurement représente '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 riziére.

MATERIEL ET METHODES.

Le sol employé a été prélevé dans une riziére de la
vallée du fleuve Sénégal (Boundoum Nord), séché a
. Tair et tamisé a 2 mm; ses principales caractéristiques
sont décrites dans le tableau I. Le sol saturé d’eau est
placé dans des flacons sérum de 250 ml (sauf cas parti-
culier mentionné) en position allongée pour permettre
un étalement important de 1'échantillon de sol. On
réalise 1'anaérobiose par un vide poussé suivi d'un
remplissage a I’hélium N45 (Sté I'Air Liquide, Paris),
opérations qui sont répétées 3 fois. Du krypton N33 est
ajouté dans tous les cas commme étalon interne.

D'autre part, dans le but d’établir la loi de répartition
statistiqgue des mesures, 50 prélévements de sol ont été
effectués dans une parcelle de la station expérimentale
de Djibélor en Casamance. Les caractéristiques du sol
de la parcelle sont indiquées au tableau 1.

Pour suivre la réduction du N,0 dans I'atmospliére
des flacons, des mesures sont effectuées a I'aide d'un
chromatographe a détection par conductibilité thermi-
que VARTIAN AEROGRAPH 90 P4 couplé i un enre.
gistreur VARIAN A25, dans les conditions d’utilisation
décrites par ailleurs (Garcia, 1974). Les injections
d’échantillons de I'atmosphere des flacons sont réalisées
& l'aide d’'une vanne semi-aulomatique dont l'utilisation
a été décrite ainsi que le caleul des résultats (Gareia,
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RESULTATS.

1. ActioN pu cHLORAMPHENICOL,

50 g de sol additionnés de 50 ml d’eau sont pré-
incubés en anaérobiose a 30° en agitation, dans des
flacons sérum de 500 ml, en prédéence de 500 ppm de
N-N,O pendant 48 h, en présence ou en I'alsence de
chloramphiénicol (2 mg). Au bout de ce laps de temps,
Patmosphére des flacons est renouvelée et V'incubation
poursuivie pendant 26 k en présence de 20 ml de N,O
et 10 m de krypton pour la détermination de l'activite
oxyde nitreux-réductase. Dans une deuxiénie série de
flacons, I'incubation de 26 h est effectuée immédiate
ment aprés humectation du sol.

Les différents traitements ont été les suivants : (1) sol
non préincubé; (2) sol non préincubé, détermination de
Tactivité effectuée avee chloramphénicol; (3) sol pré-
incubé; (4) sol préincubé, détermination de I'activité
effectuée avec chloramphénicol; {5) sol préincubé avee
chloramphénicol.

Les résultats des mesures sont rapportés a la figure 1.
Le sol préincubé avec chloramphénicol et N.O et le sol
nen préincubé mais dont Pactivité est déterminée en
présence de chloramphénicol ont une activité oxvde
nitreux-réductase nulle. Dans le sol préincubé avee N.O
et dont 'activité oxyde nitreux-réductase est déterminée
en présence de chloramphénicol, cette derniére est
voisine de celle qui est mesurée directement aprés
humectation, en 1'absence de chleramphénicol. Dans ce

_dernier cas, une latence de 4 h environ est ohservée,

Ces résultats montrent qu'une activité oxyde nitreux-
réductase peut étre induite dans le sol en présence de
N.O, et que cette induction est empéchée par le
chloramphénicol . Ce dernier remplit donc également
dans le sol sa fonction dlinhibitcur des synthéses pro-
téiques. Ll’induction peut étre provoquée au moyen
d’une incubation préalable a la détermination de I'acti-

1975b). Les valeurs ecxprimées correspondent a 5 vité, mais clle peut également avoir lieu au cours de la
répétitions, détermination apres un temps suffisant. I est donc
TasLEsu I
DESCRIPTION DES SOLS
Sol pit N %o C G Argile %
Boundoum 5.3 1.40 18,00 - 48,30
Nord
Djibélor 5.3 1.92 17,50 25,32




o} 4
T
0
2 or ®
~8 O——0O
ON A
4
z / &
E /
a
a F o
/" o Al | i IA®
0 5 10 15 20 25
Heures
" Fig. 1. — Action du chloramplénicol sur Vactivité oxyde

nitreux-réductase d’un sol de riziére. (1) sol non préincubé;
- (2) sol non préincubé, mesure effectuée en présence de
thloramphénicol; (3) sol préincubé avec N:0; (4) sol pré.
incubé avec N.0O, mesure effectuée en présence de chloram.
phénicol; (3) sol préincubé avec N:O et chloramphénicol.

~ possible de mesurer par cette méthode une activité
initiale si elle est présente dans le sol au monient du
prélévement, puis une activité potentielle induite par le
substrat respiratoire. '

. 2. INFLUENCE DE LA QUANTITE DE SOL ET DE LA CONCEN-
TRATION EN N,O.

Une quantité de sol de 1,3 kg répartie par fractions
de 100 g en flacons sérum de 500 ml, saturées d'eau,
maintenues en anaérobiose 2 37" en présence de 1500
ppm de N-N,O, est séchée a l'air aprés une semaine
d’incubation puis tamisée & 2 mm. Des échantillons de
S, 10, 20 et 40 g du sol ainsi traité sont saturés d'ean
puis maintenus en présence de 50, 100, 200 ou 400 ppmn
de N-N.O et 2 ml de krypson, en anaérobiose a 37"
pendant 24 h.

On effectue ensuite les analyses de 1’atmosphére ponr
déterminer l'activité oxyde nitreux-réductase. Les résuls
tats (fig. 2) montrent que pour une méme concentration

~.en N,O, Pactivité est proportionnelle 3 la quantité de
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Fig. 2. — Influence de la guamité de sol et de la conrentra-
tion en N.O sur l'activité oxyde nitreux-réductase d’un sol
de riziére,

sol, et que pour une méme quantité de sol. cette
activité est fonction de la concentration en N.O.
Rappelons que la vitesse maximum Vm est obtenue
avee 1500 ppm de N-N.O, c'est-a-dire environ 10 ¢, de
N, O dans la phase gazeuse du flacon de mesure (Garcia,
1974).

3. PERSISTANCE DE L’ACTIVITE OXYDE NITREUX-REDUCTASE
INDUITE DANS LE SOL.

30 g de sol sont saturés d’gau et mis en incubation
en anaérobiose en présence de 2.5 ml de N.O a 37°
pendant 48 h, puis on renouvelle I'atmosphére des
flacons par un vide poussé suivi d'un gazage a I'hélium,
opérations qui sont répétées 3 fois. On maintient ensuite
les flacons & 37" pendant 6 h en présence de 2,5 ml de
N,O et 1 ml de krypton pour déterminer Iactivité
oxyde nitreux-réductase induite pendant la préincuba.
tion. Les flacons sont ensuites séparés ‘en deux lots de 5
flacons chacun et incubés & 30". Les flacons du premier
lot sont débouchés pour permetire le desséchement du
sol.

Tous les 15 j, pendant trois mois, les flacons dessechés
sont rehumidifiés puis on elfectne une niesure de l'acti-



3k
2

£
~
z
D
-
Q
o8
i
2
E 1
a
Q

0

Mois

Fig. 3. — Persistance de lactivité oxyde nitreux-réductase

induite dans un sol de riziére. .
en anaérobiose; 4

. sol maintenu saturé
4 sol séché apres chaque mesure
d’activité.

vité oxyde nitreux-réductase initiale de la méme facon
gque précédemment, Les mémes conditions de mesure
sont également appliquées aux flacons conservés bou-
chés.

Les résultats des mesures (fiz. 3) montrent que l'acti-
vité oxyde nitreux-réductase qui correspond initiale-
ment a 1.5 ppm de N:N,O rédnit/h, diminue trés
lentement dans le sol maintenu llumide alors que dans
le sol périodiquement séché puis rehumidifié pour la
nesure, l'activité présente un maximum (2,7 ppm N-N.O
réduit/h) au bout d'un mois puis diminue. Elle atteint
le niveau initial aprés 2 mois puis disparait aprés 3
mois.

4. INFLUENCE DE LA DUREE DE LA PREINCUBATION SUR
L’ACTIVITE OXYDE NITREUX-REDUCTASE INITIALE.

Des échantillons de _'30 g de sol sont saturés d’eau et
mis en incubation en anaérobiose & 37° en présence de
2,5 ml de N.O pendant 48 h. Toutes les 3 h, on cffectue
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Fig. 4. — Influence de la durée d’incubation d'un sol de

riziere axe¢ N:O, sur 'activité oxyde nitrecux.réductase initiale,

une mesure de D'activité oxyde nitreux-réductase initiale
2 37", dans 5 flacons prélevés dans le lot. Pour cela on
rénouvelle l'atmosphére d’hélium et on ajoute 2,5 ml
de N,O et 1 ml de krypton,

Les résultats des mesures (fig. 4) montrent que I'acti.
vilé initiale augmente réguliérement pendant les 15
premiéres heures puis diminue. Elle est, aprés 48 h
d’incubation, égale au double de la vuleur initiale

(1 ppm N-N,O réduit/h).

5. INFLUENCE LE 1’ADDITION D'UN SUBSTRAT CARBOKE.

Des échantillons de 30 g de sol sont saturés avec des
solutions de glucese ou de succinate de sodium dont
les concentralions sont telles que les quantités dans le
sol soient de 0,25, 0,50, 0,75, 1 ou 2 9, exprimées par
rapport au poids sec de sol. On incube en anaérobiose
a 37" pendant 5 j en présence de 10 ml de N.O. Aprés
ce laps de temps, on renouvelle I'atmosphére des flacons
qui sont a nouveau incubés en anaérobiose a 37°
pendant 24 h aprés addition de 5 ml de N,O et 2 m]
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Fig. 5. ~— Influence de l'addition d’un snbstrat carboné sur

Pactivité oxydc nitreux-réductase d’un sol de riziere. S =

succinate; G = glucose; I = activité initiale; P = activilé
potentielle,

de krypton pour la mesure des activités initiale et
potentielle.

Les résultats des mesures (fig. 5) montrert un trés net
effet dépressif du glucose sur I'activité oxyde nitreux-
réductase qui est nulle en présence de 0,50 9% de
glucose. Par contre la présence d’'une teneur en succi-
nate de 0,25 ¢, conduit presque au doublement de
P'activité initiale puis au-deld d’une teneur de 1 95, les
activités initiale et potenticlle diminuent sans toutefois
s'annuler comme dans le cas du glucose, D’autres
substrats tels que saccharose, mannitol, acétate, lactate
et pyruvate ont pour effet la disparition de lactivité,
dés la teneur 0,25 5.

6. Lot STATISTIQUE DE REPARTITION DES MESURES OBTE-
NUES PAR LA METHODE DE REpuctioN pE N.O.

Dans Ie but de définir la loi de répartition statistique
des mesures obtenues par la méthode de réduction de
N,O suivant la technique habituelle (Garcia, 1975 b),
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Fig. 6. — Histogramme de répartition des mesures des acti-
vités dénitrifiantes initiales (AI) et potenticlles (AP) pour
Yessai av champ.

50 répétitions ont été réalisées dans une parcelle de la
station expérimentale de Djibélor en Casamance. Les
prélevements ont été effectués dans la rhizosphére d'un
riz de un mois et demi, 3 semaines aprés 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 a
porter les fréquences cumulées relatives sur un graphi-
que a ordomnées en éclielle gaussienne (MoNJALLON,
1961), donne un résultat acceptable confirmé par le fait
que 95 ¢, des données sont comprises dans D'intervalle
m = 2s (m = moyenne arithmétique, s = écart-type).

DISCUSSION.

Dans un sol qui n’a pas é&té le siége d’'une dénitrifi-
cation récente, la réduction de N.O ne se produit
qu'aprés une latence de plusieurs heures. Dans le cas
conktaire, elle intervient dés le début de l'incubation et
peut étre amplifice aprés plusicurs heures. L’accrois-
serment d'activité, comme cela est montré par l'effet du
chloramphénicol, résulte de la synthése de movo d’en-
zyme induite par le sunbstrat respiratoire, lorsque le
nivean de carbone orgauique assimilable est suffisant.



gy

95

—
™~

90—

relatives (&chelle gaussienne)

50 f

cumulées

fréquences
[

centre des classes

(échelle srithmétique 1=
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La réduction de N.O est proportionnelle a la quantité
de sol mais il faul veiller a ce que D'épaisceur de
celui-ci ne limite pas la diffusion du gaz. C'est pourguot
on ne doit pas dépasser 50 g de sol dans les flacons
sérum de 250 ml placés en position horizontale (Garcia,
1974). Pour une quantité de sal donnée, la vitesse de
réduction de N,O est fonction de sa concentration. 11 a
été montre gqu'elle est maximum pour une concentration
de N.,O égale a environ 10 ¢ de la phase gazeuse
{Garcia, 1974). Cependant pour aceroitre la sensibilité
de la méthode, il est préférable de n’utiliser que le
sixieme de cette concentration. La vitesse de reduction
est alors diminuée de moitié mais les pics mesurés sur
le chromatogramme sont beaucoup moins hauts, ce qui
permet de détecter plus facilement de faibles activités.

Dans le sol maintenu humide, P'activité oxyde nitreux-
réductase mesurée périodiquement ne diminue que
lentement; elle est sensiblement constante au cours des
preiniéres semaines, Par contre, lorsque le sol est
goumis 3 des humectations et dessiccations répétées,
T'activité mesurée immédiatement aprés la rehumecta.
tion croit aprés les deux premiéres humectations puis
diminue trés rapidement par suite probablement d’un
épuisement  des substrats carbonés libérés par les
humectations et dessications successives.

En suivant Pactivité oxyde nitreux-réductase dans un
sol au cours d'une ineubation avec N,O, on constate

TasLeau 1
RESULTATS DU TEST STATISTIQUE DE REPARTITION DES MESURES
OBTENUES PAR LA METHODE DE REDUCTION DE N.O APPLIQUEE AU CHAMP

Activité initiale Activite potentielle
Al AP
Effectif nh 39 47
Moyenne . :
ppm N réduil/h m 2,49 1,78
7
Variance s” 0.818 0,170
Ecart-tvpe s 0,26 0,12
% des mesures Ls
compriscs dans 9o c
l'intervalle o s % . ”
mls
1 Précision de .
pour 40 mesures M 1.6 % b7 %
Précision de m , )
! hE a1
pour 10 mesures 2V 2.0 % 13,5 %




qu'elle atteint rapidement une valeur ires élevée puis
diminue trés vite. Cette diminntion d’activité semnble
correspondre 3 la disparition du substrat respiratoire
de la phase gazeuse des flacons; en effet, un apport de
carbone pendant cette période n’entraine aucune modi-
fication d'activité (fig. 4). Par coutre, lorsqu’on rajoute
du N.O dans les flacons pendant cette ménie période,
plusieurs heures aprés sa totale disparition et que 1'on
poursuit I'incubation pendant quelques heures, I'activité
mesuree est 4 nouveau accrue. I’activité initiale mesurée
. aprés une longue période d'incubation pourrait donc
n'étre qu'une petite fraction de lactivité réelle induite
dans le sol 4 un moment donné par la présence de
composés oxvdés de I'azote dont le N.,O. En effet,
I'accumulation de N.O a lieu pendant la dénitrification
dans les sols acides (Garcia, 1973), ce qui est le cas de
la plupart des sols de riziere du Sénégal. Par lutilisa-
tion de cette méthode in situ, il est don¢ possible de
savoir si le sol a été le sitge d’une récente dénitrification
mais lintensité réelle de cette dernitre ne peut étre
évaluée.

Dans le sol étudié, parmi une série de glucides et
d’acides organiques testés, senl le succinate a montre
un effet positif sur l'activité oxyde nitreux-rédunctase en
doublant I'activité potentielle du sol; les autres substrats
ont tous eu un effet dépressif. Aucune explication
valable n’a pu étre avancée.

Enfin, la distribution des mesures obtenues par
I'application de la ‘méthode au champ suit une loi
Normale. En effectuant 10 répétitions pour chaque
mesure, on obtiemt une évaluation satisfaisante de la
movyenne, l'intervalle de confiance étant de 1'ordre de
15 a 20 <.
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CONCLUSION.

Une dénitrification dont le sol de rizicre a é1é le
sicge récemment peut étre mise en évidence par la
mesure d'une activité oxvde nitreux-réductase. La
méthode élaborée peut se révéler trés utile pour tester
les inhibiteurs de nitrification ou les engrais réputés
libérer lentement l'azote. Elle pourrait également per.
mettre d’évaluer indirectement une densité de popu-
lation aprés induction de I'oxyde nitreux-réductase au
moyen d'une préincubation du sol en présence de N.O.

Manuscrit requ au Service des Publications le 11 mai 1977
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EVALUATION DE LA DENITRIFICATION DANS LES
RIZIERES PAR LA METHODE DE REDUCTION DE N,O

» J.-L. Garcia
O.R.S.T.O.M.. Laboratoire de Microbiologie du Sol. B.P. 1386, Dakar. Sénégal

{Accepted 22 October 1974)

Résumé—Une méthode de terrain pour I'estimation de la dénitrification dans les riziéres est décrite. Cette
méthode est basée sur la mesure de la réduction de N,O. Les échantillons de sol sont incubés immédiate-
ment aprés leur prélévement. dans des flacons sérum de 250 ml, en atmosphére anaérobic et en présence
de N, O et de krypton comme étalon interne. Les flacons sont placés a 37°C dans une ¢tuve a ventilation
fonctionnant sur deux batteries d'accumulateurs de 12 V. Les prélévements d’atmospheére sont effectués
dans des tubes sous vide et anatysés ultéricurement par chromatographie en phase gazeuse au laboratoire.
Cette méthode a permis de déceler I'existence d'une activité dénitrifiante initiale 4 différents stades de
croissance du riz. dans plusieurs riziéres du Sénégal, ainsi que dans une culture en pots. Elle a également
confirmé I'effet rhizosphére positif du riz sut la dénitrification.

Sumimary--A field method to evaluate denitrification in rice paddy soil was developed, by measurement
of N,O reduction rates. Immediately after collection, samples of soil were incubated anaerobically in
25(ml serum flasks. with addition of N,O as well as krypton as an internal standard. The flasks were
maintained at 37°C in a portable temperature insulated box operating on two 12V battery accumulators.
At intervals during incubation, evacuated glass tubes were used to collect samples of the flasks atmos-
phere. and later these gas samples were analysed by gas chromatography in the laboratory. With this
method. an initial denitrifving activity was found at various stages of rice growth, in several rice fields
in Senegal and in pot culture. The positive effect of the rice rhizosphere on denitrification was also con-

firmed.

INTRODUCTION

L'estimation de lu dénitrification au champ a été
réalisce. jusqua présent, i Faide de lysimetres spéciaux
(Overrein. 1968 Martin et Ross, 1968: McGarity et
Hauck. 1969). ou en prélevant des échantillons de sol
mis en incubation au laboratoire sans perturbation
{Stefanson. 1972; Myers et McGarity. 1972). Cest cette

derniére technique de prélévement que nous appli-

quons mais en cffectuant immédiatement les incuba-
tions sur le terrain. -

L'analyse par chromatographie en phase gazeuse de
la séquence des produits formés au cours de la dénitri-
fication dans les sols de riziéres {Garcia, 1973b) nous
a permis dd mettrg au point une nouvelle méthode
d'estimation de la dénitrification basée sur la réduction
de N.O({Garcia, 1974a) qui est préférable a la méthode
respirométrique de McGarity (1961) (Garcia, 1973a;
Garcia et al.. 1974),

On mesure la disparition de N,O de la phase
gazeuse des flacons de mesure dans Jes conditions opti-
males de réduction de ce gaz; rappelons que la vitesse
de réduction mesurée pendant les six premiéres heures

de I'incubation permet d'estimer une activité dénitri--
fiante du sol au moment du prélevement, alors que Ia -

vitesse de réduction mesurée apres une vingtaine
d’heures d'incubation. représente I'activité dénitrifiante
potenticlle.

Pour adapter cettc méthode a4 des mesures au
champ. nous avons construit un matéricl de terrain
destiné a I'¢tude de la dénitrification dans les riziéres
mais qui devrait pouvoir étre utilisé pour n'importe
quel type de culture aprés adaptation de fa méthode.
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MATERIEL ET METHODES
Mateériel

Le matériel de terrain. représenté sur la Fig. 1, com-
prend:

(1) Une étuve a ventilation en bois doublé de poly-
styréne expansé, permettant d'incuber les échantillons
de sol a 37°. Cette €tuve, qui forictionne 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 I'air dans 'étuve,
une sonde thermique, un relais d’avertisseur sonore de
voiture couplé a la sonde pour limiter I'intensité du
courant passant dans celle-ci, et un thermomeétre coudé
visible 4 I'extérieur;

deux compartiments latéraux communiquent avec le
compartiment central par deux ouies inféricure et
supéricure; ils renferment chacun un bati en bois pou-
vant contenir 30 flacons sérum de 250 ml en position
allongée, répartis sur quatre rangécs.

(2) Deux batteries d'accumulateurs de 12 V. montées
en paralléle dans un coflret.cn bois doublé intéricure-
ment de polystyréne expansé pour amortir les chocs.
(3) Une rampe de gazage en cuivre & 12 postes. confec-
tionnée & partir de deux anciennies rampes d'appareil
de mincralisation. montée dans un coflret en bois
ouvrant, et munie d'un manométre & vide et de deux
robincts a gaz: I'un pour ¢ vide, et l'autre pour
I'admission d'h¢lium.

(4} Une pompe a vide manuelle Arthur Thomas (ref.
1015).
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Fig. 1. Matéricl de terrain pour Févaluation de la dénitrification dans les riziéres par la méthode de

réduction de N,O: (1) étuve & ventilation, (2) deux batteries d'accumulateurs de 12V, (3) rampe de

gazage, (4) pompe & vide manuelle, (5) coffret a gaz. (6) coflret pour tubes Vacutainer. {7) coffret pour
accessoires. (X) conductivimétre et trousse pour dosage des nitrates.

{5) Trois petites bouteilles de gaz purs: helum NS5
N.O N40 et krypton N35(Sté 'Air Liquide).

(6) Un coflret-portoir en bois pour 200 tubes Vacu-
tainer de 5 mi. (Becton-Dickinson. ref. 48§27.0-0), mis
sous vide au laboritoire.

{7) Un coffret en bois renfermant tous les accessoires:
seringues en plastique de 1 ml et 2.5 ml aiguilles de
rechange. aiguilles doubles de 25mm 7 10 pour le
prélevement d'atmosphére en tubes Vacutainer {Bec-
ton-Dickinson. ref. 5741-0-1). seringues en plastique
de 30 ml polir prélévement de sol.

(8) Un conductivimétre Cenco et une trousse Hach
pour le dosage des nitrates et des nitrites.

(9) Un pH-métre Polymetron Type 55B dans une
boite étanche. non représenté sur la Fig. 1. sert égale-

ment a mesurer in situ le pH et le Eh. L'ensemble de ce’

matéricl est dispos¢ dans un véhicule sultisamment
vaste pour étre utilisé sans déchargement.

Préléevement et préparation des échantillons

Une seringue en plastique de 30 mi dont I'extremité
a été sectionnée. est utilisée pour eflectuer les préléve-
ments de sol directzment sous les plzants de riz ou en
sol nu. On préléve ¢n trois endroits differents. 10 ml de
sol avec la méme seringue, qui sont deposés a l'aide du
piston, dans un méme flacon sérum de 250 ml, Pour
chaque traitement (sol hu ou planté). on préparc ainsi
10 flacons. La moyvenne des mesures résultera done de
30 prélevements distincts. Les carottes de sol sont dis-
posées dans les flacons en position allongée: ces der-
niers sont tapotés énergiquement pour bicn étaler le
sol saturé d'cau.

Les flacons sont ensuite reliés par une aiguille a la
rampe de gazage et on eflectue un vide maximum &
l'aide de la pompe manuelle. avani de gazer avece
I'helium. On répéte Fopcration trois fois en ajustant la

pression finale de T"helium & la pression atmosphéri-
que. On retire ensuite les lacons de la rampe puis on
introduit a 'aide d'unc seringue. | ml de krypton dans
chaque flacon. Ce gaz cst employé comme étalon in-
terne pour simplifier les calculs en supprimant lcs
mesures de volume et de pression pour chaque flacon
{Burford ¢t Bremner. 1972). On place les flacons tou-
Joursen position allongée. dans F'¢tuve & 37°C pendant
30min environ, pour leur permettre datteindre
'équilibre thermique; cette période peut varier sui-
vant la tempcrature ambiante. Puis. sans retirer les fla-
cons de ['¢tuve, on introduit a4 l'aide d’une seringue.
2.5ml de N,O.

On eflectue alors le prélevement du temps zéro a
'aide de tubes Vacutainer et d'aiguilles a téte double,
en enfongant au préakable une téte de Paiguille dans le
bouchon du tube, sans casser le vide. puis en enfongant
Fautre extrémité de l'aiguille dans le flacon sérum; il
suffit alors d'enfoncer la premiére extrémité dans le
tube Vacutainer pour aspirer une fraction de l'at-
mosphére du flacon. L’opération est répétée dans deux
autres séries de tubes Vacutainer aprés 6 h puis une
vingtaine d’heures d'incubation a 37-C.

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

De retour au laboratoire. les lacons sont mis a
I'étuve a 110 C pendant 24 h pour déterminer le poids
sec du sol.
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Fig. 2. Chromatogramme obtlenu pour deux analyses

groupées du contenu de deux tubes Vacutainer. La vitesse

de déroulement du papier enregistreur est de S0 cm/l. et la
hauteur des pics est attenuée deux lois,

Analyse

Le contenu des tubes Vacutainer est analyse au
laboratoire a l'aide d'un chromatographe en phase
gazeuse Varian Acrograph 90 P4 a detection par con-
ductibilité thermigue, couplé i unenregistreur Varian A
25. Les conditions dutilisation sont identigues & celles
déja decrites (Gareia, 1974). On travaille & Fatténua-
tion deux du chromatographe. La succession des pics
est la suivanter air résiduel + N.o-Kr CO, N,0Q
(Fig. 2).

Ces conditions d'utilisa o du chromuatographe per-
mettent d'obtenir des nics trés étroits dont on ne

mesure que la haueur pour leur cxploitation, En
outre, on peut realiser deux injections @ 2 min 20 sec
drintervalle. toutes les 10 min, en groupant ainsi la sor-
tic des deux pics d'caun. Les opérations d cffectuer sont
décrites wu Tablean 1.

Pour certains sols de riziéres riches en carbone
organique. notamment des sols rhizosphériques. on
peut observer une legére production de méthane aprés
20h dlincubation & 37 C. En effet, la faible con-
centration en N-N,O employee pour la mesure (100
parties: 10° environ) ne permet pas linhibition totale
de la production de CH, (Bollag ¢t Czlonkowski,
1973). Pour détecter cette production, il suftit de com-
parer la hauteur des pics du krypton des tubes corres-
pondant aux temps z¢ro et 20h: si elle 4 augmente,
cest quil y a cu production de CH,. 11 faut alors modi-
fier les conditions d'utitisation du chromatographe.
Comme la quantité de méthane est faible et au plus
egale d 20 pour cent de celle du krypton ajouté, il suttit
simplement de modifier la température de la colonne,
En coupantle chaulfage du four renfermant la colonne
et en e refroidissant par ouverture de son couvercle
pendant 15 nun. la température se stabilise & 65-C a
cause du chaullage db aux fours de Tinjecteur et du
détecteur. A cette temperatuie, le pic du krypton
présente un petit ¢paulement di au methane. ce qui ne
modilie pas sit hauteur. Mais la succession des analvses
est ralentie: fa deuxieme jection se fait 3 min. aprés
fa premicre, et Fon doit attendre 16 min. pour recom-
meneer une autre scrie de deux injections. On pourrait
cealement employer une colonne plus longue, comme
ceile preconisce par Burford ¢t Bremner (1972)
(S5m x LS mu) ce qui separcrait plus nettement
CH, et Kr mais allongerait e temps d'é¢fution.

Caleul des resultats

Les caleuls sont simples (Balandreau et Dommer-
pues, [971), Soient et r les volumes respectifs de NL,O
et de Kr contenus dans les V. ml injectes ¢t soit X le
volume de NLO dans fa phase gazeuse du flacon de
miesure. Lapproximation du calea! consiste a supposer
que e NGO diffuse dans le méme volume que e kryp-
ton. Ecrivons alors vue les pourcentages de N,O et de
Kr sont les mémies cuns le thacon et dans te wbe Vacu-
tainer:

!
X

s volumes ingeetes et v de N,O et de Kr sont

fits atux hauteurs de pics i1 et ' du chromatogramme

A v
= dou X =
' I

Tableau 1. Operations détaillées dinjectzan du content des tuhes Vacutimer dans le chromatographe

Temps

Operations

0 Mettre en route fa pomne & vide, rohenet ouvert. tube Vacutaioe: en position sur Caiguille de

la vanne.

Teére injectior: appuyer st e nousseir de L vaane, enlever e tube, mettye

Fermer le robinet due sede, 2ofoncer Paiguille de ta vanne dans Je tube Vacutainer.

¢ tube sunvant en

posttion sur Fadguille, ouvee e robinet da vide et tirer le noussoir,

50 sec
I min
2 mn Mettre en rouse Peneegistioe
3 min

I mir 20 sec

Fermer e robinet du vide, entoncer Mguille dans Je tube,

28eme inicction: appuver sur e poussoir, etilever 1o tube, mettre le tube suivant sur aigaiile.

tirer Te poussoir, ouveir le robinet du vide, arréter fa pompe avide

7 min environ

10 min

Recomnicncer les operasions comine precedemment.

Arréter Fenregistrenr apvés Lo sorie du deseerne e de NSO,

94



254

par les relations

v = kh
v =kl

ou k et k' sont des constantes dépendant du détecteur
Dou

X kh K h (ml

= — = — (m
k'l 3 )

Si P est le poids sec du sol du flacon en grammes. la
quantité de N-N, O présente dans la phase gazeuse par
gramme de sol sec. exprimée en parties/10° et sachant
que le rapport volume/poids pour N-N,O c¢st de 1.25,
sera donc:

Aprés I'obtention du chromatogramme, la suite des
calculs est donc la suivante pour chagque injection: (1)
calcul du rapport des hauteurs de pic N,O/Kr. (2} dif-
férence avec le résultat du prélevement précédent, (3)
multiplication par 1,25-10%- K. (4) division par P. (5)
division par lc temps d’incubation. On obtient ainsi la
vitesse moyenne de réduction de N,O pendant le
temps considéré et par gramme de sol sec. On calcule
la moyenne des n = 10 échantillons, Vm. 'écart type o,
I'intervalle de confiance de la moyenne, i, par le test ¢
de Student-Fischer avec une probabilité de 0,05:

ag

i=1—=.
N
et enfin le coeflicient de variation de i,

cv. = 1
Vi

Y-

Expérimentation

Pour tester cette méthode au champ, nous avons
effectué plusicurs prélévements en divers endroits de la
vallée du Fleuve Sénégal et a différents stades de la
croissance du riz (Tableau 2). Pour chaque riziére, les

J.-L. GARCIA

prélévements ot été effectués en sol nu (S) et dans la
rhizosphére du riz (R).

La methode a ¢galement ¢t appliquée d plusicurs
¢pogues d'une culture de riz TR en pots de P.V.C.
(30 cm, hauteur 50 cm) sur un sol argileux dont les
teneurs ¢n carbone et ¢n azote sont respectivement 0,5
¢t 0.06 pour cent ct dont le pH est de 5.9.

RESULTATS ET DISCLSSION
I Riziéres

Dans les sols de rizieres avant fait Tobiet des
mesures, nous n‘avons pas décelé de nitrate. Rappe-
lons, 4 ce propos, que la méthode peut étre faussée
quand le so} contient du nitrate ou du nitrite (Garceia,
1974). Certains prelévemnents ont €té efectués sur la
meme parcelle, & un mois et demi d'intervalle et sur la
méme culture (Boundoum Nord) ou bien sur deux cul-
tures successives (Savoigne). L'age du riz variait de 30
Q125 jours.

Une premiére constatation peut étre faite (Tableau
2): fe coefficient de variation de Uintervalle de con-
fiance de la vitesse de réduction de N, O est en général
plus ¢élevé pour fa vitesse initiale (moyenne: 38Y%; pour
S et 45% pour R) que pour la vitesse potenticlle
(moyeénne: 30%, pour S et 22°, pour R). Les mesures de
I'activité potentielle sont donc plus reproductibles que
celles de Pactivité initiale. Quoigu'il en soit, les forts
cocflicients sont rares et 'on peut dire que la technique
de prelevement est satisfiisante, compte tenu de
hétérogénéité des sols. Signalons également que tes
coeflicients de variation les plus élevés concernent les
prélevements elfectues en fin de croissance du riz (100
a 125)). )

Dans tous les cas, nous avons mesuré une activité
dénitritiante  initiale alors gu'au  laboratoire, eclle
n'avait pu Ctre décelee au cours d’expériences cffect-
uces sur des sols de riziére dépourvus de nitrate, nus
ou plantés en riz (Garcia. 1974). Ceci traduit probable-
ment le fait qu'une activit¢ denitrifiante a cu licu dans
ces sols consécutivement & une production de nitrates
non décelable. Elle est cependant (athle, au plus égale

Tableau 2. Prélevements eflectués dans les riziéres de ta vallée du Fleuve Sénégai

age
pH  Résistivite du riz
Localité Date Sol ugmho/cm (ours)  Variété Fngrais
N52-37 L0 Kg/ha POLINH Y, 16 48 O avant semus
Boundoum Nord 10-Oct-71 6.5 150 65 (140 3) SO Kg ha urée debut submersion
56 Kg/ha urée montaison
Savoigne [1-Oct-73 S8 155 45 SE-302G 120 Kg/ha POUNH ), 1648 0 avant semis
350 Kgsha urée on deux épaadages
Boundoum Nord  28-Nov-73 6,5 100 123 152-37 méme pareelle
Richard-Toll t 28-Nov-73 o2 200 100
Fanaye 28-Nov-72 54 80 (s IRY 125 Kesha POUNH Y, 6 4R Oavant semis
(13n 350 Kgiha uree en deux Coandages
Richard -Toll 2 27-Fev-74 49 475 0 IKP POLNH ), 16 45 0 avant seons
Savoigne 2R-Fev-74 7.0 750 30 SE POLNIL ) 16 48 O avant semis

WG méme parcetle mais culture ultéricure.
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Tableau 3. Activités dénitrifiantes initiales et potentielles mesurées dans plusieurs riziéres du Sénégal. V'm: vitesse movenne
de réduction de N-N,O (parties/10°/h). i: intervalle de contiance de Vm. C.V.: coeflicient de variation (pour cent).

Sol nu (§) Rhizosphére (R) R'S
Activite Activite " Activité Activité
Localit¢ initiale (1 _potentictle (P) P/ initiale (1) potenticlle (P} Pl P
(date) Im i CV. tm i C.V. Vm j CV. Im i CV.
Boundoum Nord 0.53 0.14 26 052 0.18 34 1.0 0,68 0,27 40 097 027 28 14 1.3 IR
(10-Oct-73)
Savoigne 0.58 0.17 29 0.83 0.34 29 1.4 055018 33 104 0O2% 27 19 09 1.2
(11-Oct-73)
Boundoum Nord 070 041 58 161 032 20 23 099 0,66 67 1,78 020 11 18 14 I
(28-Nov-73)
Richard-Toll | 1.02 045 44 162 0,31 19 1.6
{28-Nov-73)
Fanayve 098 0,52 53 103 023 22 10 085057 67 152 025 16 1.8 09 LS
(28-Nov-73)
Richard-Toll 2 028 0.11 39 036 0141 3 13 0,68 0,18 26 152 048 32 22 24 42
(27-Fev-74) .
Savoigne 039009 23 081 038 47 21 058 021 36 122 030 25 21 15 15
{28-Fev-74)

4 1.02 parties ‘10 de N-N,O réduit/h, et assez peu dil-
ferente pour § et R, & l'exception du sol de Richard-
Toll 2 pour lequel le rapport R/S des activités initiales
estde 2.4.

Lactivite dénitrifiante potenticlle est en général
supéricure a l'activité initiale. Elle est dans tous les cas.
plus ¢levée pour R que pour S. le rapport R’/S variant
de 1.1 a 4.2. Ceci confirme les résullats obtenus lors
d'expériences antérieures au laboratoire (Garcia.
1973a; Garcia. 1974 et 1975). et résulte de la présence
dans la rhizosphére. d'un nombre plus ¢levé de bac-
térics dénitrifiantes et d'exsudats racinaires facilement
assimilables. -

Ceci ressort également de 'examen du rapport des
activités potentielle et initiale (P/'7) d'un méme échan-
tillon. En effet, ce rapport est en général plus élevé
pour R que pour S. .

2 Pots

Quatre prélévements ont été effectués a differents
stades de la croissance du riz. Les résultats (Tableau 4)

montrent un coefficient de variation en général plus
faible que pour les mesures au champ: I'échantilion-
nage est done meilleur dans lc cas des pots.

Une activité initiale a également été décelée pour
tous les prélévements: elle varic trés pcu au cours du
temps dans le sol nu mais est multipliéc par 2.8 dans
le cas du sol planté. aprés 120j de culturc. Nous
n'avons cependant pas décelé de nitrate lors des 4 pré-
levements. Le rapport R/S entre les activités initiales
de S et de R est nettement plus ¢leve aprés 90 de
culture: il passe de 0.8 a 2.4 puis se stabilise.

L’activité dénitrifiante potenticile de S est le plus
souvent voisine de Iactivité initiale: clle est nettement
inferieure a celie de R. Le rapport R/S des uctivités
potentielles augmente dans la période des 85 premiers
jours de culture, au fur et & mesure du développement
de la rhizosphére, puis diminuc.

On constate également, comme pour les échantillons
de rizieres, que le rapport P/l est généralement plus
¢levé pour R que pour S. 11 atteint ici une valeur nette-
ment plus grande: 4,4. Dans le cas des pots, l'effet rhi-

Tablcau 4. Activités dénitrifiantes initiales et potentielles mesurées a difiérentes époques d'une culture de riz en pot. Vi
vitesse moyenne de réduction de N-N,O (parties/10°/h). i: intervalle de confiance de Vin. C.V.: coeflicient de variation {pour

cent).
o ]
Date de prélévement Sol mu (§) Rhizospheére (R} RS
aprés le début de Activité Activité Activité Activité
["humidification initiale (1) potenticlle (P} P/l initiale (1) potentielle (P) ) <77 B N 4
(jours) Fm i CV. Im i CV. Vim i CV. Vm i CV.
15 ’ 048 0.15 31 072 010 14 15
70 080 0.18 22 084 025 3 10 062015 24 146 022 15 24 08 L7
(riz: 50)
105 048 0.16 33 053 030 56 1.1 L6 040 34 235 02K 1220 24 44
(riz: 85)
140 075 006 21 075 030 40 LO 172 031 18 224 049 2 L3 23 30

triz: 1200
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zosphere du riz sur l'activité dénitrifiante semble donc
plus marqué que pour les mesures au champ.

CONCLUSION

L'adaptation dc la méthode d'estimation de la déni-
trification par la réduction de N,O, 4 des mesures en
pots et au champ au cours de la culture du riz, nous
a permis d'une part. de déceler dans tous les cas une
activite deénitrifiante initiale. preuve de I'existence eflec-
tive d'une denitrification dans les riziéres donc d’une
perte d'azote. et d'autre part, de coafirmer I'influence
favorable de la rhizosphére 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 résultats de mesures sur la culture en pots, ['évo-
lution des activités dénitrifiantes initiale et potentielle
dans les rizieres. Ces variations éventuelles de Pactivité
initiale indiqueront [l'existence d'une dénitrification
reelle résultant de I'apparition de nitrates dans le sol
par suite de la nitrification de 'ammonium présent
dans le sol ou apporté par les engrais. Ces mesures
pourront ainsi permettre d'évaluer les pertes d'azote en
riziére. D'autre part. les variations de I'activité poten-

tielle. laquelle concerne des germes qui ne participaient

pasé fa dénitrification au moment du prélévement. in-
diquerontI'cvolution comparative de la densité micro-
bienne.
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article 8

La dénitrification en sol de riziére :
Influence de {a nature

et du mode d’épandage

des engrais azotés

RESUME

L’évaluation de la dénitrification par Iln mesure de la
vitesse de réduction de N0 u été effectuée au conrs de la
croissance du riz en pots, dans des sols enrichis soit en utée
appliquée en surface ou en profondeur, soit en engrais-retard
(Sulfur Coated Urea et N-Ligninel. Cette meéthode a permis
de confirmer que Uenfouissement de 'engrais aszoté n'entraine
gu'une perte fazote fuible on nulle. contrairement & ce qui
est observé daus le cas d'une application en surface. Les
pertes consécutives a I'épandage d'engrais-retard en surface
sont élevées mais interviennent plus tardivement que lors-
qu'il s'agit d'urée. Les dijférences observées entre les traite-
ments sont moins marquées dans la rhizosphére du riz gqu’en
sol nu. L'effet rhizosphére du riz sur Pactivité dénitrifiunte
potentielle est maximuin duns les premiers stades de la crois-
sance el diminue progressivement avec U'age des plantes.

Le meilleur rendement en grain a été obtenu en enfouis-
sant l'urée. Atvec l'urée enrobie de soufre (SCU), le rende-
ment est équivalent a celui qui est obtenn avec 'urée non
enrobée épandue en quantité plus importante. La N.Lignine
n'u pas eu d'effet sur le rendement: son application a été
suivie des pertes d'azote les plus importantes,

mors cLEs : Dénitrification - rizitre - engrais azotés.

ABRSTRACT

The measurement of rates of N.O reductiot: was used for
estimnting the denitrifyving capacity of potted rice-growing
soils enriched either with ureu applicd on the surfuce or in
depth, or with slewrelease nitrogen fertilizers (Sulfur-couted
urea and N-Liguinj. It was confirmed that there is little or
no nitrogen loss when the fertilizer is buried. unlike what
is observed when it is applied on the surjace. The losses from
surface spreaded slow-release nitrogen fertilizers are high
but occur luter thun they do with urea. The differences
observed are less marked in the rice rhizosphere than in
non-plaited soil. The rhizosphere effect of rice on the
potential denitrifving uctivity is maximum in the first stuges
of grow and diminishes progressively with the age of the
plants.

The best grain yield 1was obtained 1with depth placement
-of wrea. With Sulfur-couted urea (SCU) the yield is equi.
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valent to that obtained with non-coated urea spread in greater
quantities, N-Lignin had no efject on the yield and gave the
greatest nitrogen losses.

KEY wonrbs: Denitrification - pzddy soils - nitrogen fertilizers.

INTRODUCTION.

Dans des récentes revues de la littérature relative
aux transformations de l'azote en sol submnergé, Tos.
neem et DPatrick (1971), puis Garcia (19752) ont
exposé les processus qui aboutissent a une perte
d'azote en riziére, malgré l'emploi d'engrais ammo-
niacaux : il s’établit & la surface du sol une couche
oxydée dans laquelle la nitrification est intense jusqu’a
5cm de profondeur (Yo:hida et Padre, 1968). L'épais.
seur de cette couche s’accroit avec le temps de sub-
mersion (Patrick et Delaune, 1972). Patrick et Gotoh
(1974) ont montré qu'elle dépend de la concentration
de O, dans l'atmosphere, lors d'expériences en atmos-
phére confinée. Sa limite correspondrait & un Lh de
+220mV a pH 7 (Patrick et Tusneem, 1972). Dans
cette couche oxydée, le nombre de bactéries nitri-
fiantes augmente pendant la submersion (Takai et
Uehara, 1973). Le nitrate produit difiuse dans la zone
réduite sous-jacente ol il est perdu par dénitrification.

Pour limiter les pertes d'azote par deénitrification,
on peut enfoulr l'engrais ammoniacal qui n'est alors
plus nitrifié (Alecksic et coll,, 1968; L.A.E.A.. 1970).
LLR.RI. (1974) préconize de concentrer l'urée dans
des petites houles de terre, les « mudballs », qui sont
enfouies a 10cmn de profondeur apres repiquage du
riz. Ce procédé a permis d'obtenir nn rendement de
8t/ha avec un apport de 60 kg N/ha, alors que le

Cahiers ORSTOM, sér.Biol., 1977 , (sous-presse)



rendement était de 6,6 t/ha avee un apport habituel de
100 kg N;/ha a la montaison. A FLR.R.IL (1974) a éte
également mise au point une machine manuelle per-
mettant d'introduire l'engrais azoté en profondeur,
entre les pieds de riz.

On a ¢galement tenté de lutter conmtre les pertes
d’azote en inhibant la nitrification ou la dénitrification.
De nombreux inhibiteurs de nitrification ont été testés
(Patrick et coll.,, 1963; Rajale et Prasad, 1973; Yoshida
et Padre, 1974; Marumoto et coll, 1971). Certains
pesticides inthibent la dénitrification (Mitsui et coll,
1964; Azad et Khan, 1968}, de méme que les aBides
de Ca et Na et certains composés aromatiques cétoni-
triles (Ichikawa et coll,, 1968 a-b). Mais ces produits
sont onéreux et d'un emploi peu conrant. Clest pourquoi
on s’est tourné vers les engrais-retard, lihér;:neurs lents
d'azote. La Tennessee Valley Authority a mis au point
en 1972 un produit appelé «Sulfur Coated Ureas
{SCU) qui est de l'urée enrobée de soufre. Le soufre
freine la dissolution de l'urée dans le sol et sert
en outre d'engraiz. Le cout de 'engrais est supéricur
de 30 & celui de l'urée, mais on lutilise en un
seul épandage avant la submersion ou le repiquage.
11 a été testé en Afrique (O.U.A., 1971). Anjaneya
(1974) a obtenu ave¢ 100kg N/ha de SCU, un ren-
dement équivalent a celui qui résulte d'un apport de
150 kg N/ha d'urée.

La présente étude avait pour but de tester Pefficacité
des engrais-relard et de 'enfounissement de Vurée dans
une culture de riz en pots, en évaluant la dénitrification
par unc méthode basée sur la mesure de la vitesse de
réduction de N,O.

MATERIEL ET METHODES.

5 pieds de riz de 15 j (variété IR 8) ont été repiqués
dans des demiduts métalliques de 20601, contenant
150 kg d'un sol de rizicre provenant de la vallée du
{fleuve Sénégal (Richard-Toll). Ce sol est argileux, ses
teneurs en carbone et en azole sont respeectivement
de 0,76<%; et 0,125, ct son pH est de 4,0. Avant
submersion, chague pot a recu une fumure de fond
sous forme de (NH .50, (20 kg N/ha) et de KH.PO,
(30 kg P.O;/ha et 35kg K,0/ha). La comparaison a
yporté sur les différentes fertilisations azotées suivantes :

— urée (46,6 ¢ N) appliquée aprés snbmersion, en
surface (4 pots) ou en profondeur i P'aide d'une grosse
seringue {4 pots). a deux époques différentes de la
croissance du riz: au tallage (200kg N/ha) et a la
montaison (100 kg N/ha);

— SCU (3999, N) appliqué en surface avant la
subniersien, duns 4 pots (200 kg N/ha);
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— N-Lignine (17,8 ¢, N), engrais-retard appligué en
surface avant la submersion dans 4 pots (200 kg N/ha);
— 4 pots témnoins n’ont pas recu d'engrais.

Pour chacun des traitements, 2 pots sur 4 n'ont pas
€1é¢ plantés pour déterminer comparativement [effet
rhizosphére. La submersion a été maiutenue pendant
4 mois. Tous les 15 j, 5 carottes de sol ont été prélevées
dans tous les pots, soit en sol nu, soit dans la rhi-
zosphére et placées i 37 °C, chacune dans un flacon
sérum de 250 ml, en anaérobiose en présence de 5ml
de N,O et 2ml de krypton utilisé comme étalon
interne. Des analyses de I'atmosphére des flacons
effectuées sur des prélévements en tubes Vacutainer
suivant les conditions décrites par ailleurs (Garcia,
1975 b) ont permis de suivre la vitesse de réduction de
N.O aprés 6 h et 24 h dincubation.

A-la récolte du riz, le nombre total d'épis et le
poids sec de grains ont été détermninés pour chaque
pied. Le calcul statistique du coefficient de variation
de lintervalle de confiance de la moyenne et le test de
Swudent-Fischer ont été appliqués aux résultats obtenus,

RESULTATS.

1. AcTIviTE INITIALE.

Mesurée aprés 6 h d’incubation a 37°, Vactivité
initiale représente 'activité de 'oxyde nitreux.réductase
présente dans le sol au moment du prélévement. Elle
rend compte de Pexistence d'une deénitrification récente,
done de la présence préalable de nitrate méme si
celui-ei n'est pas décelable, comme cela est tres géné-
ralement counstaté en rizicre. En sol nu (S), un premier
pic d’activité est observé pour tous les traitements
(fig. 1). 11 est faible et correspond probablement 3 une
perte d’azote aux dépens de }a fumure de fond. Lorsque
I'urée est appliquée en surface, on coustate 'apparition
d’'un pic dactivité 1 mois apres chacune des deux
applications. Lorsque Yurée est appliquée en profon-
deur, on n'observe pas d'incidence sur lactivité déni-
trifiunte. La plus forte activité est obtenue I mois 1,2
aprés 'application de N.Lignine. Uune activité légeére-
ment inférieure 2 celle-ci est observée 2 mois aprés
Papplication de SCU. Dans la rhizosphére (R}, les
résultats sorit analogues mais les différences ob:ervées
sont moins marquées (fig, 2.

2. ACTIVITE POTENTIELLE.

Mesurée entre 6 et 24 h d'incubation, clle renil compte
essenticllemenmt de la disponibilité dans le sol, de



ppm N-N;O réduit /7 h
T

0 ! 1 3 4
mois
Fig. 1. — Activité dénitrifiante initiale déterminée par la

réduction de N.O en sol nu. T = témoin; US = urée en sur-
face; UP = urée en profondcur: SCU = sulfur coated urea;
NL = N-Lignines (1} et (2) = épandages d'urée.

substrats carbonés directement assimilables. En sol nu,
elle est pratiquement constante pendant toute la durée
de lexpérience, quel gue soit le traitewment {fig. 3).
Par contre, dans la rhizosphcre, 'activité atteint tres
vite un haut niveau (riz de 1 mois) puis diminue rapi-
dement, Aprés 2 mois, elle est la méme qu’'en sol nu,

3. RENDEMENTS.

Dans le tableau I sont portés, pour chaque traitement
et pour 10 pieds de riz, le nombre total dépis, le
poids sec de grains récoltés pour l'ensemble des pieds
et par épi. Le mecilleur rendement a été obtenu avec
I'urée en profondeur ,ce mode d’épandage ayant entrainé
une perte minimum d'azote comme le traduisent les
mesures de dénitrification. La N-Lignine n'a en aucun
effet sur le rendement par rapport au témnoin. Avec
un épandage de SCU, le rendement est analogue i
celui qui est obtenu avec l'urée épandue en surface.

Au tableau IT sont gapportés les résultats statistiques
relatifs a la comparaison de I'effet des traitements. Les

ppm N-N,O

réduit 7 h

100

Fig, 2. — Activité dénitrifiante initiale déterminée par la
réduction de N.O dans la rhizosphére du riz. Méme légende
que la figure 1.

traitements a l'urée non enrobée sont significativement
différents du témoin et I'un de l'autre. Le traitement
avec N-Lignine et le témoin ne sont pas significative-
ment différents de méme que les traitements avec urée
en surface et SCU.

DISCUSSION.

La méthode de réduction de N.O appliquée 3 des
échantillons de sol de riziere a permis de confirmer un
rétultat connu I'application de l'engrais azoté en
profondeur réduit ou annule les pertes d'azote compa-
rativement a ce qui est observé dans le cas d'une appli-
cation en surface. D'autre part, les résultats obtenus
permettent d’affirmer que la N.Lignine et le SCU ne
sont pas des inhibiteurs de nitrification mais constituent
simplement des libérateurs lents de N,. En effet, la
perte par dénitrification consécutive a la nitrification de
I'engrais, intervient plus tardivement que dans le cas de
I'urée non enrobée.



TaBLEAU I
RENDEMENTS OBTENUS POUR 10 PIEDS DE RIZ

—
R

Poids sec
de prains
par épi

E

Nombre (lj‘uu]s :tcc
Eépis ¢ grains

& &

Traitement

Temoin

T 58 46,7 0,81

Uiree
en surface

i's t

-1
-3

102,7 1,33
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Tavreau 1T
COMPATRAISON DU NOMBRE D'IPIS PAR PIED SELON -
LES TRAITEMENTS, A L’AIDE DU TEST T DE SUDENT.
: FISCIIER .
t 0, % =3,922; t 20 =2552; t 5% =2,101;
t 20 %5 =1,330

Comparaison Probabilite d'erreur
des traitements Ch

T - Uus 2,567 2

T —up 4,480 0,1 J

T - NL 0,275 20

Urée -
en profondeur 106 149.3 141
up ‘ i '

N-Lignine
NL

A

43,6 0,79

(5]

Uree cnrobee

scU 75 83 1.11

ppm N-N,O réduit 7 h

mois

Fiz. 3. — Activité dénitrifiante potentielle déterminée par la
réduction de N.O. mesurée dans la rhizosphére (R) et ¢n
sol nn (5). Méme légende que la figure 1.

T - sCU 1,465 20

Us — up 2.55: 2

U'JsS — NL 2,101

[%1}

s - scv 0,127 90

, TUR — NL 3,922 U4

" UP — SCU 2,279 5

NL - SCu 1,330 20

T = témoit SCU = Suifur coated urea
US = urée en surface NL = N.Lignine
UP = urée en profondeur

Dans la rhizosphére 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 Tusneem, 1971) selon lesquelles la culture du
riz diminue la perte d’azote par rapport,au sol nu. Ceci
pourrait résulter de 'absorption de NH, par les plantes
avant qu’il ne soit oxydé puis perdu par dénitrification.
Si les conditions de la dénitrification dans la rhizo-
sprére du riz sont nettement plus favorables qu’en sol
nu (Garcia, 1975 ¢), il semblerait done que les pertes
réelles y soient plus {dbles.

Comparativement au sol nu, l'activité dénitrifiante
potentielle de la rhizosphere atteint trés vite un haut
niveau puis diminue rapidement pour atteindre le
niveau inférieur observé powrle sol nu. L’effet rhizo.
sphere du riz sur la dénitrification serait donc maximum
dans les premiers stades de la croissance de la plante.

La meilleure facon de réduire les pertes d’azote et par
conséquent d’augmenter le rendement du riz, est d’ap-
pliquer I'engrais azoté en profondeur. Ce procéde est
d’ailleurs en cours de développement, comme nous
I’avons vu précédemnient, en Extréme-Orient. L'emploi
de SCU comme engrais-retard a donné un résultat.



identique & celui de l'urée non enrobée appliquée en
surface. Mais ce produit a été répandu en une seule
fois avant la submersion, en quantité moindre et en
surface. La solution consisterait probablement a appli-
quer I'engrais-retard en profondeur avaut la submersion
pour réduire les pertes d'azote. En outre, on supprime-
rait deux facons culturales. L'urée enrobée de soulre
(SCUV semble permettre une libération suffisamment
lente de N. et devrait cenvenir. Par contre, la N-Lignine
a entrainé les plus grandes pertes d'azote et n’a conduit
a aucune amélioration du rendement par rapport au
- témoind. Cet engrais n'est done pas a conseiller pour le
riz inondé.

Manuscrit recu au Service des Publications le 11 mai 1977
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Influence de la rhizosphére du riz sur Pactivité dénitrifiante
potentielle des sols de rizieres du Sénégal

J.-L. GARCIA *

RESUME

Létude de I'influence de la rhizosphére du riz sur I'activité dénitrifiante potentielle el
le nombre de bactéries dénitrifiantes des sols de riziéres du Sénégal a permis de mettre en
évidence un effet stimulant du riz. Cette stimulation strictement localisée i la mince pellicule
de sol adhérant aux racines, est d'autant plus marquée que le sol est plus 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 thin layer of soil adhering
to the roots and is specially evident as the soil is poorer in organic carbon.

ZUSAMMENFASSUNG

Das Studium des Einflusses der Reisrhizosphidre auf die potentielle Nitratreduktion und
die dissimilatorisch-nitratreduzierende Flora lisst einen stimulierenden Effekt des Reises
erkennen. Dieser Effekt ist auf das diinne Erdhiiutchen beschrankt, das an den Wurzein kiebt.
Er ist um so deutlicher, je drmer der Bdden an organischem Kohlenstoff ist.

INTRODUCTION

La stimulation de la dénitrification par les plantes et le role des bactéries
dans ce processus ont été clairement prouvés notamment par WOLDENDORP (1963).
Selon MAcuRA (1966), la consommation élevée d’oxygéne par les racines et par
la microfiore, crée dans la rhizosphére des conditions anaérobics, qui, s'ajoutant
4 la disponibilité de substances donatrices d'hydrogenc excrétées par les racines,

* O.R.S,T.O.M., Laboratoire de Mictobiologie 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 ét€ trouvés en plus grand nombre dans la rhizosphére 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’accroit brusquement
jusqu'au stade du tallage maximum, principalement sur la surface des racines.
Cependant, selon MAHMOUD et IBRAHIM (1970), les bactéries dénitrifiantes seraient
moins nombreuses dans la rhizosphére du riz que dans un sol sans racines.
Mais il convient de rappeler qu’en condition aérobie, les bactéries dénitrifiantes
sont capabies de se développer sans dissimiler le nitrate, donc que leur présence
en plus ou moins grand nombre ne refléte pds nécessairement I'importance du
processus de dénitrification.

Divers dispositifs de culture (Ross, MARTIN et HENZELL, 1964; STEFANSON
et GREENLAND, 1970) ont été utilisés jusqu’a présent pour mesurer I'influence de
la rhizosphére de diverses plantes sur la dénitrification, mais pas dans le cas du
riz a notre connaissance. Comme beaucoup de plantes aquatiques, le riz assure
Paération de ses racines en transportant de I'oxygéne qui est également utilisé
par la microflore se trouvant sur les racines mémes (RAALTE, 1941; ALBERDA,
1963; ARMSTRONG, 1969; LUXMOORE et STOLSY, 1970). Logiquement, la dénitri-
fication, phénoméne inhibé par l'oxygéne (PICHINOTY, 1965), devrait étre
extrémement faible sur les racines du riz; mais I'influence de I'oxygéne doit pro-
gressivement diminuer avec I’éloignement des racines jusqu’a une zone de la
rhizosphére proche ol les conditions deviennent favorables & la dénitrification.

La présente étude a pour but de rechercher I'influence de la culture du riz
! . v, o, ’ . . . o, , . ’ . -
sur Pactivité dénitrifiante potentielle et sur la densité des bactéries dénitrifiantes.

. MATERIEL ET METHODES

La variété de riz IR8 a été cultivée sur 23 sols de rizieres du Sénégal, décrits par
ailleurs (GARCIA, RAIMBAULT, JacqQ, RiNAUDO et ROGER, 1973) et classés dans le
tableau 1, 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 3 la base mais s'ouvrent latéralement pour per-
mettre d'accéder facilement aux racines. Pour chaque sol, on utilise 2 boites qui
regoivent chacune 10 graines de riz préalablement stérilisées par HgCl, et prégermées;
une troisiéme boite 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.

Aprés e laps de temps, les sols sont récoltés puis séchés a I'air et tamisés a 2 mm.
en 3 lots d’échantillons distincts : le so! témoin (S); le sol rhizosphérique (R), mince
pellicule de 1 2 2 mm adhérant aux racines aprés secouage; le sol éloigné (SE) qui
reste dans les boites aprés avoir enlevé et secoué les racines.
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Des mesures de dénitrification potentielle au respirométre de WARBURG ont été
effectuées sur l'ensemble des 3 lots d'échantillons selon la méthode de Mc GaRrITY
(1961) en incubant 25 g de sol ajusté i ’humidité équivalente, aprés un apport de
100 ppm de N-NO;~ sous forme de KNO,, dans des fioles de 130 m] environ, sous
atmosphere d'azote trés pur, a 30 °C; des mesures de pression sont effectuées toutes
les 3 a 4 h pendant plusieurs jours.

Le nombre de bactéries dénitrifiantes de I’ensemble des 3 lots d’échantilions, a été
déterminé par la méthode du nombre le plus probable de Mc CrADY, en ensemengant
I ml de chaque dilution de sol dans des tubes & essais de 12 X 120 mm contenant
le milieu faiblement gélosé suivant: Na,HPO,, 12 H.O, 3,575 g; KH,PO,, 0,980 g;
MgSO,, 0.030 g; extrait de levure Difco, 1g; bacto-peptone Difco, 1 g; succinate de
sodium, 10 g: KNO,, 10 g; bacto-agar Difco, 2 g: eau distillée, q.s.p. 1 000 ml. Aprés
ensemencement, on recouvre le milieu avec 2 & 3 ml d’agar mou a 5 p. mille et on met
en incubation & 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 a I'étuve
a 80 "C. Aprés plusieurs jours, leur poids sec a été noté.

Les résultats ont été soumis a I'analyse statistique suivant le test de corrélation
des rangs de SPEARMAN décrit par BAuzoN, VAN DEN DRIESSCHE et DOMMERGUES
(1969).

RESULTATS ET DISCUSSION

1. CROISSANCE DU RIZ.

Les résultats sont rapportés au tableau II. Les sols n* 1, 2, 13 et 18 ont
montré une croissance faible tandis que les meilleurs sols se révélaient étre, dans
I'ensemble, ceux des stations expérimentales (sols n* 10, 11, 24, 9, 25, 15 et 27
— tableau I).

2. ACTIVITE DENITRIFIANTE POTENTIELLE.

Elle a été exprimée par la vitesse de dénitrification, c’est-a-dire le nombre
de g d’azote dégagé par heure, aprés apport aux échantillons de sol, de 100 ppm
d’azote nitrique sous forme de KNO,. :

Les résultats, consignés au tableau II, montrent ure trés nette augmentation
de l'activité dénitrifiante potentielle dans la rhizosphére; le rapport entre les
vitesses de dénitrification dans les échantillons R et S (R/S) est supérieur a 1
dans tous les cas et varie de 2,0 a 14,2. Par contre, le rapport relatif aux
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TABLEAU 1

Réparrité'on des sols de riziéres du Sénégal dtudiés
Distribution of Senegal paddy soils studied

Région Salinité Mise en Station ou Jocalité | N°
valeur
RP Djibelor 10
non ou RP Djibelor 11
peu RP Djibelor 12
Casiers Casamance salés RP Djibelor 24
o RP Goudomp 15
irrigués de _ :
stations salés RP - MA Dar-Salam 9
expérimentales -
Delta du non ou RP Ross-Bethio 25
fleuve peu RP Bo.undoum 26
Sénégal salés RP Ntiagar 27
RP Keur-Diallo 28
RB Boutolat ]
RB Loudia 7
non RB Qussouye 8
salés RB Sibink 14
RP Bambato 16
Riziéres RP Tanaff |
artisanales Casamance RB -- MA Bignona 2
peu RB - MA Niaguisse 13
salés RB Diango 18
RB Bounkilinn 19
sulés RP - MR Enanpor 2
Divers salés RP Kaolack 20
' RP Thiaroye 23

MA = riziére aménagée sur une
ancienne mangrove

MR = sol de mangrove récem-
ment défriché.

RP = riziere plane

RB = riziére cultivée en billons

échantillons SE et S (SE/S) est trés voisin de 1 et varie de 0,5 a 1.4. L'influence
des racines est donc bien limitée a la mince pellicule de terre qui y adhere.

Dans l'ensemble, Iactivité dénitrifiante potentielle de la rhizosphére est
élevée, quel que soit le sol considéré. Le test de corrélation des rangs de
SPEARMAN indique une corrélation positive hautement significative entre le poids
sec de matériel végétal et Iactivité dénitrifiante potentielle de R. Comme
I'exsudaticn racinaire est liée a la quantité de matériel végétal (Macura, 1966),
la dénitrification potentielle serait donc en relation avec la quantité d’exsudats
racinaires. Ces derniers sont, en effet, constitués de substances immédiatement
assimilables donatrices d’hydrogeénc.
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319

Croissance du riz et effet rhizosphére sur lactivité dénitrifiante potentielle des sols

de riziéres du Sénégal

Growth of rice and rhizosphere effect on the potential denitrifying activity of paddy soils

from Senegal

Matériel végétal Vitesse de Rapport des | pyifférence entre

Sols‘ riz (20 graines) dénitrification vitesses de les temps de

N | Loculité poids sec ppm N dégagé/h) | dénitrification | genitrification

() R SE S R/S | SE/S de S et Rty
1| Boutolat 2.1 2,201 0,30 | 0,30 73| 1.0 230
2 | Bignona 1,3 1.75] 0.20 | 0,25 7.0 0.8 210
7 | Loudia 43 2501 0,45 | 0,45 5.5 1.0 160
8 | Oussouye 4.4 4,00 0,75 | 0,95 4.2 0,8 90
9 | Dar-Salam 5.4 2,05] 0.65 | 0.65 3,1 1,0 80
10 | Djibelor 7.1 7.60 225 | 3,45 2.2 0.6 30
il Ditbelor 6.7 3251 035 0,35 9.3 1,0 110

12 | Diibelor 3.8 1.15] 0.t5 ] 0,12 9.6 1,2 320

13 | Niaguisse 1.3 0.70] 0.30 | 0.35 2.0 0.8 160
14 | Sibink 4.0 2,551 0.35 | 0.40 6.4 0.9 180
15 | Goudomp 4.8 2.55| 0.50 | 0.50 5.1 1,0 170
1o | Bambato 4.3 11.00] 230 | 2.75 4.0 0,8 3n
17 | Tanaff 7.8 5,251 0.65 ] 0,75 7,0 0.8 110
18 | Diango 2.4 2,251 0.60 | 0,65 35 0.9 100
19 | Bounkilinn 2.6 2.00] 0.35 | 0.40 5.0 09 55
20 | Kaolack 3.9 275 0.15 | 0,30 9.1 0.5 150
21 | Enanpor 3.6 2.85] 0,15 ] 0,20 14,2 0.7 230
23 | Thiaroye 6.0 3,701 1,05 | 1,30 2,8 0.8 30
24 | ‘Djibelor | 6,2 7,50 2.25 | 2,40 3,1 0.9 25
25| Ross-Bethio 4.9 1,80 0,65 | 0,60 3.0 | 1 50
20, | Boundoum 1.2 3,75 0.50 | 0.65 58 0.8 50
27 | Ntiagar 43 1,30 0.47 | 0,33 39 1,4 150
28 | Keur-Diallo 2.1 1,85 0,35 [ 0.35 53 1,0 200

Drautre 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 | 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 ['effet rhizosphére du riz sur Pactivité dénitrifiante potentielle
sera marqué.

Ces résultats sont a rapprocher de ceux décrits par de nombreux autcurs
et qui concernent l'apport, lors de la dénitrification, d'un substrat carboné :
celuici r'a presque pas d'effet quand la tencur en carbone est élevée, mais
augmente considérablement Pactivité dénitrifiante potentielle des sols pauvres
en carbone organique.
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Fi16. 1. — Effet rhizosphére du riz sur la dénitrification potentielle du sol de riziére n® 10

(teneur en carbone organique: 56,8 %.): ng d'N dégagé par g de sol sec, aprés apport
de 100 g d'N-NO,~ sous forme de KNO, et incubation anaérobie a4 30 °C a I'humidité
équivalente;

+ + (R) rhizosphére; @———e (5) sol non planté; O———O (SE) sol éloigné.

I3

3. NOMBRE DE BACTERIES DENITRIFIANTES.

Le nombre de bactéries dénitrifiantes augmente sensiblement dans la
rhizosphére dans presque tous les cas (tableau I1I1). En effet, le rapport R/S est
toujours supérieur & 1 sauf pour le sol n® 27, et atteint le chiffre 514 pour
le sol n° 11; nous n’avons pas trouvé cependant de corrélation des rangs avec
le poids sec de matériel végétal. Le rapport SE/S est souvent inférieur a 1 sauf
dans 6 cas sur 23, et varie de 0,01 4 4,00. On assiste donc souvent a 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 bactéries dénitrifiantes et 'activité dénitrifiante potenticlle dans
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Fi6. 2. — Effet rhizosphére du riz sur la dénitrification potentielle du sol de riziere n” 14

(teneur en carbone organique = 15,9 %,): ng d’'N dégagé par g de sol sec, aprés apport
de 100 ng d'N-NO,~ sous forme de KNO, et incubation anaérobie a 30°C 2 Phumidité
équivalente;

® (S) sol non planmté; O———O (SE) sol éloigné.

+———4 (R) rhizosphére; @

le cas de la rhizosphére R, pas de corrélation pour le sol non plant¢ S et une
cortélation positive hautement significative pour le sol éloigné SE.

CONCLUSIONS

Nous avons mis en évidence un effet rhizosphére positif dans les conditions
de la mesure : le riz stimule la dénitrification potentielle en mettant des substances
donatrices d'électrons a la disposition de la microflore dénitrifiante qui est éga-
Jement en augmentation dans la rhizosphére. Cette stimulation est d’autant plus
marquée que le sol est plus pauvre en carbone organique. Peut-on en conclure
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TaBLEAU 111

Effet rhizosphére du riz sur la numération des bactéries dénitrifiantes : bactéries/g sol sec
Rhizosphere effect of rice on the number of denitrifying bicteria: bacteria/g dry soil

N® | Localité S Sk R R/S SE/S
1 Boutolat 800 400 16 000 20.0 1,75
2 Bignona 13 000 1400 16 000 1,2 0.10
7 Loudia 3500 3000 35000 10.0 0,85
8 Oussouye 110000 25000 170 000 1,5 0.22
9 Dar-Salam 500000 7000 1 700 000 3,4 0,01

10 Djibelor 35000 13 000 350000 10,0 0.37

11 Djibelor 35000 11000 =18 000 000 514,0 0,31

12 Djibelor 3000 450 250000 83.3 0.15

13 Niaguisse 17 500 900 120000 6.8 0.05

14 Sibink 50000 4500 200000 4,0 0.09

15 Goudomp 11000 8000 250060 227 0.72

to Bambato 14 000 35000 90 060 6,4 2.50

17 Tanaff 35000 25000 1 600000 45,7 0.71

18 Diango 5000 11000 1 600 000 320.0 2.20

19 Bounkilinn 6000 6000 20600 3.3 1.00

20 Kaolack 20000 35000 450000 22.5 1.75

21 Enanpor 90 000 5000 250000 2.8 0.05

3 Thiaroye 35000 14 000 35000 1.0 0.40

24 Djibelor 900 000 250000 900 000 1.0 0.27

25 Ross-Berthio 8 000 6000 140000 17,5 0.75

26 Boundoum 200 000 80000 500 000 2,5 0.40

27 Ntiagar 150 000 13000 40000 0,2 0.08

28 Keur-Diallo 40000 160 000 170 000 4.2 4.00 |

que la dénitrification soit intense dans la rhizosphere du riz in situ ? Rien n’est
moins certain car le riz posséde des canaux aériféres permettant d’approvisionner
ses racines en oxygene qui inhibe la dénitrification. La prolifération des germes
dénitrifiants dans la rhizosphére 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 rhizosphére du riz, la dénitrification est stimulée ou
inhibée par rapport au sol non planté.
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EFFET RHIZOSPHERE DU RIZ SUR
LA DENITRIFICATION

J-L. GARCIA
O.R.S.T.O.M.. Laboratoire de Microbiologic du Sol. 3.P. 1386, Dakar. Sénégal

(Accepted 29 Mayr 1974)

Résumé--La comparaison des activités N30-réducmsc provoguces par unc preincubation en présence
de N,O. dans un sol planté enriz ct dans le méme xol non planté. montre un effel positit de fa rhizosphérce
du riz sur la dénitrification, résultant dc I'existence de zones anac¢robies. de la présence d'exsudats
racinairés ¢t d’'un nombre ¢éleve de bactéries dénitrifiantes dans la rhizospheére.

Summary—-A positive rhizosphere cflect of rice on denitrification was demonstrated by comparing in-
duced activities of N,O-reductase in planted and non-planted soils. This cffect may be attributed to the
development of anaerobic zones, the presence of root exudates and large numbers of denitrifiers in the

rhizosphere.

INTRODUCTION

La stimulation par les plantes de la dénitrification
potentielle dans le sol a été clairement prouvée, notam-
ment par Woldendorp (1963). Brar (1972) ¢t Stefanson
{1972). Dans le cas du riz. nous avons montr¢ l'exis-
tence d'un cffet stimulant de la plante sur Factivite
dénitrifiante potentielle de sols de riziéres du Sénégal
(Garcia. 1973): cette stimulation. strictement localisée
4 la mince pellicule de sol adhérant aux racines. est
d'autant plus marquée que le sol est plus pauvre cn
carbone organique: d'autre part. la densit¢ des bac-
weries denitrifiantes augmente sensiblement dans la rhi-
zosphére du riz. Mais il convient de rappeler quen
présence de I'oxygéne excrété par les racines du riz. ces
bactéries sont capables de se développer sans dissimi-
ler le nitrate. donc que leur présence en plus ou moins
grand nombre ne retléte pas nécessairement I'impor-
tance du processus de deénitrification. Dans le but de
clarifier .ce point. nous avons utilis¢ la nouvelle
méthode d'estimation de la dénitrificaion par la
réduction de N,O. récemment mise au point {Garcia.
1974), en induisant une activité N,O-réductase en
presence de plants de riz et en la comparant a celle qui
est mesuree dans le méme sol non plante.

MATERIEL ET METHODES

Nous avons utilisé un sol de riziere de la station .

expérimentale de Dijibelor; il sagit d'un limon argilo-
sableux dont les tencurs en carbone et en azote sont
respectivement de 36 et 2,7%,: le pH est de 5.5, On a
évité la dessiceation compléte du sol qui a ¢té tamisé
humide 4 2mm et conservé en chambre {roide. de
maniére & bmiter leffet perturbateur de la rchu-
mectation sur lactivite bactérienne. Dans trois sérics
de 15 microcolpnnes de verre recouvertes de papier
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daluminium. on introduit 17 g de sol (15 g de sol poids
SCC). ON SALUTT €N ¢au ct on CHSCMENCe avee une graine
de riz prégermée (variété IRS). dans le cas du sol rhi-
zosphérique. Trois autres séries de S microcolonnes
de sol non ensemencées constituent le sol non rhi-
zospherique. Pour les séries no. 1 {plantée) et no. 2 (non
plantee). le sol est placé directement dans des microco-
lonnes de verre de 14 x 200 mm. Pour lcs séries no. 3
ct 3 (plantées) et no. 4 et 6 (non plantces). 1& sol est
plac¢ dans un fin gritlage en acier inoxvdablé dont la
maille mesure 300 gm de cote: I'ensemble est disposé
dans un tube & essais de 18 x {50 mm. Les sis séries
de tubes sont placées dans une picee climatisée, sous
une rangée de lampes a vapeur de mercure dont Tin-
tensité d'éclairement est de 20000 1x. Unce photo-
periode comportant 14 heures d'éclaitement est main-
tenue pendant 3 semaines. Aprés ce laps de temps. on
modific les microcolonnes de sol de 1a fagon suivante
(Fig. 1) en vue de leur préincubation en présence de
N,O: .

Séries no. 1 ¢t 2: on place un tube & essats de 16 x
160 mm au-dessus de chaque microcolonne de sol. a
laquetle il est refi¢ par un joint de caoutchouc: ce tube
emprisonne ainsl une certaine quantité d'air au-dessus
du sol.

Series no. 3 ¢t 4: dans unc atmosphére dazote trés
pur {boite & gants anaérobic). on retire le grillage con-
tenant le sol du tube a essais de I8 x 180 mm ¢t on le
place dans un tube a essais de 20 x 200 mm. qu'on
obstrue & laide d'un bouchon de caoutchouc, aprés
avoir sectionn¢ le plant de riz au niveau du sol: le gril-
lage contenant le sol est ainst contenu dans une
atmosphere dépourvue d'onygéne.

Séries no. 5 et 6: on procéde comme pour les séries
ho. | et 2. mais avec un tube & essais de 20 x 200 mm
qui recouvre Pextrémite supéricure du tube contenant
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Fig. 1. Dispositif expérimental pour la préincubation des sols plantes ¢t non plantés, en présence de N.O.

le sol. auquel il est relié par un joint de caoutchouc:
cc tube emprisonne ainsi une certainc quantité d-air
au-dessus du sol. On procéde ensuite comme pour les
séries no. 3 et 4 en enlevant les deux-tiers inférieurs du
tube a cssais renfermant le sol maintenu par le grillage
(cc tube avait ¢t¢ coupé ct reli¢ au tiers supéricur par
un joint de caoutchouc. avant la mise en culture) et en
plagant la partie inférieure du dispositif dans un tube
a essais de 20 x 200 mm renfermant de 'azote tres pur,
ct relie a la partic supéricure par un joint de caout-
chouc. Les six scries de tubes sont de nouveau placées
dans les mémes conditions déclairement ¢t de tem-
perature. aprés introduction 4 travers le joint ou le
bouchon de caoutchouc. & l'uide d'une seringue. de
2.5 ml de N,O (208 parties/10° N-N,O) dans l'air au-
dessus du sol pour les sérics no. | et 2. et dans I'at-
mosphere de N, eniourant le sol maintenu par le gril-
lage pour les séries no. 3. 4. Set 6.,

Trois jours plus tard. le sol est recucilli et introduit
dans des flacons sérum de 250 ml. & raison du contenu
de 3 tubes par flacon et de 5 répétitions par série. La
dénitnfication est ¢valuée par la méthode de réduction
de N.O (Garcia. 1974) dont nous rappelons briéve-
ment la technique: les flacons sérum étant parfaite-
ment bouches. on effectue un vide poussé pendant
[0min.. suivi dun remplissage d’hélium trés pur;
F'opération est répétée deux fois avec un vide de S min.
Puis on incube les flacons en position horizontale a
37°C. Apres 30 min.. on introduit 2ml de N,O (55.5
parties 10® N-N,O). puis on effectuc des mesures de
N,O dans des prelévements de Patmosphere des fla-
cons au chromatographe toutes les 2-3 h jusqu'a dis-
parition totale de ce gaz. En fin d’expérience, les plan-
tules de riz sont récupérées. lavées, séchées et pesces.

Tablcau 1. Effet rhizosphére du riz sur la dénitrification

)
i
n
k=)

No. séric I 2

Vitesse de réduction
de N N,O l.
(parties; 10" h™ 1)

~d

RESULTATS

Le poids sec de matériel végetal 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 scc {Tableau [). Unc activit¢ N.O-réductase est
decelable dés le début de INincubation dans tous les cas.
sauf dans la séric no. 2 ou clle est nulle. En ce qui con-
cerne les séries de tubes plantés. on observe une acti-
vite N, O-réductase pratiquement identique dans les
dispositifs no. 3 et 5, et deux fois plus faible dans le dis-
positif no. 1. Dans lc cas des scries de tubes non
plantés. Factivité est identique dans les dispositifs no.
4 ¢t 6. Enfin. ep comparant les sérics plantées et non
plantées, on constate que l'activité N,O-reductase est
presque quatre fois plus forte dans les tubes plantés.

DISCUSSION
Dans le dispositif no. 1. Ie N.O introduit dans lat-
mosphere confinée au-dessus du sol planté. est donc
parvenu au contact du sol probablement par la méme
voic gue Toxygene qui est habitucllement exsude par
les racines de riz: mais puiquiil v a cu induction d'une
activite. N,O-reductase dans Ie sol rhizospherique.
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laquelle est strictement inhibée par O, (Pichinoty et
D'Ornano. 1961). c'est que Ie N,O a probablement
atteint une zone de sol ou Pinfluence de O, ne s'est pas
manifestée. Dautre part. comme Factivit¢ N,O-réduc-
tasc du sol rhizosphcrigque dans le dispositil no. 1 est
sensiblement plus élevée gue celle du sol non plante
dans les dispositils no. 4 ¢t 6. cette zone atteinte par le
N.O est également sous [influence des cexsudats
racinaires. 1l v a donc dans la rhizosphére du riz. des
zones anacrobics dans lesquelles les processus biologi-
ques qui sont inhibés par O, peuvent se manifester
avec unc plus grande intensité que dans Ie sol non
planté. par suite de la présence d'unc plus grande
quantit¢ de substances directenicnt assimilables et
d'unc densit¢ bactérienne plus ¢levée (Garcia. 1973).
Pour le sol non planté de la série no. 2. aucune activité
N,O-reductase initiale n'a pu étre décelée, et Iactivite
potentietle qui se développe aprés un temps de latence
d’une dizainc d’heures est trés faible. Le N.O n"a donc
pu difluser que trés faiblement a travers la microco-
lonne de sol. Par contre dans les dispositils Ho. 4 ct 6.
le N,O mis au contact direct du sol en atmosphére
anaérobic. au travers du grillage. a induit une activité
N,O-réductase en relation avec une plus grande sur-
face de diffusion. La plus grande activite mesurée dans
les dispositifs no. 3 ct 5 par rapport au dispositif no.
I. montre que la zone de sol en contact avec le N,O
est plus ¢tendue dans le cas de Putlisation du grillage
que dans le cas de la diffusion dec ce gaz & partir des
racines dc riz.

CONCLLUSION

L'effet rhizosphére du riz sur la dénttrification est
donc tres nettement positil; il résulte de I'existence

smw. T2 F

dans la rhizosphérc. de zoncs anaérobies. de la
présence dexsudats racinaires et d'un nombre ¢leve de
bactérics denitrifiantes. La denitrification est done
possible dans la rhizosphére du riz: mais a-t-clle vrai-
ment licu i situ lors de la croissance de la plante en
riziere? L’adaptation au champ dec la mcthode de
réduction de N, O actucliement en cours. nous permet-
tra de répondre prochainement a cette question.
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A DEVICE TO STUDY METABOLIC GASES
IN THE RICE RHIZOSPHERE
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Summary—A simple apparatus was developed to study metabolic gases in the rice rhizosphere. With
this device, a positive rhizospkiere effect of rice was demonstrated on three soil microbial activities:

N, fixation. CH, formation and denitrification.

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-lysimeter for
a N balance study, using labelled fertilizer. Stefanson
used sealed growth chambers to study the effects of
plants on denitrification (1970) and N, fixation (1973),
" during long-term incubation.

The C,H,-C,H, assay has been applied to
measure N, fixation in the rhizosphere. The in situ
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 er 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, fixation, CH, 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.

MATERIALS 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 {rom 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 light intensity of
20,000 lux and a 14 h photoperiod. Three weeks later,
the contents of each tube were transferred to a device
made from two glass tubes joined together by fusion
(Fig. 1). The top Pyrex tube (200 x [4mm i.d.) had
a wider upper end (60 x 16 mm i.d.). The lower Pyrex
tube (180 x 18 mm id. was joined by fusion to the
upper Pyrex tube and had two sid. arms closed by
Vacutainer stoppers (Becton Dickinson, ref. 4827 0-0)
and Vigreux points above the lower side arm, in order
to hold the soil core (Fig. 1).

After joining the lower part of the culture tube to
the upper part, a partinl vacuum was applicd to the
lower compartment using a 10ml syringe inserted

through one of the Vacutainer stoppers. The vacuum
caused the water-saturated soil core of the culture
tube To slide into the top compartment of the device.
The vacuum was relecased when the lower end of the
soil core reached the joint between the two compart-
ments. The lower compartment was then flushed with
pure N, for Smin. The N, wuas 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 $ 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, was again flushed into
the lower compartment. A | cm layer of water was

[~ @ 18 mm

—— top compartment ___

o D 14mm

200 mm
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G 12mm ‘
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Fig. 1. Device to study metabolic gases in the rice rhizo-
sphere. 1 - Culture tube. 2--Transfer of the soil core of

the culture tube into the 1op compartment of the device.
3--Device ready for use.
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added above the solidified paraflin to test for leaks
by the appearance of bubbles during flushing and to
detect any possible defects in the apparatus. The
gaseous volumc in the device was about 22ml per
compartiment. The cfliciency of flushing with N, was
checked by withdrawing and analysing gas samples
for presence of O, by gas chromatography. Where
needed the top part of the tube was scaled with a
rubber stopper.

N, fixation

N, fixation was estimated by C,H.,-C,H, assay.
The upper part ol the apparatus was closed by a
Vacutainer stopper and 2.2 ml C,H, (10°, of the total
volume) were injected simultancously into the two
compartments. For diurnal measurements, the devices
were illuminated at the beginning of the light period
during 6.5 h: measurcments during the dark period
were also performed during the Sh before illumina-
tion period. These measurements were made with
simultancous removal of 0.5 ml samples from the at-
mospheres of the two compartments with a 1 mi plas-
tic syringe. Analysis (6 replicates) were made with a
flame ionisation chromatograph (Varian Aerograph
12000 using the following conditions: Porapak R
100-120 ‘mesh. 150 x 0.3cm stainless steel column
monitored about 60°C: injector temperature. 105°C;
detector temperature, 180°C: N, flow, 30ml-min~";

H, flow. 30ml'min~': compressed air flow, 300

ml-min~".

CH,; formation

The top compartment was closed by a rubber stop-
per. Every hour. 0.5ml gas samples were withdrawn
from both compartiments. These samples were ana-
lvsed by flame ionisation gas chromatography as de-
scribed for N, fixation. The results represented the
total amount of CH, evolved in the two compart-
ments. the greater part (about 80°,) being in the lower
compartment, and were the mean of 10 replicates.

To prevent CH, formation. 1 ml (5°,) C,H, was
injected into the lower compartment before measure-
ments were made (Raimbault, 1975). To study CH,
formation under light, the soil cores of the culture
tubes were placed in the devices after 2 h illumination
and were incubated under light during measurement.
To measure activity during the dark period. the spil
cores were transferred 2 h belore illumination began
and incubated continued in the dark.

Denitrification

Denitrifying activity was estimated by a N,O reduc-
tion method (Garcia, 1974). Unlike the previous
measurements. the apparatus was only used to incu-
bate rhizosphere soil (R) and unplanted soil (S) in
the presence of N,O so as to induce N,-reductase
in the soils under ccological conditions.

To do this. 2.5 ml N,O were injected into the lower
compartment through one of the Yacutainer stoppers.
The plant canopy was cxposed to air {the upper com-
partment was left open) and the samples were iliu-
minated under standard conditions for 14 h. Then the
soil cores were extracted and put into 250 ml serum
flasks. with 3 cores per flusk and § replicates. The
flasks were evacuated and flushed with He to ensure
anacrobiosis and 80 parts 10" 'N-N,O (2.5ml) and
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{ ml krypton as an internal standard was injected into
the flasks with plastic syringes. Mcasurements of N,O
reduction were made with a thermal conductivity gas
chromatograph Varian Aerograph 90 P4 (Garcia,
1974) during the next 24 h.

RESULTS AND DISCUSSION

N, fixation

Figure 2 shows C,H, reduction rates of rice rhizo-
sphere soils incubated during the dark period (RD).
at the beginning of the light period {RL) and those
for unplanted soils (S). Most of the C,H, produced
(about 90%,) had diffused through the soil core in the
lower compartment of the apparatus.

The C,H,; reduction rates are lincar after a 2 h lag.
Because of the small amounts of C,H, cvolved (10
nmoles C,H, corresponded to 0.224 ul C,H,). we
assumed that this initial lag was caused by poor C,H,
or C,H, diffusion between the atmosphere and the
soil during the first hours of incubation,

N, fixation in unplanted soils was. very slight (0.6

nmoles C,H,-h™!) compared to planted soils. For
R. a greater activity was observed during the light
period (21.6 nmoles C,H, evolved-h~!) than during
darkness (8.8 nmoles C,H, evolved-h™'). One of
possible causes would be more organic C exudation
as a result of photosynthesis.
. These agree with those of Balandreau et al. {1975).
However, we noted that the activity they mecasured
in darkness was very weak due to the technique they
used, where C,H, was injected only in the presence
of the plant canopy. Their method onlv allowed the
demonstration of activity if stomata were open.
whereas the activity we mcasured during the dark
period. represented about 50°, of the maximum diur-
hal activity.
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Fig. 2. N, fixation estimaied by the C,H,-C,H, assay.

(RL) rhizosphere incubated at the beginning of the hght

period; (RD) rhizosphere incubated  during  the  dark
period: (8) unplanted soil.



Gascous metabolism in the rice rhizosphere

CH, formation

Our apparatus satisfactorily measured CH, forma-
tion in planted soils. Figure 3 shows that rice seed-
lings during the light period produced practically
twice as much CH, (8ul CH, evolved-h™ ' soil
core™ ') as during dark incubation (4.2 ul CH, evol-
ved-h~!-soil core™!).

With 5°; C,H,. CH, evolution was completely in-
hibited as demonstrated previously (Raimbault, 1975).
CH, formation in unplanted soils ¢ould not be esti-
mated sinde CH, evolution was approximately the
same with the addition of C,H, as without (Fig. 3).
In unplanted soils. CH, remained confined 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. If so, gas
evolution measured by this method will not agree
with the CH, actually produced during incubation.
On the other hand. in planted soils. CH, would dil-
fuse through the gas spaces of the rice seedlings dur-
ing the 3 wecks growth. This lack 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 ol unplanted soil, we made
a vacuum in sealed test tubes enclosing the soil core.
followed by flushing with pure N,. This was repeated
several times. A linear evolution rate of 0.7 ul
CH, 1" '-soil core™' was then measured. These
results show the strong positive effect of the rice rhi-
zosphere on CH, lormation.

Denitrificatjon

Reduction of N,O was much greater in the rice
rhizospherc soil that in the unplanted soil (Fig. 4).
The initial denitrilving activity that represented in-
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Fig. 3. CH, formation. (RL) rhizosphere incubated during
the hght period: (RDY rhizosphere incubated during the
Jark period: (8) unplanted soil.
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Fig. 4. Denitrification estimated by the N,O reduction
method. (R) rhizosphere: (S) unplanted soil.

duced activity in ecological conditions. was measured
during the first 6 h of incubation (Garcia, 1974). This
activity was found to be 4 times higher for R than
for S; these results agreed with those of a previous
experiment in which the soils were preincubated in
a stainless stcel sieve of 30 um to permit the diffusion
of N,O (Garcia. 1975).

On the other hand. the potential denitrifving acti-
vity developed by de novo svnthesis ol enzyme in-
duced by the injected N,O. was measured during the
last 18 h of incubation in the flasks (Garcia. 1974).
This potential activity was also found to be 4 times
higher for R than for S. This confirms the positive
effect of the rice rhizosphere on denitrification. As
the rice seedlings were incubated with their canopies
in open air during the light period—--during a period
ol O, lormation—the induction of a higher N,O
reductase activity in R than in S. strictly inhibited
by O,. shows again the existence of an anacrobic
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 denitri-
fication in the rhizosphere ol ricc.

CONCLUSION

This device tp study pascous metabolism in the rice
rhizosphere pefmitted the demonstration of a strong
positive effect ©f the rice rhizosphere on three mi-
crobial activitics involving the evolution or consump-
tion ol gas: N, fixation, CH, formation and denitrifi-
cation. As CH, formation and denitrification arc
strictly anacrobic processes. the rice rhizosphere eflect

“resulted from the existence of anacrobic zones directly

influenced by root exudates. Concerning N, fixation,
the diffusion of air through the rice scedlings permit-
ted the activity of both anacrobic and acrobic micro-
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organisms. Finally. in this appatatus gas diffusion was
independent of movement within the rice plant and
through stomata.
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III -ETUDE MICROBIOLOGIQUE

A - GENERALITES

La respiration des composés oxygénés minéraux de 1'azote
est un privilége du monde bactérien. Les algues vertes ou les cya-
nophycées, les champignons et quelques espéces de levures utilisent,
en aérobiose, le nitrate comme aliment azoté. Mais aucun de ces or-
ganismes ne peut crolitre, en anaérobiose, aux dipens de NOS 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 NADH, et NOS n'est pas
direct et met en jeu divers transporteurs comprenant en particulier
un cytochrome de type b et des quinones (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 b et un de type ¢ (Miyata, 1971)
tandis que des cytochromes de types b et ¢ participeraient au méca-
nisme de transport d'électrons dans la réduction de l'oxyde nitreux
en N, (Matsubara, 1975).

2- Des phosphorylations oxydatives couplées au transport des
électrons par ces chalnes 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 role de voie d'oxydation termina-
le de 1'acétate chez les bactéries dénitrifiantes chimio-organotro-
phes aussi bien en anaérobiose en présence de-nitrate qu'en aéro-

biose (Forjet et Pichinoty, 1965).

4- La nitrate-réductase A, qui se trouve & 1'état particulaire
dans les éxtroits. est solidaire de la membrane cytoplasmique (For=-
get, 1971). Il semblerait qu'il en soit de méme pour 1l'oxyde nitreux

~-réductase (Pcyne et coll,, 1971).
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Le mécanisme de la réduction du nitrate en azote a été dtabli
chez plusieurs bactéries. 11 comporte comme étapes intermédiaires
le nitrite, l'oxyde nitrigue et 1l'oxyde nitreux :

No; — No; —> NO =—> N,0 — N,

1 2 3 4

Chaque réaction est 1l'oeuvre d'une enzyme spécifique. Les réactions
1, 2, 3 et 4 sont catalysées respectivement par les nitrate-, nitri-
te-, oxyde nitrique- et oxyde nitreux-réductases. La nitrote-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 molybdéne joue un rdle essentiel dans 1la
réaction (Forget et Dervartanian, 1972). Une nitrate-réductase B a
également été mise en évidence (Pichinoty et Piéchaud, 1968); 1l'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-
fide. Selon l'organisme, la nitrite-réductase est, soit une hémo-
protéine possédant deux hémes de type ¢ 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 pcrticuloiré chez P.denitrificans (Miyata et coll., 1969) et

A.faecalis (Matsubara et Iwasaki, 1972) dont le cytochrome cd pré-
sente également une activité oxyde nitrique-réductase. L'oxyde ni-
treux-réductase. enfin, n'a jamais pu étre 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 faible activité oxyde nitreux-réductase.

A de trés rares exceptions prés, les bactéries dénitrifiantes
sont incapables de faire fermenter les sucres et ne peuvent croitre.?
en anaérobiose, qu'en présence de NO-, NOE ou NZO . Aucune d'entre
elles n'est anaérobie stricte. En gérobiose, la dénitrification ne
se 5roduit pas car l'oxygéne réprime la biosynthése et inhibe le

fonctionnement 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 1°

étudiant chez deux organismes isolés dans des sols de riziére du
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Sénégal : une bactérie sulfo-oxydante chimio~lithotrophe, Thioba-

cillus denitrificans RT, en collaborction avec Baldensperger qui 1!

a isolée et une bactérie thermophile sporulée apparentée & Bacillus

thermodenitrificans . Ces deux études ont été effectudes sur des

cellules entiéres et des extraits non purifiés, & l'aide du respi-

rométre de Warburg et de la chromatographie en phase gazeuse.

Nous avons ensuite analysé la microflore dénitrifiante des sols
de rizidre du Sénégal en étudiant plus particulidrement des souches
pures appartenant au genre Bacillus cue 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
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by a New Strain of Thiobacillus denitrificans
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Abstract. Denitrification by Thiobacillus denitrificans “*RT”
strain was investigated using manometry and gas chro-
matography.

1. From nitrate, resting cells 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 witk benzyl-viclogen
as the electron donor.

2. From nitrite, whole cells produced nitric oxide,
nitrous oxide and nitrogen, using thiosulfate as the electron
donor; 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
donors, and produced nitric oxide, nitrous oxide and nitro-
gen with tetramethyl-p-phenylene-diamine as the electron

donor. Nitrite was reduced to nitric oxide and nitrous oxide
by crude extract using asccdrbate-phenazine methosulfate
as the electron donor.

3. From nitric oxide, whole cells 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. Whole 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 denitrificans ‘“‘RT” strain.

Key words: Thiobacillus denitrificans — Reduction of Nitrate — Nitrite — Nitric Oxide — Nitrous Oxide.

A new strain of denitrifying chemolithotrophic sulfo-
oxidizer, Thiobacillus denitrificans “RT” strain, was
isolated from a rice soil 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. Thiobacillus denitrificans “RT’’ was isolated by
enrichment 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 similar morphological and physiol-
ogical characteristics with Thiobacilius denitrificans **Oslo”
strain from K. S. Baalsrud.

Media. Stock cultures of Thiobacillus denitrificans “RT”
were maintained adnaerotically on agar plates. The solid
medium contained (g/l): Na2S203 -5 H20, 5.0; KH2POq,
1.2; K2HPO4, 2.0; KNOs, 2.0; MgSOs-7 H:0, 0.6;

Non Standard Abbreviations. PDA = p-phenylenc-diamine;
DMPDA = N:N-dimethyl-p-phenylene-diamine; TMPDA
= N:N:N’:N'-tetramethyl-p-phenylenc-diamine;  PMS
= phenazine methosulfate; BV -- benzyl-viologen.

Special Agar Noble (DIFCO Laboratories), 16.0; trace
metal solution, 1.0 ml.

All components except KeHPO4 and the trace metal
solution were sterilized 20 min at 120°C in 800 ml of
distilled 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/h): MgO, 10.75; FeSOs4-7 H:0, 38.0; CaCO,, 2.0;
ZnS04* 7 H:0, 1.44; MnSO4 * 4 H20, 1.12; CuSO4-5Ha0,
0.25; CoCls - 5 H20, 0.25; NiClz - 6 HsO, 0.25; BosH3,
0.66; concentrated HCl, 51.3 mi.

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.

Anaerobic cultures were grown in liquid medium *DB”
containing {g/l): Na5:03-5H:0, 5.0; KH:PO4, 2.0;
KNOQs3, 2.0; MgSOs-7 Hz0, 0.6; NaHCO;, 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 distilled water, were sterilized separately by
filtration and added after cooling.

Anacrobic growth was conducted at 33°C under nitro-
gen, and the cells were harvested in a ““Sharples’™ 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 further use. Cell
yield was about 200 mg (dry weight) per liter.

Aerobic growth was conducted either with ammonium
(medium “A”) or with nitrate (medium “B”) as nitrogen
source.

Medium “A” contained (g/l): WNa:S:03°5H:0, 5.0;
KH:POy4, 1.2; K:HPO4, 2.0; NH.CI, 1.0; MgSO.a 7 H20,
0.6, trace metal solution, 1.0 ml.

Medium *'B” had the same composition except for NH4Cl
replaced by KNO; at the final concentration of 1 g/l.

All 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 K:HPOQj,
each dissolved in 100 ml of distilled water, were sterilized
by filtration and added separately to the bulk of medium
after cooling. The aerobic cultures were maintained at pH
6.8 by titrating sterile 10 % (w/v) Na;COs 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 Extracts. The washed pellets were
resuspended in 0.03 M phosphate buffer pH 6.8 and passed
twice through a French pressure cell at 20000 PSI. A few
crystals of Deoxyribonuclease were added to the prepara-
tion which was left for 10 min at room temperature before
centrifugation at 36000 x g for 90 min. The supernatant 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 {rom cells of
Desulfovibrio desulfuricans *"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 centrifuged 90 min at 36000 x g. The clear
supernatant was used as hydrogenase fraction in the reduc-
ing mixture for manometric measurements of nitrate
reduction by crude extragts of Thiobacillus denitrificans
IIRT,,‘ i
Determination of Growth 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 Inorganic Nitrogen Compounds by
Washed Cells Suspensions. Reduction of nitrate, nitrite,
nitric oxide and nitrous oxide by washed cells was assayed
manometrically with thiosuifate as the electron donor using
a model V 166 Warburg apparatus, and gas determinations
were performed with a Varian Aerograph model 90 P4 gas
chromatograph as previousty described (Garcia, 1974).

Enzyme Assays. Nitrate reductase activity wzs 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-electron donors (Miyata and Mori,
1968; Miyata er al., 1969; Pichinoty, 1969b; Iwasaki and
Matsubara, 1972). Reduction of nitric oxide was measured
with PMS-ascorbate (Miyata er al., 1969). Nitrous oxide
reductase was assayed with PDA, DMPDA, TMPDA,
PMS-ascorbate, as electron donors, and with NADH, FAD
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and FMN according to Payne ef al. (1971). Gas determina-
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 Growth 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 Cells. Washed cell suspen-
sions of anaerobically growh Thiobacillus denitrificans
“RT” reduced nitrate with thiosulfate as the electron
donor, with a QN2 of 183 ulNz/mg total microbial
nitrogen/hr, and only nitrogén 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 Extracts. 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 all growth conditions, nitrate reductase and
chlorate reductase activities of crude extracts were not
additive; and 959, inhibition of chlorate activity was
observed with 1 mM sodium azide (see Table 1).

Crude extracts from cells grown with nitrate as the
sole nitrogen source in anaerobic conditions (medium
DB) had a specific nitrate reductase activity of 127
pmoles 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 x g, about 95% of the nitrate reductase was
recovered in the pellet fraction, and the specific activity
of the particles was increased to 330 pwmoles NO;
reduced/mg protein/hr.

Nitrite Reduction by Whole Cells. 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,
N2O and Nz was detected by gas chromatography.
During the first 2 hrs of reaction, evolution rates of
12 pINO, 10 pIN20 and 2.6 pl 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 denitrificans “RT”

Growth conditions H: uptake (ul/hr) with addition of
NO; ClO; NO;+ClO;  ClO7+NaNy
N
NO7 as the terminal electron acceptor NOj asthe nitrbgensource® 570 780 540 12
O: as the terminal electron acceptor NOj as the nitrogen source® 216 288 243 30
NH} as the nitrogen source¢ 234 360 276 18

Manometric measurements at 37°C under hydrogen, phosphate buffer pH 7, 350 pmoles; hydrogenase, 0.2 ml; BV,
500 pg; KNOs, 50 umoles; KClOs3, 50 umoles; NaNs, 3 pmoles; final volume 3ml.

& 0.05 mg protein. ® 8 mg protein. ¢ 13 mg protein.

Table 2. Specific nitrate-reductase and chlorate-reductase activities of cell-free extracts from Thiobacillus denitrificans “RT*

el

NOj as the terminal
electron acceptor

Q3 as the terminal electron acceptor

NO;j as the nitrogen source

NO;j as the nitrogen source . NH7 as the nitrogen source

V (NO;) pmole/mg prot./hr 127
V (ClI0;) umole/mg prot./hr 232
V(CIO;)/V (NO3) 1.8

0.3 0.2
0.5 04
1.7 2.0

Experimental conditions as for Table 1.

Nitrite Reduction by Crude Extract. Reduction of
nitrite by extracts from anaerobically grown cells of
Thiobacillus denitrificans “RT” was assayed using
PDA, DMPDA, TMPDA and the PMS —ascorbate
system as electron donors.

After thermal equilibration, the side arm containing
the nitrite solution was tipped into the vessel, and the
chemical reaction allowed during 30 min before 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 chromatographic
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 %, N»
was produced with TMPDA as the electron donor.

When nitrite reduction was assayed using the
PMS —ascorbate system as the electron donor, gas
chromatography showed that NO and N:O 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 109, NO
concentration was used in the flask atmosphere for gas
chromatographic measurements of NO reduction by
whole cells with thiosulfate as the electron donor. Du-
ring the first 3 hrs, a NO reduction rate of 94 pINO
reduced/mg N/hr was measured, and production of
N20O and N2 was detected. Nitrogen was the final
product of nitric oxide reduction by whole cells.

Reduction of Nitric Oxide by Crude Extract. Nitric
oxide reduction by crude extract was assayed by gas
chromatography, using the PMS —ascorbate system as
the electron donor.

When a 10 9 nitric oxide concentration was used in
the reaction flasks, a maximum activity of 146 ul NO
reduced/mg prot/hr was measured (see Fig.2B).

Nitric oxide was not reduced enzymatically by crude
extracts of Thiobacillus denitrificans “RT" with PDA,
DMPDA, TMPDA or NADH as electron donors.

A chemical production of N3 with traces of N2O
was detectable by gas chromatography between NO
and PDA or DMPDA, a slight reaction occurred
between NC and TMPDA.

Reduction of Nitrous Oxide by Whole Cells. Washed cell
suspensions from growth in anaerobic conditions in
medium DE reduced nitrous oxide to nitrogen with
thiosulfate as the electron donor, at the rate of 61 ul
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 “RT”, was
characterized by its ability to assimilate nitrate in both
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Fig.1. Manometric measurements of nitrite reduction by crude extract from anaerobically grown cells with PDA,
DMPDA, TMPDA or the PMS-ascorbate system as the electron 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: crude extract, 0.04 ml (0.6 mg prot.). Center well: 40%, (w/v) KOH, 0.1 ml. Vessel: 0.33 M phosphate buffer
pH 7, 1 ml; 0.1 M KNOs, 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. ® e PDA-NO;; m——® DMPDA-NO;; A A TMPDA-NO;. Experimental
conditions with PMS-ascorbate: side arm: 0.1 M NaNOg, 0.3 ml. Center well: 40% (w/v) KOH, 0.2ml. 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 Nz. % * PMS-ascorbate NO;

Fig.2A and B. Gas chromatography measurements of nitrite reduction 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 mi; distilled water, 12 ml
(A) or 15ml (B). Gas phase: pure helium. After thermal equilibration, 3 ml of a 0.1 M NaNO:; solution were added
with a syringe in flask A, and 12ml of pure NO were added with a syringe in flask B. After 1 hr of reaction, 2 ml of
crude extract (21 mg prot.) were added with a syringe in each flask. e——e NO evolution; A——4 N:20 evolution

aerobic and anaerobic conditions of growth. According
to Vishniac and Santer (1957) only one aerobic Thio-
bacillus strain has been reported to assimilate nitrate,
but all 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 :is present when: (1) nitrate reduc-
tase and chlorate reductase activities are not additive;
(2) the reduction of chlporate is inhibited by 1 mM
sodium azide.

These conditions were realized for all extracts of
Thiobacillus denitrificans “RT™ with nitrate cither as

the terminal electron acceptor (medium DB) or as the
nitrogen source (medium B) (see Table 1).

Our data suggest that for Thiobacillus denitrificans
“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
Neurospora crassa, and by Pichinoty (1966) and Van’t
Riet et al. (1968) for Aerobacter aerogenes.

As for Thiobacillus denitrificans “Oslo” (Adams
et al., 1971), Aerobacter aerogenes (Pichinoty, 1963),
Escherichia coli K-12 (Showe and Dc Moss, 1968) and
Micrococcus denitrificans (Pichinoty, 1969a; Forget,
1971) nitrate reductase A was localized in a particulate
fraction of the cell-Itee extracts of Thiobacillus denitri-

Sicans “RT™.
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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 Thiobacillus
denitrificans “RT”.

Anaerobically grown cells suspensions reduced
nitrite with thiosulfate as the electron donor and
produced, during the beginning of the reaction, a
mixture of 489, NO, 409, N3O and 129 N3, and
nitrogen was the final reaction product. We suggest
that this accumulation of intermediates is due to a
strong inhibitory effect of nitrite on further steps of the
dissimilatory nitrate reduction system.

Unlike the isolate of Taylor and Hoare (1971),
Thiobacillus denitrificans *“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 nitric oxide was produced chemically
in the Warburg vessels. According to Miyata et al.
(1969), a 105, NO concentration was necessary to
obtain maximum NO reduction rates.

As anaerobically grown cells suspensions reduced
pitrous 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 Thiobacillus denitrificans. A similar state-
ment was made by Matsubara and Mori (1968) for
Pseudomonas denitrificans.

Cell free extract from anaerobically grown cells on
nitrate produced NO, NzO and N3 from nitrite with
TMPDA as the electron donor. Nitrous oxide was not
detected in nitrite-TMPDA reducing fractions from
Pseudomonas denitrificans (Miyata and Mori, 1968),
Micrococcus denitrificans and Pseudomonas aeruginosa
{Pichinoty, 1969b).

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 Thiobacillus denitri-
Sicans “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.

NO;;- ::’ N Oz-

NO; _Rase 4{ ~ P
BV e\;;»ase NO == N,O =) N,
PDA No_Rase NZO_Rase
W DMPDA
TMPDA ——-—»x
PMS ')__..Z
PMS-ascorbate ascorbate

thlosulfate

Scheme 1. Hypothetical scheme for a possible mechanism
for denitrification by Thiobacillus denitrificans “RT”.
=» Normal denitrification process; --» nonenzymatic
reaction; — other enzymatic reaction, or electron
transport system. NO;-Rase = nitrate reductase; NO;-
Rase = nitrite reductase ; NO-Rase = nitric oxide reductase;
N:20-Rase = nitrous oxide reductase; W, X, Y and Z
unknown components of electron transport system

Matsubara and Mori (1968) reported that nitrous
oxide reductase was lost during disruption of cells of
Pseudomonas denitrificans, but more recently Payne
et al. (1971) isolated a nitrous oxide reducing fraction
from Pseudomonas perfectomarinus grown at the
expense of N2O.

With the PMS-ascorbate system, cell-free extract of
Thiobacillus denitrificans “RT” strain reduced nitrite to
NO-N20, 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 Thiobacillus denitrificans “RT” showing
resemblance to the scheme proposed by Matsubara
{1970) for Pseudomonas denitrificans.
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ETUDE DE LA DENITRIFICATION
CHEZ UNE BACTERIE THERMOPHILE SPORULEE

par J.-L. Garcia
Laboraloire de Micrebiologie du Sol, ORSTOM, BP 1386, Dakar (Sénégal)

SUMMARY ~

DENITRIFICATION IN A SPORULATING THERMOPHILIC BACTERIUM

Denitrification in a thermophile isolated on nitrite containing-medium
(0 g/N was studied hy means of Warburg respirometry and gas chroma-
tography. This strain seems to denitrify nitrite more rapidly than nilrate.
EExtracts of cells grown anaerobically on nitrate have dissimilatory nitrate
reductase (tyvpe A); extracts of cells grown acrobically without nitrate
have raised levels of the two types of nitrate reductase A and B. The
optimal temperature for enzyme A\ activity is 60¢ C. Nitrite reductase
activity was measured using veast extract as clectron donor. For nitric
oxide reductase activily, veast extract is as ellicienl an electron dounor as
sodium lactate. Nitrous oxide reduclase activity was found only in the
1 600 ¢ supernatant showing the particulate nature of the enzynie. A
mixture of FAD, FMN and NADI served as electron donor. Using ace-
{vlene as an inhibitor of nitrous oxide reduction in bhoth whole cells and
extracts, we showed that this gas is an intermediate compound in the
reduction of NO to N,.

KEevy-worps: Denitrification, Reductase, Thermophily; Sporulating bac-
terium, Soil.

INTRODUCTION

Les baciéries dénitrifiantes thermophiles onl été relativement peu étu-
dices. Ambroz, le premier, a isol¢ en 1913 un bacille sporulé qu'il nomma
Denitrobacterium thermophilum [1]. Au cours d'une ¢tude systématique du
genre Bacillus, Smith, Gordon ct Clark ]21] n'ont trouvé que 1 souches
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dénitrifiantes sur 216 appartenant a 'espece 3. stearothermophilus. En
1968, Wolil ¢t Barker [22] ont proposé de scinder cetle espéce en trois
groupes : seules les souches du groupe 1 (3. kaustophilus ou I3. thermodeni-
trificans) réduisent le nitrate avec production de gaz. De BBarjac el Bonneloi
[4] n’ont pas trouvé de différences notables entre les 5 souches dénitrifiantes
de B. stearothermophilus qu’ils ont ¢tudiées ; leurs observations corroborent
celles de Smith et coll. [21].

Nous avons isolé a partir de sols de riziere du Sénégal une quarantaine
de bactéries dénitrifianies thermophiles. L'une de celles-ci a été étudice
dans le but de préciser la séquence des produits de la dénitrificalion.

MATERIEL ET ME‘-'J'I"IODES

Microorganisme.

L.a souche TnBA, a ¢té isolée & 652 a parlir d'un sol de rizitre de Casamance
(Sénégal), par culture d’enrichissement en milieu complexe [5] renfermant 5 g/l
de KNO, comme accepteur final d'électrons. C’esl un bacille sporulé immohile,
a spore ovale el déformante, oxvdase* et Grain—, qui semble correspondre a I'espéce
B. thermodenitrificans [22] puisqu’il ne croit pas en milieu complexe contenant 3 @,
de NaCl, n’hydrolyse ni la gétaline ni Vamidon, ne forme pas d’acétvl-méthyl-
earbinol ni d'indole, et produit de I’acide en anaérobiose sur arabinose, mannitol
et xvlose sans en produire sur lactose, rhamnose et cellobiose. Cependant, contrai-
rement a la définition de V'espece B. stearolhermophilus [4] qui englohe le groupe
B. thermodeniirificans, la souche TnBBA, croit bien sur gelose nutritive & pH 6.

Cultures.

Toutes lcs cultures ont été faites a 55°. Pour obtenir des suspensions cellulaires,
nous avons ulilisé le méme milieu que celui qui a servi & I'isolement |5] et proeéd¢
de la maniére suivante. A partir d'une gelose inclinée (agar nutritit Difco, 23 g ;
agar, 10 g; eau distillée, 1 000 ml) dgée de 8 h environ, on ensemence un ballon
de 250 ml contenant 100 ml de milicu. Les cultures aérobies sont soumises 4 un bar-
botage dair ; les cullures anaérobies sont effectuées sous N,O0 ou sous N, lorsque
fe milicu contient KNO; ou KNO, (d g/1). Aprés 8 h d’incubation, on (‘nscmencc
un ballon de 2 I contenant 1,4 1 de milieu agité magnétiquement ; cet ensemence-
ment est réalisé automatiquemcnt au cours de la nuit a l'aide d'un dispositif
trés simple : la sonnerie d’un réveil déclenche mécaniquement Pouverture du tuvau
de jonction entre les deux ballons. Aprés 4 4 5 h, on récoltle les cellules par centri-
fugation (142 ; 20 min, 4 000 ¢) ; unc centrifugation trop rapide risque d’entrainer
une Ivse des cellules. Ces dernicres sonl ensuite lavées deux fois dans les mémes
condmom de centrifugation avec unec solution salme i5] puis recueillies daus

5 4 10 ml de tampon ])hosphato 0,066 M, pH 7,4 [5]; la solution de lavage et le
tampon sont maintenus a 53° avani usage.

Préparation des extraifs.

Les extraits sonl oblenus par deux passages successifs dans une cellule de
French & 20 000 PSI puis centrifugation a -1 00() ou 38 000 ¢ pendant 30 min a 140,
F.a teneur en protcine |11] esl environ 25 wmg/ml. Les extrails sonl utilisés immeé-
diatement.
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Réduclion des oxydes de Uazole par les suspensions cellulaires.

La réductlion du nitrate, du nitrite, de I'oxyde nitrique et de 'oxvde nitreux
par les cellules lavées, a é1¢ étudic¢e a I'aide de la chromatographie en phase gazeuse.
On utilise 1 ml de suspension bacteérienne dans des flacons sérum de 125 ml contenant
25 ml du milieu de culture sans accepteur d’électrons, 1 ml d’une solution de
chlorampliénicol (concentration finale : 100 pg/ml). Les flacons sont mis sous vide
pendant 5 iin puis gazés a Phélium N45 (Sté I'Air Liquide, Paris) ; Fopération
esL répétée trois fois. On introduil ensuite, a Paide de seringues en plastique,
2 ml de kryvplon N35 (qui sert d’élalon inlerne) et I'un des 2 composés azolés
suivants : IKNQ,, 50 mg ; KNO,, 50 mg ; NO, 10 ml ; ou N,0, 10 ml. Puis on met
les flacons en incubation 4 600 dans un bain-marie a{_,ltc I)e% analysm de I’'atmos-
pliere des flacons sont effectuées toutes les 40 min pendant 3 h a 'aide d'uh chroma-
tographe a conductibilité thermique « Varian Aerograph » 90 P4, suivant les condi-
tions décrites ailleurs [8, 9]. Les résultats — desx répétitions -—— sont rapportés
au mg d'azole tolal déterminé par microkjeldhal.

Mesure des activilés enzymaliques.

1.’actlivité nitrate-réduclase a ét¢ mesurée a 60° par une méthode manomé-
trique {20] avec le benzyl-viologéne comme donneur d'électrons. 1.es amines aroma-
tiques utilisées habituellement comme donneurs d’¢lectrons pour doser la nitrite-
réductase dissimilatrice, n'ont pu étre employces ici car elles donnent lieu a une
réaction chimigue importante avec le nitrite 4-60°. I’extrait de levure « Difco »
a élésulilise comme donneur d’électrons |17]|. La réduction de I'oxyde nitrique
a été mesurée au chromatographe a I'aide du lactate de sodium [18] ou de I'extrait
de levure comme donneurs d'¢lectrons, dans des fioles de 13 ml incubees dans un
bain-marie a agilation a 60° et munies d’'un septum : elles contiennenl : tampon
phosphate 0, 065 M pH 7,4, 1 ml; laclate de sodium 0,5 M, 0,3 ml] ; extrait, 1 nil ;
NO, 1ml; krypton, 0.2 ml : atmosphom d'hélium pur. On mesure Pactivite oXy de
nilreux-réductase au cliromatographe a 60° en utilisant I'extrait de leviire a concen-
tration élevée (10 95) ou le melange [FAD, FMN et NADIT [19] comme donneurs
d’¢lectrons ; 'acélylene (10 °; de la phase ga?cuse) a éte utilise comme inhibiteur
de I'enzyme |3, 23].

RESULTATS

1) Etude de la Hénitriﬁcation par les suspensions cellulaires

Nous n’'avons jamais trouvé d’activité dénitrifiante lorsque les cellules
lavées étaient remises en suspension dans du tampon phosphate 0,066 M
contenant I'un des composés suivants comme donneur d’électrons : glucose,
saccharose, DI.-lactate et succinate. Par contre, une activité significative
se manifesic lorsque 'on emploic le milieu de culture additionné de

100 ug/ml de chloramphénicol et 'un des quatre accepteurs d’électrons :-

KNO,, KNO,, NO ou N.O.

Ies résultats (tableau I) ont été obtenus aprés croissance de la souche
en présence de nitrate ou de nitrite (aux concentrations de 2 ct 5 9%,)
ou de N,O. Une accumuiation de NO a pu ¢étre observée dans le cds de
NO; avec des cellules provenant d'une culture anaérobie avec nitrate.
Dautre part, oxvde nitrique est réduit & une vitesse beaucoup plus
grande lorsque les cellules proviennent d'nne culture sur nitrite a haute
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TaBLEAU 1. — Activité dénitrifiante 3 60°
des suspensions cellulaires (vitesses maximales)
apres croissance anaérobie & 550.

' ) Production Réduction j!
. Cu"\mi‘ﬁn Accenteur ul gaz/mg N/h wl gaz/mg N/h S
M e d’¢lectrons : ‘ _ ¢
i NO N0 N, NO | N0 :}
‘s — — i
i i i
! xo; | o 0 89 N H
i . o _ | i
: - . : !
i NO; NO, 78 17 116 — ’ —
! NO — 46 16| s r -
| - S
L N0 — — 7% | — M
i | |
£ NO; 0 195 472 — ; — i
i !
1 - o i
i T , , X
‘i NO; NO, 0 0 1 050 | — : — v
h — — |
A2 % NOo — 22 280 | 3w —
j | b
\ N,0 ‘ — i — I 2526 | — P 2503

! | - - -—

i H i

‘ No; | 0 409 | 1135 —_ =
¢ ! ! : 1
N NO; 0 0 2275 | — | —
0 A5 9, i - —
IR NO — 0 600, 1445 |
I N,0 — — 500 1 = 5011
I — i
| NoO; 0 0 40 - = .
i L g
il - \ .
i NO; 0 0 35 — _
i N0 i
I! NO | — 0 78 S
{' N0 e — 1758 — 1776

concentration. L'accumulation de N,O est souvent transitoire car I'activité
oxyde nitreux-réductase des cellules est tres élevée, surtoul dans le cas
d’une culture sur nitrite ou N,0. L.a production de N, est beaucoup plus
importante avec les cellules provenant d’une culture sur nitrite & haute
concentration.

En utilisant 'acétyléne (10 9%, de la phase gazeuse) comme inhibiteur
de la réduction de N,O, on observe I'accumulation de ce gaz quel que soit
I'accepteuy d'électrous, la production de N, étant considérablement réduite.
La figure 1 représente Uinfluence de C,1, sur I'activité dénitrifiante de
cellules provenant d’une culture anaérobie sur nitrite 4 5 %, ; I'acétyléne
n'inhibe que la réduclion de N,O.
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Fic. 1. Influence de Uacélyléne sur Uaccumulalion

des composés gazeux de la dénilrificalion par une suspension cellulaire
issue d’une culture anaérobie avec nitrite & § Yo
Incubation : bain-marie agité a 60,
—A— 1 NO; —e— : N,O; —o0— : N,.

2) Actipités en:g}matiques
a) Nifrale-réductase.

Les nitrate-réductases A et B ont été recherchées dans les extraits
provenant respectivement d’une culture anaérobie avee nitrate et d'une
culture aérobie sans nitrate. Dans le premier cas, seule la nitrate-réductase
de type A a élé identifiée. Dans le second cas, nous avons trouvé les enzy-
mes A et B. D’autre part, nous avons constaté un niveau de base relati-
vement élevé pour les deux enzymes lersque la bactérie croit en aérobiose
et en 'absence de nitrate : cette activité est seulement 15 fois plus faible
que celle des cellules induites en ahaérehiose (lablean I1). L activité maxi-
male se situe au voisinage de 60° (fig. 2). Nous avons également mesuré
l'activité des extraits provenanl de cultures sur nitrite et sur N,O : elle
est nettement plus faible que celle obtenue sur nitrate (tableau III). .

b) Nitrite-réductase.

I.a concentration d’extrait de levure qui permet d’obtenir une activite
maximale est tres élevée ¢t comprise entre 5 et 10 9% (fig. 3 B). D’autre
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part, l'activité nitrite-réductase est proportiounelle a Ja concentration
d'enzvme (fig. 3 A). L’influence des conditions de culture sur I'activité
spécifique des extraits est indiquée dans le tableau 111,

¢) Oxyde nitrique-réductase.

L’activité oxyde nitrique-réductase a été mesurée au chromatographe
a 60° avec le lactate de sodium commme donneur d’électrons. Ce gaz est réduit

TaBLEAaU 1. —- Activités spécifiques nitrate- et chlorate-réductases des extraits,
exprimées en pmoles de substrat réduit/mg de protéine/h.
o N————— - : Pilmpep— “7;:::;—“\
Activité Culture aérobic Culture zma(-iohic "
! spécifique sans NO avec NO, s
;! 1 e
“ V(NO;) 13,5 214
I | e
N V(CIO;) 8,7 278 ‘
i ~ _ ;
t V(CI0; )/ V(NO}) 0,64 1,30 ‘
| :

L

~

[

A=

]

2

a

=)

g

~

Activité NOS -Réductase: pmoles réduites

0 1 o 4 i 3
30 40 50 50 18 80
Température : 'C

Fra. 2. — Influence de la lempérature sur {'aclivité nitrate-rédnctase.
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jusqu’au stade de N,O. L’activité la plus faible a été observée avec les
cultures sur N,O (tableau I1II). '

d) Oxyde nitreux~réduclase.

I’activité de 'oxvde nitreux-réductase a pu étre mesurée au chroma-
tographe a 6090, & I'aide du mélange FAD, IFMN ct NADH. Cette enzvme

p
: 1,0

200
v
L
c
. b
g
150]- &
o
E
~
-4 =
~ ., ~
= "
3 2
‘§ 100} 5
& - 3
~ -
) |
o (J [e]
3 2
H
>0 @ B
E
E

1 I . - 1 L i1 J
0 0,2 04 06 08 © 2 4 6 8 t0
mi extrait % extrait de levure
Via, 3. — Influence des quantités d’extraifs (A) el d’extrail de levure (B)

sur Uaclivité nitrite-réductase a 60°.
Fiole : tampon phosphate 0,33 M, pH 7,4, 1 ml ; extrail de levure, 0,2 ml ; extrait d’ane culture
anaérobic avec KNQ,, x ml. Diverticule : KNQ, 0,25 M, 0,2 ml. Puits central : KOIT 40 9%,
0,2 ml. Volume total de la phase liquide amené¢ a 3 inl avec de F'eau. Phase gazeuse : N, pur.

TanLeav 1Y, — Activités spécifiques mesurées & 60° des extraits provenant de
cultures anaérobies avec nitrate, nitrite ou oxyde nitreux et exprimées en ymoles
de substrat réduit/mg de protéine/h.

i Extrait d’'une culture avec

i
% Activité enzymatique
i

|
NO; No; | N,0
_ |
| Nitrate-réductase 475 214 L 140 |
’ Nitrite-réductase . 2,60 ! 1,76 ; 0,70 !
i Oxyde nitrique-réductase 1,00 I‘ 1,50 ) 0,15 ‘x
Oxyde nitreux-réductlase 0,19 0,22 { 1,19 \
i ‘
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doit étre lice 4 de trés grosses particules puisqu’elle sédimente au-dela
de 4000 ¢. 1'oxyde nitreux est réduit équimoléculairement en N, En
présence d’acétviene, la production de N, est fortement inhibée. L’activité
oxvde nitreux-réductase cst nettement plus élevée dans le cas des cultures
anaérobies avee N,O que dans le cas de cultures anaérobies avee nitrate
ou nitrite (tableau III).

e) Ulilisalion de Uexlrail de levure comme donneur d’électrons par les diffé-

renles enzymes.

<n utilisant Yextrail de levure & concentration élevée (10 94), nous avons
pu mesurer 'activité des enzymes de la dénitrification a 'aide du respi-
rométre de Warburg pour les nitrate-ct nityite-réductases et de la chroma-
tographic en phase gazeuse pour 1'oxyde nitrique-ct oxvde nitreux-
réductases (tableau 1V). Si I'on ajoute 4 la fois I'extrait de levure et Je
mélange FAD, FFMN et NADIJ, on obtient, avec NO; comme substrat
respiratoire ct un extrait (surnageant a 4 000 ¢) provenant d'une culture
anaérobie sur nitrite & 5 %, les trois composés gazeux habituels de la
dénitrification, NO, N,0 et N,, ce dernier gaz constituant le produit ultime
de la réaction (fig. 4 A). En présence d’acétylene a 10 9%, la production
de N, est fortement inhibée (fig. 1 13). '

TaBLEAU 1V, — Activités spécifiques d’un extrait provenant d’une culture anaéro-
bie avec nitrate, mesurées & 60° ave¢ V'extrait de levure (10 ©,) comme donneur
d’électrons et exprimées en pmoles de substrat réduit/mg de protéine/h.

Enzyme Aclivilé spéeifigue

Nitrate-réduclase 0,83
Oxyde nitrique-réductase 1,51 .
i Oxyde nilreux-réductase 0,34 ;

i

|
. Nitrite-réductase ’ 2,60
i ]

|

|

|

DISCUSSION

l.a hactérie étudiée dénitrific plus rapidement le nitrite que le nitrate ;
les suspensions cellulaires provenant d’une culture sur nitrite ont ¢galement
une activité dénitrifiante beaucoup plus élevée que celles provenant d’une
culture sur nitrate.

Downey ¢t ses collaborateurs [5, 6, 7, 10] ont étudié la nitrate-réductase
d'une bactérie thermophile, I3. stearothermophilus ; celle-ci se lreuve a
I'état particulaire dans les extraits, La bactérie étudiée synthétise les deux
nitrate-réductases A et I3 en ac¢robiose sans nitrate. Le fail que le niveau
de base des enzymes est alors seulement quinze fois plus faible que Vactivite
induite ‘en anacdrobiose sur nitrate, n'esl pas courant. Downey et Nuner
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{lcs composés yazeux de la dénitrificalion par un extruil (surnageant a 4 0v0 gy
provenant &’une eullure anaérobie avec nilrile « 5 %e.

IExtrait, 1ml (16,75 mg protéine) ; extrait de levure, 0,3 g (0,4 ml); FMN et FAD, 0,5 umole
(12 ml) : NADH, 1 gmole (0,2 mi). Incubation : cn anaérobiose a4 G0° sous He ; Kr, 0,2 ml;
Coll,, & 1 ml (10 ¢ de la phase gazeuse) ; KNO, 0,25 M, 0,2 m! (introduit au temps zéro &
I"aide d’une seringue). ,

--3--: NO: —8— : N,0; —0— ! N,.

[7] n'ont pas trouvé d’activité dans les cultures aérobies sans nitrate de
B. stearol hermophilus. Les cultures étant réalisées a 539, la teneur en oxygene
du milieu est assez faible car la solubilité de ce gaz est réduite a tempé-
rature élevée ; cela explique au moins en partie le niveau de base élevé
des enzyvmes. 1l n’a pas été possible de déceler 'enzyme 13 dans 'extrait
provenant d’une culture anaérobic sur nitrate car dans ce cas elle se trouve
masquée par I'enzyme A ]20].

L'extrait de levure a permis de mesurer Mactivité nitrite-réductase des
cxtiraits, mais son eflicacité c¢st faible si on la compare a celle obtenue
avee le benzyl-viologéne pour la nitrate-réduclase. Par contre, Uextrait
de levure constitue un donneur d’électrons aussi ellicace que le lactate
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pour l'é6xyde nitrique-réductase ; avec le lactate, la fraction soluble a
4 000 g accumule N,O dans la phase gazeuse, tandis qu'avee 'extrait de
levure on observe une accumulation de N,, I'oxyde nitreux représentant
un stade transitoire.

Nous avons vu que 'oxyvde nitreux-réductase cst solidaire de particules
ayvant une taille élevée. Payne ct coll. [19] ont été les premiers & démontrer
ce fait chez une bactérie mésophile, Pseudomonas perfectomarinits, en intro-
duisant une méthode originale de mesure par I'emploi du mélange IFAD,
FMN et NADH comme donneur d'électrons. Avant eux, Matsubara [13, 14]
et Matsubara et Mori [16] chez P’. denitrificans, ainsi que Matsubara et
Iwasaki [15]} chez Alcaligenes faecalis, n'avaient pas réussi & mesurer cette
activilé dans un extrait.

En rtgle générale, nous avons constaté que P’aclivité des enzvmes de
la dénitrification était maximale quand il s’agissait d’extraits provenant
d'une culture contenant linducteur. Pour I'oxvde nitrique-réductase, le
meilleur inducteur est le nitrite, la bactéric ne se développant pas sur NO.
Dans tous les cas, quel que soil I'accepteur d’électrons présent dans le
milieu de culture, nous avons constaté I'induction séquenticlle de toutes
les enzymes de la dénitrification.

Enfin, I'emploi de I'acétyléne comme inhibiteur de la réduction de N,0
nous a permis de montrer, aussi bien avec des cellules enliéres qu'avee
des extraits, que 'oxyvde nitreux constitue un intermédiaire entre NO ct X,
chez cette bactérie thermophile. Cela avait é1é déja établi chez plusieurs
autres bactéries dénitrifiantes [2, 12, 15, 19].

RESUME

La dénitrification par une bactérie dénitrifiante thermophile isolée
sur nitrite (5 gfl) a été étudiée au respirometre de Warburg et a I'aide de
la chromatographie en phase gazeuse. Cette souche dénitrific plus rapide-
ment le nitrite que le nitrate. Les extraits provenant de cultures anaérobies
avee nitrate possedent la nitrate-réductase dissimilatrice de type A dans
les extraits provenant de cultures aérohies sans nitrate, on trouve les
nitrate-réductases de type A et B avec un niveau de hase élevé. I.a tempéra-
ture correspondant a I'activité maximale de I'enzyme A est de 600 C. L’acti-
vité nitrite-réductase a été mesurée a Vaide de l'extrait de levure comme
donneur d’électrons. L’extrait de leyure est un donneur d’électrons aussi
eflicace que le lactate de sodium pour 'oxyde nitrique-réductase. L’oxyde
nitreux-réductase a été dosée en présence du mélange IFAD, FMN et NADIH ;
clle se trouve solidaire de particules de taille élevée. 1.’emploi de Pacétylene
comme inhibiteur de la réduction de N,O a permis de montrer, & 'aide de
cellules enticres et d’extrails, que ce gaz conslitue une élape inlermédiaire
entre NO et N, ‘

Mors-cLizs © Dénitrification, Réductase, Thermophilie ; Baclérie spo-
rulee, Sol.
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ANALYSE DE DIFFERENTS GROUPES
COMPOSANT LA MICROFLORE DENITRIFIANTE
DES SOLS DE RIZIERE DU SENEGAL

par J.-L. Garcia

Laboratoire de Microbiologie du Sol, ORSTOM,
BP. 1386, Dakar (Sénégal )

SUMMARY

ANALYSIS OF VARIOUS GROUPS OF DENITRIFYING MICROFLORA
IN SENEGALESE PADDY SOILS

Denitrifving mesophilic and thermophilic bacteria were looked for
in rice paddies of Senegal by culturing samples in medium with high concen-
trations of nitrate or nitrite (5 g/l) as respiratory substrate. These cultures
revealed the existence of two populations.

1) a population of denitrifying mesophiles which tolerate high concen-
trations of nitrite, these organisms being mostly spore-formers and relatively
numerous in these soils ; growth studies showed them to be very diverse:
a) « nitrite-dependent » bacteria unable to reduce NOj ; b) bacteria highly
nitrite-tolerant with rapid growth on 5 g/l nitrite ; ¢) bacteria slightly
nitrite-tolerant with weak or no growth on more than 3 g/l nitrite ; d) NO-
tolerant bacteria which use nitric oxide as respiratory substrate for growth ;
¢) N,O-deficient hacteria unable to grow on nitrous oxide ;

2) a population of denitrifying thermophilic spore-formers which are
numerous in some soils and tolerate nitrite more or less well,

Measuring of the denitrifying activity of washed cells demonstrated
that, in general, cells grown anaerobically on nitrile show much more activity
than cells grown anaerobically on nitrate. This nitrite-tolerant population
seecms fairly heterogeneous, but it consists mostly of spore-forming species
of the genus DBacillus. '

Kev-worps: Denitrification, Soil, Nitrite ; Mesophily, Thermophily,
Bacillus, Rice soils, Sencgal.

Manuscril re¢u le 14 décembre 1976, acceplé le I8 avril 1977.
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INTRODUCTION

11 existe trois types de bactéries nitrato-réductrices : celles qui réduisent
le nitrate avec production de gaz (N;O ¢t N,), celles qui réduisent ce com-
posé seulement jusqu’au stade du nitrite, et celles enfin qui réduisent le
nitrite avec production de gaz, mais non le nitrate, ct qui sont dites « nitrito-
dépendantes ». Quelques espeéces seulement de ce dernier type ont été
décrites : 2 Achromobacter [8, 14], 1 Alcaligenes odorans var. viridans [3],
plusicurs Pseudomonas [13] et 1 I'lavobacterium [10]. Vangnai et Klein [13]
estiment que ces microorganismes peuvent jouer un réle imporiant dans
le métabolisme azoté des sols.

Les bactéries « nitrito-dépendantes » tolérent généralement des concen-
trations élevées de nitrite, pouvant atteindre 0,5 9, [13], alors que la majo-
rité des autres bactéries dénitrifiantes connucs sont incapables de croitre
en présence de 0,1 9, de KNO, |1, 2, 9]. Nous avons cffectué¢ des numéra-
tions de ces organismes dans les sols de riziere du Sénégal. De nombreuses
souches ont été isolées. La croissance et Pactivité dénitrifiante de certaines
d’entre clles ont été étudiées.

MATERIEL ET METHODES

Echantillons de sol.

Des numérations el des isolements de bactéries dénilriliantes ont été effectués
sur des sols de riziére du Scnégal conservés durant plusieurs années & 1’état sec [7]
ou fraichement prélevés ct conservés a 1'élat humide a 4° C pendant 21 a 48 h.
Ces sols proviennent des rizieres de la Casamance et de la région du fleuve Sénégal.

Numéralions.

Les numérations ont été eflectuées selon la méthode du nombre le plus probable.
On ehsemence 5 tubes par dilution de sol, contenant un milicu faiblement gélosé ;
on ulilise KNO; ou KNO, (3 g/l) comme substrat respiratoire.

Deux milieux ont ét¢ employés :

1) un milieu de base A : Na,HPO,.12 H,0, 3,58 g ; KH,PO,, 0,98 g; MgS0,.7 H,0,
0,03 g ; IFeSO,, 6 mg ; CaCl,, 20 mg ; NH,Ll, 0,5 g ; extrait de levure (Difco), 1 g ;
succinate de sodiwmn, 10 g ; agar (Diico), 2 g ; eau déminéralisée, 1 000 ml ; pH ajusté
a7,0;

2) un milien complexe I [4] : « Biotrypcase » (Biomérieux), 20 g ; extrait de levure
(Biomérieux), 5g; I'eCl,.6 11,0, 7 mg ; MnCl,.4 11,0, 15 mg ; MgS80,.7 H,0, 15 ng;
sacclharose, 5 g ; agar (Difco), 2 g ; eau démjnéralisce, 1 000 ml; pH ajusté a 7,0 avec
KOH. :

Apres ensemencement, on recouvre le milieu contenu dans des tubes a essais
de 12 x 120 mm par un bouchon de 2 ml d’agar a 5 %,.

Deux groupes de bactéries dénitrifiantes ont ainsi éte dénombrées : celles qui
croissent & 300 sur les deux milieux et celles gqui croissent 4 600 sur milieu complexe B,
Dans le premier cas, I'incubation dure 15 jours ¢t dans le second cas, 48 h. On
compte comme positifs les tubes ol sont apparues des bulles de gaz [12].
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Parallelement, c’est-a-dire a I'aide de dilutions plus poussées provenant d’une
méme suspension de sol, des numérations des bactéries qui réduisent NO; en
NO, ont été eflectuées sur milicu non gélosé et additionné de nitrate (5 g/l), dans
des tubes a essais de 12 X 120 mm munis de bouchons « Vacutainer » (Becton
Dickinson, Grenoble) et mis en incubation sous vide, en milieu de base A pour les
bactéries mésophiles et en milieu complexe B pour les bactéries thermophiles.
Les tubes sont comptés comme positifs s’1t v a apparition d’une coloration rose apreés
addition du réactif de Griess en fin d’incubation (présence de nitrite).

Isolement de souches pures.

Des bactéries dénitrifiantes mésophiles Lolérant 5 g/i de nitrite ont été isolées,
soit en milieu de base A non g¢losé, soit en milicu complexe B, a partir de sol scc
ou fraichement prélevé en sol nu ou dans la rhizosphére du riz. Des bactéries déni-
trifiantes thermophiles ont été isolées en milicu complexe B non gélosé, a partir
de sols secs, en présence de nitrate ou de nitrite (5 g/l).

Dans tous les cas, les incubations ont ét¢ elfectuées sous vide, en ballons de
250 ml contenant 50 ml de milieu. Les ¢talements ont été réalisés sur gélose nutri-
tive (Difco) en boites de Petri, et les souches conservées a 4° en tube incliné, sur
gélose nutritive renforcée par ’addition de 10 g/l d’agat dans le cas des bactéries
thermophiles.

Etude de la croissance.

La croissance de quelques-unes des souches isolées a ét¢ étudiée en anaérobinse
(atmosphére de N,) en milicu complexe B contenant des concentrations de nilrite
comprises entre 0,05 et 0.6 °;, & 37 ou 609, a I'aide d’un biopholomctre enregis-
treur. « Biolog 11 » (de Bonnet-Maury et Jouan, Jouan-Quétin, Paris).

Mestire de Uaclivité deénilrifiante.

IEn vue de la mesure de I'activité dénitrifiante des cellules lavées, les souches
mesophiles choisies sonl cullivées pendant 24 h 4 309 en anacérobiose, en milieu

complexe 13 contenant 5 g/l de KNO, ou XNO,. La culture est ensuite centrifugée -

(20 min, 16 000 g¢) et les cellules sont lavées deux fois avec une solution de NaCl a
2 940 puis recueillies dans 10 1nl de tampon phosphate 0,33 M, pH 7,0. Pour mesurer
Iactivité dénitrifiante, on ulilise 1 ml de suspension baclérienne dans des flacons
sérum de 125 ml contenant 25 ml de tampon et 50 mg de succinate de sodium. Les
flacons sont mis sous vide pendant 5 min puis gazés a I’hélium N45 (Sté I'Air
Liquide) ; 'opération est répétée trois fois. On introduit ensuite, & I’aide de serin-
gues en plastique, 2 ml de krypton N35 qui sert d’étalon interne et I'un des quatre
accepteurs d’électrons suivants : XNO,, 30 mg ; KNO,, 50 mg ; NO, 10 ml ; ou
N.0O, 10 ml. Puis on place les flacons dans un bain-marie agité¢, a la température
de 300, Des analyses de I'atmospheére des {lacons sont effectuées toutes les 30 min
a I'aide d’un chromatographe a conductibilité thermique « Varian Aerograph 90 P4 »
suivant les conditions décrites par ailleurs [5, 6].

Les résultats (deux répétitions) sont rapportés au mg d’azote total déterminé
par nicro-Kjeldahl. :

La croissance de la souche thermophile choisie aprés isolement sur nitrite a -

5 %, est obtenue en miliev complexe B conlenant 5 g/l de KNO; ou KNO,. Elle
se produit 4 550 en 21 h environ si l'on procéde de la menicre suivante : on euse-
mence un ballon de 250 ml contenant 100 1nl de milieu 4 partir d’une geélose inclinée
(gélose nutritive, 23 g ; agar. 10 g ; eau déminéralisée, 1 000 ml) dgées de 8 h environ.
Apres'8 h d’incubation anaérobie sous N,, on enseinence un ballon de 2 1 contenant
1,4 1 de milieu ; cet ensemencement est realisé automatiquement au cours de la
nuit a 'aide d’un dispositif tres simple : 1a sonneric & un réveil déclenche mécanique-
ment 'ouverturc du tuyau de jonction entre les deux ballons. Aprés 5 I, on récolte
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les cellules par centrifugation (140, 20 min, 4 000 ¢) puis on les lave deux fois dans
les mémes conditions avec une solution saline |4] ; on les recueille enfin dans 10 ml
de tampon phosphate 0,066 M, pH 7,4 [4] ; 1a solution de lavage et le tampon sont
maintenus a 55° avant usage. Lors de la mesure de I'activité dénitrifiante, on rem-
place le tampon phosphate ¢t le succinate par le milieu complexe 13 sans accepteur
d’électrons, contenant 100 pg/ml de chloramphénicol et on eflectue 'incubation
des {lacons & 600,

RESULTATS

1. — Numérations

La densité des bactéries dénilrifiantes -mésophiles évaluée en milieu
de base A dans 9 sols de riziére conservés a 1’état sec, mountre une nette
prédominance des bactéries dénombrées sur nitrite (D,) par rapport a celles
dénombrées sur nitrate (D,) ; en cffet, le rapport D,/D, est dans tous les
cas nettement supéricur & 1 (tableau I). I.e nombre de bactéries mésophiles
nitrato-réductrices produisant du nitrite (D;) est trés élevé par rapport
aD,

TaBLEAU 1. — Densité des bactéries mésophiles
(nombre par g de sol sec) dans des sols de riziére conservés a l'état sec,
évaluée en milieu de base A.

‘ 1a DD, DD,

Origine des sols Dy { D, (millions)

“Bambalo . 3 400 50 000 320 ; 14,7 94 118
Boundoum ! 10 000 22 000 5 2,2 500 ’
Bounkilinn 1 600 14 000 7 8,7 ‘ 1375
Diango 2200 12 000 34 54 1 1515
Djibelor I 1 400 4000 30 | 2,8 | 21428 :i
. M’Bang i 800 7 000 5 E 8,7 } 6 250 x‘
‘ Oussouye l 2 800 180 000 90 ! 64,3 1 32 143 *
Sébikolane l 800 | 8 000 10 . 10 | 12500
’ Tanafl T 1a0 | 26000 120 | 2,7 100000
i ! | f i
I ;
‘: D, = Dacléries dénombrées sur nitrale el produisan! du gaz. |w
o 2 bactéries dénombrées sur nitrile a 5%, el produisant du gaz. "

,..
el
N

bactéries nitralo-réductrices produisant du nilrite,

I.a densité des bactéries dénitrifiantes mésophiles dans le sol nu (8S)
ct la rhizosphere du riz (R), évaluée en milicu de base A dans 12 sols de
riziecre fraichement prélevés et conservés humides, montre, par contre,
une prédeminance des bactéries dénombrées sur nitrate (D,) par rapport
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a celles dénombrées sur nitrite (D) ; en eflet, le rapport D,/D, cst le plus
souvent inférieur 'd 1 ou voisin de 1 (1ableau II). Le nombre de bactéries
mésophiles nitrato-réductrices produisant du nitrite (D) est, dans ce cas,
toujours plus élevé que celui des bactéries dénitrifiantes dénombrées sur
nitrate (D,), mais le rapport Ds/D, est plus faible, en général, que celui
obtenu pour les sols conscrvés a 'élat sce. Le rapport des deusilés de bac-

TasLEat il. — Densité des bactéries mésophiles (nombre par g de sol sec) dans
le sol nu (8) et la rhizosphére du riz (R) & partir d’échantillons frais de sols de
riziere de la vallée du fleuve Sénégal, évaluée en milieu de base A.

L D , , |
: Origine des sols } D, D, (milliaons) DD, Dy/D, ”
i ! 1
; } | {l
Boundoum | § 79 500 4 500 102 0,08 1283 ‘[
Nord i | ! !
IR | 405000 24 000 1,012 006 | 25 |
. Richard-Toll | S | 1062000 106 000 6,195 0,10 | 58 |
Canal D-1 | | [ i ! i}
i R \1 47 000 47000 | 339,6 1,00 | 7225 !
| | !
IS | 359000 18 000 202 0,05 562
Savoigne 1 i ‘ -
R ! 986000 | 47 900 507 5 0,05 - 514
Richard-Toll * § 68 500 13 700 2,74 | 0,20 40
Canal D-2 : ! i
R 22 000 73500 | 5 : 3,34 - 227
.S 200900 , 30900 | 0434 . o1 ¢ 1,5
Savoigne 2 : : .
) RO 174800 | 116500 68 ;, 0,67 389
Boundoum ; § | 106000 . 14000 1364 | 013 ' 1287 |
barrage | 1 : : .
R 522000 | 131000 89,5 ;- 0,25 171,51,
| ] i
S 1224500 | 184000 9,2 ! 0,15 7.5
Balky ' : . |
' _ R 69 000 ! 7 000 0,495 0,10 7,2
. s | 2195000 | 70700 73,2 | 008 | 333
| Kassack Sud , :
i ' R | 2222000 | 5000000 500 2,25 | 225
" : . |
i S 103 450 163 800 51,7 1,58 | 500 0
11 Grande digue | 1!
R 51 700 86 200 155,2 1,67 | 3002 v
. |
| , IS 11 480 147 6OG 8,2 12,86 | 714,3
' Ross-Béthio ! |
i VR 21 840 109 206 45,5 5,00 i 2083 :
I 300 400 200200 | 31,85 0,65 | 103
: Dagana | ; .
: i R \ 22120 189 600 55,3 \ 857 | 2500
| i | ! '
i | S | 707 000 353 500 323,2 | 0,50 1 457 i
" I'anaye ! ‘ | :
’ R ¢ 220100 394 400 371.2 1 1,79 I 10684 !
i ! © | : i

1Dy, Dy et Dy cf. Iégende du tableau 1.

i
[ o — N - [ i
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téries dénombrées dans la rhizosphere ‘et le sol nu (IR/S) est variable suivant
les sols dans le cas des ensembles Dy et D, mais lc plus souvent supéricur
a 1 dans le cas de 'ensemble D, (tableau III).

Tasreav T1I. — Rapport des densités de bactéries mésophiles
dénombrées dans la rhizosphére du riz et le sol nu (R/S).

. ‘ ST =
“ Origine des sols | D, D, i D,
n i
i Boundoum Nord 5,0 5,3 0,01
; : Richard-Toll .
i Canal D1 0,04 : 0,4 54,8
!\I Savoigne 1 2,7 2,7 2.5 L
' Richard-Toll ;
Canal D-2 0,3 5.4 ! 1,8
Savoigne 2 0,6 3,8 i 14%,6
. Boundoum barrage 4,9 9,6 1.9
; Balky ! 0.1 4 0,04 | 0,2
' Kassack Sud ! 1,0 3 29,3 , 6.8
Grande digue .— 0.6 ' 0,5 3.0
Ross-Béthio 1.0 ! 0,7 L
Dagana 1’“ 0,07 ‘ 0,9 ) 1 .;T_A
| Fanayve ‘ 0,3 ‘ 1,1 . ‘ 1.1

D,. D, et D, ef. 1égende du tableau 1.

Comparons les densités des bactéries dénitrifianles mésophiles dénom-
brées en milicu de hase A ct en milieu complexe 13 dans des sols ¢onservés
a I'état sec. On observe une augmentation des valeurs des ensenibles D, et
D,, le premier de ceux-ci augmentant moins que le second (tableau IV).
Des observations similaires ont ¢té faites avee des sols fraichement pré-
levés (tableau IV).

‘La densité des hactéries dénitrifiantes thermophiles évaluée en milieu
complexe B dans 18 sols de riziere conservés a 1'état see, montre une tres
netie prédominance des bactéries dénombrées sur nitrite (DT,) par rapport
& celles dénombrées sur nitrate ('L} ; en effet, le rapport D1, /DT, n'est
qu'une scule fois inférieur a 1 et atteint une valeur maximale de
1.120 (tableau V). Le nombre de bactéries thermophiles nitrato-réduetrices
produisant du nitrite (DT,) est presque toujours supéricur & celui des
hactéries dénitrifiantes dénombrées sur nitrate (D7T,), mais le rapport
DT,/DT, est neltement plus faible que celui obtenu avec les bacléries
mésophiles dénombrées sur sol sec. '
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TasLEar 1V. — Comparaison, dans des sols de riziére conservés i 1'état sec ou

fraichement prélevés, des densités de bactéries dénitrifiantes mésophiles (nombre
par g de sol sec) obtenues en milieu de base A et milieu complexe B.

i Milieu de base A Milieu complexe B ' B/A
* Nature et origine I b
‘ des sols i | I i i i
Di | Da |DyDy D, Dy [DyDy Dy Dy
— | —
"y Goudomp 3400 | 2 600 ‘ 0,76 30 000 500 000 1 16,70 | 8,8 £ 192,3 .
g | e — i ; - ol
L2 Bounkilinn 9 000 \ 6000 | 0,66 | 350000 | 240000 | 0,68 | 38,81 40,0,
} Kalaban 4000 | 2200 0,55 | 170000 | 500 000 | 2,901 42,5, 227,3 |
Richard | S | 1062000 | 106 200\ 0,00 | 323800 | 152400 | 047 | 031 141
& ~Toll |— o — - 3 1 |
£ CamalD-1: R 47 000 ! 47 000 | 1,00 | 2058 000 | 882 300 } 0,42 | 438,0 187,7 |
=3 s | 350000 | 18000 } 0.05 | 218400 | 2069000 | 9,47 | 0,5 1114,9 |
Y Savoigne 1?——‘ E i - ! : : ‘
. iR | 986000 | 47900 0,05 | 2528700 | 1609200 | 0.63 ; 25 33,64
:_ i | | i i o
; D, et D, : cf. 1égende dn tableau 1. 2
8= sol nn, i
' R = rhizosphére du riz.
L e ——
II. — Isolement de souches pures dénilrifiantes nilrito-tolérantes

Nous avons isol¢ 44 souches pures dénitrifiantes mésophiles en présence
de nitrite 4 5 %44, & partir de sols de riziere du Sénégal conservés 4 1'état
see ou fraichement prélevés, en milieux simple ou complexe : 73 9, de ces
souches sont sporulées ; 37 %, font fermenter le glucose en milieu minéral
additionné de 5 g/l du sucre et de 1 g/l d’extrait de levure, en ampoules
scellées sous vide ; 15 9%, seulement présentent une croissance vigourcuse ;
et 11 9, des souches crojssent a 559.

Seules deux souches sont « nitrito-dépendantes », c’est-d-dire qu’eclles
ne croissent pas en anaérobiose en présence de nitrate ; 48 %5 des souches
croissent bien en présence de nitrite 4 5 %, ; les autres souches tolérent
sculement 3 g/l de nitrite ; 23 9, des souches croissent en anacérobiose en
présence de NO (10 9, de la phase gazeuse) comme substrat respiratoire.
Enfin, 11 9} des souches ne croissent pas aux dépens de N,0.

Nous avons isolé 17 souches dénitrifiantes thermophiles dans des sols
de rizicre du Sénégal conservés i I'état sec, en milicu complexe B conte-
nant du nitrate ; 28 souches dénitrifiantes thermophiles ont éié isolées 4
partir des mémes sols en milieu complexe B conlenant 5 95, de KNO,.
Des analyses effectuées au chromatographe apres 24 et 48 h de croissance
anacrobie ¢n milien liguide complexe, en flacons sérum de 125 ml, sur
nitrate ou nitrite a4 5 %,, niontrent que toutes les souches isolées sur
nitrite sont capables de réduire le nitrate en N,0O et N, mais cela beaucoup
moins vigonrcusement que le fait le nitrite. Réciproquement, toutes les
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TapLEar V. — Densité des bactéries thermophiles
(nombre par g de sol sec) dénombrées en milieu complexe B
dans des sols de riziére conservés a 1'état sec.

I_ Origine des sols ) DT, DT, % DT, DT,/DT, l DT./DT, ,
— S - ,
Bambalo ‘ 1600 180 000 14 000 5 1125 8.7

 Bema 350 -1 12000 | 3400 [ 313 9.7
- Boundoum Nord 1‘ 25 3 500 14 000 140,0 5(36?(;_“-
T Downkilion | 2200 5 000 240 000 2,3 Tw] 09,0
Diango \' 130 800 | .12000 62 | 023
Diibelor f 7000 10 006 120000 | 1,4 j: 171
Kamobeul ] 110 2200 \ 800 20,0 7.3 |
Kassack | 400 400 40000 | 1.0 | 1000 o
Loudia 50 280 4000 56 80.0
\WBang | 250 36000 1200 M0 T
Niaguisse 20 7000 120 000 03 "5‘..%_—':
Oussouye T 5000 | 70000 : 22 000 140 4.
Richard-Toll l | ' ‘
CSS$ ‘ 60 5000 | 18000 83,4 300,0
Richard-Toll o | -
Canai D | 170 2800 | 1 000 16,5 5.9
Rindiao j 25 | 28000 i 400 a 1120,0 16.0
Sebikotane f 17000 | 180000 | 40000 | 10,6 23
© Tamaf " 7000 | 320000 1200 15,7 0,2
N 3 | 10000 : 1000 | 2857 28,6
i
T, bactéries dénombrées sur nitrate et produisant du gaz, ;

DT, = bactéries dénombrées sur nitrite 4 5%, et produisant du gaz.
DT; = bactéries nitralo-réducirices produisant du nitrile.

souches isolées sur nitrate sont capables de croitre en anaérobiose sur nitrite
3 Yoo-
Toutes ces souches pures sont actuellement en cours d’étude en vue de
leur identification.

I1I. — Etude de la croissance

Les souches étudiées ont été choisics en lonction de leur comportement
d1'égard du nitrite. Les résultats sont représentés sur la figure 1. La souche
nitrito-faiblement tolérante, sporulée, ne présentc pas de croissance e¢n
48 h au-dela de 3 9%, de nitrite, mais elle pousse bien sur nitrate. La souche
nitrito-foriement tolérante, sporulée, croit sur nitrite a 6 9%,, mais sa
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Enregistreur

Echelle

Heures

Fic. 1 — Elude au biopholoméire de la croissance des souches caraclérisliques,
en anadrobiose, sur KNQO, ot K NO, comme subs{ral respiraloire.
1) Bactérie faiblement nilrito-ltolérante ; 2) hactérie fortement nitrito-tolérante ; 3) baclérie
« nitrito-dépendante » 5 4) B. azoloformans ; 7) bhactérie thermephile.

Concentrations : =05g/1:— — = 1,0¢g/]
----- = 2,0/« « . = 3,0g/]

———— = 50 g/l == = G0 g/
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croissance sur nitrate est moins rapide. La souché « nitrito-dépendante »,
non sporulée, tolére bien le nitrite mais ne présente qu'une croissance tres
faible sur nitrate. La souche de Bacillus azoloformans [11] n’a poussé qu’en
présence de 0,5 g/l de nitrite. Enfin, la souche thermophile sporulée, isolée
sur nitrite, croit bicn en présence de nitrite a 6 %,.

IV. — Mesure de Uactivité dénilrifiante

Le tableau VI rend compte des activités nitrate-, nitrite-, oxyde nilrique-
et oxyde nitreux-réductases maximales des cellules lavées de bacteries
mésophiles, apres culture anaérobic sur nitrate ou nitrite a 5 9g0. IRap-
portées au mg d’azote, ces aclivités sont en général plus élevées pour les
cellules issues d’'une culture sur nitrite dans le cds des bactéries nitrito-
tolérantes. L’activité oxvde nitreuxiréductase de la bactéric fortement
nitrito-tolérante est élevée, ct il n’y a accumulation de N,O avec aucun des
substrats respiratoires. Par contre, 'oxyde nitreux s’accumule sur nitrate,
nitrite et oxyde nitrique pour les cellules de la bactérie faiblement nitrito-
tolérante ayant poussé sur nitrate, et uniquement sur NO pour celles pro-
venant d’une culture sur nitrite. Les cellules de la bactérie fortement
nitrito-tolérante sont nettement plus actives que celles de la hactérie
faiblement nitrito-tolérante. L’activité maximale a été obtenue sur N,O
dans les deux cas.

Les cellules de B.' azoloformans ont accumulé N,O sur nitrvite. Enfin,
les cellules de la bactérie « nitrito-dépendante » n’ont pas réduit le nitrate
ct ont accnmulé N,O sculement sur NO.

Les activités dénitrifiantes maximales de la bactérie thermophile figurent
dans le tableau VII. L’actlivité des cellules issues d’'une cullure sur nitrite
est nettement supéricure a celle des cellules issues d’une culture sur nitrate ;
ces dernieres accumulent N,O sur NOj et NO, tandis que 'oxyvde nilreux
produit par les premiéres sur NO; est ensuite rapidement réduit en N,
L'activité maximale a été obtenue sur N,O pour les deux cultures.

DISCUSSION

Notre étude montre qu’il existe dans les sols de riziére du Sénégal des
bactéries dénitrifiantes qui tolérent des concentrations de nitrite tres
¢levées. Dans leur majorité, ces bactéries sont sporulées el apparliennent
au genre Bacillus. Elles représentent une fraction importante de la micro-
flore dénitrifiante totale. On notera que les ensembles D, et 1D, ne sonl pas
exclusifs puisque la plupart des organismes nitrato- et nitrito-réducteurs
ainsi que les organismes nitrito-tolérants sont inclus dans les deux. Inverse-
ment, un organisme peut étre exclu de D, aussi bien par sa scusibilité au
nitrite que par son incapacité de les réduire. De méme, un organisme peut
étre exclu de D, par son inaptitude i réduire le nitrate ou par son inaptitude
& réduire le nitrite. I’emploi d’un milicu complexe riche permet la crois-
sance d’un nombre beaucoup plus élevé de bactéries nitrito-tolérantes.
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TasrLeav V1D -— Activité dénitrifiante maximale (11 de gaz accumulé/mg N/h)

des cellules lavées de bactéries mésophiles, mesurée 4 37° par chromatographie
en phase gazeuse.

Culture

Gaz accumulds

Souche anacrobie (‘i\,(,‘lcf'!’l'cur, :
; sur clectrons :
i NO } N,0 N:
; ! | i
i ! | |
——— = ) | | -
- | !
| NO; 0 0 : 74 I
a‘ | |
| Ly - : | . i
i nitrate NO, 0 ‘ 0 : 159 "
- 1 ,
! NO — 0 | 48
Bactérie I
ortement N,0 — — | 352
nitrito- . : i ‘
tolérante ! No, ! 0 0 | 53 :
[ nilrite ! NO, 0 0 415
3 . No \ — 0 D153
‘ i i
N,O — — 770
|
'= LoNoy 0 25 31
; " !
‘ : VO s
; nitrate : NO, ,‘ 0 49 0
f | NO [ — 35 : 22
H : | e
Baclérie ‘ : i — ; — (
faiblement | r N0 i 40
nitrito- ! L 1 -
tolérante 1 NO, 0 i 0 78
nitrite NO, 0 _: 0 : 73
NO — ‘* 157 1 19
. o -~
N,0 — g’ - : 191
! :
NOy 0 i 0 | 0
Bactérie -
« nitrito- nitrite NO, 0 0 ‘ 76 !
. d¢épendante » NO — P ‘ P :
N0 - - 34 I
NO; 0 180 | 305
i II;?I.‘”Na-otu/or ‘ nitrate NO, 0 356 ; 280
! NO — 0 | 101
] | _,
: N0 - — K 397
1 .
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Tableau VII. — Activité dénitrifiante maximale
des cellules thermophiles lavées,
mesurée A 600 par chromatographie en phase gazeuse.

1l de gaz accumulé/mg N/h

Culture Accepteur
anaérobie sur d’électrons

NO N,0 » N,

NO, 0 0 89

 nitrate NO, 78 17 116

NO —_ 46 46

; N;O ) — — 767

' NO; 0 409 1135

nitrite NO, 0 0 2275

NO — 0 600

N0 — — 5070 |

Cette population de bactéries nitrito-tolérantes est trés diversifiée
puisqu’on v rencontre des germes incapables de réduire NO;, des germes
oxvde nitrique-tolérants qui croissent en présence de NO et des germes
oxyde nitreux-déficients incapables de croitre en présence de N,O. La tolé-
rance envers le nitrite varie suivant les souches, et I'on peut distinguer des
bactéries nitrito-fortement tolérantes qui croissent rapidement en présence
de 5 g/l de KNO, et des bactéries faiblement nitrito-tolérantes dont la
croissance est faible ou nulle au-delé de 3 g/l.

Les bactéries dénitrifiantes thermophiles sont relativement nombreuses
dans certains sols de riziére. La numération en présence de nitrite donne
des valeurs plus élevées que la numération en présence de nitrate. Toutes les
souches croissent en présence de nitrite & concentration élevée. Ces bactéries
thermophiles sont toutes sporulées et appartiennent au genre Bacillus ;
leur étude détaillée est en cours, mais le groupe apparait déja trés hétéro-
géne. Il semble en étre de méme pour les bactéries mésophiles sporulées.
Enfin, parmi les bactéries non sporulées, moins nombreuses, figurent sans
doute des espéces appartenant au genre Pseudomonas.

Ces bactéries nitrito-tolérantes qui se trouvent en grand nombre dans
les sols de riziére, doivent jouer un role dans le processus de la dénitrifica-
tion. Il est rare de déceler des nitrites dans ces sols dans lesquels, pourtant,
le nombre de bactéries nitrato-réductrices produisant NO; est extréme-
ment élevé. Ces bactéries pourraient jouer un role effectif dans la réduction
dissimilatrice du nitrate, les bactéries nitrito-tolérantes prenant le relais
pour réduire le nitrite en gaz, au fur et & mesure de sa formation.
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RESUME

Des numérations de hactéries dénitrifiantes mésophiles et thermophiles
ont été eflectuées dans des sols de riziere du Sénégal a I’aide de nitrate ou
de nitrite & concentration élevée (5 g/l) comme substrat respiratoire. Elles
ont révélé I'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) des bactéries fortement nitrito-
tolérantes, qui présentent une croissance rapide en présence de 5 g/l de

KNO,; ; ¢) des bactéries faiblement nitrito-tolérantes dont la croissance

est faible ou nulle au-del4 de 3 g/1 de KNO, ; d) des bactéries NO-tolérantes,
utilisant pour leur croissance 1'oxvde nitrique comme substrat respira-
toire ; e) des bactéries N,0-déficientes, incapables de croitre en présence
de N,O.

2) On observe, de plus, une population de bactéries dénitrifiantes ther-
mophiles sporulées, nombreuses dans certains sols, et qui tolerent plus ou
moins bien le nitrite. '

Des mesures de I’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 hétérogene,
mais elle comprend principalement des espéces sporulées appartenant au
genre Bacillus.

Mots-cLEs : Dénitrification, Sol, Nitrite ; Mésophilie, Thermophilie,
Bacillus ; Riziére, Sénégal.
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2 - Etude systématique de souches pures isolées
a - Bactéries hésophiles

Quinze souches pures choisies parmi une quarantaine d'isole-
ments ont été étudides 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 KNO sans

2'
pasteurisation préalable (article 14).

Ces bactéries se présentent sous la forme de bdtonnets, & gram
variable, immobiles ou faiblement 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 NOS et NOE , donnent une réac-
tion positive au test & l'oxydase, ont un cytochrome ¢ , la catalases,
1'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 possdde cependant 1'enzyme A. Aucune’
d'elles ne croit & 45° et n'utilise le tétrathionate ou le fumarate
comme accepteur d'électrons. Cependant ce groupe comporte de nom-.
breux caractdres variables. La tolérance & 1'égard du nitrite peut
atteindre 35 g par 1 de KNOZ.
moins vigoureusement le glucose. Trois souches sont incapables de

Neuf souches font fermenter plus ou

croitre, en anaérobiose, en présence de N20. Huit souches croissent

sous une atmosphére contenant 10 % de NO et 90 % de N Trois sou~

2'
ches produisent un pigment brun sur tyrosine et aucune ne produit

du poly-B-hydroxybutyrate.

La moyenne du G+C % de leur ADN est de 40,5 ¥ 0,9 . Ces bacté-

ries différent nettement de B.azotoformans (15) et de B.brevis.

Comme nous l'avons vu précédemment (article 14), ces organis-
mes présentent une cctivité dénitrifiante plus élevée lorsqu'ils”
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Fig.1 - Recherche de la nitrate-réductase dans un extrait provenant
d'une culture anaérobie avec nitrate de la souche OnG1 suivant

la méthode de Pichinoty et Piéchaud (1968). 1- No; ; 2= Cl0

3- No; + 0105 ; 4- No; + CIOS incubé 30 min avec l'extrait;

5= ClO; + azoture .
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proviennent d'une culture anaérobie avec nitrite (5 g/1) que lors- .
qu'ils:proviennent d'une culture anoérobie avec nitrate. La crois-
sance én_présence‘de nitrate, rapportée au mg d'azote (dosé par mi-
cro-Kjeldhdl) par ml est cependant généralement plus importante

qu'en présence de nitrite (tableaux I et II).

En utilisant 1'acétyléne pour inhiber la réduction de N,O en

N2, nous avons pu montrer avec une suspension cellulaire provenahtk
d'une culture anaérobie en présence de nitrate pour 1'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 N
(fig.2).

2

b - Bactéries thermophiles

Comme nous 1'avons vu précédemment (article 14), 45 souches
dénitrifiaontes thermophiles ont été isoldes dans des sols de rizid-
re du Sénégal conservés & 1'état sec, en milieu complexe contenant
du nitrate ou du nitrite (5 g/l). Des analyses effectudes au chro-
matographe aprés 24 et 48 h de croissance anaérobie en milieu liqui-
de complexe, en présence de nitrate ou nitrite & 5 p.mille, montrent
que toutes les souches isolées sur nitrite sont capables de réduire |

NO- en N,O et N, mais beaucoup moins vigoureusement que NO_ . Réci-

3 2 2 °
proquement. toutes les souches isolées sur nitrate sont capables de
croitre en anaérobiose sur nitrite & 5 p.mille.

Une série de tests biochimiques appliqués 8 l'ensemble des sou-
ches a permis d'aboutir & des résultats qui ne concordent pas avec

la classification de l'espéce B.stearothermophilus de Wolf et Bar-

ker (1968). En effet, ces auteurs ont scindé l'espéce en trois grou-'

by

pes : les bactéries du groupe 1 croissent sur NoCl & 3 %; les bace

téries du groupe 2 réduisent le nitrate et le nitrite en gaz (B.ther

-modenitrificans); les bactéries du groupe 3 produisent de 1l'acide
en anaérobiose & partir du lactose. Or, parmi nos 45 souches qui.

devraient appartenir au groupe 2 des dénitrifiantes, 31 sont capa-
‘bles de croitre sur NaCl & 3 % et 5 produisent de l'acide en anaé-
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Tableau I « Dénitrification des composés oxygénés minéraux de l'azote
par les suspensions cellulaires des souches nitrito-tolérantes.
Les activités sont exprimées en M1l de gaz produit par mg d'azote

et par heure.

cu;turé croissance gaz substrat respiratoire
uche anaérobie
avec mg N/ml produit NO™ NO™ NO N_O
3 2 2
NOJ 6,75 N0 © © o
N, 74 159 48 352
nG1
NOj 4,44 Np© © © ©
N, 55 445 153 770
NOg 3,40 N0 © © O |
N, 194 181 232 1493
n62 ' . ‘
NOj - 7,80 N,O o o o
N, 676 772 223 1952
NOG 4,43 N2© © © ° 1
N, 146 291 174 2287
AnG
NO, 3,95 N,O 242 251 o
N, 342 519 445 2626
NO; 3,81 N,C o) o) o)
N, 158 328 109 792
lnS1 ; ,
No'z' 3,49 N,O o) o) o) )
N, 279 282 173 1404
No; 4,20 N,O o o o
N, 73 408 174 604
sLSn * T
N, 528 1041 205 2416

i g AL AN e it £ Fhi e e 2Enen e



Tableau II - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de 1°'
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azote par les suspensions cellulaires des souches nitrito-tolé-

rantes . Les activités sont exprimées en Ml de gaz produit par

mg d'azote et par heure.

i

culture

croissance gaz substrat respiratoire
Souche | 9naerobie mg N/ml produit - -
avec NO3 NO2 NO qu
NO; 8,35 N20 25 49 35
N, 34 o 22 40
MBnG - .
NO; 5,04 NZO O O 157
N2 78 73 19 191
NO; 11'50 N20 717 505 22
N2 537 603 198 196
XnA '
NOj 2,43 NyO S 184 o :
N2 606 1018 646 2188
NO; 11,00 NZO 164 226 - 20 ‘
N2 605 389 130 89.
RTnA
NO; 5,37 NZO 213 249 O
N2 226 783 213 1788
NOJ 5,00 N,0 © o o
N2 70 92 144 1198
3BRN .
NO; 4,64 Ny0 0 © °
N2 493 1030 230 2351
NOJ 6,23 N0 © © o
N, 74 61 135 1226
JOnA : :
NO; 7,67 N,0 S © -0
N2 311 490 160 1482
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zeux pendant la dénitrification des composés oxygénés minéraux
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chromatographie en phase gazeuse (c.f.article 14).
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Influence de l‘acétyldne sur l'accumulation des composés ga-
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robiose & partir du lactose.

D'autre part, selon De Barjac et Bonnefoil (1972), B.stedrother-

mophilus ne pousserait pas sur gélose a pH 6 et serait incapable de
produire de 1'acétyl méthyl carbinol. Or absolument toutes nos sou-
ches ont poussé sur gélose nutritive a pH 6; d'autre part, 4 souches
ont produit de 1'A.M.C. Toutes les souches sont indole-négatives et
donnent une réaction positive au test & l'oxydase. Ceci nous con=-
duit & proposer une classification provisoire (tableau III) en at-
tendant les résultats d'une dnalyse plus compléte effectude actuel-

lement por De Barjac & 1l'Institut Pasteur de Paris.

D - ETUDE DE LA DENITRIFICATION CHEZ DIVERS ORGANISMES

N

L'aptitude & dénitrifier est un caractére multienzymatique
qui a Une signification taxonomique importante et que présentent
seulement une vingtaine d'espéces anaérobies facultatives connues,
pour la plupart non sporulées et a gram négatif. Les bactéries dé-
nitrifiaontes chimio-organotrophes appartiennent principalement aux

genres Pseudomonas, Alccligenes, 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 KNO Durant ces trois derniéres ane~

3.
nées nous avons réalisé, avec Pichinoty, de nombreuses cultures d'

enrichissement en présence de N_O. L'emploi de 1l'oxyde nitreux & la

2
place du nitrate présente divers avantages. Ce gaz existe & 1'état
pur dans le commerce; il est totalement dépourvu de toxicité et trés
soluble dans l'eau. On évite ainsi l'accumulation transitoire de
nitrite qui est toxique pour certains germes. Les bactéries dénitri-
fiontes dites nitrito-dépendantes sont dépourvues de nitrate-réduc-
tose et ne peuvent étre isolées en présence de nitrate. L'emploi de
N,O nous a ainsi permis d'isoler plusieurs espéces bactériennes

2
nouvelles ou mal connues. Mon travail a porté principalement sur 1°

a

étude de la dénitrification chez ces organismes.
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Tableau III - Classification des souches dénitrifiaontes thermophiles

isolées dans les sols de riziére du Sénégal.

Croissance sur NaCl 3 %
positive négative
Production anaérobie d'acide sur lactose
positive négative positive négative

A=, G- At , G- A=, G= As , G- A~ , G+ A+, G+ A=, 6 G= A+, G-
TnO1 TnRT2 " TMP TL TnO2 TnKE TS TT
™nS TBE TB1 TnB1 TRT TD1
TnR1 TCSS TK TnRT1 , TO TR
TnC532 T82 TnT1 TnD TnT2 X

TnKA1 Tan2 TnT3

TnMP TnR2 TnB-A1

TnBA2 TnBE1

Tnh1 T02

TnK2

TnB2

TnCSS1

TnL

A = hydrolyse de 1'amidon

= hydrolyse de la gélatine

= ©
'l

souche thermophile isolée sur nitrate

Tn = souche thermophile isolée sur nitrite
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1 - Bacillus

Les auteurs spécialisés admettaient jusqu'a présent la
participation importante d'organismes du genre Bacillus dans le pro-
cessus de dénitrification sans toutefois apporter de préciéion sur
leur identité. Nous avons pu démontrer effectiVement cette impor-
tance dans les sols de riziére du 5énégal en isolant toute une série
de nouvelles souches. Pichinoty, de son c3té, a pu isoler & partir
de différents échantillons de sols préalablement pasteurisés, de la
région provengale, 17 souches d'une nouvelle bactérie sporulée méso-

phile qu'il a dénommée B.azotoformans (15). L'organisme se présente

sous la forme de batonnets & gram négatif, mobiles, & spore ellipti-
que et déformante; il exige de nombreux facteurs de croissance, ne
fait pas fermenter le glucose et ne croit, en anaérobiose, gu'en

- . 2- . s
3 NO2 . N20. 5406 ou fumarate., Le nitrate, le ni-
trite et l'oxyde nitreux sont réduits en N2 (tableau IV). La teneur

présence de NO

en guanine + cytosine de 1'ADN est proche de 39 %.

B.licheniformis est l'une des bactéries dénitrifiantes les plus
cncienhement connues. Elle est gram-positive et présente des spores
ovales non déformantes. Nous avons réévalué avec Pichinoty, le pou-
voir dénitrificnt de cet organisme par l'emploi de techniques moder-
nes telles gue la chromatographie en phase gazeuse et la recherche
des enzymes dans les extraits. Au total 15 souches ont été examinées;
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 mémes conditions si 1l'on

3

remplace le nitrate par du nitrite ou par N,O. Les suspensions cel-

2
lulaires issues de cultures anaérobies contenant NO3 réduisent ra-

pidement NO en N20. mais ne réduisent pas (ou réduisent trés lente-
La production de N O et N, & partir de NO. ou NO.

2° 2 2 3 2
est nulle ou négligeable (tableau V). Les extraits de cellules in-

ment) N,O en N

duites . contiennent la nitrate-réductase A & un niveau élevé; mais
leur activité nitrite-rdéductase, mesurée en présence de tétraméthyl-
p~phényléne-diamine comme donneuse d'électrons, est nulle ou négli-

geable.

%
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Tableau IV - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de 1°
azote par les suspensions cellulaires de deux souches de

Bacillus azotoformans

Production Réduction
culture accepteur
anadrobie o Ml goz/h/mg N ul gaz/h/mg N
avec |d'électrons § »
»m NO NZO N2 NO N20
NO; Q 32 26
2 O 180 305 : 160
NO-Z- 6 61 O
2 O 356 280 365
No:f3
NO ‘95 56 209
2 faible 101 147
N20 5 7
2 397 397
NO; 1 O 63 48
2 O O 99
NO; 74 82 40
2 52 3.5 99
N20
NO | 81 59 289
2 faible 99 313
N20 1 732 737
2 1990 1995




Tableau V
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-~ Dénitrification du nitrate, du nitrite, de 1'oxyde

nitrique et de l'oxyde nitreux par les suspensions cellulaires

de 12 souches de Bacillus licheniformis cultivées

avec NO.

3

Les activités maximales sont exprimées

(22°, pression atmosphérique) produit ou consommé

(dosé par micro-Kjeldhal) et par heure.

Accepteur d'électrons

NO

(VYN

NO

NO

Vitesse de réduction ou de production du gaz

"

Souches

N,O

N,O

NO

N,O

N,O

2 2 2 2
produit| produit réduit | produit réduit

5272 11 8 218 108 4
53172 o 3,7 411 118 8
2 10 13 361 149 12
3 ¢ 1 147 46 6

4 O 1,2 83 25 9

5 15 18 371 148 7

6 O 1,4 76 29 6

7 O 1 45 6 18

8 2,7 4,5 132 62 O

9 0,6 2,5 122 44 3
10 O ) 192 40 32
11 O 4,7 324 105 o

en anaérobiose
en ul de gaz
par mg d'azote
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Apreés 8 jours d'incubation a 32° ou 40°, on observe fréguemment
un dégagement gazeux dans les tubes de bouillon contenant du glycé-
rol ou du glucose et NOS, munis d'une clochette renversée. Le gaz
produit est probablement de l'azote puisqu'il n'est pas absorbé par
KOH. Cette dénitrification avait déja été signalée par Verhoeven
en 1952, Son mécanisme demeure inccnnu. Une régction chimique de
type Van Slyke entre l'acide nitreux et les groupes -NH2 des acides
aminés paralt peu probable puisqu'elle exigerait un pH acide. Or,

au contraire, le milieu s'alcalinise au cours de la croissance.

2 - Pseudomonas

De nombreuses espéces de ce genre dénitrifient : P.gerugi-
nosa, P.fluorescens (biotypes B, C, D et F), P.pseudomallei, P.mal-

lei (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 e} coll.,, 1963),

P.nautica (Baumann et coll,, 1972).

a - Une étude de 14 souches de P.stutzeri isolées & par-
tir dé divers types de sols, a confirmé la variabilité remarquable
bien connue des bactéries appartenant & ce groupe (17). Toutes ces
souches oht la nitrate-réductase A et la nitrite-réductase respira-
toire. La dénitrification des composés oxygénés minéraux de l'azote
a été étudiée quantitativement avec des’suspensibns cellulaires non
proliférantes de deux souches. Les activités spécifiques figurent
dans le tableau VI, Les cellules issues de cultUrés anaérobies cone

tenant NO3 . réduisent NO3 ) NO2 et NO en NZO et N2 ; elles rédui=-

sent lentement NZO en N2. Les cellules issues de cultures anaérobies
sous N,O réduisent aussi NOS, NOE et NO en N,0 et N, mais elles ré-

duisent rapidement NZO en Nz. 11 semble donc que l'oxyde nitreux-—
réductase soit induite & un taux maximal seulement lorsque la crois-

sance :a lieu en présence de NZO'
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Tableou VI - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de 1'
azote par les suspensions cellulgoires de dz2ux souches de .

Pseudomonas stutzeri .

i

Production Réduction
culture ,
accepteur . pl gaz/n/mg N ul gaz/h/mg N-
anaérobie c
d'électrons | 3
o
avec 9 NO NZO N2 NO NZO
NO; 1 O 19 13
2 (0] 37,5 24,5
NO; 1 O 3,5 '
_ 2 0 37,5 8,5
NO3
NO 13 7 31
2 29 20 83
N,O 4 2
2 33 29
NO; 0 27 111
2 o 7 90
NO; 1 O 14 66
2 (o) 6 77
N20
NO 10,5 17 57
2 19 faible 32,5
NZO 443,5 422
‘ 2 _ 1107 1122
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b - Une bactérie apparentée & P.lemoignei a été isolée par

Pichinoty & partir d'un sol anoxique doans un milieu minimal conte-~
nant du succinate (18). Elle se présente sous la forme de petits
bdtonnets légérement incurvés, & gram négatif, non sporulés et im-
mobiles. Cependcﬁt des clones mobiles possédant un seul flagelle
poloire ont pu &tre isolés & partir du parent immobile. L'organisme
croitvseulement en présence de l'un des accepteurs d'électrons sui=-
vants : No;, NOE, N,O, S, 2- et O,. Il n'exige aucun facteur de
croissance, est chimio-~organotrophe et utilise seulement quelques
alcools et acides organiques comme source de carbone et d'énargie.
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 & P.lemoignei ; mais elle se différen-

cie de cette espece par plusieurs caracteres importants, dont le
pouvoir dénitrifiant et un G+C % nettement plus élevé. Il s'agit
probablement d'une espéce nouvelle. Malheureusement nous n'avons

jamais réussi a la réisoler.

¢ - Une bactérie dénitrifiante apparentée & P.pickettii

a été isolde du sol d'une riziere 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 bdtonnets a 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 NOB'

NO'2' ,
est chimio~organotrophe et peut utiliser dans les conditions aéro-

N20 ou 02. L'organisme n'exige aucun facteur de croissance,

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 N,O réduisent NO;, NOE et NO en N,O et N, (tublecu
VIII). L'ADN contient 64,3 % de G+C. L'organisme s'apparente @

P.pickettii mais s'en différencie par 16 caractéres distincts. Ce

dernier organisme n'a été isolé qu'a partir de spécimens cliniques.
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Tableau VII - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de 1°
azote par les suspensions cellulaires de la souche apparentée

d Pseudomonas lemoignei et provenant d'une culture anaérobie

en présence de N20.

Production Réduction
accepteur Hl gaz/h/mg N pl gaz/h/mg N
d'électrons -
NO NZO N2 NO NZO
NO3 (0] 0,1 0,1
No;_ o) 0,1 0,8
NO 0,04 Q,75 0,75
NZO 20 20
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Tableau VIII- Dénitrification des composés oxygénés minéraux de 1'azote
par les suspensions cellulaires de la souche apparentée &

Pseudomonas pitkettii

Production Réduction
culture accepteur
anadrobie | Ml gaz/h/mng_ ul gaz/h/mg N
d'électrons -
avec .
NO N20 N2 NO N20
No; o) 154 168
No; o) 144 135
NO3
NO 99 36 290
NZO 15 12
NO3 O | 21 41
Nog 17,5 81 204
N20 - .
NO 27 - faible 56
NZO 86 87
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3 - Alcaligenbs

Le genre Alcaligenes regroupe toutes les bactéries qui se

présentent sous la forme de petits bdtonnets, & gram négatif, non
sporulés, mobiles par les moyens de flagelles péritriches, qui n'
ont pas d'activité fermentaire et dont le G+C % de 1'ADN est compris
entre 58 et 70. Au mode de flagellation preés, 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 ¢ontenant
‘du L-malate de sodium (20). La nitrate-réductase A et la nitrite-

réductase respiratoire sont présentes. Les suspensions cellulaires

3
sans accumuler NO ; elles

provenant de cultures anaérobies en milieu complexe contenant NO
ou N20, réduisent NO3 et N02 en N20 et N2
produisent aussi N20 a partir de NO et réduisent quantitativement

N,O en N, (Tableau IX). La teneur en G+C de 1'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 1l'extrait de .le-
vure (21). Les cellules sont de petits bdtonnets, & gram négatif,
non sporulés et non mobiles. Les colonies prennent une coloration
jaune vif aprés exposition prolongée & la lumiére; cette coloration

est due & la production d'un pigment caroténoide. L'organisme ne

5

N20 ou O,. Il ne réduit pas le nitrate; il s'agit donc d'une bacté-

rie dénitrifiante nitrito~dépendante {tableau X). Elle n'exige au-

résente pas d'activité fermentaire et croit en présence de NO
p p

cun facteur de croissance, est chimio-organotrophe et utilise seule-
ment des hydrates de carbone comme source de carbone et d'énergie.
L'ADN contient 40,8 % de G+C. Bien qu'il présente les caractéres
physiblogiques d'une pseudombnade. 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 composés oxygénés minéraux de 1°'
azote par les suspensions cellulaires de la souche de

Alcaligenes denitrificans

Production Réduction
culture accepteur '
anaérobie Ml gaz/h/mg N Ml gaz/h/mg N
avec H'électrons
NO NZO N2 NO NZO
NO; o) 119 43
) . N02 O 118 9
NOj
NO 158 14 257
NZO 11 12
NO3 () 73 24
Nog o) 46 40
N,O ;
NO 88 4 86
‘ N,0O 14 14
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Tableau X - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de 1'
azote par les suspensions cellulaires de la souche appartenant

au genre Flavobacterium et provenant d'une culture anaérobie

en présence de NZO

Production Réduction
accepteur v
Hl gaz/h/mg N ul gaz/h/mg N
d'électrons \ ’
NO NZO N2 NO NZO
N03 O O . O
No; 1 faible 0,75
NO ’ faible 0,60 0,60
NZO 30 30
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5 - Agrobacterium

Quatre souches dénitrifiantes appartenant aux espéces

A.radiobacter et A.tumefdaciens, isolées du sol ou provenant de col-

lections ont été étudides (22). Les organismes se présentent sous la
forme de petits bdtonnets, & 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 anaérobiose, le nitrcté, 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

3 2'
n'utilisent pas N,O. La nitrate-réductase de type B est seule pré-
sente. Les suspensions cellulaires issues de cultures anaérobies
30 30 NO2 et NO en N2 et NZO' Elles rédui-
50 en N, pour deux d'entre elles (tableau XI). Les te-

neurs en G+C de 1'ADN restent comprises entre 58 et 59,2 %. Le tra-

contenant NO., réduisent NO.

sent aussi N

vail de Pichinoty confirme les conclusions des autres cuteurs :

A.radiobacter ne peut pas étre distingué b10ch1m1quement de A. tume-

faciens ; la seconde espéce peut étre considérée comme une variété

pathogéne de la premiére.

6 - Paracoccus

Six souches de P. den1tr1f1cans provenant d'une collection

ou isolées du sol par culture d'enrichissement ont été étudides (23).
Elles se présentent sous la forme de cocci, non sporulés, & graom née-
gatif mais forment cependant des bdtonnets dans les cultures jeunes.
Elles sont prototrophes, chimio-orgonotrophes, méthylotrophes et
chimio-lithotrophes; elles sont, en effet, capables de croitfe en
milieu minéral sous une atmosphére contenant H,, N0 (ou 02) et CO,
Elles croissent également, en anaérobiose, en présence de NO,, NOE

3

ou N,O. Elles synthétisent la nitrate-réductase respiratoire A. Les

cellules issues de cultures anaérobies contenant No; ou Nzo, rédui-
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Tableau XI -~ Dénitrificotion des composés oxygénés minéraux de
l'azote par les suspensions cellulaires de la souche d'Agrobac~

terium radiobacter provenant d'une culture anaérobie en présence

de nitrate.

_ Production - Réduction
occepfeur pl_goz/h/mg N | pl gaz/h/mg N
H'électrons NO N,O N2 NO NZO
NO3 o 61 90
NO, o) 592 25
NO 97 47 283
NZO 25 26
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sent NOJ en N NO, en N,O et N,. NO en N,Q et N, et N,O en

2' "2 2 2 2 °F M2
L'oxyde nitreux est également produit & partir de NO_, mais

rapidement réduit en N,. L'activité oxyde nitreux-réductase

2
suspensions est particuliérement élevée (tableau XII).

La teneur en G+C de 1'ADN a une valeur moyenne de 66,2

NZ.
il est

des deux

1,5 %

Actuellement, le genre Micrococcus duquel était autrefois rattachée

l'espéce étudiée, comprend uniquement des espéces & gram positif

(Baird-Pdarker, 1965). En outre, l'espéce P.denitrificans ne

peut

étre rattachée aux cocci aérobies & 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

nouveau genre Paracoccus (Davis et coll., 1969). Il apparait clai-

rement que les genres Paracoccus, Pseudomonas et Alcaligenes pré-

senterit entre eux d'étroits liens de parenté (Doudoroff, 1974).
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Tableau XII - Dénitrification des composés oxygénés minéraux de 1'
azote par les suspensions cellulaires d'une souche de Paracoccus

denitrificans .

cultor Production Réduction
: e accepteur pl gaz/h/mg N pl gaz/h/mg N
anaérobie '
avec ) 2
, electrons
F NO N20 N2 NO N20
NO; (o) (@) 240
' No; o) 310 190 635
No; '
NO 15 155 233 20
NZO 734 ' 815
No; 0 faible 421
NO; O 24 79
N20
NZO 842 886
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CONCLUSIONS

L'étude de la dénitrification dans les sols de rizidre du Sénégal
nous oipermis 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 & contrd-
ler les connaissances actuelles et & préciser l'effet rhizosphére du
riz sur le phénoméne; mais c'est sans conteste 1'étude microbiologique
qui s'est révélée la plus fertile puisqu'elle a démontré l'existence A
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 1l'influence des facteurs physico-chimiques sur le‘pro-‘
cessus 'de dénitrification dans les sols de rizidre a tout d'abord con-
firmé le rdle prépondérant du carbone organique : c'est le facteur
majeur qui régit le phénoméne quand les conditions d'onofexie sont
satisfaisantes. Le pH et la quantité initiale de bactéries dénitrifi-
antes sont des facteurs secondaires. Les sols de riziére sont souvent
des sols de delta, donc généralement plus ou moins salés et cette sa-
1linité s'est révélée eétre également un facteur important puisgu'elle
ralentit la dénitrification emn agissant essentiellement sur 1l'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 séquehce des produits formés au cours de la déni-
trification in vitro dans une série de sols de riziére a également
permis de confirmer le rdle prépondérant du carbone organique et cer-
taines données essentielles.du phénoméne; 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 lide & l'acidité et que 1l'oxyde nitreux,
par contre, s'accumule en sol acide. Une étude complémentaire a per-
mis de constater que 1l'accumulation de NO n'est pas toujours essen-

tiellement chimique; le comportement particulier d'un des sols testés
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en faisant varier la température 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 composé intermédiaire dans la réduction du

nitrate en azote.

Le fait que les vitesses de réduction de No; et NZO ont montré
une forte corrélation de rang lors de cette étude, nous a omené & é-
tudier la réduction de 1'oxyde nitreux dans les sols de riziére dans
le but de mettre au point une nouvelle méthode d'estimation de la dé-
nitrification & l'aide de la chromatographie en phase gazeuse. Les
conditions d'utilisation du chromatographe ayant été fixées, les para~
métres de cette méthode se sont révélés étre les suivants : sol satu- -
ré d'eau incubé & 37° en anaérobiose en présence d'une quantité de
N,O entralnant une vitesse de réduction égale & la moitié de la vites-
se maximale obtenue avec 10% d'oxyde nitreux dans l'atmosphére du fla-
con de mesure; ce choix ayant pour but d'augmenter la sensibilité de
la méthode. Il était alors possible de mesurer dans le sol deux acti-
vités distinctes : une activité dénitrifiante initiale présente dans
le sol au moment du prélavement ou artificiellement induite lors d'
expériences appropriédes, détectée pendant les six premigres heures de
1'incubation et une activité dénitrifiante potentielle inauite par 1°
introduction de N20 pour la mesure, aprés la phase de latence corres-
pondant & l'activité initiale. L'existence de ces deux activités a

été confirmée par 1l'emploi du chloramphénicol.

L'activité 1lide & 1l'enzyme induite dans un sol saturé se main-
tient pendant un mois et demi & son niveau initial. Lorsque ce sol est
soumis & plusieurs dessiccations suivies de réhumidifications, 1'ac-
tivité augmente d'abord puis diminue rapidement par suite probable-
ment d'un épuisement des substrats carbonés libérés par les humecta-
tions et dessiccations successives. Les mesures effectuées aprés in-
duction de 1l'activité dans le sol, mettent en évidence un accroisse=-
ment important de celle-ci puis une diminution qui résulte partielle-~
ment de 1'épuisement de 1l'oxyde nitreux au cours de l'incubation. Ces
résultats montrent que l'activité mesuréde aprés une longue période’
d'incubation ne représente au'une faible fraction de l'activité réelle
induite dans le sol & un moment donné par 1l'accumulation maximum du

substrat respiratoire.
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Cette méthode a pu étre appliquée & des mesures au champ grdce
a 1'élaboration d'un matériel approprié comprenant entre autres une
étuve & ventilation fonctionnant sur baotteries, une rampe de gazage
utilisant une pompe & vide manuelle et des tubes Vacutainer sous vide
permettant le prélévement d'échantillons gazeux analysés ultérieure-
ment au laboratoire. La distribution des mesures effectuédes dans une
rizidre suit une loi Normale et 10 mesures sont généralement suffi-

santes pour obtenir une estimation satisfaisaonte de la moyenne.

Cette méthode nous a tout d’abord permis d'examiner l'effet rhi-
zosphére du riz sur l'activité dénitrifiante. Nous avions préalable=~
ment établi, & l'aide du respiromeétre de Warburg, que le riz exerce
un effet stimulant sur l'activité potentielle; cette stimulation,
strictement localisée & la mince pellicule de sol adhérant aux racines
est d'autant plus marquée que le sol est plus pauvre en carbone orga-
nigue. En induisant une activité oxyde nitreux-réductase in vitro
dans un sol nu ou planté en riz, dans un dispositif approprié mis au
point au laboratioire, il a été possible de montrer un effet trés net-
tement positif de la rhizospheére 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
rhizosphére. L'effet rhizosphére du riz sur l'activité potentielle a
pu également &tre décelé par des mesures au champ; il est maximum
dans leé premiers stades de la croissance et diminue progressivement

avec 1'3ge des plantes.

La plupart des sols de riziére du 5énégal sont des sols acides
dans lesquels l'oxyde nitreux provenant de la dénitrification du ni-
trate s'accumule avant d'étre réduit ultérieurement en N,. Une déni-
trification dont le sol de riziére a été le sidge récemment peut donc
étre mise en évidence par la mesure d'une activité oxyde nitreux-
réductase sans toutefois pouvoir évaluer son intensité réelle. La
méthode élaborée peut se révéler trés utile pour tester les inhibi=-
teurs de nitrification ou les engrais réputés libérer lentement 1'
azote. C'est ce que nous avons fait lors d'un apport d'urée & une cul-
ture de riz en pots. Nous avons ainsi pu confirmer que l'enfduissement

. de 1l'engrais azoté n'entralne qu'une perte d'azote faible ou nulle,
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contrairement & ce qui est observé dans le cas d'une application en
surface, une partie de l'azote étant perdue dans la séquence nitrifi-
cation-démitrification. Comme ce procédé est en cours de développement
en Extréme-Orient, la solution la plus avantageuse pourrait consister
a enfouir, avant la submersion, et en un seul apport, un engrais re-
tard approprié comme l'urée enrobée de solUfre; son prix de revient
dépasse de 30% celui des engrais conventionnels mais ces derniers
doivent &tre 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 fagons culturéles ainsi qu'une partie de l'engrais

conventionnel.

Il semblerait que dans la rhizosph&re du riz, la forme des en=
grais ou les modalités d'application aient une incidence beaucoup
moins marquée qu'en sol nu; 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 NHZ par les plantes avant qu'il ne soit oxydé puis perdu par dé-
nitrification. Si les conditions de la dénitrification dans la rhizos-
phére du riz sont nettement plus favorables qu'en_sol nu, il semble-

rait donc que les pertes réelles y soient plus faibles.

En abordant 1'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 riziére du Sénégal. Thiobocillus denitrificans RT, une bacté-

rie chimio-lithotrophe sulfo-oxydante, semble assimiler et dissimiler
le nitrate & l'aide de la nitrate-réductase A; les cellules réduisent
le nitrate en N2 et le nitrite en No; NZO et N2.
sent NOE en NO et NZO' Bccillus‘thermodenitrificans , une bactérie

Les extraits rédui-

thermophile sporulée, posséde la nitrate-réductase dissimilatrice A

et synthétise en aérobiose sans nitrate les enzymes A et B & un niveau
élevé. Les cellules et les extraits réduisent le nitrate et le nitrite
en NO, N20 et N2.

donneur d'électrons pour toutes les enzymes de la dénitrification.

L'extrait de levure & concentration élevée sert de

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'acétyléne comme inhibiteur de la réduction de N_,O a permis de mon- :

2
trer gue ce gaz constitue une étape intermédiaire entre NO et N2.

Ces deux études confirment donc la séquence établie préalable-
ment chez d'autres espéces bactériennes qui admet respectivement les
oxydes nitrigque 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 rizidre du Sénégal devait nous permettre, par 1°
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 nitraote; d'autres utilisent l'oxyde nitrique pour leur
croissance alors que d'autres encore sont incapables de croitre en
présence de NZO' 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 invdriable, leur phénotype varie beaucoup.
Bdtonnets & gram variable, immobiles ou faiblement mobiles & l'aide
de quelques flagelles latéraux, ces bactéries présentent des spores
elliptiques et déformantes et prcrtiennent par conséquent au groupe
II du genre Bacillus . La nitrate-réductase de la plupart d'entre
elles présente la particularité de ne pas utiliser le chlorate comme
substrat, ce composé n'inhibant pas l'activité de 1'enzyme comme pour
l'enzyme B. La tolérance a& l'égcrd du nitrite peut atteindre 35 g par
litre de KNO,. 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 espdces nouvelles car ces

bactéries différent 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-
1és dénitrifiants du sol. La participation importante de germes de ce
genre au processus de dénitrification était soupgonnée depuis long-
temps sans que l'on en puisse isoler les véritables auteurs. Et nous

avons également démontré, avec Pichinoty, que B.licheniformis, 1l'une

des plus anciennes bactérie dénitrifiante connue, réduit seulement le
nitrate en nitrite et 1l'oxyde nitrique en oxyde nitreux. La produce
tion de gaz en présence de nitrate est trés faible; elle se produit

dans des cultures dgées sans que l'on puisse expliquer ce phénoméne.

Une population de bactéries thermophiles a également été isolée
.dans les sols de riziére du Sénégal. Elle tolére des concentrations
élevées de nitrite. Les souches isolées sur nitrite dénitrifient plus
rapidement le nitrite que le nitrate. Cette population est hétérogéne.

et son étude systématique est en cours dans un autre laboratoire.

En;collaboration avec Pichinoty, plusieurs nouvelles espéces &e
bactéries dénitrifiantes ont été isolées et étudides., Outre B,azoto-
formans qui synthétise la nitrate-réductase A, ne fait pds fermenter
le glucose et réduit NO, en N,O et N, et NO, en NO, N_O et N

3 2 2 2 2 2'
nouvelles espéces dénitrifiantes ont été reconnues dans le genre

deux -

Pseudomonas qui en posséde le plus grand nombre : une espé&ce apparen=

tée b»P.pickettii isplée dans un sol de riziére du Sénégal, synthéti-

se la nitrate-réductase B et réduit No; et NOE en N,

utiliser 80 substrats commeé source de carbone et d'énergie; une espéce

O et N,; elle peut

apparentée & P,lemoignei , isolée dans 1'étang de Berre, synthétise

3 et NO2 en NZO et N2;

seulement quelques alcools et acides organiques comme source de car=

la nitrate-réductase A et réduit NO

bone et”d'énergie. Une souche dénitrifiante appartenant au genre

Flavobacterium a été isolée & 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, N,O et N,. La bactérie utilise seulement
des hydrates de carbone comme source de carbone et d'énergie. Des
souches dénitrifiantes appartenant & 1'espdce Agrobacterium radiobac=~

ter ont été isolédes d'un so6l de France; elles synthétisent la nitrate-

reductase B et redu%sent NO3 et NO2 en NZO et N2 .

elle utilise
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Enfin, 1l'on a réisolé et approfondi 1'étude d'espéces dénitri-

fiantes connues P.sfutzeri synthétise la nitrate-réductase A et

réduit NOS et NOE en NZO et N2 ; Paracoccus denitrificans ._bcctérie

chimio-organotrophe, chimio-lithotrophe et méthylotrophe, synthétise

la nitrate-réductase A et réduit NOB en N2 et N02 en NZO et N2;

"Alcaligenes denitrificans synthétise la nitrate-réductase A, réduit

NOS et NO, en Néo et N, et n'assimile aucun hydrate de carbone.
Il semblerait donc que, contrairement & ce que l'on pensait, la

nitrate-réductase de type A ne soit pas le seul enzyme en cause dons

la réduction dissimilatrice du nitrate par les bactéries dénitrifian-

tes.
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