L
MYCORRHIZES ET FIXATION D’AZOTE

par

Y. DOMMERGUES

REsSUMEN .
MICORRIZAS Y FIJACION DE NITROGENO

Nuestros actuales conocimientos sobre la fijacién no simbidtica del N_ en la mico-
rrizosfera son todavia rudimentarios. Efectivamente sélo se han aislado algunas de
las bacterias responsables de la fijacién..Por otra parte, las evaluaciones de actividad
fijadora .publicadas estdn, en buena parte, oscurecidas por errores metodoldgicos
graves.

Nuestros conocimientos actuales se resumen en el hecho de que ciertas plantas
1nicorrizadas no fijan nitrégeno, mientras que otras, por el contrario, si lo fijan,
aunque parece ser que débilmente. En estas circunstancias parece necesario continuar
con investigaciones sistemdticas a fin de establecer un inventario de la actividad fija-
dora de nitrégeno del mayor niimero posible de plantas micorrizadas, creciendo en
condiciones climaticas y edaficas diversas. .

En el caso de qué mediante tales investigacionés sea posible descubrir la existencia
de sistemas micorrizicos con actividad fijadora significativa, se podri emprender el
estudio del aumento de eficiencia de Ila asociacién entre los hongos micorrizicos
y las bacterias fijadoras de N_. )

Otra via, que nos parece especialmente prometedora, consistiria en el estudio de
asociaciones de tres: la planta, un simbionte fijador de N (Rhizobium o actinomi-
ceto), y un hongo endo- o ecto-micorrizico conacido por su capacidad para méjorar
Ta nutricién mineral de la planta huésped. Este tipo de asociacién tripartita existe:
se la conoce en el caso del aliso que puede albergar ecto-micorrizas (Mejstrik y
Benecke, 1969) o en el de las Casnarina, que parece albergar endo-micorrizas (Dom-
mergues, 1963).

Igualmente se conoce la existencia de asociaciones entre leguminosas noduladas
por Rhizobium y ciertos hongos micorrizicos (por ejemplo, Safir et al., 1971). Tales
asociaciones de tres presentan la ventaja de facilitar considerablemente la implantacién
¥ el crecimiento de las plantas, lefiosas o no, en los suelos pobres en nitrégeno y en
clementos minerales (Bowen, 1973).

INTRODUCTION

De nombreuses observations au champ suggérent que les champig-
nons mycorrhiziens améliorent la nutrition azotée des arbres. Bien plus,
il a été constaté que certaines espéces forestiéres .mycorrhizées peuvent
améliorer la nutrition azotée d’autres espéces forestiéres, l'effet étant
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<omparable a I'apport d’une fumure minérale azotée. A titre d’exemple,
citons V'effet favorable de Pinus silvestris sur des plants de Fraxinus
americana, de Pinus radiata, sur des plants de Cupressus macrocarpa
et Chamaecyparis lawsonia, de P. toeda ou P. elliottii, sur Araucaria
cunninghami (Voigt; 1971).

Malheureusement, le mécanisme de ces effets bénéfiques des myco-
rrhizes sont inconnus. On ne -peut émettre que des hypothéses
(Voigt, 1971):

1) Accélération de la minéralisation de I’azote organique dans le
sol (Lundeberg, 1970).

2) . Amélioration de I’absorption par la plante-héte de 1’azote sous
forme minérale et organique (Schramm, 1966).

3) Amélioration de la synthése des protelnes chez la plante-hote
{Krupa et al., 1973).

4) F1xat10n de N, chez les plantes mycorrhizées, qu’il s’agisse
d’ecto ou d’endomycorrhizes.

C’est P’analyse de cette derniére hypothése qui fait I'objet de la
présente conférence.

I. AGENTS DE FIXATION DE N, DANS LA MYCORRHIZOSPHERE

La premiére question qui se pose est de savoir si la fixation de N,
est le fait de champignons mycorrhiziens eux-mémes ou bien si elle est
le fait de bactéries associées de la mycorrhizosphére.

Avant de répondre a cette question, nous devons préciser la notiorn
de la mycorrhlzosphere. Par mycorrhizosphére (Marx, 1972; Ram-
belli, 1978), on entend la rhizosphére des racines mycorrhizées. Cette
zone privilégiée héberge une population de microorganismes saprophytes
fongiques ou bactériens, en général plus abondante que le sol témoin,
éloigné des mycorrhizes. Tribunskaya (1955) a dénombré 10 fois plus
de champignons dans la rhizosphére de jeunes pins mycorrhizés que
dans celle de pins témoins non mycorrhizés.

En ce qui concerne lultrastructure de la mycorrh1zosphere les
fravaux de Foster et Marks (1967) nous apportent des précisions
intéressantes dans le cas de Pinus radiata. C’est la zone extérieure dur
manteau qui est la plus riche en bactéries, la densité de ces microor-
ganismes étant 16 fois plus élevée dans ce site qu’d la périphérie de
la région rhizosphérique. Le tabl. 1 dit & Neal et al. (1964) montre que-
la composition des populations bactériennes dépend de l'espéce de
champignon mycorrhlzxen impliqué dans V’association avec le sapin de
Douglas. Quant & la distribution des microorganismes libres de la
mycorrhizosphére, elle est trés hétérogéne; d’aprés Bowen et Rovi-
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ra (1973), le pourcentage de la surface des racines couverte par des
cellules bactériennes ou fongiques est de l'ordre de 15 % seulement
dans le cas de Pinus radiata.

On pourra trouver d’atitres exemples d’effet mycorrhizosphére dans
des revues récentes de Marx (1972) et Rambelli (1973). On a isolé la
mycorrhizosphére des espéces bactériennes fixatrices d’azote, notam-
ment des Azotobacter (Silvester et Bennett, 1973; .Bauzon, 1974, com-
munication personnelle), Beijerinckia et Clostridium (Richards, 1973).
Mais il s’agit-1a de recherches préliminaires et il .est vraisemblable que
de nombreuses aunires espéces bactériennes fixatrices de N, sont sus-
ceptibles de coloniser la mycorrhizosphére.
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Fig. 1.—Fixation de N, mesurée par la réduction de I'acétyléne en éthyléne 1) par
des racines excisées lavées ou non de Dacrydium cupressimun , 2) par le sol rhizos-

phérique sans racines, 3) par la litiecre F/H. (Silvester et Bennett, 1973).

Jusqu'a une date récente, on admettait que les champignons
mycorrhiziens pouvaient fixer N,. Mais l'on sait maintenant que la
propriété de fixer N, est strictement limitée aux procaryotes (Bo-
wen, 1973; Postgate, 1974) et n’a jamais été montrée chez les cham-
pignons filamenteux. Il en résulte que si une racine mycorrhizée
fixe N,, cette fixation ne devrait pas étre imputée au champignom
lui-mémé mais aux bactéries associées de la mycorrhizosphére.

L’expérience suivante, due A Silvester et Bennett (1973) étaye ce
concept. Ces auteurs ont comparé la fixation de N, mesurée par la
réduction de 'acétyléne de 4 systémes suivants (Fig. 1):
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— racines mycorrhizées de Dacrydium cupressinum non lavées

— racines mycorrhizées de Dacrydium cupressinum lavées (c’est-a-
dire débarrassées d’'une partie de la microflore associée de la
mycorrhizosphére)

— mélange des horizons F- et H d'une litiere de la méme espéce
forestiére -

— horizon minéral du sol correspondant.

Le lavage des racines provoque une chute de 'activité nitrogénasique,
ce qui indique que celle-ci était localisée dans les cellules des bactéries
de la mycorrhizosphére (la Fig. 1 montre, en outre, que la litiére
foresticre considérée est le site d’une fixation plus active que la
mycorrhizosphére elle-méme; la possibilité de fixation de N, dans la
litiere a déja été signalée dans Pintroduction).

II. AcTiviTE FIXATRICE DE N, DES SYSTEMES MYCORRHIZIENS
1. Rappel concernant la fivation non symbiotiqgue de N,

La fixation .biologique de N, est le processus qui consiste dans la
réduction enzymatique de N, (azote moléculaire) en azote ammoniacal:
cette forme de N combiné (NH,), appelée intermédiaire-clé, représente
la fin de la réaction de fixation et le début de Vincorporation de 1'azote
fixé dans le squelette carboné. La différence essentielle entre le
systéme biologique fixateur de N, et le systéme chimique réside dans
le fait que les conditions optimales de la catalyse biologique corres-
pondent 4 une pression de 0,2 3 1,0 atm de N, et une température
de 30-35° C, alors que les conditions de la catalyse chimique sont trés
sévéres: pression de 250-1.000 atm de N, et température de 450°C
(Hardy et Knight, 1968).

Les recherches effectuées 4 1’échelle moléculaire ou cellulaire nous
renseignent avec précision sur les mécanismes intimes de la fixation
de N,; elles permettent, en outre, de prévoir les caractéristiques des
habitats qui, i situ, doivent a priori étre le siége d’une fixation non
symbiotique de N, particuliérement active. C’est ainsi qu’on peut penser
que sera favorable i la fixation hétérotrophe tout habitat ou micro-
habitat :

— ot des substrats énergétiques utilisables par la microflore bac-

térienne fixatrice libre sont disponibles (la fixation de N, est une

réaction endergonique)
— o1 la teneur en O, est faible ou nulle
— ofi la teneur en azote combiné est réduite.
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L’expérience confirme I’existence de tels habitats favorables i la
fixation hétérotrophique non symbiotique de N,, par exemple la rhizos-
phére du riz. :

En ce qui concerne ’aspect quantitatif de la fixation non symbiotique
de N,, de nombreux auteurs sont parvenus i la conclusion que celle-ci
était négligeable, leur conviction se fondant sur les considérations
suivantes :

1) La quantité de substrats énergétiques disponible dans le sol est
faible. En fait, on connait trés mal actuellement le flux de substrats
énergétiques provenant de la photosynthése et parvenant aux microor-
ganismes vivant dans la zone périracinaire. On discutera ce probléme
au paragraphe III. b, est donc pas encore possible de donner une réponse
définitive i cette objection, que 'on tende actuellement i considérer
que Papport de substrats énergétiques microflore soit plus grande qu’om
ne le supposait antérieurement.

2) Le rendement de fivation de N, (N, fixé: hydrates de carbone
consommés) faible: 1 a 2.9, seulement, d’oli forte consommation de
substrat énergétique. En on a montré (O'Toole et Knowles, 1973) que
ce rendement pouvait s’élever 4 8 9 de la teneur en substrat est faible,
ce qui est le cas de la rhizosphére, en particulier, ot 'approvision-
nement en substrat semble se maintenir 4 un niveau assez bas.

“TaBL. 1
Densité absolue et relative des Streptomycétes et densité obsolue des bactéries et des

champignons dans des rhizosphéres de Pseudotsuga 'menziesii dotées de systémes
mycorrhiziens différents (Neal et al., 1964)

' Streptomycétes Bactéries ot Champignons
Type de rhizosphére actinomycétes : .
et de mycorrhize Densité Densité (Densité absolue (Densité absolue
absolueen relative en miilions) en milliers)
millions oy .
Mycorrhizes jaunes..., 10,0 31 325,0 64,0
Mycorrhizes blanches., 1,2 1,5 83.8 162,0
Mycorrhizes grises.....' 53 26 206,0 200,0
Racines subérisées .... 2492 13,2 183,0 183,0
Sol non rhizosphérique. 1.3 20,4 63 - 238,8

Plus petite différence .
significative (P=0,05). . 19 : 108 10,7

-
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8) En admettant que la quantité de substrats énergétiques disponi-
bles pour la microflore soit relativement importante, les bactéries fixa-
trices de N, n’auraient acces qu’a une partie de ces substrats. A I'appui
de cette thése, on a avancé que le nombre des microorganismes fixateurs
de N, dans le sol et méme dans la rhizosphére, était trés faible: de
Tordre de 10° unités/g de sol sec. Or, les comptages conduits avec des
méthodes modernes ont mis en évidence des nombres beaucoup plus
élevés, de I'ordre de 10° unités/g de sol sec, dans certaines rhlzospheres
(Villemin et al., 1974). L’objection n’en reste pas moins sérieuse et,
dans 1’état actudel de nos connaissances, il n’est pas possible de trancher
le débat.

4) Le sol renfemze souvent des quantités telles d’azote minéral que
la synthése de la N, ase par les bactéries fixatrices est réprimée. En fait,
cette objection est sans fondement dans la zone périracinaire, sauf dans
le cas de fumures azotées élevées, car la teneur en azote minéral est
faible dans cette zone, par suite de labsorptlon active de cet élément
par la plante.

En fait, ces conditions théoriques ne nous permettent pas de faire
des prévisions quantitatives sur la fixation effective de N, dans les
écosystémes et en particulier dans la rhizosphére ou la mycorrhizos-
phére. C’est pourquoi il a été nécessair d’entreprendre des recherches
visant 4 déterminer directement la fixation globale de N, dans les sys-
témes considérés.

2. MESURE DE LA FIXATION GLOBALE DE N, DANS LA MYCORRHIZOSPHERE ~

Le premier type d’investigation qui vient 3 Pesprit lorsque I'on aborde
le probléme de la fixation de N, dans un écosystéme consiste & effectuer
des bilans de N. Ces bilans établis dans le cas de formations forestiéres
ne renfermants pas ou peu de légumineuses ou non légumineuses fixa-
trices de N, montrent des gains d’azote pouvant atteindre jusqu'd
50 kg/ha/an dans certaines formations de coniféres (Richards, 1962,
1964). Méme si 'on soustrait de ces apportes ceux qui proviennent des
pluies (8 4 10 kg en moyenne), 'enrichissement en azote des systémes
reste encore trés élevé. Malheureusement, sauf exception, on ne con-
nait pas le ou les sites de la fixation de N,, qui peuvent étre:

— la phyllosphére (par ex.: Emidsen et Harrelson, 1969: Jones,
1970)

— la litiére(cf. fig. 1)

—. la rhizosphére des plantes herbacées des sous-bois (Harrls et
Dart, 1973) ou la mycorrhizosphere.

En outre, l'interprétation des bilans est compliquée par le fait que
dans certains cas (sols trés profonds, notamment sols sableux), il est
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probable que 'enrichissement mesuré de I'écosystéme résulte de la con-
centration d’une partie des éléments nutritifs puisés en profondeur par
les racines, qui sont concentrés dans les horizons de surface. Ce
processus de distribution est difficile & déceler puisque les bilans d’azote-
des écosystémes ne "portent pas, en général, sur des profondeurs
supérieures & 1 m (Jaiyebo et Moore, 1963).

La méthode des bilans ne permet pas de répondre a la question de
savoir si les mycorrhizes jouent un roéle actif dans la fixation de N,.
Une étude approfondie de la fixation de N, dans les systémes mycorrhi-
ziens doit.recourir 3 des méthodes plus précises. Ces méthodes sont
fondées soit sur la technique isotopique (**N) soit sur la technique de
réduction de I'acétyléne en- éthyléne. Les mesures portent sur 4 types.
de systémes mycorrhizés:

a) racines excisées (par ex.: Silvester et Bennett, 1973)

b) plantes entiéres extraites du sol (par ex.: Richards, 1973)

¢) plantes entiéres en pots

d) plantes entiéres en place (par ex.: Balandreau et Rouque-
rol, 1974, communication personnelle). :

En fait, la plupart des déterminations ont porté sur des racines
excisées et nous verrons ultérieurement les inconvénients graves que
présentent une telle facon d’opérer. Les résultats publiés i ce -jour
peuvent étre classés en deux catégories (on a indiqué entre parentheéses
par les lettres a, b, ¢ ou d la nature du systéme utilisé pour la mesure
lorsque celui-ci est connu).

1) Résultats négatifs: aucune fixation significative n’a pu étre
décelée. Il s’agit des systémes impliquant les plantes appartenant aux
genres ou espéces suivantes:

— Pinus silvestris : Bond et Scott, 1955 (c); Bond, 1967 (c).

— Podocarpus : Baylis, 1969 ; Podocarpus rospigliosii: Furman, 1970.

— Pinus uncinate: Balandreau et Rouquerol, 1974, communication
personnelle (d).

2) Résultats positifs : Des résultats positifs ont été obtenus dans le
cas ‘de syst€mes mycorrhiziens excisés (d) que nous avons comparé a
des systémes non mycorrhiziens et 4 un nodule de 1égumineuse (Tab. 2).
Une série de résultats positifs a également été obtenue lors des mesures
4n situ dans le cas de Picea excelsa, par Rouquerol et Balandreau, 1974
{communication personnelle); mais les vitesses de fixation observées
<4taient faibles.

Ces différents résultats ne sont pas exempts de critiques relatives
d’une part i la méconnaissance de Pinfluence des facteurs édaphiques

N
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et climatiques, d’autre part 4 l'imperfection de la méthodologie em-
ployée, notamment en ce qui concerne les temps d'incubation des
systémes qui sont en général trop longs. Nous reviendrons sur ces

deux points au paragraphe suivant.
TaBL., 2

Comparaison de la vitesse de fization de N, dons différents systémes excisés: mycom.
rhizospHRere, rhizosphére et nodule de légumineuse ’

] Durée Vitesse de Fixation
Nature du systéme excisé d'incubation ng N, fix¢/g.h—? Références
(héures) (poids frais)

Mycorrizosphére («nodules»)

Podocarpus lawrencii...... 4 66 Bergersen et Costin, 1964

P. rospigliosii ............ 24 183 Becking, 1965

Dadrydium cupressinum..., 30 8 * Silvester et Benndti, 1973
Rhizosphére

Stochys silvatica ..eve.cun. > 24 36 Harris et Dart, 1978
Nodule de légumineuse

SOjee viirieiviinnnnanan 4 1300 Bergensen et Costin, 1965

Quoi qu’il en soit, en se fondant sur les données encore trés insuffi-
sante dont nous disposons a ce jour, nous pouvons admettre provisoi-
rement:

1) que Pactivité fixatrice de N, des mycorrhizosphéres actuellement
connues, est en général faible comparée i celle des systémes symbiotiques
bien connus ou 2 celle des systémes rhizosphériques en sols engorgés
(Balandreau et al., 1974) ou en milieux aquatiques (Knowles, 1975)

2) que cette activité varie considérablement d’un cas a Vautre,
certains systémes ne faisant preuve d’aucune activité, d’autres d’une
activité décelable, mais dont la signification écologique n’a pas encore
été clairement élucidée.

Bien entendu, au fur et 4 mesure du développement de nos con-
naissances sur la mycorrhizosphére, certaines différences entre ce

systeme et le systéme rhizosphére apparaitront, On peut déjd en prev01r
deux types:
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1) celles qui découlent du fait que la diffusion des exsudats racinai~
res dans le ler cas est ralentie par le manteau, les exsudats étant
vraisemblablement utilisés en grande partie par le champignon mycorrhi-
zien; celui-ci d’ailleurs pourrait aussi libérer des substances par exorp-
tion (effet hyphosphere)

2) celles qui découlent du fait que les mycorrhizes stimulent la
production chez la plante-hote de certains exsudats volatils (Krupa et
Fries, 1971), de nature terpénique notamment, qui modifient 'activité
et la composition des populations de microorganismes libres de la myco-
rrhizosphere.

ITI. PROBLEMES SOULEVES PAR LES RECHERCHES SUR LA FIXATION DE N,
DANS LA MYCORRHIZOSPHERE

1. Problémes de nature conceptuelle

On a vu antérieurement que la fixation de N, dans la mycorrhizos-
phére était le fait de bactéries libres associées aux racines mycorrihzées.
Il s’agit donc 13 d’un systéme trés comparable au systéme rhizosphére.
L’expérience acquise dans le domaine de la fixation de N, dans la
rhizosphére de diverses plantes, notamment des graminées, peut nous
guider dans le domaine qui-nous intéresse ici. C’est pourquoi il nous
parait intéressant de rappeler ici quelques-uns des concepts fondamen—
taux qui découlent des recherches sur la rhizosphére et qui nous sem-
blent applicables au cas de la mycorrhizosphére.

a) La rhizosphére en tant que compartiment du systeme
sol-plante-atmospheére

Partant de I'idée que la rhizosphére constitue un compartiment dir
systéme complexe sol-plante-atmosphére, on peut, a priori, prévoir que
Pactivité des microorganismes dans cet habitat est commandée par
P’ensemble des facteurs de U'environnement qui agissent sur le systéme
(Balandreau et al., 1974-b). En d’autres termes, I'activité microbienne
dans la rhizosphére devrait étre régie: ;

— par des facteurs de Penvironnement climatique, notamment humi-
dité de Pair, température, radiation solaire, teneur en CO,,

— par des facteurs de Penvironnement édaphique, notamment:
teneur du sol en eau et en oxygéne, température du sol, teneur du sol
en éléments assimilables par les plantes présence de composés phyto-
toxiques.

Effectivement, de nombreux résultats expérimentaux confirment
Pintervention de ces différents facteurs sur l'activité microbienne de la

é
|
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rhizosphére, ce qui justifie le concept de rhizosphére, partie intégrante
du systéme sol-plante-atmosphére.

Les facteurs climatiques agissent par l'intermédiaire de la plante,
puisqu’i régissent, en particulier, la photosynthése, la translocation et
Texsudation d’une fraction des produits de photosynthése au niveau des
tacines. En d’autres termes, un flux d’énergie s’établit entre les organes
photosynthétiques de la plante et les microorganismes de la rhizosphére.
Nous reviendrons sur cette notion de flux au paragraphe suivant.

En ce qui concerne le mécanisme de formation des mycorrhizes, il y
a lieu de souligner que la lumiére n’intervient pas seulement dans le
processus de photoassimilation mais aussi dans d’autres processus de
biosynthése tels que la synthése de composés phénoliques, de caroténoi-
des, d’acide abscisique, d’inhibiteurs de croissance (Slankis, 1973).

Le #6le des facteurs édaphiques était facilement prévisible, méme en
dehors du concept de systémes sol-plante-atmosphére. C’est ainsi que
Ton a vérifié in situw que Papplication d’engrais minéraux azotés an sol
Téduisait considérablement la fixation libre de N, (Balandreau et Dom-
mergues, 1972). Nous n’insisterons pas ici sur le réle du sol, nous
devons toutefois attirer lattention sur limportance de ces facteurs
puisque ce sont ceux que l'agronome sait le mieux controler.

b) Flux d’énergie dans le systéme sol-plante-atmosphére .
Les microorganismes de la.rhizosphére étant, pour la plupart des
organismes hétérotrophes, leur activité est liée 3 la fourniture d’énergie
sous forme de composés organiques exsorbés par la plante. Or, cette
fourniture de substrats que ’on désigne sous le terme de flux d’énergie
a été mis expérimentalemen en évidence 1) par des méthodes directes
fondées sur 'emploi de traceurs dans le cas de systémes stériles ou
non, 2) par des méthodes indirectes fondées sur la mesure des variations
d’une activité microbienne dans la rhizosphére lors de la modification
de Dactivité photosynthétique de la plante 3 la suite de différents
traitement comme ombrage ou la coupe des parties aériennes.

De telles expériences ont permis de calculer 1) le temps nécessaire an
transport du C fixé par la photosynthése, depuis les feuilles jusqu’aux
racines ol il est exsudé (cf. par ex. Tabl. 8), 2) le temps écoulé entre
1a photosynthése et V'utilisation des produits de photosynthése par les
microorganismes de la rhizosphére, utilisation qui se traduit par la
respiration microbienne (Warembourg et Paul, 1973) ou d’autres pro-
cessus tels que la fixation de N,, détectée par la réduction de 'acétyléne
en éthyléne par les bactéries fixatrices de N,.

11 semble que le flux dont bénéficie la microflore rhizosphérique soit
‘beaucoup plus considérable qu’on ne le supposait il y a encore quelques

e SR s
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années; en effet, certains auteurs admettent actuellement que la quan-
tité totale de substrats carbonés (solubles, insolubles, volatils) fournis
par la plante aux microorganismes de la rhizosphére peut représenter
jusqu’a 10-20 % (ou méme plus) de la quantité de composés photosyn-
thétisés (cf. Balandreau et Fares-Hamad, 1975).

TasL. 3
Distribution des produits de photosynthése marqués dans le systéme racingire aprés
une exposition de courte durée (pulse) des parties oériennes au WCO, (Mac
Dougall, 1968) :

Temps écou Radioactivité (coups{100 sec) dans Ies segments de racines &

aprés I'exposition différentes distances & partir de la base des racines

(min.) 0-1cem i-3cm 3-5em 5-Tcm
13
45 0 0 0 0
60 5320 5070 0 0
% 15200 4150 0 ’ 0
90 8680 18800 12630 3540

On notera enfin que le systéme plante-sol-atmosphére n’est pas
=eulement le site d’un flux d’énergie mais qu’il est le site de flux gazeux
—notamment d’un flux d’oxygéne— qui s’établit entre les organes
aériens de la plante et la rhizosphére elle-méme, ce flux jouant un réle
particuliérement important dans l’approvisionnement en O, des micro-
organismes de la rhizosphére des plantes poussant dans les sols engor-
gés (ex.: riz). (

<) Rythme et variations de Iactivité microbienne dans la rhizosphére

En se fondant sur le concept précédemment défini, 3 savoir que la
Thizosphére fait partie du systéme sol-plénte-atmosphére, on peut prévoir
«que les variations journaliéres de la photosynthése sont susceptibles
«’entrainer ‘des variations journaliéres de 1'approvisionnement en
£€nergie des microorganismes rhizosphériques, d’ott V'apparition proba-
ble d’'un rythme nycthéméral d’activité microbienne dans la rhizospheére.
L’expérience a confirmé Vexistence d’un tel rythme (Balandreau
et al., 1974-a; Balandreau et Fares-Hamad, 1975). On a, en outre,
montré qu’'d ce rythme nycthéméral se superposaient des variations
induites par des modifications des caractéristiques de Penvironnement
<limatiques et édaphiques. Il en résulte que l’activité microbienne in
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situ se présente sous la forme d’une succession de flushes d’activit&

d’intensité trés variable (Balandreau et Dommergues, 1972). >

d) Déterminisme génératiqgue de la composition et de Uactivité
des micropopulations rhizosphériques

La plante ne fournit pas seulement des substrats énergétiques 3 la
microflore rhizosphérique; elle libérerait en outre des composés suscep-
tibles d’intervenir en tant qu’inducteurs ou répresseurs des enzymes
microbiens (Macura, 1968). On peut penser que la production par la
plante de ces divers composés qui orientent la composition quantitative
et qualitative de la microflore rhizosphérique, est elle-méme contrélée
par -des caractéres génétiques particuliers. La validité de ce concept a
été vérifiée dans quelques cas seulement. C’est ainsi que Neal et al. (197¢
et 1973) ont pu expérimentalement modifier la composition de 1a rhizos-
phére du blé en modifiant le génotype de la plante-héte. De leur c6té,
Déberéiner et al. (1972) ont montré que des variétés de Paspaluwr
notatum téiraploides hébergeaient dans leur rhizosphére une microflore
fixatrice de N, plus active que les variétés diploides. L’intérét majeur
de ce concept réside dans le fait que la manipulation génétique du
végétal pourrait constituer un moyen puissant de contrdle de activité
microbienne dans la rhizosphére.

2. Problémes méthodologiques

Les méthodes d’évaluation de Pactivité fixatrice de N, actuellement
utilisées sont souvent trés imparfaites; pour é&tre appliquées 3 1’étude
des systdmes complexes qui nous intéressent, elles devraient présenter
des qualités dont les plus importantes sont les suivantes:

-— é&tre sensibles et exemptes d’artefacts

— apporter le minimum de perturbation du systéme a étudier lors

du prélévement et lors de I’incubation

— tenir compte des variations journaliéres et saisonniéres d’activité.

a) Sensibilité et abéence d’artefacts

1) La détection de faibles augmentations de la teneur en azote de
systémes complexes (sols, écosystémes sol-végétation, eaux) a été
difficile, aussi longtemps qu’on n’a disposé que des méthodes Dumas
ou Kjeldahl, bien que des modifications récentes (Rouquerol, 1964 ;

A b A A
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Rinaudo, 1970) aient amélioré considérablement la précision et la sen-
sibilité de la méthode. '

2) L’utilisation de I'azote *N, —isotope stable de 'azote— a accru
considérablement la sensibilité des mesures (la sensibilité est multipliée
par 1.000 environ par rapport aux méthodes précédentes). Il s’agit, ‘en
outre, d’une méthode trés sfire: en effet, ’enrichissement en *N d’un
systéme mis en contact avec *N, (moléculaire) prouve qu’on a affaire
A un systéme fixateur de N, moléculaire, alors que les méthodes Dumas
ou Kjeldahl ne permettent pas de distinguer N, moléculaire et N ayant
une autre origine que 'atmosphére (N endogéne du sol, par- exemple).

- Mais cette méthode isotopique présente un inconvénient majeur: son

prix de revient élevé, 3 la fois dans le domaine du fonctionnement et
dans celui de équipement, qu’il s’agisse de spectrométre de masse ou
.de spectroscope optique d’émission.

3) Méthodes indirectes. Ces méthodes, fondées sur la non—spec1f1c1te
de N,ase vis-d-vis de différents substrats consistent a évaluer la vitesse
de réduction des substrats de remplacement mis 4 la d:sposmon des sys-
témes fixateurs d étudier. Le substrat de remplacement le plus utilisé
actuellement est incontestablement C,H,, le dosage du produit de réduc-

“tion (C,H,) étant effectué par chromatographie en phase gazeuse avec

Ny

un détecteur 3 ionisation de flamme.

Les avantages de la méthode de mesure de vitesse de réduction
de C,H, sont les suivants:

— trés grande sensibilité (10? fois la sensibilité de la méthode isoto-
pique et.10° 4 10° fois la sensibilité de la méthode Kjeldahl);

— snnphmte ;

— économie ;

— rapidité;

— faible bruit de fond;

-— non métabolisation de C,H,.

Dans le cas de systémes faiblement fixateurs, la méthode indirecte
sur Ia réduction de Pacétyléne est supérieure 3 la méthode isotopique;
mais elle présente des inconvénients dont les deux principaux sont les
suivants : )

1) il peut y avoir interférence avec la production spontanée de C,H,
-par .divers champignons du sol (cf. par ex.:. Lynch et Harper, 1974),
cette production étant loin d’étre négligeable dans certains sols fores.
tiers puisqu’elle y est du méme ordre de grandeur que la production
de C,H, résultant de la réduction de C,H, par la N,ase (Balan-
-dreau, 1‘}74 communication personnelle);

2) des processus physiques d’adsorption, de solubilisation ou de
diffusion des gaz dans le sol peuvent perturber les mesures.

.
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b) Techniques de prélévement et d’incubation non

on peu perturbatrices .

Le systéme fixateur 3 étudier est placé soit dans une enceinte étanche
dans laquelle I'air est enrichi en N, ou C,H,; in situ la plante 3 étudier
est recouverte d’une cloche ot Pon injecte C,H, avec un gaz marqeur
(Balandreau et Dommergues, 1972).

Les techniques fondées sur l'utilisation de racines excisées sont irés
perturbatrices; il faut leur préférer les techniques fondées sur 1’étude
du systéme complet constitué par la plante entiére et son substratumr
(sol ou modéle de sol).

Les trois dispositifs les moins perturbateurs actuellement en usage:
sont les suivants:

1) plantes cultivées en pot-avec racines isolées de l’atmosphére-
(par ex.: Bond et Scott, 1965);

2) plantes extraites du sol avec un monolithe de sol comprenant Ia
plus grande partie du systéme racinaire placées dans une enceinte de-
grande dimension (par ex.: La Rue, 1973, communication personnelle);

3) plantes in situ recouvertes par une cloche (Balandreau et Dom--
mergues, 1972).

Lors de V'incubation des précautions doivent étre prises pour simuler
aussi rigoureusement que possible les conditions de ’environnement
naturel en ce qui concerne notamment Péclairage, la température et
Phumidité atmosphérique. En outre, les temps d’incubation doivent étre-
réduits au minimum pour éviter les artefacts tels que ceux qui résultent
de linstallation d’une anaérobiose au niveau des racines (Bowen, 1973)..

c) Prise en compte des variations journaliéres et saisonmniéres

Les mesures effectuées doivent étre répétées dans une méme journée-
et au cours de la saison de végétation pour tenir compte des varlatlons,
parfois considérables que nous avons signalées antérieurement.

Remarque.—Parallélement aux recherches conduites sur le systéme-
«plante-mycorrhizes-sol», il est utile de faire appel 4 des modéles expé--
rimentaux simplifiés: «plante 4 mycorrhizes 4 bactéries fixatrices +
+ sol artificiel ou solution nutritive liquide»n. Mais I'interprétation des:
résultats devra étre faite avec prudence car la nutrition de la plante et
le développement des mycorrhizes et des hyphes et des cordons mycé-
liens dans les modéles expérimentaux peut étre trés différente dans ce-
qu’ils seraient dans les systémes naturels.

ANt ot
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! : IV. CoONCLUSIONS

Nos connaissances actuelles dans le domaine de la fixation non sym-
biotique de N, dans la mycorrhizosphére sont encore rudimentaires. En
effet, on a isolé seulement quelques unes des bactéries responsables de

"la fixation. D’autre part, les évaluations d’activité fixatrices publiées
sont, pour une bonne part, entachées d’erreurs méthodologiques graves.
Nos connaissances actuelles se résument au fait que certaines plantes
mycorrhizées ne fixent pas N,, d’autres, au contraire, fixeraient N, mais,
semble-t-il, faiblement. Dans ces conditions, il apparait nécessaire de
poursuivre des recherches systématiques tendant i etablir un inventaire
des activités fixatrices de N, chez le plus grand nombre possible de
plantes mycorrhizées poussant dans des conditions climatiques et éda-
phiques diverses. Au cas ol de telles recherches permettraient de décou-
vrir Vexistence de systémes mycorrhiziens présentant une activité
fixatrice de N, significative, on pourrait envisager I'étude de I’amélio-
ration de Pefficience des associations entre les champignons mycorrhi-
ziens et les bactéries fixatrices de N,.

Une autre voie, qui nous semble particuliérement prometteuse, est
celle qui consisterait & s’orienter vers I’étude de systémes 3 trois par-

. tenaires: la plante, un symbiote fixateur de N, (Rhizobiwm ou actino-

" mycéte), un champignon endo- ou ecto-mycorrhizien connu pour som
aptitude 4 promouvoir la nutrition minérale de la plante-hote. Ce type
d’association tripartite existe: on le connait dans le cas de I'aulne qui
peut héberger des ectomycorrhizes (Mejstrik et Benecke, 1969) ou les
Casuarina qui semblent héberger des endomycorrhizes (Dommer-

‘gues, 1968). On connait également bien Iexistence d’associations entre
les légumineuses nodulées par des Rhizobiwm et certains champignons
mycorrhiziens (par ex.: Safir et al, 1971). De telles associations,
comportant 3 partenaires, présenteraient 1’avantage de faciliter consi-
dérablement linstallation et la croissance de plantes ligneuses otr
non dans des sols pauvres en azote et en éléments minéraux (Bowen,
1973). -
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