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. SUR LE POUVOIR FIXATEUR
DE L'AZOTE ATMOSPHERIQUE DES TERRES
DE REGIONS TROPICALES

par I. KAUFFMANN, P. TOUSSAINT et MU ;. BOQUEL ().

(Office de la Recherche Scientifique Quire-Mer,
Laboraloire de Microbiologie du sol.)

Plusieurs méthodes ont été décriles pour déterminer le pouvoir
fixateur de l'azote libre des terres. La méthode standard consiste
4 doser, au bout de vingt-cing & trente jours de cullure, I'azote
fixé par une solution de terre & 10 p. 100 enrichie de manniie.
Winogradsky [1] emploie un milieu nutritif rendu solide par le
gel de silice et cnsemencé avec un poids connu de terre. L’azote
fixé est dosé aprés quelques jours de culture a I'étuve.

Nous avons recherché l'influence de la quantité de terre ense-
mencée sur le rendement de fixation de l'azote (azote fixé en
milligrammes rapporté & 100 mg de glucose utilis¢). Nous avons
opéré en milieu liquide. Cette méthode permet, en effet, de
mesurer I'activité fixatrice de la microflore tolale du sol (germes
aérobies et anaérobies). On évalue en quelque sorte Dactivité des
agents inhibiteurs el activateurs des germes fixateurs de ['azote
atmosphérique. Nos recherches oni porté sur des échantillons de
terre provenant de Cote d’Ivoire. Ces ¢chantillons ont éié prélevés
au début du mois de juillet 1951 (pendant la saison des pluies),
respectivement dans une terre sous forét, dans une terre de forét
mainlenue dénudée depuis un an, le lroisiéme échantillon pro-
venant d’une terre de forét dénudée, abandonnée 4 la vegétation
(parcelle repousse). Primitivement, ces deux dernieres parcelles
.étalent recouvertes par la forét.

. Les dosages de l'azote lotal et du carbone organique par la
méthode de Anne ont donné les résultats suivants :

FCHAD N roraL G omaaNtquE Y {
ECHANTILLONS eng p 100 en gz . 100 N XITRIQUE C/N
Forét. , .. .. 0,09 0,95 0 9,69
Parcelle dénudée. 0,05 0,52 0 u,12
Parcelle repousse. 0,06 0,62 0 9,53

(¥) Société francaise de Microbiologie, séance du 8 juillet 1952.

O, S8 TO.M
. " Collection de Référence
13605

R




ro

ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR

Nous avons recherché dans ces terres la densité des germes
fixateurs de V'azote atmosphérique par la méthode au silico-gel
de Winogradsky [2] avec ensemencement de grains de terre. Le
gel de silice a été enrichi avec les éléments nulritifs suivanis :

Solution saline de Winogradsky . . . . . . .. .. 8 cm3 p. 100,
COCA. © L v o s e e e e e e e e e e 0,2 g p. 100.
GIUCOSB . . v« v v v v v v e o v e e e e e ig p. 100.

Dans ces conditions nous n’avons dénombré aucune colonie
d’Azotobacter aprés un séjour de quinze jours & I'éluve a 29°.
En mettant les plaques ensemencées en atmosphére privée d’oxy-
géne (dans un dessiccateur contenant du pyrogallate de sodium)
on trouve les résultals suivants :
GRAI’YS DE TERRE

BCHANTILLONS DE TERRE positifs
p. 100

FOrét. « v v v v i e e e e e e e e e e e e e e e e e 20
Parcelle dénudée. . . . . . . . . . o e e e 10
RePousss. « - . v . v v i vt e e e e e e 100

Ces terres sont donc différemment riches en Clostridium ﬁva-
teurs de 1’azote libre.

INFLUENCE DE LA QUANTITE DE TERRE ENSEMENCEE
SUR LE RENDEMENT DE FIXATION DE L’AZOTE ATMOSPHERIQUE.

Pour cette recherche, nous avons- utilisé le milieu de culture
suivant : .
Solution saline de Winogradsky . . . . . . .. . . 8 cmd p. 100.

COMC8 « v e v e e e e e e e e 0,2 g p. 100
Glucose . . . . .. ... e e e e e e e e e e 0,14 g. p. 100.

Ce milien est réparti dans les Erlenmeyers de différentes
capacités (100, 200 et 500 cm®) & raison de 50 cm® de milieu par
' surface

volume
el 0,6. L’ensemencement a été réalisé comme suit :

On utilise de la terre séchée et broyée au mortier. On opére le
plus stérilement possible. On ensemence avec : 2, 1, 0,8, 0.6,
0,4, 0,2, 0,1 et 0,05 g de terre chaque Erlenmeyer. Aprés un mois
de culture 2 I étuve a 29°, on caractérise la présence des sucres
dans les différents milieux (il suffit de IT a III goutles de liquide)
a P’aide de l’e-naphtol.

On dose 'azote total du contenu de chaque Erlenmeyer (milieu
liquide + terre) par la méthode de Kjeldahl. Les résultats oblenus
sont résumés dans les tableaux I et IL

Les taux en azole indiqués correspondent & 'azote total dosé en
fin d’expérience diminué de P'azote apporté par la terre d’ense-
mencement

flacon). On réalise ainsi des rapports voisins de 1,6 — 1
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L’examen des tableaux I et II monire que :

! TABLEAU 1.
tité
3:&\:”“5 Terre de la parcelle dénudée
engemencées
en ge par ensemencée dans des Erlenmeyers de
lacon .
fla I00cmg 200cm3 500cmg
[ N 9 N [TRE {4 N i3
Témoin +] 0,T 0,1 0,I
0,06 |+ 0,13 0,06!+| 0,14} 0,08 {+|0,I3 {0,06
0,I l{ 0,13 | 0,06|+| 0,11 0,08 {+|0,I4 | 0,08 \
0,2 o| 0,84 I,48(+] 0,1%| 0,08 |+| 0,14 0,08
0,k b| 0,75} 1,30|0] 0,75( 1,30 |+| 0,I4 0,08
0,6 ol 0,671 T,Ik|o] 0,67] T,24 |+ 0,14} 0,08
0,8 o| 0,64| I,08|0] 0,68] I,08 |+ 0,42 0,64
1 ol 0,72 1,240{ 0,581 0,96 |o] 0,6T] 1,02
2 ol 0,56] 0,92|0f 0,58{ 0,96 o 0,64 I,08

Abréviationt o = réaction du milieu 3 1f o{naphtol

1° Il faut une quaniité de ierre minimum pour provoquer un
démarrage de la flore mierobienne fixairice de V'azote libre. Ce
« seuil de démarrage » est fonction de 1’échantillon de terre et
de Paération du milieu.

Pour la forél et la parcelle dénudée, il faut d’autant plus de terre
pour atteindre le seuil de démarrage que le milieu est plus aéré.

Le « seuil de démarrage » de la terre « repousse » nlest prati-
quement pas influencé par I'aération.

Les milieux de culture montrant, aprés un mois de culture, une
réaction positive a 'e-naphtol (cas des flacons ensemencés avec
de petites quantités de terre) se sont montrés également positifs
aprés deux mois de culture a P'étuve. Nous avons constaté que,
s1 la croissance n’a pas eu lieu pendant les huit premiers jours
aprés I'ensemencement, la eroissance baciérienne est définitivement
arrétée. Le microscope ne révele alors que quelques germes plus
ou moins lysés par champ microscopique.
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TapLeau IL

Queantités
de terrs Terre de "repousse" ensemencée
ensemencées .
en g. par dens des Erlenmeyers de 1
flacon 100cm3 200cm3 5000m3
Al N |RE |df N|{Bb |4 N B% |,

Témoin +

0,I +] 0,1 +| 0,1
0,05 ¢! 0,15} O,I {+| 0, } 0,0 }+]| 0,13 0,06
0,I +] 0,14 0,08/+| 0,25| 0,3 1+ 0,25/0,3
0,2 ol 0,67] I,It{o| 0,58| 0,96 |of 0,70 X,2
0,k o| 0,81 I,42|0| 0,8T} I,42 [of 0,78 I,36
0,6 o] 0,56 0,92]0| 0,64| 1,08 |o 0,6I] I,02
0,8 o| 0,58 0,96!0| 0,58| 0,96 |¢o 0,5 0,92
I o| 0,64 1,08]0| 0,58] 0,96 [0 0,53 0,86
2 o! 0,56] 0,92]0} 0,4k 0,68 |of 0,50 0,8

Lbréviations< = réaction du milieu & 1T dnaphtol

2° Le rendement de fixation de l'azote libre passe par un
maximum voisin de 1,4 (rendement voisin de celui de 1’Azoto-
bacter chroococcum). Ce rendement maximum est de méme |
fonction de I'échantillon de terre et de l'aéraiion du milieu. La
forét posséde le plus faible rendement maximum. L’aération
affecte la terre sous forét et la parcelle dénudée en-provoquant
une baisse du rendement. La parcelle dénudée abandonnée & la
végélation ne semble pas étre aifectée par l'aération.

La quantit¢ de terre ensemencée nécessaire pour atteindre ce
rendement maximum est aussi fonction de ’échantillon et de
I"aération du milieu. Saul pour la terre « repousse », il faut
d’aulant plus de terre pour aitcindre ce rendement maximum gque
le milieu est plus aéré.

L’examen microscopique des milieux de culture richies en azote
révéle une forte croissance de Clostridium et d’Azotobacler lacii-
cogenes. :

Par suite d’une crreur, dont unous nous excusons, le tableau relatif
au pouvoir fixateur de la terre de « Forét » n’a pas été publié. (Nole de
Uauteur.) ’
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L’azole et le carbone organiques contenus dans la terre ne
semblent pas jouer un role important sur le rendement et sur le
« seuil de démarrage ». En elfet, le rendement dans les Erlen-
meyer de 100 cm® ensemencés avec 2 g de terre est le méme pour
les 3 échantillons de terre. Quant au « seuil de démarrage »,

celui-el dépend surtout du iS7 des milieux de culture. La densité

des Clostridium fixateurs dans les différents échantillons de terre
déterminée par la méthode au silicogel n’explique pas davaniage
le phénoméne. :

Nous avons recherché linfluence de P’azote ammoniacal et
nitrique, de l'exirait stérile et non stérile de la terre sous forét
sur l'azote fixé par la terre de la parcelle dénudée. Nous avons
utilisé le méme milieu de culture que pour l'expérience précé-
dente. Seuls, les Erlenmeyers de 100 cm® ont éi¢ utilisés. Nous
avons opéré comme suit :

1° Erlenmeyer ensemencé avec la terre de la parcelle dénudée.

g0 — + 80, (NH,),

30 — + NOgK.

4° — -+ extrait non stérile.
[ — - extrait stérile.

L’azote ammoniacal et niirique ajouté dans chaque Erlenmeyer
correspond & la quantité d’azole total contenu dans 0,5 g de terre
sous forgl. De méme les extraits stériles et non stériles (dépourvus
d’azote ammoniacal et nitrique) correspondent a 0,56 g de terre
sous forét. Les exirails ont été réalisés a froid pour éviter toule
hydrolyse. L’extrail stérile a été obienu par filiration sur
bougie L3. Les quantités de terre de la parcelle dénudée ense-

TasLeau 111,

Poids de terra :rerre Tarre | Terre Terre + | Terre ¢
{percells démudés)| senle + Ny |+ NO;K extrait |exirait
onsemensde sn @ stérile | non riﬂi::e-

1l tobal 0,2 | 0,75 0,82 0,2 G,2
0,1 ¥ fixns | 0,14 0,22 0,28 0,1 0,1
K total | 0,95 0,87 0,92 0,95 0,95
0%y fixs 0,84 0,28 0,34 0,84 0,84
0,4 MNtotar| 0,92 | I,06 0,92 0,92 0,92
N fixé | 0,7 0,36 0,22 0,7 0,7
W total | I,0k |¢I,0L I,08 1,04 I
0,6 ¥ fixé | 0,6I 0,22 0,22 0,59 0,59
N total | I.29 1,32 1,37 1,29 1,29
I ¥Eixg | 0,67 0,22 0,28 0,67 0,67
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mencées ont éié respﬂctlvement de 1, 0,6, 0,4, 0,2 et 0 1 g par
Erlenmeyer.

Aprés un mois de culture a I'étuve A 20° nous avons obtenu. les
résultats reﬁumés dans le tableau III (4 noter que, en fin d’exps-
rience, il n'y avait plus trace de NO, ou de NH, dans les milieux
de culture)

De ces résultats, on peut conclure que :

1° L’azole organique dosé dans les milieux ensemencés avec de
fortes quantités de terre (0,4, 0,6 et 1 g) est indépendant de 1’azote
combing, ou de D’extrait de terre additionné au milieu de culture.
Le rendement en azote organique est done pratiquement le méme,
que la source de I'azote soit sous forme libre ou combinée.

2° Dans les milieux ensemencés avec de faibles quantités de
terre (0,2 et 0,1 g), NH, et NO, favoriseni le démarrage et per-
mettent d’atteindre le maximum de rendement en azote organique
en complétant I’azote combiné ajouté dans le milieu de culture par
de 'azote gazeux.

"CONGLUSIONS.

I1 faul ensemencer une quantité minimum de terre dans le milieu
de culture pour provoquer le démarrage de la flore microbienne
fixatrice de l'azote libre. Cette quantité minimum de terre,
que nous avons appelée « seuil de démarrage », est fonetion de
la nature de la terre et de ’aération du miliew de culture.

Le rendement de fixalion de l'azote libre par la mieroflore-
totale d’un sol est fonction de la quantilié¢ et de la nature de la
terre ensemencée, ainsi que de l'aération du milieu de culture.
Pour la terre sous forét et surtout pour la terre « nue », i faut
ensemencer d’autant plus de ferre pour atteindre le « seuil de
démarrage » et le rendement maximum que le milieu de culture
est plus aéré. Le « seuil » et le rendement de la terre nue aban-
donnée 4 la végélation ne sont pratiquement pas influencés par
Paération. L’azote et le carbone organiques contenus dans la
terre ainsi que la densité des germes fixateurs de celle-ci
ne semblent pas jouer un réle important sur le rendement et sur
le « seuil de démarrage ».

Un faible apport en azote ammoniacal ou nitrique dans une
terre pauvre en bacléries actives diminue le « seuil de démar-
rage » et provoque une fixation de I’azote libre par la microflore
fixatrice qui, sans cet apport en azote combiné, demeurerait
inactive et sans action dans le sol.
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