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INTRODUCTION SENERALE |

Les recherches menées ces dernidres années ont permis de
proposer des solutions raisonnées pour 1la fertilisation azotée.
L'équation du bilan en est la base (Hebert 1975, Rémy et Hebert 1977).

Sur une période bien définie les variations des quantités
d'azote minéral contenues dans un certain volume de sol, sont

la résultante des gains et des pertes affectant Cce compartiment
pendant la méme période;

bY+ R+ P|+(Pv+Pd) = Ri+ Mh-l-Mr+Ma+ (AplA') +E

besoins du peuﬁiement végétal

by =

Re = azote minéral A la fermeture du bilan (3 1la récolte)

P: = pertes par lixiviation

(P, + Pq) = pertes par voie gazeuse (volatilisation et
dénitrification)

Ry = azote minéral A 1'ouverture du bilan (par exemple & la sortie

de 1'hiver)

Mn = minéralisation nette de 1'humus du sol

K. = contribution nette des résidus de récolte

M. = contribution des amendements organiques

(A + A¢) = apports incontrélés (pluies, fixation non symbiotique)

E = fumure minérale

L'utilisation pratique de <ce bilan consiste & calculer
1'inconnue "fumure" en donnant 2 tous les autres termes une valeur
mesurée ou estimée. C'est 1le bilan prévisionnel (Viaux 1980, Rémy
et al 1983)

Besoins pour 1'cbjectif . Azote fourni par le sol
| de rendesent .
Effet du précédent
4
Azote absorbé par la céréale Apports organiques
+
+ Effets retournement prairies
+
Azate non utilisable par Mindralisation husus du sol
1a cérdale +
Reliquat

APPORT TOTAL = BESOINS - AZOTE FOURNI PAR LE SOL |

Tableau 1 : Bilan prdvisionnel pour le calcul de la fusure azotde




Le calcul repose sur:

1 - La définition des besoins (bY) en azote de la culture :
dans le cas des céréales, cette estimation est 'le produit du
rendement objectif par la quantité d'azote absorbée par quintal de

grain produit, quantité que 1'on peut considérer relativement
constante;
2 - La mesure du reliquat d'azote minéral (Ry) & 1'ouverture du

bilan qui est estimée sur 1'ensemble des horizons accessibles aux
racines;

3 - L'estimation de 1la minéralisation nette en provenance
respectivement de 1la matiére organique du sol (M,) et des résidus
de récolte du précédent cultural (M.). Ces estimations sont basées
respectivement

* sur la prise en compte du taux de minéralisation annuel de
la matiére organique, de sa composition en azote et de sa
teneur dans le sol;

* sur des expérimentations consistant A faire varier la nature
des résidus enfouls sur des parcelles non cultivées, et 2
comparer les quantités d'azote minéral produites & celles
mesurées sur des parcelles témoins. Elles se sont traduites
par une grille d'estimation de 1la contribution nette des
résidus culturaux (tableau 2)

Tableau? : Contribution des résidus cultursux

ESPECE Contribution ESPECE Contribution

kg N.ha-1 kg N.ha-1
BETT . SUCRIERE « 20 LUZERNE , +30
BLE - 20 MAIS FOURRAGE 0
COLZA ' + 20 MAIS GRAIN - 25
FEVEROLLE + 30 ORGE - 20
HARICOT + 20 TOMME DE TERRE + 20
LIN 0 OIS ‘20
FRAIRIE + 40
L.
4 - L'approximation consistant & admettre que 1'ensemble des

pertes (P, __+ Pg) sont compensées par les gains résultant de la
tixation biologique et des apports météoriques (A, + Ap). Les
pertes par lessivage sont prises en compte en réduisant le reliquat
Ri en fonction du type de sol et de la pluviométrie (B,).

5 - Une prévision de 1la quantité minimale d'azote restant dans
le sol & 1la récolte de la céréale (R,). Ce dernier terme prend en
compte de maniére globale 1‘utilisation par 1la plante de 1'azote
mis & sa disposition par différentes sources. Dans un premier temps,
constatant qu'il restait toujours dans le sol une quantité d'azote
minéral non utilisée, on a fixé & ce reliquat une valeur minimale
correspondant approximativement & 10kg N par tranche de 30cm
d'épaisseur de sol.




Divers travaux ont montré que 1'utiligation de 1'engrais
n'était pas toujours aussi compléte que ne le Prévoyait 1'équation
du bilan dans sa forme originelle, en particulier dans les
situations od un état structural dégradé entraine une colonisation
défectueuse du profil par le systéme racinaire (Meynard et al 1981,
Viaux 1980). Ce probléme a conduit & une adaptation du calcul des
doses consistant A& affecter la dose calculée par 1le bilan
prévisionnel "idéal" d'un coefficlent censé tenir compte de
1'interception racinaire ; ceci s'est ‘traduit par 1la majoration du
terme "R." de 1'équation (Rémy et al 1983). .

D'une fagon plus générale, 1'utilisation de 1'azote minéral par
la plante ne résulte pas seulement de 1la Plus ou moins grande
accessibilité de celui-ci aux racines, mais aussi de la concurrence
qui s'établit entre” 1'absorption et les autres processus
intervenant dans le sol (figure 1). Dans les conditions pédo-
climatiques de nos régions tempérées, ces processus peuvent se
classer en deux catégories:

- ceux qui, comme 1'absorption, vont se produire de fagon plus
ou moins continue dans toutes les situations, avec une
intensité différente selon les conditions de milieu; 1a
nitrification, l'organisation, la lixiviation (lessivage);

- ceux qui vont se produire de maniére Plus aléatoire et
ponctuelle quand un certain nombre de conditions seront réunies.
la volatilisation, la rétrogradation de 1'ammonium (fixation
chimique), la dénitrification du nitrate.

volatilisation dl'nllrlllullon
A ABSORPTION
A A
) plantej ;
HYDROLYSE :

NITRIFICATION

JREE AMMONIUM NITRATE

ORGANISATION

biomasse |, |
% ~ Ymicrobienne V=

fixation

Figure 1 : Schéma simplifié du devenir d'un engrais azoté

e asoon.

#




on peut donc s'attendre & ce que l'utilisation d'une procédure
forcément simplifiée comme c'est le cas pour le bilan prévisionnel,
soit parfois mise en défaut.

De fait, le calcul de la fumure par cette méthode s'est révélé
satisfaisant dans un certain nombre de situations moyennes odQ
l'estimation des différents termes (minéralisation, reliquat,
utilisation de 1'engrais) est assez bonne et ol les écarts par
rapport aux conditions moyennes restent relativement faibles. Mais
les limites d'un tel raisonnement apparaissent maintenant plus

clairement:

- les recherches menées sur les lois de 1'élaboration du
rendement d'une culture ( en particulier sur les céréales) ont
montré que certaines phases cruciales du développement colncident
avec une trds forte absorption d'azote, ce qui rend 1'offre
instantanée du milieu particuliérement déterminante ;

- paralléllement, la plupart des transformations de 1'azote
dans le sol résultent de 1l'activité des populations microbiennes.
Ces populations microbiennes sont caractérisées par une réponse
rapide aux variations du milieu (température, humidité, carbone,
azote), en termes de croissance, renouvellement et activite.

Pour faire face aux besoins instantanéds, le raisonnement basé
sur l'estimation d'un pool d'azote minéral globalement disponible
sur une longue période de végétation devient inadéquat.

Progresser vers une fertilisation mieux raisonnée, c'est & dire
adaptée de fagon plus précise & la dynamique des besoins et des
fournitures par le sol, nécessite de prendre en compte les
processus qui conditionnent 1'utilisation par .la plante de l'azote
minéral présent dans le sol, et tout particulidrement celui en
provenance des engrais: i1 représente désormais entre la moitié et
les deux-tiers des fournitures d'azote minéral & une culture de blé.

C'est dans ce cadre que s'inscrivent les recherches qui sont
présentées ici.

11 est dés 4 présent nécessaire de bien distinguer
1'appréciation de 1'efficacité d'un apport d'azote et celle de son
utilisation par la culture.

x L'efficacité peut &tre jugée A& posteriori sur plusieurs

critdres ;: .le plus courant est d'apprécier la différence de
production de biomasse végétale résultant du traitement ‘“azote"
appliqué (doses, formes, dates d'apport, etc...). L'étude des

composantes du rendement (pour une céréale : nombre d'épis, nombre de
grains par unité de surface, poids de mille grains...) permet, grace
a'la connaissance des mécanismes de 1'élaboration du rendement,
d'identifier la période du cycle végétal pendant laquelle se sont
différenciés -au niveau de la plante- les traitements appliqués.



* L'utilisation de 1'apport d‘'azote peut étre appréciée par
plusieurs critéres en cours de végétation ou a la récolte .

- la mesure du compartiment "azote total" ou d'un compartiment
spécifique (a2zotz protéique, nitrate,...) et la comparaison avec
d'autres traitements (témoins sans azote, doses);

- la mesure de 1la fraction azotée issue de ‘1'engrais. Ceci est
possible grace au tragage avec 1'isotope 15 de 1'azote.

L'utilisation de 1'azote de 1'engrais a fajt 1l'objet de
nombreuse études, les plus récentes é&tant essentiellement basées
sur 1'emploi du traceur 15N. Ces essais ont montré une utilisation
de l'azote & la fois incompléte et tréas variable (30-80%) ,
notamment en réponse A différentes pratiques de fertilisation.

Ainsi a été étudiée 1'influence

* de la_date d'apport de 1'azote : les résultats obtenus sur
céréales (Olson et Swallow 1984, Rémy 1985, Machet et a} 1987) ont
montré que plus 1'apport &tait réalisé tard (dans le cycle de la
plante) et mieux {1 était valorisé par la culture. La compétition
pour l'azote qui s'exerce entre la Plante et les autres processus
opérant dans le sol parait donc tourner de Plus en plus en faveur de

la plante & mesure que se déroule le cycle cultural.

L'effet de la date d'apport dépend d'une part du stade de la
culture auquel est fait 1'apport d'azote (ses besoins instantanés,
ses capacités "d'interception racinaire"), d'autre part des
conditions climatiques qui peuvent favoriser ou non les processus
de transformation ou de pertes dans le sol. Enfin,pour une date de
mesure donnée, 1l'effet de la date d'apport est en partie 1ié au
délai qui s'écoule entre ces deux moments, et pendant lequel

peuvent se produire les processus.

* de la dose apportée : les résultats obtenus (Campbell et Paul
1978, Olson et al 1979, Rémy 1985, Machet et al 1987) ont montré
qu'il n'y avait pas de variation du coefficient rée] d'utilisation
(cf page 12) dans une gamme d'apport excluant les cas extrémes. Cela
signifie que la plante préleve une  proportion identique de
différentes doses d'engrais.

* de la forme d'apport

Les formes chimiques d'azote les Plus couramment apportées sont
1'ammonium, le nitrate (sous forme de nitrate d'ammonium ou seuls),
1'urée, et la solution azotée (combinaison des trois formes)

(tableau 3).



Asote apporté sous la formo (on X)
_ Consommation |Augmentation
Teneur : Ammo- . Campagne 56-67 | / 85-86
en Nitrique niacal | Uréique (Tonnes N)
Azote
' 26-27 X ’ ’
Amcnitrates 33.5 % 50 50 0 1108000 + 6,1%
Sulfate .
d’ a=mceniaque 20,5 % 0 100 0 41000 + 3,2%
Ritrate chaux
Nitrate souds 15,0 % 100 0 0 3000 +28,9 %
Urée 46,0 % /] o 100 287000 +30,0%
Solution N 36-39 X .25 25 50 503000 + 4,4 %
Ammoniac anhydre 80,0 % 0 . 100 0 41000 +32,4%
Total Engrais Simples 1985000 + 9,0%
Total Engrais Complexes 583000 - 0,7%
Total 2568000

Tableau 3 : Consommation des engrais simples en France
Campagne 86-87 (source FNIE)

Nous avons vu que ces formes apportées au sol se différencient
les unes des autres par la succession des transformations qu'elles
subissent dans le sol jusqu'd 1'étape nitrate, et les pertes qui
sont susceptibles d'affecter les divers états de 1'azote minéral
(Figure 1).

La forme ammoniacale est un carrefour important du cycle interne
de 1'azote dans le sol; elle est soumise &

* une oxydation en nitrite puis nitrate lors des processus de
nitrification réalisés par des populations spécifiques de bactéries
du sol, les nitrifiants. Ces bactéries chimiolithotrophes assurent
leurs besoins énergétiques exclusivement par ces oxydations

* une absorption et assimilation par 1les micro-organismes
hétérotrophes du sol qui peuvent ainsi satisfaire 1les besoins
d'azote nécessaire A leurs activités de biosynthése : c'est

l'organisation microbienne de 1'azote minéral qui conduit a
1'incorporation d'azote dans les corps microbiens, puis, plus
largement, sous forme de matidre organique humifiée;

* une absorption et assimilation par la plante;
* des "pertes"” par voie gazeuse (volatilisation d'ammoniac) et

rétrogradation d'ammonium dans les espaces inter-feuillets des
argiles.



La forme nitrique issue de 1a nitrification de l'ahmonium, ou
apportée par 1l'engrais est soumisge a:

* une absorption et assimilation Par la plante;
* une assimilation par la microflore hétérotrophe (organisation);

* des pertes par voie gazeuse (sous forme N, par dénitrification)
et des pertes par lixiviation.

L'urée : 1'urée sge distingue par une étape d'hydrolyse qui
aboutit & la formation d'azote ammoniacal. Cette hydrolyse doit
étre catalysée par une énzyme, 1'uréase, produite en abondance par
les micro-organismes (champignons, bactéries) et les végétaux
supérieurs (racines).

La vitesse d'hydrolyse dépend.

- de 1'activiteé uréasique potentielle du sol. Celle-ci parait
rarement limitante (Tabatabai et Bremner 1972, Zantua et Bremner

1975) ;

- de la température "Plus  celle-ci est glevae et plus
1'hydrolyse est rapide (0'Toole et al 1982, Vlek et Carter 1983,
Kumar et  Nagenet 1984). Cependant 1'uréase reste active aux
températures basses (Soubies et al 1955) ;

= du contact entre 1'urée et l'uréase (dépendant de 1a diffusion
de 1'urée, du mode d'apport) (Vlek et Carter 1983, Buresh et al

1984) .

L'étape d'hydrolyse n'occasionne pas elle-méme de pertes: elle
transforme quantitativement 1'urée en azote ammoniacal. Elle parait
toujours rapide, méme en pPlein champ (Soubies et a} 1955, Campbell

et al 1984). Cependant

- le délai qu'elle nécessite peut éventuellement restreindre
l'uti{lisation par 1a Plante dans des circonstances o0 les besoins

de celle-ci sont importants;

- elle provoque une augmentation temporaire du PH du sol qui peut
localement &tre de plusieurs unités (Lyster et al 1980, Rachhpal-
Singh et Nye 1984b). L'azote ammoniacal issu de 1'hydrolyse est
ainsi potentiellement Plus sujet aux pertes Par wvolatilisation
(Paurie et Bardin 1979, Terman 1979, Lyster et al 1980).

En revanche cette élévation du PH  peut favoriser la
nitrification, notamment dans des conditions de 8ols acides
(Connoly et al 1980, Faurie 1980).



La forme ammoniacale (et par voie de conséquence 1'urée) est
donc susceptible d'8tre davantage détournée de l'utilisation par la
plante que le nitrate. Ceci se traduit généralement par des
coefficients d'utilisation plus élevés pour le nitrate (Broadbent
et Nakashima 1968, Dev et Rennie 1979, Van Lierop et Tran 1980,
Lhotellier et Segard 1983, Guiraud et al 1986).

Dans les conditions climatiques du Nord-Est de la France, les
pertes par voie gazeuse se sont avérées faibles (Presneau 1982,
Rémy et al, non Publié), conduisant A 1'hypoth&ése que
1'organisation microbienne pouvait jouer un réle dont 1'ampleur et
le déterminisme restait insuffisamment connu.

En effet ce processus est resté d'une manidre générale peu pris
en compte. I1 a 6té rarement mesuré au champ, en raison de la
lourdeur des expérimentations (nécessité d'un marquage 15N élevé,
probléme de séparation des compartiments dans le sol). Dans le
meilleur des cas, un compartiment "1S5N restant dans . le sol" (N
organique + N racines) a été dosé, la plupart du temps uniquement &
la récolte (Chabalier et al 1975, Dowdell et Crees 1980, Mahli et
Nyborg 1983, Olson et Swallow 1984) et rarement en continu aprés les
apports ( Pierre et al 1984, 1985, 1986 ; Rice et Smith 1984,

Nannipieri et al 1985).

Le travail mené a consisté & étudier la place de 1'organisation
microbienne dang la_dynamique de 1'azote en sol cultivé, et ses

conséquences sur 1l'utilisation de 1'azote par la culture.

Ce travail ayant été engagé dans le cadre d'une collaboration
avec la COFAZ, le facteur de variation privilégié a 4té la forme
chimique sous 1laquelle 1'azote est apporté. L'efficacité des
différentes formes d'azote est en effet un probléme d'actualité,
étant donné les écarts de colQts et la compétition internationale
trés forte sur le marché des engrais.

A la suite des travaux déjd réalisés en Prance sur blé
(Presneau 1982, Lhotellier et Segard 1983) et - des é&carts
d'utilisation observés sur d'autres cultures, i1 paraissait
nécessaire d'examiner dans quelle mesure les variations de
l'organisation pouvaient rendre compte des différences d'efficacité,
d'ampleur variable, qui avalent été constatées entre formes.



Une premidre étape réalisée au champ a consisté a examiner s'il
était possible de dégager une relation entre l'organisation de
1'azote et 1'absorption par un peuplement de blé. Les flux
d'organisation et d'absorption ont é&té appréhendés grace au traceur
15N, sur un pas de temps adapté A leur cinétique. ,

Une différence entre formes, quelle qu'en soit 1la nature, va
apparaitre nécessairement avant que tout 1'azote apporté soit sous
forme nitrate; 1'espacement des mesures a donc 6té congu en fonction
des vitesses d'hydrolyse et de nitrification attendues : il s'est
traduit par des prélévements tras rapprochés aprés les apports
d'azote marqué.

Une deuxiéme é&tape visait a séparer 1'organisation des autres
processus qui, au’ champ, interviennent simultanément en
recourant 3 des conditions expérimentales qui permettent.

- d'éliminer 1'action de 1la plante (apport de carbone et azote
issus de 1'exsudation et de la décomposition des racines);

- de privilégier 1'organisation par rapport a la minéralisation, en
utilisant un pas de temps court et une source de carbone induisant
une forte organisation.

Nous avons donc réalisé des incubations en reprenant les sols
des expérimentations de plein champ. Celles-ci ont consisté a
comparer l'organisation de différentes formes d'azote ( urée,
nitrate, ammonium, nitrate d'ammonium) en conditions contrdlées de
température, humidité et carbone disponible.

Enfin la mise en évidence de différences systématiques de
l'organisation entre ammonium et nitrate nous a conduit 2 une étude
des populations microbiennes du sol impliquées dans l1'organisation,
seule apte a permettre un choix entre les diverses hypothéses qui
pouvaient &tre émises quant aux mé&canismes responsables de ces
différences.



PARTIE I :

DYNAMIQUE DE I.A TRANSFORMATION
D" "UON APPORT D " AZOTE DANS LE SOL
ET DE SON UTILISATION

PAR LA CULTURE



CHAPITRE 1
METHODES D'APPRECIATION DE L'UTILISATION DE L'AZOTE

DES ENGRAIS PAR LA CULTURE
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METHODES D'APPRECIATION DE L'UTILISATION DE L'AZOTE
DES ENGRAIS PAR LA CULTURE

L'utilisation du tragage isotopique avec 1'azote 15 a ouvert de
nombreuses perspectives pour 1'étude des flux d'azote dans le sol.
Il a constitué notre outil d'investigation privilégié. Nous ne
rappelerons ici que les .notions indispensables a la compréhension
des résultats en raison des études trés complétes qui ont explicité
les méthodologies liées au '®N (Mariotti 1982, Guiraud 1984).

1 - Rappel de définitions

L'azote posséde six isotopes connus (de masse 12,13,14,15,16 et
17), dont deux, ceux de masse 14 et 15 sont stables. Les autres,
radioactifs, ont une trop courte période pour pouvoir &tre employés
si ce n'est pour des études strictement limitées dans le temps.

L'abondance isotopique est le rapport des atomes de masse 15
par rapport & la totalité des atomes azote

L'abondance naturelle est 1 'abondance isotopique des composés
azotés des systdmes naturels. L‘étalon de référence est 1'azote
atmosphérique dont 1'abondance est de 0.366 %

L'excés isotopique est 1'unité utilisée dans le cas du
tracage artificiel. C'est la différence entre 1'abondance
isotopique de 1'échantillon et 1'abondance naturelle du méme

composé.

La dilution isotopique : on parle de dilution isotopique
lorsqu'un compartiment isolé de taille X et de composition
isotopique E (marqué ou non marqué), recoit un flux azoté Q
(respectivement non marqué ou marqué). Ce compartiment posséde
alors une taille Q+X et un excés isotopique E'. L'équation de
conservation de la masse des atomes '®N s'écrit;:

E
Q-E = (Q + X)E' d'od on déduit X=Q (--- - 1)
{ E '

Cette formule de la dilution isotopique ne s'applique en fait
que dans un nombre restreint de cas (dilution "instantanée" d'un
apport marqué dans un compartiment minéral du sol, absorption
rapide d'azote 15 par la plante...). -

Dés qu'un compartiment d'un systéme é&tudié est soumis A des
flux d'entrée et de sortie, il n'est plus possible d'appliquer
cette formule. Il faut alors utiliser une analyse de type
compartimentale od 1la variation d'un compartiment peut s'exprimer
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en fonction de la variation des flux sur une période de temps court.

Y 19 [ X ]9 0.0
ei —»I e : dt

dieX)
T - ed-e ¢,
dX étant la variation de N et d(eX) la variation de '5N du
compartiment X. On peut déduire de ces deux équations, 1'équation
de
différentielle de "dilution" ;: X ---- = (ey - @) §,

Le fractionnement isotopique : 1les études sur 1'abondance
naturelle en isotope '®N ont montré que 1'inégalité des masses
entraine 1'existence de différences dans la vitesse des réactions
chimiques. Les isotopes sont ainsi "distingués" au cours des
processus biochimiques (dénitrification, fixation, assimilation...),
ce qui entralne un “fractionnement isotopique" (Mariotti 1982,
Domenach 1987). Ce fractionnement produit des variations faibles
maig significatives de 1'abondance naturelle.

L'utilisation de composés azotés ayant un marquage artificiel,
permet de s'affranchir de ces variations en les rendant
négligeables. Cependant dans le cas de faibles marquages (mesures
du compartiment organique par exemple) il est nécessaire de prendre
également en compte 1'abondance isotgpique naturelle d'un
échantillon “témoin" non marqué.

Calculs

Dans tous les compartiments étudiés, le principe d'étude sera le
méme : la mesure de la quantité d'azote d'un compartiment (azote
‘total, azote organique, nitrate...) et celle de son excés
isotopique. Connaissant précisément les quantités d'azote 15
introduites initialement dans le systéme (No, es) il est alors
possible :

1/ de connaftre 1la quantité d'azote apporté dans le compartiment
mesuré

- pour la plante : la part de 1l'azote apporté contenue dans la
plante est obtenue par :

Np = N absorbé par l1a plante
Np.(Ep - Er) Ep = excés isotopique de ce
----------- . 100 compartiment
F . Eo Er = excés isotopique "naturel" du

méme compartiment
E. = excés isotopique initial de
1'azote apporté

F N apporté par la fumure

c'est le coefficient réel d'utilisation (C.R.U.)
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- pour le sol : On peut calculer la proportion de 1'azote apporté,
qui se trouve sous 1'une ou l'autre des formes minérales ou sous
forme organique :

Il n'y a pas d'appellation particulidre et on exprime ces
proportions en terme de pourcentage.

2/ de suivre la dilution de l'isotope dans la plante

* le rapport des excds (Ep-Er) / Eo indique la proportion de
1'azote absorbé provenant de la source d'azote marquée
Ep-Er
Np (----- ) est encore appelé NAff (nitrogen derived from
Eo fertilizer)

% le rapport 1 -(Ep-Er) / Eo indique par différence 1a
proportion provenant de la source non marquée.
Ep-Er
Np (1- ----- ) ou Ndfs (nitrogen derived fronm soil)
Eo

2 - Utilisation réelle et apparente de l'engrais

21 - Coefficient apparent d'utilisation

Les essais comportant des parcelles fertilisées avec une dose X
d'azote, et des parcelles "témoins" non fertilisées permettent
d'accéder & wune estimation de l'utilisation de l'engrais. Le calcul
est basé sur 1'hypothése que la fourniture d'azote par le sol est
identique sur les parcelles témoins (od elle est la seule source
d'azote) et sur les parcelles fertilisées. La différence dans
1'azote total absorbé provient alors de 1'azote de l'engrais.Un tel
calcul est appelé coefficient apparent d'utilisation

Ne - No avec Nr = N absorbé par le blé fertilisé
C.A.U. = ~=cenceoq x 100 No = N absorbé par le témoin
F F = Dose engrais apportée

Nous verrons toutes les difficultés liées & cette hypothése.
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22 - Coefficient réel d'utilisation

Le coefficient réel d'utilisation (formule page 12) tras
‘utilisé dans les expérimentation 'SN, sert généralement & rendre
compte,d la ' récolte- ou en fin d'expérimentation, de la quantité
d'azote apporté utilisée par la culture. Dans la plupart des études,
il s'agit d'un C.R.U. "parties aériennes", parce que la mesure de
la biomasse racinaire s'avére trés difficile & réaliser au champ.

L'évaluation des quantités totales d'azote absorbé implique de
prendre en compte 1'azote présent dans les racines. On peut en
tenir compte en appliquant un coefficient multiplicateur aux
quantités d'azote présentes dans les parties aériennes. Pour les
céréales, un coefficient de 1,3 a été proposé (Viaux 1980). Cela
suppose que 1'azote des racines correspond A 25% de 1'azote total
absorbé par 1la culture. La variabilité des situations du point de
vue de 1'enracinement et de 1'absorption d‘'azote a montré les
limites de 1'application d'un tel coefficient (Machet et al 1987).

23 - Interactions entre N sol et N engrais

L'estimation de 1'utilisation de 1'azote par la plante, soit par
différence avec un témoin (C.A.U.) soit par 1'azote 15 (C.R.U.) ne
fournit pas toujours des résultats similaires. Si parfois C.R.U. et
C.A.U. sont équivalents, les C.A.U. sont souvent supérieurs aux
C.R.U. (Steele et al 1980, Machet et al 1987) et dépassent dans
quelques cas 100 % .

Cela signifie que 1la différence "N-No" du calcul du C.A.U. est
surestimée et qu'il existe une interaction entre la fourniture de
1'azote du sol et l'utilisation de l'engrais azoté.

Plusieurs hypothéses ont été émises jusqu'alors. Des phénoménes
de “"surminéralisation" ("priming-effect" en anglais) affecteraient
les parcelles fertilisées, notamment en raison d'une stimulation de
la microflore du sol 1lors d'un apport d'azote. Les débats ont é&té
nombreux sur ce sujet et la surminéralisation en tant que mécanisme
biologique n'a pu étre prouvée (Jansson 1958, Broadbent 1965,
Rennie et Fried 1971, Westerman et Kurtz 1973, Hauck et Bremner
1976) .

Jenkinson et ses collaborateurs (Jenkinson et al 1985, Hart et
al 1986) ont fait le point sur ce probléme. Ils ont remplacé les
vocables "surminéralisation" ou ‘"priming effect" (dans un sens
restreint) par la notion d'interaction dans le sol entre azote
natif et azote apporté, (A.N.I. - Added Nitrogen Interaction),
cette interaction pouvant @&tre soit positive (ANI +) soit négative
(ANI -).




Deux cas peuvent se présenter:

1- des situations & ANl réel . elles peuvent expliquer les
différences CAU-CRU. Différents mécanismes peuvent jouer ;

* une minéralisation indépendante de 1'apport d'azote, mais une
meilleure interception racinaire soit Par une plus grande
extension des racines (interception de 1'azote profond), soit
par une plus forte densité racinaire (interception plus
complate);

* une affectation différente de 1'azote absorbé entre les
parties aériennes et les racines: l'azote racinaire
représenterait une proportion plus grande de 1'azote absorbé
lorsque 1'azote devient moins limitant ou non limitant de la
croissance;

¥ une minéralisation nette Plus grande dans 1les parcelles
fertilisées associée soit A une minéralisation brute plus élevée,
soit & une organisation plus faible.

Selon Jenkinson et al (1985) 1'importance de ces phénoménes
d'ANI réel ne peut &tre que limitée.

2- des situations & ANI qualifié d'"apparent". il s'agit
essentiellement de réactions de "substitution de pool"

Un ANI apparent peut ainsi avoir lieu lorsque 1'azote marqué
est apporté A4 un sol contenant une certaine quantité d'azote
minéral, alors que le compartiment azote minéral est 1lui-méme
affecté par un processus qui opére indépendamment de la quantité
d'azote présente. Dans ce cas 1'azote apporté va 8tre utilisé au
méme titre que 1'azote natif (non marqué) et partiellement A sa
place, ce qui laissera en contre-partie, des quantités équivalentas
d'azote natif disponibles.

L'organisation de 1'azote minéral est le mécanisme principal
impliqué dans ces substitutions de pool. Nous expliciterons le
processus par quelques exemples.

1- Les quantités organisées étant constantes pour une quantité
de carbone disponible sur une période de temps donné, plus les
doses d'azote marqué apporté sont importantes, moins 1'azote du sol
est organisé. Il peut en résulter une absorption plus importante de
N-sol par la plante qui se traduira par un ANI positif.
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2 - De la méme fagon, 1l'utilisation par 1a plante ou
l'organisation dans le sol d'un apport marqué va varier selon
1'importance du pool d'azote minéral initial dans lequel il se
diluera. Il en résulte des "C.R.U." variables.

3 - La forme d'apport joue également un réle dans ces
phénoménes de substitution de pool. En effet 1'ammonfum étant
préférentiellement assimilé au njtrate par les micro-organismes
hétérotrophes (cf partie II), il sera possible d'observer un ANI
négatif lors d'un  apport de nitrate marqué (en milieu
particuliérement homogéne). Dans ce cas en effet 1'ammonium “natif"
fssu de 1a minéralisation sera réorganisé prioritairement, le pool
nitrate marqué restant peu affecté. La minéralisation (effet net)
sera faible ou nulle, comparée a celle d'un traitement od 1'on
aurait apporté de 1'ammonium marqué.

Les conditions d'expérimentation vont @&tre déterminantes pour
l'apparition ou non d'un effet de substitution. Dans une expérience
en pot o0 le mélange azote sol et azote engrais est relativement
homogéne, ces interactions se produisent nécessairement. Par contre,
en conditions de plein champ, 1'azote de l'engrais et 1'azote du
sol ont généralement des dynamiques assez différentes de sorte que
ces phénoménes ne peuvent prendre autant d'importance (Hart et al
1986, ‘Powlson et al 1986).

Comme l'ont souligné Jenkinson et ses collaborateurs, Jansson
(1958), Jansson et Persson (1982) en parlant d'"artéfacts de la
méthode '®N", 1la substitution de pool semble avoir parfois conduit
a une interprétation erronée des essais menés avec 1'azote 15. 11
apparait délicat d'interpréter séparément les fluctuations des
pools '“N et '®N. Cependant 1'azote 15 reste indispensable pour
séparer les différents processus intervenant dans le sol et dans la
plante, et préciser leur déterminisme.



CHAPITRE 11

DEMARCHE D'ETUDE ET METHODOLOGIES
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DEMARCHE D'ETUDE ET NETHODOLOGIES

- N Lot

1 - DENARCHE D'ETUDE

Sur le premier essal réalisé sur un sol de limon profond de la
Somme, les facteurs de variation &tudiés ont été la forme d'azote
("®N-urée, '®NH.NOs, NH,'®NO3;) et la date d'apport. Nous avons suivi
les transformations de 1'azote aprés un premier apport marqué
réalisé au tallage du blé et un second apport réalisé au début de la
montaison. Les préldvements rapprochés ont permis de suivre 1la
dynamique des différents processus (hydrolyse, nitrification,

organisation, absorption par la plante).
Nous avons tenté de faire un bilan complet du devenir de

1'azote: dans ce but, nous avons pris en compte aussi complétement
que nos méthodes le permettent, la plante entidre (parties aériennes
et racines), le sol (N organique et N minéral), les pertes par voie
gazeuse (volatilisation et dénitrification). :

La vitesse et 1'intensité des processus d'organisation observés
dds les premiers jours qui suivent les apports d'une part, les
différences qui apparaissent précocément & ce niveau entre ammonium
et nitrate d'autre part, nous ont amend:

-~ & rechercher 1l'origine de 1la différence d'organisation entre
ammonium et nitrate. Ceci sera 1'objet de la deuxidme partie de
ce document;

- & étendre les observations A des situations pédo-climatiques
contrastées, de facon A4 valider la relation obgervée entre

1'organisation et 1‘'absorption.

Nous avons donc mis en place dans un second temps trois essais,
les facteurs de variation é4tant la forme d'apport (*®N-urée,

'"NH4NO3,NH.'°NO3) et la_situation pédo-climatique : trois sols

(argile-sableuse, sol calcaire, limon  hydromorphe) dont nous
attendons des comportements différents, en particulier au niveau des
vitesses de minéralisation et de nitrification et des potentialités
de pertes gazeuses.

Le suivi des trois essais paralldllement, a nécessité un
protocole simplifié, cependant suffisant pour apprécier la
variabilité des relations entre 1'organisation et 1'absorption :
l'utilisation par 1la plante entidre et 1'organisation microbienne
ont été mesurées A& trois dates au cours de 1la période de
nitrification puis & la floraison et A& la récolte du blé.
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MONS LIVRY LOUVERCY ETREPILLY BOURGUIGNON
(80) (51) _ (02) (02)

sol brun rendzine sol lessivé 8ol brun

lessivé dégradé hydrom. humide .

(Picardie) (Champagne) (Brie) (Chaunois)
SOL
Argile % 16.9 8.8 15.4 25.4
Limon fin % 18.7 1.3 21.1 8.0
Limon grossier & 51.0 4.9 53.2 11.7
Sable fin % 4.6 0.8 2.4 9.3
Sable grossier % 2.1 0.2 2.4 6.5
Carbone org. % 1.2 2.4 1.0 1.5
Azote %X 1.2 2.1 0.7 1.5
Calcaire % 1.0 74.9 0.3 4.5
pPH Ha0 7.8 7.9 7.9 7.9
CULTURE
Variété Pernel Thésé Fidel Migsion
Date de semis 15/710/84 25711786 4/12/86 272711786
Ecartement semis 12 ¢om 17 cm 12 cm 12 cm
Précédent Colza d'hiver Betterave Betterave Betterave

verts enfouis verts enfouis verts enfouis

‘AZOTE '
ler apport *30 kg 06/03 *80 kg 11703 “80 kg 13/03 *80 kg 12/03 ,
2eme apport “110 kg 17/04° 108 kg 13/04 105 kg 15704 105 kg 14704 ¢

: Caractéristiques pédologiques et culturales des essais

Tableau 4
* . apport marqué
i nnaen (BRI EAERIRIERRER) oo
g avitiain (R ARIRRERIRR]E] it
¢ Bs » ¢ Ba - ¢ B >

Parcelles A : 15AN
Parcelles N : A 15N
Parcelles U : 150rée

Figure 3

* Plan de 1 essai de MONS (1985)



2 - DISPOSITIFS EXPERIMENTAUX

21. Essai de Mons-en-Chaussée - 1985

L'essal a 6&té mené A& la station expérimentale INRA de Mons-en-
Chaussée, dans 1la Somme (80) sur un limon profond dont les
caractéristiques physiques et chimiques sont indiquées tableau 4. Le
blé d'‘hiver (Triticum aestivum c.v. Pernel) a &té semé le 15 Octobre
1984. Le précédent cultural était un colza d'hiver.

Les traitements étudiés ont été la forme d'azote apportée et la
date d'application : '

¥ 3 formes :
- 'SN-urée ('®NH:)2C0 : parcelles "U
- V5NH,NOs : parcelles “AN
~ NH4'5NO< : parcelles A™N

* 2 dates d'application ;
- premier apport au tallage du blé (stade 3 sur
1*échelle de Feekes)
- second apport au début montaison (stade 5 sur
1'échelle de Feekes).

La dose totale d'azote apporté était constante : 160 kg N.ha-1,
Elle a 6té calculé en utilisant la méthode du bilan prévisionnel.Un
traitement témoin sans azote a été inclus.

Les parcelles, de taille 3,5 m x 3,5 m, ont 6té disposées de
manidre aléatoire, avec 3 répétitions par forme, formant 3 blocs
(Pig. 3). Chaque parcelle a été divisée en 8 placettes de 0,3 m? qui
représentent la surface élémentaire sur laquelle ont &té effectués
les prélévements de plante et de so)l pour chaque date de mesure. Une
neuviéme placette de 1 m*, au centre de la parcelle, (Fig. 4), a é&té
utilisée pour des analyses de plantes & la récolte, et réservée pour
des analyses de . sol et de plante sur la culture suivante (betterave
a sucre).

Des zones "tampons" ont été prévues entre placettes ainsi
qu'entre les placettes et le bord de la parcelle marquée. Ces zones
tampons ont des tailles variables selon, en particulier, le délai
qui s'écoule entre le prélévement fait sur une placette et celui
fait sur la placette voisine. Chabalier et al (1975) ont montré que
des bordures de 30 & 50 cm conduisent & des erreurs relatives
respectives de 1 & 5 % sur les mesures d'excés isotopiques A la

récolte.
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Plan d'une parcelle 15N avec s8es 9 placettes de

Figure 4
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Neuf parcelles (parcelles I) ont regu 50 kg N.ha-' sous forme
'SN-urée (excas isotopique de 1'ammonium 3,63 %), 'SNH.NO, (excés
isotopique de 1'ammonium 8,54 %), NH,'=NO, (excés isotopique du
nitrate 11,58 %), le 6 mars (jour 0) et 110 kg N.ha~' (sous la méme
forme, non marquée) le 17 avril (jour 42). Les © autres parcelles
(parcelles 11) ont regu 50 kg N.ha"' (non marqué) et 110 kg N.ha~?
sous forme '°N-urée (excds jsotopique de 1'ammonium : 1,61 X),
1SNH.NOs (excés isotopique de 1'ammonium : 3,71 %), NH.'5NO; (excas
isotopique du nitrate : 3,63 %) aux mémes dates.

Les parcelles 1 et II ont é&té choisies contiglies pour un méme
traitement, de fagon A permettre 1'extrapolation (I + II) (Pigure 3).

Deux parcelles latérales (8,5 m x 56 m) ont regu de 1'azote non
marqué sous forme solide, soit de 1'urée, "soit du nitrate d‘'ammonium.
Elles ont été mises en place pour réaliser les mesures de
volatilisation et de dénitrification.

Epandage de 1'azote
L'azote marqué et non marqué, a été apporté sous forme liquide,

en utilisant un pulvérisateur manuel équipé d'une buse fongicide.
L'application a été réalisée avec de nombreux croisements de fagon a
obtenir une pulvérisation la plus homogéne possible. Chaque parcelle
a ainsi regcu 8 litres de solution d'azote, puis 2 1 d'eau afin de
“laver" le mieux possible le feuillage (soit 0,7 mm eau).

Calendrier de prélavements

L;; placettes ont é&té échantillonnées aux jours 2, S, 8, 14, 35,
103 (floraison), 140 (remplissage du grain) et 154 (maturité) apras
le premier apport marqué sur les parcelles I ; aux jours 44, 47, 50,
57, 103, 140, 154 (respectivement 2, 5,8, 15 61, 98, 112 jours
aprés le second apport marqué) sur les parcelles 11,

CALENDRIER DS PRELEVEMENTS

T0
Profil azote minéral
naturelle 18N M4.0.

[ o ] [ o

8 mare B5 : 50 kg / ha <
4 x5 15§

ler apport ——> 50 kg / ha 7 nara 85

2 Jours € mars 85
5 jours 11 mars 85
8 Joura 14 mars 85
4 Jours 20 mare 65

TS : + 35 Jours 10 avril 85

18 avril 65 : o 2ém8 apport ——» 17 avril 85
110 kg / ha 110 kg / ha

T6: 4+ 2 jours 19 avri] 85
T7T : + 5 jours 22 wvril 85
T8 : + 8 jours 25 avril 85
T : + 15 Jours 2mai 85

T10 : Ploraison 17 juin 85 T10 : Floraison 19 juin 85
TiL : max. .8, 24 jutllet as TIl : wax, M.S. 24 juillet 85
T12 : récolte 7 acht 8§ T12 : Récolte plantes 7 moit

(plantes + tarre) . terre 12 soit
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Figure 5 : Plan d'un essai (Bourguignon, Etrépilly, LIVRY 1987)
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Figure 6 : Plan d’une parcelle 15N avec 5 placettes de prélévement

CALENDRIER DES PRELEVEMENTS

T0
Profil Azote Minéral

[ l |
[ BOURGUTGNON | fmrmg] [ v !
I

ler apport (marqué)

80 kg N . ha-!
]
i T 1
12,03 13.03 11.03
1 (+ 313 ) 25.03 26.03 24,03
T2 (+19 3) 31.03 1.04 30.03
T3 (+ 28 J) 7.04 8.04 6.04

24 apport (non marqué)
105 kg N . ha-1

]

Lo T ]
14.04 15.04 ' 13,04
T4 florsison 22.06 14.06 18.08

T5 Récolte 19.08 18.08 17.08
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22. Essais 1987

Sur cette deuxiéme série d'essais un protocois sensibiement
identique, mais simplifié, a été appliqué simultanément sur 3 sites :
Livry Louvercy (Marne), Etrepilly (Aisne) et Bourguignon/Coucy
(Risne), dont les caractéristiques pédologiques et culturales sont
indiquées tableau 4.

Le facteur étudié a &té la forme de 1'apport de 1'azote ; trois
formes marquées ont été apportées lors d'un Premier apport au
tallage du blé ;

- ('®NH2)2C0 (urée) : parcelles *U
- TSNH4NO; : parcelles “AN
- NH4'®NO,y : parcelles A*N

Un traitement “témoin" sans azote est également suivi (T).

Les parcelles, d'une taille de 2,6 mx 2,6 m ont été disposées
de maniére aléatoire, avec 3 répétitions par traitement, formant 3
blocs (Figure 5). Sur chacune des parcelles on a délimité 5
pPlacettes de prélédvement de 0,3 m* & 0,5 m? chacune. Les zones
"tampons" entre les Placettes, et entre placettes et bordure de 1la
parcelle sont également variables, de 0,2ma 0,5m (Figure §).

Les doses d'azote apportées ont été les mémes dans les 3 essais -
le premier apport marqué a été& de 80 kg N.ha~' sous forme !SN-urée
(excés isotopique de 1'ammonium ; 2,56 %), 'SNH,NO; (excés
1sotopique de 1'ammonium : 5,30 %) ou NH.'5NOs (excés isotopique du
nitrate : 5,86 %), début mars (jour 0). Le second apport a été de
105 kg N.ha~', sous la forme U ou AN non marquée, & la mi-Avril.

Epandage de 1'azote

L 'application a é&té réalisée un peu différemment de celle de
l'essai 85 de fagon 3 éviter au maximum les absorptions foliaires
constatées alors. 5 épandages successifs ont été& effectués entre les
lignes du blé (sous le couvert végétal). Pour cela, chaque parcelle
a regu 4 litres de solution azotée puis 2 litres d'eau (environ 1 mm
eau).

Calendrier des prélévements
Les placettes ont é&té é&chantillonnées a 13, 19 et 26 jours apres
1'apport d'azote marqué, puis A la floraison et a la maturité du blé.
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Fhoto 2 - Positionnement des prélévements avec la plague perforée

Photo 3 : Placette & la fin du prélévement
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3 - METHODES D'ECHANTILLONNAGE AU CHAMP

"31. Parties aériennes

Dans chaque placette de prélévement, la totalité des parties
aériennes a 6&té récoltées. Elles ont 6&té coupées avec précaution
juste au-dessus du plateau de tallage, sans perturber la surface du
sol. Elles ont été lavées pour éliminer 1les traces de terre et
d'engrais pouvant rester sur les feuilles. '

32. Sol et racines

Sur la méme placette, 9 carottes de sol ont été prélevées
ensuite :les échantillons ont 6&té constitués en mélangeant les
carottes obtenues de chaque horizon.

Trois types de sondes ont 6té utilisées : une sonde de 60 mm de
diamétre pour les horizons 0-10 et 10-30 cm, une sonde de 40 mm de
diamétre pour 1la couche 30-60 cm et une sonde de 25 mm pour les
horizons plus profonds. Ces horizons (460-90 cm et 90-120 cm) n'ont
6té prélevés qu'd la floraison et A la récolte. Les horizons 10-30
cm et 30-60 cm ont été prélevés ou non en fonction des
précipitations intervenues depuis 1'épandage.

Dans le souci d'obtenir un échantillonnage représentatif du sol
et du systéme racinaire, les 9 carottes ont été prélevées comme
suit : 2 carottes ont &té prélevées sur le rang, 3 au milieu de
1'interang et 4 tangentiellement aux rangs. L'utilisation d'une
Plaque de contreplaqué percée de % trous a permis d'une part de
"standardiser" le prélavement pour toutes les placettes et, d'autre
part, de limiter 1la perturbation de la surface du sol en facilitant
le prélévement et le maniement des sondes.

Les échantillons ont été rapidement ramenés au laboratoire
ou placés dans des glaciaires et pesés avant le Ssous-échantillonnage.
En utilisant le poids réel de chaque échantillon et les valeurs de
densité apparente mesurée par sonde gammamétrique, la profondeur
exacte de chaque échantillon a pu &tre recalculée et les corrections
nécessaires réalisées.

Dans les essais menés en 87, les techniques au champ ont été
identiques. Seuls les horizons 0-10 cm et 10-30 cm ont été prélevés
aux 3 premiéres dates. A la floraison et & la maturité du blé,
1'horizon 30-60 cm a &té& également prélevé.
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¢ Volume =501

-— Cloche en PVC opaque

papler filtre
surface 700 cm?

H,80, normal
Cap. piegeage: 140mg N

] bm | <~ Partie enterree
§ ’ N

Figure 7 : Systéme de piégeage de 1 ammoniac
(d"aprés FRESNEAU 18982)
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33. Volatilisation

Les mesures de volatilisation ont &té réalisées par une méthode
de confinement, adaptée et testée par Fresneau (1982). Des cylindres
opaques en PVC (hauteur 40 cm, diamétre 40 cm) sont enfoncés de 5 cm
dans le sol et fermés A 1'extrémité supérieure. L'ammoniac dégagé
par le sol sous le cylindre est piégé sur un papier filtre saturé en
Hz80, (1N) 1installé & 30 cm de la surface du sol sur un support
(Figure 7).

Toutes les 24 heures, le papier filtre est récupéré et remplacé,
la cloche étant déplacée. Les mesures ont été réalisées avec 3
répétitions, das 1'apport et pendant 2 semaines.

L'ammoniac piégé est extrait par agitation dans 200 ml d'acide
sulfurique (IN), puis dosé par colorimétrie.

34. Dénitrification

Des mesures de dénitrification ont &té réalisées avec 1'aide de
JC Germon et Y Couton (INRA Dijon), en utilisant 1la méthode
d'inhibition & 1'acétyléne.

Des cylindres de PVC (diamétre 50 cm) sont enfoncés dans le sol
(3 cm en dessous, 12 cm au-dessus de la surface). Autour de chaque
cylindre, 4 aiguilles d'acier sont introduites verticalement dans le
sol, jusqu'd 30 cm de profondeur. L'atmosphére du sol est saturée
par 1'acétyléne & un débit de 15 ml/min/aiguille pendant 24 heures,
ce qui amdne A une concentration en acétyléne supérieure a 0.5 %
dans la couche supérieure du sol (GERMON et al 1983). Da&s que
1'injection d'acétyléne est arrétée, les cylindres sont fermés, des
prélévements de gaz sont effectués au temps 0, 20 et 40 minutes.Les
mesures ont 6té réalisées une fois par semaine de Mai 3 Octobre,
avec 5 répétitions.

Le N20 accumulé dans les cylindres a &té dosé en chromatographie
par capture d'électrons. Les flux de dénitrification ont &ta
calculés selon la méthode de Germon et al (1985) .

4 - METHODES ANALYTIQUES

41. Mesure des matidres séches des parties aériennes
et des ‘racines

La matiére sache et l'azote absorbé des parties aériennes ont
été déterminés A 12 stades du cycle végétatif. A maturité les
plantes ont été séparées en (paille + balles) et grain. Le
rendement en grains est exprimé a 15 % d'humidité.

La matiére sdche et 1'azote des racines ont été évalués a
certaines des dates de préldvements dans l'horizon 0-10 cm ou
0-10 cm et 10-30 cm, et sur tout le profil (0-120 cm) A la floraison.
A cette fin, les échantillons de sol ont été tout d'abord sous-
échantillonnés pour réaliser les mesures d'azote minéral et d'azote
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organique. Le sol restant {(environ 4, 8 et 4 kg de sol frais pour
les horizons 0-10 cm, 10-30 cm et 30-60 cm respectivement) a &té
utilisé pour 1'extraction des racines.

Celles-ci ont été séparées aprés dispersion du sol pendant 12
heures dans le métaphosphate de sodium (50 g-17%), s8uivi d'un
tamisage sous eau sur un tamis de maille 1 mm. Les racines sont
ensujte abondamment lavées et séparées manuellement des autres
débris végétaux et minéraux A& 1'aide d'une Pince fine. Les parties
aériennes et les racines sont séchées a 80°C, finement broyées en

poudre.

42. N minéral

L'azote minéral a été extrait par le chlorure de potassium
150 g de sol dans 300 ml KCl (1M),agitation pendant 1/2 heure et
décantation. Chaque analyse comporte 2 répétitions. Le dogsage a été
réalisé par colorimétrie en flux segmenté avec un analyseur
automatique Technicon, par réduction des nitrates en nitrites par
1'hydrazine et dosage des nitrites par la réaction de Griess Ilosvay
(Henriksen et Selmer-Olsen 1970) et la méthode a 1*'indophénol pour
l‘ammonium (Verdow 1977).

43. Dosage de 1'urée

Alors que 1a majorité des auteurs suivent 1'hydrolyse de 1'urée
par apparition de 1'ammonium dans le sol, nous avons dosé ce composé
de manidre spécifique. Deux techniques étaient A notre disposition ;

- la détermination de 1'azote uréique par la méthode de 1'uréase,

adaptée par Fresneau (1982) . ‘Cette méthode consiste
successivement 4 faire une hydrolyse de 1'urée et distiller
1'ammonium produit. Elle est lourde 3 utiliser (temps

d'incubation, bain-marie) mais réellement adaptée si 1'on veut
déterminer 1'excés isotopique de 1'urée.

- 1a détermination de 1'urée par 1la méthode colorimétrique au
diacétylmonoxime de Mulvaney et Bremmer (1979).
La méthode est basée sur 1le principe de 1'&tude de Fearon
(1939) . 1'urée chauffée avec du diacétylmonoxime et du
thiosemicarbazide en conditions acides forme un composé de
couleur rouge foncé.

Douglas et Bremmer (1970), Mulvaney et Bremmer (1979) ont mis au
point cette méthode pour les extraits de terre, en particulier avec
1'utilisation de 1'acétate phenylmercurique comme inhibiteur de
1'hydrolyse dés 1'extraction.

Le dosage de 1'urée ne justifie généralement pas l'utilisation
d'une chalne colorimétrique automatisée, en raison du nombre
relativement limité d'échantillons dans une méme série, comparé au
nombre de dosages d'azote ammoniacal et nitrique.

Cependant la méthode manuelle préconisée met en oeuvre de
grandes quantités de réactifs nocifs qui sont tras instables, ce qui
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Figure 9 : Dosage colorimétrique de 1l urée : évolution de la
coloration de la solution en fonction de la durée et
de la température d”incubation an bain-marie
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la rend lourde, peu rapide et imprécise.

Afin de rendre cette .technique plus facile d'emploi, nous
l'avons améliorée de la fagon suivante

1 - réduction des volumes de réactifs utilisés grace 3 1'emploi
de pipettes de précision (volume final 2,5 ml au lieu de 50 ml).
Cette réduction des volumes permet de travailler de maniare plus
rapide, et de traiter un plus grand nombre d'é&chantillons.
L'emploi de petits tubes de verre facilite également les
manipulations au bain-marie, le passage en refroidissement, dont
la rapidité et la standardisation sont des &léments essentiels
dans la révélation de la coloration.

2 - définition de 1la température et de 1la durée optimale
d'incubation. Le meilleur développement de 1la coloration est
obtenu pour une durée d'incubation de 35 mn & 90°C (Figure 9).

La procédure de dosage est explicitée en annexe p.186.

44. N organique

Nous avons d'abord cherché, dans les échantillons de sol, a
séparer le '®N associé aux racines fines du '*N organique du sol
sensu stricto (microbien ou humifié). Cependant les défauts de bilan
d'azote 15 observés (cf page 70), nous ont amené A nous interroger
sur la possibilité de pertes d'azote 15 au cours de cette séparation.
Nous avons alors comparé deux techniques

* une technique consistant & é&liminer les résidus organiques
libres supérieurs a 0,1 mm par tamisage et du 'SN minéral par des
extractions successives. Le dosage du 15N a ensuite &té réalisé de
deux fagons
- soit par minéralisation Kjeldahl et analyse isotopique
du (NH.)=2S0. formé au spectrométre de masse (technique
conventionnelle)
- soit par un'dosage couplé N et 'SN A 1'analyseur d'azote
connecté au spectrométre de masse (Marshall et Whitheway
1985) ;

¥ une technique de mesure globale du compartiment organique sans
élimination des racines fines et résidus et sans élimination
totale de 1'azote minéral, le dosage étant fait par le couplage
analyseur + spectromatre.

- Le détail de ces protocoles et 1'expérience méthodologique qui
s'y rapporte font l'objet d'un  développement plus important
(paragraphe 52).
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Toutes les valeurs d'azote 15 organique présentées dans les
résultats ont été obtenus sur des échantillons de terre dont !'azote
minéral a été totalement extrait.

A cette fin, le culot de terre aprds l'extraction KCl est
centrifugé (1/4 h & 3000 tours min~'), puis subit 2 nouvelles
extractions successives au KCl (20 g terre humide pour 80 g KC1 1M).
L'échantillon est ensuite séché (60°C) et broyé trés finement en vue
de son passage a4 l'analyseur d'azote.

45. Analyses '°=N

15N minéral

'®NHs et '®NOs sont séparés par distillations successives de
l'extrait KC1 avec la magnésie calcinée, puis apras réduction des
nitrates en ammonium par 1'alliage Dewarda. L'ammoniac est piégeé
dans H2804 (0,1N), 1'évaporation menée en milieu acide (Bremmer
1965a). La procédure technique a été décrite par Fresneau (1982).

15N total

1 - attaque Kjeldahl

L'azote total est dosé aprés réduction du nitrate par le fer,
minéralisation par attaque Kjeldahl et distillation, titration
et évaporation en milieu acide (Bremner 1945a).

2 - combustion type "Dumas"

Cette combustion  '"s&che" est réalisée a 1'aide d'un auto-
analyseur d'azote (Carlo Erba, ANA 1500). L'échantillon (végétaux,
sols, liquides adsorbés sur un matériau inerte) est pesé, placé dans
une nacelle d'étain et déposé dans un distributeur automatique.
Chaque échantillon est automatiquement introduit dans un four
d'oxydation (Cr.0s & 1000°C) o0, en présence d'oxygéne, a lieu une
combustion violente ou “combustion flash" pendant laquelle 1la
température s'éléve A& 1800°-2000°C. 11 en résulte une oxydation
complédte et la formation de COz, Hz0, N» et N,0,. Les produits de
combustion sont entrainés par le flux d'hélium. Le passage sur un
four de réduction contenant du cuivre A 680°C permet d'éliminer
l'excés d'02 et de convertir les oxydes d'azote en N,.

Le CO2 et H20 sont retenus dans des pidges chimiques (ascarite
et tamis moléculaire ou perchlorate de magnésium) et/ou piégés a
1'azote liquide. Le flux passe ensuite A travers une colonne
chromatographique puis dans un catharom&tre qui fournit un signal
électrique proportionnel A la concentration en azote.
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Mesures isotopiques

Analyse Rittenberg

La transformation du sulfate d'ammonium (échantillon issu de la
minéralisation Kjeldahl ou de la distillation de 1'azote minéral),en
azote gazeux se fait en traitant 1'échantillon par une solution
d'hypobromite de 1lithium en milieu totalement exempt d'air, selon la
technique décrite par Rittenberg (1948).

La composition isotopique de 1'azote moléculaire est ensuite
déterminée avec un spectrométre de masse VG SIRA 9 A double
introduction et triple collection, par comparaison avec un gaz de
référence étalonné par rapport a l'alr

v

Une aliquote de’ l'ordre de o £) Ty _f__du flux de ga_z Sortant de -
1'analydeur est ‘envoyée (via .une. vanne aiguille.et un:capillaire ef '
inox) vers Te spectrométre de masse. Un flux continu d'hélium arrive .
donc au spec;rqmétre de masse, avec une. pre551pn :partielle en azotg:
qui varie ' continuellement au gours du temps (suxvant le pic
d'élution de la colonne chpomatographlque) S e el

Contrairement A la méthode classxque dans laquelle on mesure a
1'équilibre les courants 29 ('4N '®N) et 28 (14N '4N), on mesure ici
un rapport. de charges (cqurant X temps) .en 1ntégrant 198 picsi-28 et
29, Le cyclé total " d' un échantillon est de 210:secondes dont 155
secondes d‘xntégratlon du p1c P 13 Y a3 FEOREIE (1

Ce type d'analyse dynamique ne permet pas de se référer en

paralléle au gaz de référence. Il est alors nécessaire de prendre

en compte :

- l'azote provenant de 1' échant:llonneur automatique : pour cela on
réalise des "blancs" avec des nacelles vides ;

- l'azote provenant de 1'hélium vecteur, qui constitue le “bruit de
fond", traduit par une ligne de base. Celle-ci est mesurée au
début et 4 la fin de chaque analyse.

On calibre ensuite les abondances, en analysant des échantillons
d'abondances isotopiques connues et différentes généralement de
l'atropine (Ab = 0,3612 %) et du sulfate d'ammonium (Ab = 0,56463 %).
On corrige la dérive d'abondance de 2 facons -

- par la mesure en dynamique d'une référence (généralement de
l'atropine), tous les 5 échantillons ;

- Par la mesure en statique d'un gaz de référence en présence du
flux d'hélium, entre 2 é&chantillons.

Les quantités analysées varient entre 50 et 500 ug N/échantillon.
La masse de 1'échantillon utilisé, déterminée par une microbalance
4 0,01 mg, est choisie en fonction ‘de la teneur supposée en N : 3 A
10 mg pour les plantes et 20 & 50 mg pour les sols.

La précision nominale du spectrométre de masse est de plus ou
moins 0,0003 % c'est & dire 1 ¥ environ d'erreur sur 1'abondance.
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Excés isotopiques %

N-NH4 | N-NO3 |N organique| N racines | N p.aériennes
2 5. 11.4917 | 1.2192 0.0063 0.1759 0.5427
15 j. ]1.3181 | 1.4607 0.0256 0.3725 0.5358
Flor. |0.1851 | 0.2170 0.0257 0.3617 0.6407

Tableau 5 : Exemple d°évolution des excés isotopiques des compartiments
N minéral, N plante et N organique, au cours du temps aprés
un apport de 15N-urée (1,61 % ). Moyenne de 3 répétitions .
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5 -TRAITEMENT DES ECHANTILLONS POUR L'EVALUATION
DU COMPARTIMENT "'%*N ORGANIQUE"

51 . Introduction

Le dosage du compartiment organique peut &tre abordé de
plusieurs manidres selon 1la signification qu'on lui attribue. Dans
notre cas, il s'agit de quantifier pour une période de temps donnée,
l'azote qui sera "immobilisé" dans le compartiment organique et les
variations de ce compartiment résultant du cycle de minéralisation-
organisation (ceci étant rendu possible grace au tragage isotopique).
Dans le cadre d'un “bilan" (du devenir de l'azote apporté A une
culture), notre préoccupation est aussi de ne pas éliminer de
maniére totale une fraction, d'autant que les limites des
compartiments dosés ne sont pas toujours facilement définissables.

Si le contenu en azote minéral d'un sol n‘affecte pas de fagon
sensible - avec les moyens méthodologiques dont nous disposons -1a
teneur en N de ce sol, il n 'en va pas de méme quand on utilise le
traceur '“N. Dans ce cas, le marquage du compartiment N minéral est
infiniment plus important que celui de 1'azote organique, et il
importe alors d'estimer parfaitement chacun des 2 compartiments.

Dans 1'étude des transformations de 1'azote aprés un apport
marqué, 1'évolution des pools d'azote minéral et organique dans le
sol et dans 1la plante, et de leur marquage respectif (tableau 5), a
pour conséquence que la nature des échantillons A traiter est trés
variable au cours du temps. Les m&thodes doivent s8'y adapter.

Comment accéder de manidre précise & un pool organique
faiblement marqué en présence d'azote minéral en quantités
importantes et fortement marqué ? Quelle est l'effet de la présence
des racines dont le marquage est tras supérieur & celui de la
matiére organique que 1'on cherche A doser ?

Nous pouvons estimer ce compartiment marqué par

- le dosage du 'IN total sur un échantillon de terre,
aprés extraction de ltazote minéral. L'échantillon
contient alors les fractions '5N organique, '®N minéral
résiduel et éventuellement '“N racines. Par un calcul de
différence, on peut accéder 3 la valeur "“'5N organique".

- le dosage” du compartiment '®N  organique, aprés
élimination compleéte de 1'azote minéral de 1'échantillon.
La méthode employée différe sensiblement selon les auteurs
(dilutions successives dont le nombre est variable avec
KCl et/ou Hz0...).
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Les objectifs de 1‘'expérience présentée ici, é&taient de répondre
4 ces questions et d'estimer les difficultés_ liées :

* & 1'élimination de 1'azote minéral : importance des pertes de
composés organiques solubles dans le KCl, effet des extractions
Successives;

* & la présence ou non de racines et leur élimination par
tamisage, .

et de définir les limites du dosage par le '>N total, notamment
dans le cas d'échantillons & contenu en 'SN minéral &levé. Nous
avons pu également comparer les résultats obtenus par la
minéralisation Kjeldahl et par la combustion Dumas et la variabilité
induite par le mode de préparation des échantillons.

52. Protocoles expérimentaux

521 - Practionnement '>N minéral/'SN organique

Les échantillons de terre, précédemment congelés, proviennent de
l'essai réalisé & Mons, sur limon profond (analyse de terre
page 20). Deux échantillons correspondent au préldvement se situant
14 jours aprés le deuxiéme apport réalisé sous forme de nitrate
d'ammonium marqué soit sur 1'ammonium (A1), soit sur le nitrate (N1).
Ils contiennent des teneurs élevées en azote minéral . Les deux
autres échantillons (A2 et N2) proviennent du préladvement réalisé a
la floraison du blé, et ils ne contiennent plus que des traces

d'azote minéral.

Le protocole de 1'expérimentation est schématisé figure 11.
Toutes les mesures comportent 3 répétitions. Chaque compart iment
dosé est identifié par un numéro figurant sur le schéma.

L'extraction KCl “m est réalisée dans un rapport 1/3,
agitation pendant 1/2 h, décantation 3 heures et filtration. C'est
la procédure classique que nous utilisons pour tous les échantillons
de terre des expérimentations de terrain.

* L'extrait KC1 (1) N minéral est dosé par colorimétrie d'une
part, par distillation et titration suivie d'un dosage isotopique du
sulfate d'ammonium d'autre part ; 1'azote organique soluble est
également dosé (cf ci-dessous).

* Le culot de terre (2) est repris et va subir deux traitements
paralléles ;
-un__ dosage de 'SN total (3) : 1'échantillon est
centrifugé (3000 tours.min-' pendant 1/4 h) de facon a
éliminer l'excés de solution (et d'azote minéral), puis
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24 échantillons (20g sol + 80g KC1)
I Agitation 1/2 heure

Decantation (3h) i o]
12 échantil)ons échantillons  échantillons
s——'—-ls | |
filtration filtration  centrifugation
du ceatrifugation totale insédiate
surnageant imnédiate
A
dosage Dosage Dosage Dosage
N ain ¥ »in ¥ nin N nin
a
Bgitation 30 tubes
1
| ]
Décantation (3b)
I 6 6
l | filtration centrifugation
6 ] 6 totale innédiate
filtration totale centrifugation - — insédiate
aprés remise en  aprés remise  filtration centrifugation
suspension en suspension  surmageant culot
l l l i Y
Dosage Dosage Dosage Dosage  Dosage Dosage
lnin © linin lain bein  Main lain
b

Schéma 12: Protocole de comparaison de 1'effet de la décantation
d’un echantillon de 80l aprés extraction KCl, et de 1 effet de la
séparation sol/extrait par centrifugation ou filtration
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dosé soit par minéralisation Kjeldahl, soit par combustion
séche (Dumas) sur un échantillon humide et sur _un
échantillon séché (60°C) et broyé.

- un_dosage de ‘'®N organique (4) : 1'échantillon est
tamisé & 0,1 mm sous un volume connu de KC1. Le résidu
organique recueilli sur le tamis (5) est séparé des
fractions minérales par lévigation, puis il est séché et
broyé en vue du dosage. La terre “tamisée” (4) subit 3
extractions successives dans un volume connu de KCl (M)
(agitation 1/4 h, centrifugation 3000 tours. min-'). Les
surnageants (6) sont additionnés et conservés.

La terre "lavée" (4) est dosée pour N et '5N soit par
minéralisation soit par combustion Dumas (&chantillons
secs ou humides). Les surnageants (6) sont dosés pour '%N
minéral et '"N organique soluble.

L'azote organique soluble de 1'extrait KCl1(1) et des surnageants
(6) est dosé aprés élimination de 1'azote minéral par distillation,
en reprenant les culots de distillation et en leur faisant subir une
évaporation en milieu acide, une minéralisation Kjeldahl et une
distillation. '

Tous les dosages '®N (sulfate d'ammonium et échantillons de
terre) sont réalisés A 1'analyseur d'azote couplé au spectrométre de
masse.

Les calculs des quantités d'azote minéral, azote organique
soluble et azote 15 extraits lors des trois extractions appliquées
au culot de terre, sont effectués en tenant compte du KC1 résiduel
contenu dans ce culot de terre. D'autre part, la teneur en azote des
échantillons de terre est corrigée du poids de KCl contenu dans
1'échantillon sec.

522 - Comparaison de méthodes d'extraction de 1'azote minéral

Les effets du mode de séparation de l'extrait KCl et de la terre,
et ceux du temps de décantation sur les concentrations en N-NH. et
N-NOs d'un échantillon de terre ont été étudiés.

1 - extraction sur sol frais : L'azote minéral de 20 g de sol frais
a été extrait dans 80 g de KCl (1M), directement dans un tube de
centrifugation. L'agitation est de 1/2 heure. Les 24 répétitions ont
ensuite été réparties en 4 traitements selon le schéma 12 a.

2 - Extraction sur sol décongelé : L'azote minéral de 20 g de sol
décongelé a été extrait dans 80 g de KC1 (1M) dans un tube de
centrifugation avec une agitation d'une demi-heure. Les 30
répétitions sont réparties en 5 traitements selon le schéma 12 b.
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Extrait KC1 Solution CUOLOT

Echantillon mg.1-1 " mg.1-1
N-NH4 N-NO3 N-NH4 N-NO3
A.l 1.60 18.00 3.80 17.30
N.1 0.45 8.20 2.50 8.60
A.2 1.(;0- 0.40 2.70 0.20
N.2 0.80 0.60 2.75 0.40

Tableau 6 : Concentrations en N-NH4 et N-N0O3 obtemues dans
1"extrait KC1 (1), et dans la solution du culot de
terre (2) aprés centrifugation . Moyenne de 3 répétitions
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53. Résultats et discussion

531 - Comparaison des méthodes analytiques

Les échantillons ont subi soit une minéralisation Kjeldahl (Kj)
soit une combustion 2 1'analyseur (ana). Ils ont été, soit analysés
humides , soit analysés apreés séchage et broyage. Ils ont été
tamisés et débarrassés de 1'azote minéral ou non. Les résultats
concernant la teneur en azote et les excds isotopiques des
échantillons suivant le mode de traitement, sont donnés annexe p.188.

Mesure du '>N minéral

L'azote 15 minéral représente, par exemple, 14 jours aprés
l'apport d'azote, 50 % de 1'azote 15 total du culot "sol + KC1"
avant centrifugation et 30 % aprés. On doit donc obtenir une mesure
trés précise de la valeur "'SN min" qui sera retranchée de la mesure
"7SN total". Cette valeur dépend elle-méme de 'la précision des
mesures d'humidité et de teneur en azote de 1'extrait KC1.

L'échantillon de terre récupéré aprés extraction KC1, est A une
humidité de 100 % (% TS) environ. L'homogénéité de 1'échantillonage
est donc difficile & obtenir (phase. liquide-phase solide). C'est
pourquoi 1'humidité est réduite par une centrifugation (3000 tours
min-' pendant 15 minutes) aprés laquelle, la "pite" obtenue est A
une humidité de 38 % environ.

L'extrait recueilli apres centrifugation (7) a été dosé pour N-
NH4 et N-NOx. Les résultats obtenus (tableau 6) montrent que les
concentrations en azote minéral ne sont pas identiques A celles de
1'extrait KCI (1) : en effet les teneurs en azote ammoniacal sont 2
4 5 fois plus élevées que celles des extraits KCl correspondants ;
par contre les concentrations en N-NO; sont sensiblement identiques.

Ce résultat nous a conduit & vérifier, par deux essais
complémentaires, 1'effet du mode de traitement de 1'extrait KcCl
d'une part 1'effet de 1la décantation, réalisée quelques heures 2
température ambiante, d'autre part le mode de séparation de la terre
et du KCl1 : filtration ou centrifugation.

Ces 2 expériences ont permis d'éclaircir quelques points .

* Dans le premier essai (tableau 7) nous avons mesuré les
concentrations en azote minéral obtenues par 4 traitements de
l'extrait sol + KC1 aprés agitation. Nous observons des
différences significatives pour l'azote ammoniacal et non
significatives pour 1'azote nitrique:
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N-NH4 mg.1-1 N-NO3 mg.1-1
(a)Filtration 0.31 (0.007) 1.30 (0.08)
immédiate
{b)Décantation (.34 (0.002) 1.33 (0.06
filtration
(e)Centrifugation 0.28 (0.03) 1.34  (0.08
immédiate
(d)Décantation 0.43 (0.02) 1.31- (0.02
centrifugation

Concentrations en N-NH4 et N--NO3 obtenues dans 1 extrait KC1 :

a : filtration totale et immédiate de 1°échantillon

b : filtration du surnageant aprés décantation (3h)

c : centrifugation imnédiate

d : décantation (3h), remise en suspension de 1 é&chantillon
et centrifugation

Moyenne de 6 répétitions, écarts-types entre parenthéses

traitementl N-NH4 mg.l-! N-NO3 mg.1-!
a FILT IMM 0.32 (0.02) 1.04 (0.02)
b CENT IMM 0.35 (0.05) 1.09 {0.01)
¢ DEC-FILT 0.39 (0.03) 1.11 (0.01)
d DEC-CENT 0.28 (0.07) 1.09 (0.02)
e SURNAGEANT 0.23 (0.02) 1.12 (0.02)

DEC-filtré
£ CULOT 0.70 (0.07) 1.44 (0.08)

DEC-cent .

Tableau 8 :

Cmcentz-atmm en N-NH4 et N-NO3 obtenues dans 1 extrait KC1
: filtration immédiate de la totalité de 1 échantillon
: centrifugation immédiate de la totalité de 1 échantillon

: décantation (3h), remise en suspension et filtration totale

: décantation, filtration du surmageant
: centrifugation du culot aprés e)
Moyenne de 6 répétitions, écarts-iypes entre parenthéses

a
b
c
d : décantation (3h), remise en suspension et centrifugation
e
f
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la différence de concentration en N-NH4 pour une filtration
immédiate de 1'échantillon total (a) et pour wune filtration du
surnageant aprés 3 h de décantation (b) est significative (au seuil
de 5 %). La différence entre le traitement (d) (centrifugation aprés
décantation) et les traitements a, b et c est significative (au
seuil de 0,1 %). I1 semble donc probable que cette é&volution des
concentrations en N ammoniacal ne soit pas due au mode de séparation
(filtration/centrifugation) mais plutét au temps de décantation.

* Dans le second essai (tableau 8) le traitement induit tdujours
une différence significative (au seuil de 10 %) entre les
concentrations en azote ammoniacal pour les différents traitements.
Nous constatons par ailleurs wune trds grande différence de
concentration pour 1'ammonium et le nitrate entre le KCl surnageant
filtré (e) et la solution restant au contact du culot de terre
centrifugé (f) (significatif au seuil 0,1 %).

Ces tests préliminaires réalisés sur des échantillons A faible
contenu en azote, et sur un sol arbitrairement choisi, nous aménent

a penser que :

1 - le moge mécaniqgue de séparation (filtration ou
centrifugation) a peu d'effet sur la fraction N minéral dosée.

2 - La filtration, suivie de la récupération du culot de terre
en vue d'un dosage '°N organique, nécessite une décantation (de
plusieurs heures & température ambiante généralement). C'est la
méthode employée en routine sur les échantillons de terre ramenés du
champ. Nous avons observé, sur un échantillon de terre fraichement
échantillonné au champ, une augmentation du contenu en azote
ammoniacal des échantillons ayant incubé plusieurs heures, par
rapport aux mémes échantillons traités.immédiatement. Cela n'a pas
été observé sur un échantillon décongelé.

3 - la concentration en azote est plus &levée dans la phase
adsorbée résiduelle (correspondant a 1la fraction de solution KCl
qu'on-ne récupére pas par filtration classique aprads décantation)
que dans la phase libre (surnageant filtré).




48

lere Extraction Extr. successivea

N E.i. N E.i.

mg. kg-1 % mg. kg-1 L2
Al 3.7 0.1580 4.5 0.0486
N.1 4.4 0.1495 . 7.0 0.0594
A.2 3.4 0.1045 12.6 0.0292
N.2 5.1 0.0583 11.2 0.0137

Tablean 9 : Quantité d’azote sous forme organique

soluble et excds isotopiques (E.i) dosé damns le KC1
aprés la premiére extraction et dans les extraits

KCl additionnés résultant des trois extractions

successives (dans ce dernier cas on tient compte de

1’azote présent au départ dans le culot de terre + KCl).
Moyenne de trois répétitions

N minéral (1) N minéral (6) N minéral ré-extrait
Ni4  NO3 E.i. NH4 NO3 | E.i. || NH4 NO3 E.i.
N mg.kg-! % N mg.kg-1 % N mg.kg-1 %
A.l | 5.8 657 | 1.246 8.3 18.0 0737 4.3 o -
N1 | 1.5 28.1] 1.392 4.4 13.4 | 0617 2.1 5.3 -
A2 | 3.5 1.4 | 0.149 6.1 09]o0.084f 4.0 o0 -
N2 | 2.6 2.0 | 0.078 4.8 1.7 0034 25 o0 -

Tableau 10 - Quantités d azote minéral et excds isotopigues dosés
aprés la premiére extraction (extrait KC1 - 1 -), aprés les trois

extractions successives (KCl “"lavages” - 6 -);

~ Azote minéral ré-extrait

Moyenne de trois répétitions

» obtenu par calcul en tenant compte
de 1 azote minéral initialement présent dans le culot terre + KCI.
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532 - Pertes au cours de la géparation N minéral-N organique

Azote organique soluble

L'azote organique soluble contenu dans lee extraits KC) des 4
échantillons représente 3 a 5 mg N.kg~' terre s&che, soit 0,3-0,5 %
de l'azote total. Les solutions KCl obtenues par les extractions
successives contiennent des quantités plus élevées, notamment pour
les échantillons de terre prélevés au moment de la floraison du blé
(A.2 et N.2). Tableau ¢

L'excés isotopique de cette fraction soluble présente dans le
KC1, est trés supérieur, pour chaque échantillon, A celui de 1'azote
organique (non soluble) correspondant (4). L'exces isotopique de
1'azote organique soluble “ré-extrait" (excés 1isotopique calculé)
est par contre du méme ordre de grandeur.

Etant donné les quantités mises en jeu, cet azote organique
soluble ne représente que 0,1 3 0,5 % de 1'apport initial de 1SN,

Effet des extractions successives

Les quantités d'azote ammoniacal extraites lors des lavages
successifs sont é&levées et parfois supérieures a celles obtenues
lors de la premiére extraction KCl1 (tableau 10). Par contre, excepté
pour un échantillon, il n'y a pas d'azote nitrique ré-extrait.

11 n'a pas 6été possible de calculer la contribution de 1'apport
'®N 3 1'azote minéral ré-extrait (6) parce que nous n'avions pas
une mesure précise de 1'azote 15 minéral présent dans le culot KC1
(la mesure de 1'exces isotopique de 1'azote minéral récupéré en (7)
n'a pas &té réalisée).

Fraction éliminée par tamisage

La fraction récupérée  sur le tamis de 0,1 mn  est
importante (tableau 11), et équivalente, en moyenne, & 1,5 tonne de
matidre sd&che par hectare.

Matiédre| Azote Excés %

Séche isotopique| apport

g€.kg-1 | mg.kg-1 % de 15N
Al 0.98 33.5 0.0997 1.4
N.1 1.01 33.4 0.0634 1.3
A.2 1.18 34.1 0.0584 2.3
N.2 1.10 32.8 0.0549 1.6

Tableau 11 Fraction organique récupérée sur le
tamis de maille 0,1 mm
(exprimée par kg terre séche tamisée; les trois
répétitions d'un méme échantillon sont additionnées)
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15N ug.kg-1 | A.1 | N.1 | A.2 | N.2
Sans fractionnement|
N total (3) 330.2 | 158.6 415.1 147.2
N minéral (7) * 117.0 48.1 0.6 0.7
N org. soluble (7)% 3.2 3.0 1.3 1.0
Total 450.4 | 209.7 417.0 148.9
Avec fractionnement
N organique (4) 232.7 76.0 366.2 111.1
N racines + M.0. (s5) 20.0 18.0 33.4 21.2
N minéral (s) 194.0 | 110.4 6.6 2.7
N org. soluble (s) 3.9 5.9 6.6 2.2
Total 450.6 | 210.4 402.8 137.2

Tableau 12 : Bilan des quantités d azote 15 mesurées

- sans fractionnement (*) : il est nécessaire de faire une
hypothése sur les quantités d azote 15 présent dans le

KCl du culot de terre (concentration équivalente au maximum

a celle de 1’extrait KC1)

avec fractiannement N organique/ N minéral

Moyenne de trois répétitions par échantillon;

Les numéros entre parenthéses renvoient a la numérotation des
fractions, protocole schéma 1 .

N Organique CALCULE N organique DOSE

(N total - N minéral) (élimination N minéral)

pg 15N.kg-1 % apport 15N ug 15N.kg-1 % apport 15N
A.l 229.4 16.5 232.7 16.6
N.1 111.8 8.8 76.0 - 6.0
A.2 414 .4 29.6 356.2 25.5
N.2 146.8 10.7 111.1 8.0
Tableau 13 : Comparaison des quantités d azote organisé obtenues

par calcul cu par dosage aprés élimination de 1 azote
minéral. Moyenne de trois répétitions
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En terme d'azote 15, elle représente 1 & 2 % de 1'apport . Le
marquage de cette fraction est environ inférieur d'un facteur 10 A
celui qui a pu @&tre mesuré, aux mémes dates, sur les racines
extraites par tri manuel. La matidre organique récupérée sur le
tamis correspond alors probablement A un mélange de racines fines et
de matidre organique non marquée.

533 - Bilan '®N et mode d'évaluation de 1'azote organique

Le bilan '®N effectué en additionnant les fractions (58) + (6) +
(4) d'une part et (7) + (3) d'autre part a été réalisé (tableau 12).
Une hypothése doit &tre faite sur les quantités d'azote 15 sous
forme minérale et organique soluble présentes dans le culot de terre
*+ KC1 (7) ; elles sont au plus égales (en concentration) a N x ei de
l1'extrait KC1(1).

Nous constatons que, lorsque l'on additionne de part et d'autre
toutes les fractions mesurées, les quantités d'azote 15 retrouvées
sont trés proches par les deux méthodes, avec une différence
relative de 4 & 7 ¥ au maximum (erreur absolue 1% de 1'apport).

Nous obtenons donc une mesure assez précise des fractions
nultiples issues du mode de traitement de 1'é&chantillon.

S{ 1'on compare les 2 modes d'estimation de 1'azote organisé
(tableau 13), on constate que ]'dcart est de 2,5 & 4 % de 1'apport
sur 3 échantillons. Une partie de ces écarts parait donc expliquée
par les pertes (tamisage, extractions successives). L'autre partie
peut avoir pour origine une erreur sur 1le calcul (N total - N
minéral), en raison des problémes de mesure précise du terme N
minéral que nous avons évoqué.

54. Conclusion

Le dosage de N et 'SN total A 1'analyseur d'azote couplé au
spectrométre de masse constitue un progrés considérable : gain de
temps, élimination de 1a plupart des contaminations entre
échantillons. Nous avons pu constater qu'il &tait possible, lorsque
les contraintes de 1'expérience 1le demandajent, d'analyser des
échantillons humides si ceux-ci é&taient relativement homogénes

(annexe p.188).
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En routine, le dosage d'azote minéral est fait aprés une
extraction unique, dite "a& 1'équilibre". Celle-ci permet 1le
recouvrement d'une quantité d'azote minéral obtenu de manidre
standardisée, et & laquelle est attribuée une signification

‘“agronomique".

Cependant 1'élimination de 1la totalité de 1'azote minéral pour
le dosage du '°N organique met en oeuvre des extractions successives
4 priori sans conservation du KCl au dela de la premiére extraction.

. Nous avons constaté que les quantités d'azote ammoniacal et
d'azote organique soluble récupérées lors des extractions
successives étaient. au moins équivalentes a celles obtenues lors de
la premiédre extraction. Par contre les excés isotopiques, beaucoup
plus faibles, ont montré qu'une grande partie de cet azote ré&-
extrait ne provenait pas de 1'apport marqué. Les extractions
successives sans dosage au deld de la premidre extraction &liminent
donc une quantité d'azote qui n‘est comptabilisé ni dans 1'azote
minéral, ni dans 1‘'azote total de l'échantillon de terre,
constituant donc une source de pertes non négligeable (méme si elle
parait faible en terme d'azote 15).

Chabalier et al (1975) ont discuté 1'intérét de la technique des
extractions successives, méme si celle-ci est lourde a mettre en
oeuvre en routine. Kenney et Nelson (1982) restent relativement
"discrets” sur les conséquences du fractionnement et sur 1la
coincidence entre les résultats d'une extraction a 1'équilibre et
ceux d'extractions successives, les différences é&ventuelles étant
attribuées & 1'azote ammoniacal fixé.

Nommik et Vahtras (1982) expliquent ces différences par une
succession d'équilibres entre compartiments (NH4 soluble ~— NH4
échangeable &= NH4 fixé). Les dilutions successives modifient alors
ces équilibres et provoquent une libération progressive d'ammonium.
La différence de concentration en azote ammoniacal du KCl surnageant
(aprés extraction et décantation) et du KC1 obtenu aprés
centrifugation du culot de terre parait confirmer une telle

hypothése.

L'évolution des concentrations en azote ammoniacal peut
cependant également résulter du temps de dé&cantation de
1'échantillon (plusieurs heures 4 température ambiante). Cette
évolution a été observée par Viaux et Lesire (1981). I1 pourrait
s'agir de la minéralisation de composés organiques trés labiles.

L'élimination des racines fines par tamisage, délicate et
fagtidieuse, est A4 1'origine de pertes élevédes de matjére organique
et d'azote. Il nous a semblé préférable de supprimer ce tamisage, en
sachant qu'on accéde alors & un compartiment non homogéne "'=N
organique + 'SN racines fines". Sur les échantillons de terre
traitds par les deux méthodes, pour 1'essai 85, nous avons obtenu un
écart moyen de 5.3 % . En supprimant le tamisage lors des essais 87,
la présence de racines abondantes et fortement marquées est sans
doute & 1'origine de quelques valeurs totalement abbérantes d'excas
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RESULTATS ET DISCUSSION

ALY

1. DEVENIR DE TROIS FORMES D'AZOTE EN SOL DE LINON . MONS 1985

11 - Evolution de 1'azote minéral

Aprés le premier apport d'azote (Fig. 13), 1'hydrolyse de 1'urée
se produit trés rapidement malgré des températures froides

(température moyenne du sol a -5 cm = 3,3°C). Huit jours aprés
l'apport, il ne reste que 2 kg N.ha-* présent sous cette forme dans
le sol. L'hydrolyse obéit A une cinétique d'ordre 1, dont la demi-
vie est de 1,9 jour.

La nitrification a également démarré, comme le montre
1'apparition de '®NO» sur les parcelles “U et “AN. On constate apreés
hydrolyse de 1'urée que le rythme de disparition de 1'ammonium est
quasiment identique sur les parcelles "U et "AN. L'azote apporté
sous forme NHs n'‘a pas été nitrifié plus rapidement que 1'azote
apporté sous forme urée, en dépit du temps nécessaire A 1'hydrolyse ;
c'est donc le processus de nitrification qui a constitué 1'étape
limitante de la formation de nitrate.

Au jour 35, la nitrification de 1'azote 15 apporté est
pratiquement terminée puisqu'il n'y a plus de "SN-NH.. 16 & 20 % du
‘SN reste sous forme nitrate, ce qui correspond '3 7-8 kg N par
hectare pour les traitements urée et ammonitrate. Sur les parcelles
A®N, le nitrate marqué se situe exclusivement dans les horizons 10-
30 cn. La distribution observée dans 1le profil (Tableau 14) résulte
des vitesses de nitrification et de transfert du nitrate.

Deux jours aprads le second apport (jour 44), 41 A 62 % de
1'azote 15 est retrouvé sous forme minérale. Ce recouvrement faible
résulte, comme nous le verrons, d'une utilisation rapide par la
plante, trés probablement par une absorption foliaire provoquée par
le mode d'épandage.

En 1'absence de pluies, seul 1'horizon 0-10 cm a été prélevé
pendant les' deux premidres semaines. L'hydrolyse, la nitrification
et les processus d'absorption et d'organisation ont été plus
rapides qu'aprés le  premier apport, en raison de conditions
climatiques plus favorables aux processus physiologiques et
microbiens. I1 en résulte un pic d'ammonium dans le traitement urée
Plus faible (20 % du 'SN apporté) que celui obtenu aprés le premier

apport (60 %).
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Quatorze jours aprds le second apport (jour 57) des quantités
importantes d'azote sont encore présentes sous forme minérale dans
le 20l et un point de mesure supplémentaire aurait 4té souhaitable.
L' extrapolation jusqu'd la floraison est donc hasardeuse. On peut
penser que la disparition de cet azote minéral a été. rapide
(6puisement en 15 jours environ) compte tenu de la forte intensité
d' absorption & cette période de ‘développement du blé, et de la
relativement faible réserve du sol en azote minéral.

Nous observons ainsi que 1le devenir de l'azote minéral a été
déterminé trds tot. A 1la floraison et A la récolte, il ne gubsiste
que des traces d‘'azote 15 dans le profil. Nous n'observons pas de
disparition soudaine de 1'azote 'minéral comme cela a8 &té mentionné
par Neeteson et al (1986). A HMons, aprés les apports d'engrais,
1'azote minéral "disparu" est retrouvé dans les autres compartiments.

L'hydrolyse de 1'urée a été rapide et ceci est parfaltement en
accord avec la plupart des études faites sur ce sujet (cf biblio).
Elle n'apparait donc. pas comme une étape limitante de 1a
disponibilité de 1'azote par la culture, dans la mesure notamment oi
la nitrification a des exigences de tenpératures plus é&levées.

Aprés le second apport l'abgorption rapide par 1a culture a
introduit un bjiais au niveau des cinétiques de transformation de
1'azote dans le sol et il difficile de les décrire.

12 - Pertes par voie gazeuse

Volatilisation

Les pertes cumulées de NH; dans les deux premidres gemaines qui
suivent 1'apport sont représentées A la figure 14. La vitesse de
volatilisation sur les parcelles U est maximale pendant les 4 A &
premiers jours apras le premier apport et pendant les trois premiers
jours aprés le second apport. Dans le cas de l'anmonitrate, 1a
volatilisation est maximale das 1'apport.

¥ Pour le premier apport elles représentent aprds 14 jours 1,5 %
et 0,7 % pour les traitements U et “AN respectivement. Apras le
second apport elles représentent 1,5 et 1,2 % de 1'azote apporté.
L'allure des courbes de volatilisation et la présence d'ammonium
dans le sol 1indiquent que les pertes de NHs ont continué au deld de
cette période de mesure. Le rythme de volatilisation de NHs &tait a
peu prés constant aprds 6 jours : respectivement 37 g et 30 g N.ha-'.
jour~* sur les parcelles urée et sur les parcelles nitrate
d'ammonium. 8i 1'on fait 1'axtrapolation jusqu'au jour 35, date a
laquelle i1 n'y a plus de '"®N-NH, dans le 801, on peut estimer que
1,6 et 1,2 % gupplémentaire de N apporté ont été perdus sous forme
NH; pendant cette période.

¥ Pour le second apport, le rythme de perte décroit en continu.
Par extrapolation nous avons calculé que les pertes au delad du jour
57 pouvajent, au plus, correspondre & 0,8 X de 1'apport d'azote.
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Les pertes auraient donc concernées 3,1 kg-ha~-' pour 1e
trajtement Urée et 4,1 kg.ha"! pour le traitement Ammonitrate. Ces
faibles valeurs sont en accord avec les essais menés tant au
laboratoire qu'au champ, sur sols 1imoneux et calcaires et dans des
conditions expérimentales identiques (Fresneau 1982, résultats’INRA
Laon non publiés).

Cependant nous avons conscience des inconvénients associés aux
mesures en wmilieu confiné. Cette techniqlie de cloche fermée peut,en
particulier, sous-estimer les pertes d'ammoniac en réduisant les
turbulences d'air & la surface du sol (Nelson 1982, Bouwmeester et
al 1985). D'autre part 1'azote a &té apporté sous forme solide sur
les parcelles qui ont servi A la mesure de volatilisation, alors que
1'azote a été épandu sous forme liquide sur les parcelles ‘®“N sur
lesquelles le bilan est é&tabli. Il est possible que nous ayons sous-
estimé les pertes intervenues sur les parcelles '®N en raison de
cette différence de forme physique (Buresh et al 1984).

Dénitrification ‘

Des pertes significatives de N.0, ont été détectées i 5 périodes
sur les 20 dates de mesure. Le flux maximal &t& observé en Mai, 2
jours aprés une pluie de 33 mnm. L'extrapolation des mesures faites
entre le tallage et la récolte a permis d'estimer les pertes 3 0,5
kg et 1,4 kg N ha~' pour les traitements U et AN (Germon et Couton,
communication personnelle). Ces pertes semblent négligeables et ne
correspondent pas au défaut de bilan enregistré (cf page 70).

La dénitrification a été décrite comme un phénoméne qui se
produit ponctuellement et spatialement tras variable (Christensen et
Tiedge 1987, Parkin 1987).11 est certain que dans cet essai, les
mesures peuvent difficilement rendre compte d'un “bilan", la période
de mesure recouvrant au total 0,3 % de la période d'intégration.
Bien avant la remise en cause des méthodes employées, c'est le temps
que nous avons consacré & cette mesure qui est sans doute
insuffisante pour rendre compte d‘une estimation quantitative des

pertes.

13 - Utilisation par la culture

131. Production de matidre séche et rendement en grain

La production totale de matidre sache et les composantes du
rendement n'ont pas é&té significativement affectés par la nature de
1'azote apporté ni au cours du temps, ni a la récolte (tableau 15).
Le coefficient de wvariation moyen sur 1'ensemble des mesures de
matiére séche est de 8,8 % . Pour la suite des calculs nous avons
utilisé, & chaque date,la moyenne des matiéres s&ches obtenues sur
les 9 puis 18 parcelles.
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Traitement| Matiére sdche N absorbé Rendement grain N absorbé grain
totale total
t.ha-1 kg.ha-1 856 ¥ DM t.ha-1 kg.ha-1
Témoin 13.0 (0.5) 95.9 (6.3) 6.6 (0.5) 67.6 (5.3)
1] 19.0 (0.5) 176.1 (3.8) 10.4 (0.5) 128.4 (4.2)
AN 18.9 (0.5) 179.3 (11.0) 10.4 (0.4) 129.8 (8.4)

Tableau 15: Rendements et abeorption d’azote par la plante entiére (tiges + racines) et
par le grain, pour le traitement témoin (ON) et les traitements fertilisés
160 kg N.ha-1).
Les écarts types sont indiqués entre parenthéses.

Matiére N N racines CRU CRUO
Stade aéche absorbé | ¥ N total ler apport| 2e apport
kg.ha-1 kg.ha-1 absorbé % %
Tallage 320 a 4.6 18.0 ND ND
(Jour 14)
Floraison| 1200 12.0 7.4 2.60b 1.1¢v
{(jour 103)
Maturité 950 a 10.0 6.0 1.4 b 1.3 b
(jour 154)

Tableau 16 : Matiére séche et azote absorbé par les racines 3 trois stades
(moyenne de tous les traitements)
a : la matiére séche est calculée sur 0-120 cm par extrapolation
du profil obtenu & la floraison
b : les CRU racines correspondent aux racines de 1 horizon
0-30 cm, sur lesquelles seulement ont &té réalisées les mesures
isotopiques. '
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A la récolte, des rendements élevés de Paille + grain ont é&té
obtenus (18 t.ha"'). Le rendement grain a atteint 10,4 t ha-' sur
les parcelles fertilisées (160 kg N.ha"%) et 6,6 t.ha~' sur les
parcelles témoins.

La matiére séche racinaire dans 1a couche 0-30 cm a augmenté
jusqu'a l1a floraison . En raison des quantités relativement réduites
de terre A partir desquelles se font les estimations, la variabilite
des mesures de masses racinaires est forte: le coefficient de
variation moyen est de 31 % . Nous n‘avons pas détecté de
différences en fonction de 1la forme d'engrais. Un profil racinaire
complet a été réalisé A la floraison. Il montre que plus de 50 % des
racines (en terme de poids sec) se situait dans 0-10 cm et 20 % dans
10-30 em. Il n'y a pas de différence entre parcelles fertilisées et
parcelles non fertilisées.

51 nous considérons que les racines fines passant A travers le
tamis de 1 mm ont une masse négligeable, la matidre sache racinaire
atteint 1200 kg.ha"' A& 1a floraison, ce qui représente 10 % de 1la
matiére sé&che totale & cette date (Tableau 16).

On peut néanmoins se poser a postériori certaines questions
concernant ce poids total de racinés passant A travers le tamis de
1 mm - estimé proche de 1 % de la matiare séche totale "racines",
d'aprés Barraclough et Leigh (1984) - sachant que, par ailleurs,
nous avons récupéré sur un tamis de 100 Hm, un mélange de racines
fines et matiére organique dont le poids est équivalent &
1500 kg.ha~! (cf page 49). 11 subsiste donc une limite mal définie
du compartiment "racines" a chaque étape d'échantillonnage.

132. Teneur en azote et azote total absorbé

S{ la teneur moyenne des plantes (parties aériennes) se situe
dans les normes habituelles au tallage (5 %), elle est par contre
particuliérement faible en fin de culture . La chute brutale de 1a
teneur en azote a lieu juste apra2s le second apport. Les parcelles
fertilisées avec 1'urée ont une teneur en azote inférieure de 7 % a
celle des traitement AN. Cette différence n'est cependant plus
significative a partir du jour 57. )

A la récolte le contenu en azote des parties aériennes est en
moyenne de 85,9 kg.ha"1 pour les parcelles témoins et de
167,5 kg-ha~' pour les parcelles fertilisées. Les différences entre
parcelles U et Dparcelles AN ne sont pPas significativement
différentes, ni pour 1'azote total absorbé, ni pour 1'azote absorbé
par le grain. L'absorption nette (parties aériennes + racines) est
équivalente 2 18 kg N.t-! grain produit, ce qui est tres en dessous
des normes habituelles pour le blé d'hiver qui sont de 30 kg N.t-1
grain (Remy et Viaux 1982).
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L'absorption nette d'azote a 6été nulle éntre floraison et
maturité, alors que la matiare séche totale est Passée de 13,6 a

18,0 t.ha".

Les quantités d'azote dans les racines sont équivalentes 3 18 %
de 1'azote total au tallage, 7 % & la floraison et 4 ¥ A& maturité
(Tableau 16).

133. Cinétique d'utilisation de l'azote, par le peuplement

végétal

L'utilisation de 1'azote de l'engrais par 1a Plante est
caractérisée par le coefficient réel d'utilisation (C.R.U.). Nous
considérons ici séparément les CRU "parties aériennes” et les CRU
"racines".

Aprés le premier apport (fig.15) :" L'absorption de 1'azote de
l'engrais reste trés faible pendant les 14 premiers jours
puisqu'environ 5% de 1'azote (2,5 kg N.ha"') est absorbé. Au jour 14,
il existe cependant un  écart significatif de CRU entre les
traitements 'SNOs et 'SNH,. L'absorption est fortement stimulée a la
fin du tallage, 1la température moyenne passant de 3°C & g°C . Ay
jour 35, les C.R.U. sont de 60 % pour A™N, 38 % pour *U et 32 %
pour "AN. A cette date, nous 1'avons vu, tout 1'azote minéral marqué
est sous forme nitrate et dans les mémes proportions pour les trois
traitements (15 ) . Le maximum d'utilisation a donc tras
probablement é&té atteint aprés le jour 35. Nous avons calculé, en
extrapolant les rythmes d'absorption et d'organisation mesurés entre
les jours 14 et 35, que le poocl '®N minéral aurait été totalement
utilisé au jour 42, les valeurs maximales atteintes par les C.R.U.
étant alors de 74 %, 53.5 % et 45 % pour les parcelles A"N, "0 et
“AN respectivement. Cette estimation est maximale puisqu'elle
néglige les pertes qui ont PU intervenir pendant cette période.

On observe ensuite une chute significative du Cry sur les
parcelles A*N équivalente a 12 % du 'SN apporté et qui correspond,
comme nous le verrons, A& une augmentation importante de 1'azote 15
dans la matiare organique du sol.

On observe également une décroissance des CRU entre floraison et
récolte dans 7 des 9 parcelles, en moyenne de 5,2 %

(écart-type = 5 %).

Aprés le deuxidme apport (fig. 16) on observe une absorption
tréds importante puisque 25,6 % du '®NO3, 29 % du 'SN-urée et 31 % du
'“NH: ont été retrouvés dans les parties aériennes. I1 est tras
improbable que de telles quantités aient pu &tre absorbées par les
voies racinaires. Cela représente une vitesse d'absorption de 14 kg
N.ha-'.jour-'. 11 s'agit trés probablement d'absorption foliaire.
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Absorption N engrais Absorption | Absorption

N so0l N total

Traitement |Jours | ler apport |2éme apport

kg N.ha-1

2 1.3 16.4 17.7
5 1.4 18.4 19.8
8 1.5 - 19.9 21.4
i4 1.7 - 19.5 21.2
35 19.0 - 30.7 49.7
44 26.8s8 32.8 33.3a 92.9
47 26.8a 32.1 35.6a 94.5
50 26.8a 33.0 44 . 2a 104.0
57 26.8a 37.0 44.1a 107.9
103 20.2 66.2 72.0 1568.4
140 18.9 55.0 71.7 145.6
154 19.2 61.4 84.1 164.7

*NO3 *NH4 [*NO3 *NH4
2 0.6 0.6 - - 15.7 16.9
5 0.9 0.7 - - 18.5 20.0
8 1.0 0.8 - - 20.1 21.9
14 1.5 0.8 - 18.86 20.8
AMMONTM 35 |14.9 8.0 - - 27.7 50.6
44 (18.5a 11.3a | 14.1 16.9 29.9a 82.8
47 118.5a2 11.3a } 17.5 15.4 38.52a 101.2
NITRATE 50 |18.5a 11.3a | 18.8 17.¢ 45.2a 110.8
57 |18.5a 11.3a |} 20.0 18.5 42.3a 110.6
103 {11.5 9.7 37.7 32.2 76.9 168.0
140 9.5 8.5 31.4 27.8 80.8 1568.0
154 }10.2 7.8 32.5 27.% 90.4 168.8

Tableau 17 : Absorption d’azote de 1l engrais et du sol par le blé
(parties aériennes)

1°utilisation du ler apport de lazote du sol sur la

période 35-103 jours a été calculée, en considérant que le
C.R.U. atteint sa valeur maximale au jour 42, et que la
décroissance commence au-deld du jour 57.
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Des nécroses de la feuille terminale ont d'ajlleurs été notées 2
jours apréds 1'épandage sur les parcelles AN et 5 jours aprds sur les
parcelles U.

Pendant les 13 jours  suivants, la culture a prélevé
respectivement 11 % (A"N), 4 % (*U) et 2 % (*AN) du 'SN apporté. A
nouveau on  observe une utilisation préférentielle du nitrate.
Les C.R.U. maximum .ont été enregistrés A& la floraison et ont atteint
68 % pour A*N, 60 % pour *U et 59 % pour “AN. Pour les mémes raisons
que précédemment, les valeurs maximales, égales ou supérieures a
celles mesurées & 1a floraison, ont été atteintes bien avant cette
date, lorsque le pool '®N minéral a &té totalement utiliseé.

Les C.R.U. ont diminué de fagon significative entre floraison et
maturité . la diminution moyenne d'azote 15 dans les parties
aériennes a é&té de 6,9 % (écart-type 3,3 %) du '>N apporté. Cette
perte de 'SN ne correspond pas 3 une translocation vers les racines
puisque les quantités '®N dans les racines ont elles-mé&mes diminué.

Les allocations d'azote vers le systéme racinaire sont restées
faibles (tableau 16) et n'ont mobilisé qu'une petite partie de
l'engrais & la floraison et A la récolte : entre 1 et 3 % du 'SN
apporté.

134. Contribution du sol et de 1l'engrais

Les cinétiques d'absorption par la culture de 1'azote provenant
du sol et de 1'engrais sont données au tableau 17. Dans les jours
qui suivent 1les 2 apports, 1'utilisation de 1‘'azote de l'engrais
reste faible - exception faite de 1'absorption foliaire du 2&me
apport. Ces périodes sont suivies d'une période d'absorption plus
active pendant laquelle azote de 1'engrais et azote du sol sont
utilisés en quantités comparables.

La contribution du sol a été estimée pendant la période 35-103 j.
sur la base de deux hypoth&ses qui sont : d'une part que le C.R.U.
maximum (précédement calculé) a é&té atteint a4 42 jours, et d'autre
part qu'il n'y a pas eu de décroissance du C.R.U. avant 103 j. La
quantité d'azote sur laquelle porte 1'incertitude est de 6 kg N.ha-'.

Entre la floraison et la récolte, 1l'absorption nette d‘'azote est
nulle : dans le méme temps, il se produit une perte d'azote
provenant de 1'engrais de 10,2 (+ 3,9) kg N par hectare (5,7 % de 50
kg N + 6,9 % de 110 kg N.ha~1).

Si 1'on considére que le marquage des tissus végétaux est
homogéne et que 1'on peut appliquer la théorie du tragage isotopique,
on peut calculer que la perte d'azote totale a été au minimua de
20,5 kg N.ha-' (10,2 kg N de 1l'engrais et 10,2 du sol). Cela indique
qu'il y a eu une absorption brute d'azote pendant cette période de
remplissage du grain au moins égale & 20 kg N.ha~' (bilan net nul).
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L'azote prélevé par la culture, provenant du sol, est équivalent
pour les parcelles fertilisées et non féertilisées, ce qui aboutit a
une bonne concordance entre utilisation réelle et utilisation
apparente (C.R.U. global pour les 2 apports = 48 ¥ ; C.A.U. = 51 %).

14 - Organisation de 1'azote

Premier apport

L'organisation de 1'azote de 1'engrais commence immédiatement
aprés le premier apport dans l'horizon 0-10 cm (fig. 17). Elle est
alors supérieure sur les parcelles “U et *AN et ceatte différence
persiste plus tard. Entre les jours 2 et 35 » l'organisation
s'accroit de fagon approximativement linéaire & un taux de 0,6, 0,75
et 0,25 % (de l'apport) par jour sur les parcelles *U, "AN, et A*N,
respectivement.

Dans 1'horizon 10-30 cm des traces de '“N apparaissent aprés le.
jour 5 mais ne deviennent conséquentes qu'a partir du jour 14. A 35
jours, les quantités '°N retrouvées dans les horizons 0-10 cm et 10-
30 cm sont respectivement de 17,3 % et 2,8 % pour les parcelles *U,
20,2 % et 5,0 % pour les pargelles "AN, 5,9 % et 3,5 % de 1'azote 15
apporté pour les parcelles A*N. I1 n'y a . pas de différences
significatives d'organisation dans 1'horizon 10-30. Par contre,
l'organisation totale de 1‘'azote marqué est nettement inférieure
pour le traitement '“NO;, en particulier dans 1'horizon de surface.

A la floraison, nous observons une augmentation importante du
15N organique (augmentation absolue de 19 %) sur les parcelles A™N,
qui améne ce traitement au niveau des deux autres. Cette
immobilisation supplémentaire se situe dans 1'horizon 0-10 cm, et ne
peut 8tre due 2 1'assimilation microbienne d'azote 15 minéral
résiduel: en effet au jour 35, il ne restait plus que 1 % du 'SN
minéral dans cet horizon. Il peut s'agir alors de l'exsudation dans
le sol de composés marqués préalablement assimilés par la plante.
Cette augmentation du '®N dans le compartiment organique (5,4 kg N.
ha~') correspond & une décroissance de 1'azote 15 contenu dans les
parties aériennes de la plante pour le traitement AN, comme cela a
déja été mentionné (figure 15). W

Aprés la floraison, 1'organisation cumulée du '5N apporté n'est
plus significativement différente suivant le traitement considéré.
Elle atteint A& 1la floraison 27,8 % (+ 3,0 %) et & 1la récolte 31,6 %
(£ 2,7 %), soit 13,9 et 15,8 kg N.ha-!

L'essentiel (83%) de cet azote organique se situe dans 1'horizon
0-10 cm, 17% dans 1'horizon 10-30 cm tandis que 1'azote 15 organique
n'est pas détecté dans les horizons inférieurs.
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Second apport

b'organisation de 1'azote aprés le second apport est tras rapide
(f1g. 18). Les quantités de N15 organisées pendant la période 42-50
jours sont différentes suivant 1a forme d'apport et se classent
ainsi ; *"AN>"U>A“N. Cependant les vitesses d° organisation sont
égales dans les traitements urée et nitrate d'ammonium, équivalentes
1,5 kg N.ha='.jour-' (Fig. 26).

Apréds le jour 50, 1le comportement diverge entre les deux
traftements U et AN. La vitesse d'organisation reste &levée sur les
parcelles U ( 1,4 kg N.ha-*.jour-'), tandis qu'elle devient faible
sur les parcelles AN (0,65 kg N.ha-'.jour-* dont 0,45 pour *AN
et 0,20 pour A°N). A cette date (50 j) des quantités importantes
d'azote 15 minéral sont encore présentes dans le sol pour les 3
types de traitement dont 14 % et 23 % sous forme ammoniacale pour *U
et “AN respectivement. C'est pourquoi il est surprenant de ne pas
observer d'augmentation des quantités 'SN organisées durant 1la
période 57-103 Jours  pour 1'apport d'urée, tandis qu'une
augmentation de 8,4 kg N.ha-' est mesurée pour le traitement
ammonitrate (4,7 sur AN + 3,7 sur A*N).

A la floraison et & 1a récolte, les quantités d'azote 15
organisées ne sont pas significativement différentes. Elles ne sont
également pas dépendantes du traitement U ou AN, et correspondent en
moyenne 3 23,4 kg N.ha"', provenant de 1'engrais.

Elles sont par contre trds discriminantes de la forme initiale
d'apport et montrent gque 1'azote apporté sous forme urée ou sous
forme ammoniacale a 4té beaucoup plus organisé que 1'azote apporté
sous forme nitrate.

Deux aspects des cinétiques restent difficile a expliquer .

* Sur les parcelles ayant regu le premier apport marqué (I), une
augmentation importante de 1'azote 15 organique a été§ obgervée pour
AN entre 35 et 103 jours, associée 2 une perte de composés marqués
de la plante dans le sol. Cependant, un tel phénomane n'est pas
observé pour *AN et *U. On peut penser que de tels composés ont &té
effectivement perdus par 1la Plante, mais sous une forme non marquée
(donc non détectée). Dans ce cas cela signifirait qu'il y a eu, trés
tét, pendant 1'utilisation de N engrais par la plante, une
allocation qui a conduit & incorporer le nitrate (alors marqué sur
les parcelles A*N et non marqué sur les parcelles “AN et *U) dans un
pool azoté, concerné plus tard par la translocation et 1'exsudation.

¥ D'autre part, la différence de comportement entre les
parcelles *U et ©“AN aprés le second apport est é&tonnante. Le taux
Plus rapide d'organisation de 1'azote sur les parcelles *°U,
notamment pendant la période 50-57 jours pourrait 8tre interpratée
conme le résultat d'une diffusion Plus importante de 1'azote dans le
sol (diffusion de 1'urée, puis hydrolyse), ce qui aurait augmenté la
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10 cm, 10-30 cm,

» indiquent respectivement que les horizons 0-

a,b,c,d
¢ le total inclus également 1

0-60 cm, 0-120 cm ont été prélevés.

‘azote 15 retrouvé dans 1’eau de

lavage des feuilles.
ND : non déterminé ; écarts-types entre parenthdses
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“capacité" d'organisation. Cela n'explique cependant pas pourquoi i}
n'ya pas d'augmentation de l'organisation entre le jour 57 et 1a
floraison, alors qu'il est improbable que le carbone assimilable ait
ét & complétement utilisé et non renouvellé dans cette période de
croissance active de la culture

15 - Bilan 15N

En dépit du soin  apporté 1lors de 1’'épandage de 1'azote et a
Chaque étape du traitement, une variabilité importante subsiste. La
moyenne des coefficients de variation est de 16 % pour les valeurs
d'azote 15 minéral, 19 % pour les valeurs '%N organique et 11 % pour

la plante.

Le bilan '®N (% de recouvrement de l'azote 15 apporté) est
présenté Tableau 18. Nous constatons une diminution progressive des
quantités d'azote 15 retrouvées. En effet durant les 5 jours qui
suivent le premier apport le recouvrement atteint 102 % puis 80 %
entre les jours 8 et 35. Il manque enfin environ 27 % du '*N apporté
(13 kg N.ha"') A la floraison pour ce premier apport.

Aprés le second apport, une partie de 1'azote est immédiatement
non retrouvée dans la plante et le sol (0-10 cm). Des transferts
d'azote en dessous de 10 cm ne peuvent 8tre exclus bien qu'il n'ait
pas plu entre 1'apport et le jour 50. Le bilan est a peu prés
constant jusqu'd la floraison et il manque, en moyenne, 14 % de
1'apport d'azote (15 kg N.ha-'),

La diminution des quantités retrouvées entre floraison et
récolte, tend A confirmer le fait que des pertes gazeuses d'azote
des parties aériennes du blé se soient produites pendant la période
de remplissage du grain.

Un certain nombre "d'erreurs" expérimentales peuvent avoir
contribué au déficit 'SN . sous estimation du C.R.U. "racines" (1 %
maximum) , pertes d'azote organique soluble (1 %), et sous estimation
des pertes par volatilisation (1,5 % et 1 % pour le premier et le
second apport). L'ensemble de ces compartiments pourraient rendre
compte de 5 % environ de ce déficit.

Néanmoins ces valeurs sont proches de celles obtenues par
d'autres auteurs. Olson et Swallow (1984) obtiennent 80 a 85 % de
recouvrement sur une série de 5 essais 'SN successifs. Une moyenne
de 81% a &té obtenue sur douze esssais menés sur blé d'hiver

(Powlson 1988).
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2. ETUDE DE LA RELATION ENTRE COEFFICIENT D'UTILISATION PAR LA

CULTURE ET TAUX D'ORGANISATION DANS 3 TYPES DE SOLS

21. Evolution de 1'azote minéral

L'évolution des quantités d'azote minéral dans les horizons 0-10
et 10-30 cm des traitements témoin, urée et nitrate d'ammonium est
donnée au tableau 19. Il s'agit des quantités totales d'azote (Ni4 +
N 15), 1'azote 15 minéral n'ayant pas &té mesuré. Pendant la période
0-26 jours, les quantités absorbées pPar la culture sont faibles et
i1 n'y a pas de différence significative d'absorption entre
parcelles témoins et fertilisées. On peut considérer, en premidre
approximation, que les différences d'azote minéral entre traitements
fertilisés et témoin correspondent effectivement a 1'azote provenant
de 1'engrais.

On observe d'abord que 1'on retrouve, dés la premidre date de
prélévement, de fortes quantités d'azote nitrique dans le deuxiame
horizon pour 1le traitement ammonitrate. A 13 jours, les quantités
respectives sont de 32, 19 et 28 kg N.ha~' sur les sites de Livry,
Etrépilly et Bourguignon. Cet azote provient de 1'entrainement du
'®NOs apporté suite A la pluviométrie importante enregistrée pendant
cette période (35 a 50 mm). Il est probable qu'une quantité
supplémentaire de nitrates a migré en-dessous de 30 cm.

Les quantités d’'azote minéral provenant de l'engrais dans
1'horizon 0-30 cm diminuent régulidrement entre les Jours 13 et 26 &
Livry et Bourguignon. A Etrépilly, par contre, on constate une
disparition trés forte de 1‘'azote minéral & 13 jours dans 1e
traitement AN : on ne retrouve alors que 36 kg sur les B8O kg N.ha-!
apportés. Deux semaines plus tard, on retrouve apparemment 1'azote
apporté, puisque la différence avec le témoin est de 79 kg N.ha-1.
L'urée se comporte de fagon similaire puisque les quantités
apparentes d'azote retrouvées sont respectivement égales A 79, 58 et
79 kg N.ha"' a 13, 19 et 26 jours. La disparition observée a 19
jours est cependant plus faible. Nous n'avons pas d'explication
satisfaisante de ce phénomdne qui avait éte déjd remarqué par
Neeteson et al (1986).
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L'hydrolyse de 1'urée é&tait terminée pour les trois essais au
jour 13. En comparant les cinétiques de disparition de 1‘'ammonium de
l1*horizon de surface dans les traitements urée et njitrate d'ammonium
(f£lg.19), on constate, a partir du jour 13, que 1‘ammonium disparaft
plus vite dans le cas de 1'apport d'urée. D'autre part, les
quantités d'azote retrouvé dans le sol et la Plante, provenant de
1!urée, sont approximativement constantes entre 13 et 27 jours
(excepté & Etrépilly au jour 19).Dans ce cas il est possible
d'attribuer la disparition de 1'ammonium du sol au seul processus de
nitrification. On peut alors calculer les vitesses de nitrification

suivantes :

- Livry : 4,7 kg N.ha=1'.j-?
- Etrépilly : 3,7 kg N.ha~1,j-
- Bourguignon 3,2 kg N.ha~-1.,j~1

Le classement des sols en fonction de leur vitesse de nitrifi-
cation est différent de celui observé au laboratoire dans des
conditions plus favorables de température et d'aération (cf. Partie
I1). L'amplitude des variations est é&galement moins grande in situ.
Le choix des sols n'a donc pas permis d'obtenir une variabilité
importante des temps de résidence de 1'ammonium dans le sol, comme
nous l'espérions. En tenant compte de ces vitesses calculées et
parce qu'il n'y a pas eu de changements climatiques importants, on
peut penser que la nitrification s'est achevée aux environs du jour
20 dans le sol de craie, du jour 28 dans le sol argilo-sableux, et
vers 30-35 jours dans le sol hydromorphe.

Urée Nitrate d ammonjum

Nas* Na Na* Na

+ Nn** + No + Nm** + No

No#* + M No* + Nm

LIVRY 13j 4.0 51.0 55.0 3.0 68.5 71.5
ol calcaire{ 19j 6.4 50.8 57.2 5.3 53.9 59.2
265 || 13.6 43.2. 56.8 14.2 23.3 37.5

ETREPILLY 13§ 7.8 79.3 87.1 5.5 35.5 41.0
limon hydr. 193 9.3 58.3 67.6 6.8 45.5 52.3
26j || 16.5 78.7 95.2 12.7 78.8 91.5

BODRGUIGNON | 133 8.8 69.5 78.3 5.6 62.8 68.4
argile 195 || 13.5 63.4 76.9 9.9 57.7 €7.6
sableuse 263 || 23.2 52.5 75.7 23.3 48.3 71.8

Tableau 20: Evolution des bilans d’azote pendant la période
de nitrification (N kg.ha-1)

Na : Quantités N de 1 engrais prélevées par la culture
‘(parties sériennes + racines)

No : Quantités N de 1'engrais organisées dans le sol
(horizon 0-30 cm)

Nm : Quantités N minéral du =ol provenant de 1’engrais
(horizon 0-30 cm) '

¥ : déterminé avec N15

¥k : calculé par différence avec le témoin
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22. Bilan 'SN et pertes d'azote

Les bilans '"N réalisés a 1a floraison et A la récolte
(tableau 21) mettent en évidence des pertes tras significatives
d'azote des engrais. 11 pourrait s'agir d'azote nitrique entrainé
profondément, non dosé, et non absorbé pPar la plante. Des pertes
significatives par lessivage ne peuvent é&tre exclues. Cependant, 1le
tableau 20 montre que le déficit réel de N engrais se manifeste tras
tét, a4 13 jours, notamment a Livry. Or, dans ce sol de craie, le
bilan "N de 1a forme '®NOs, la plus sujette ay lessivage, boucle a
100 ¥ . Les déficits importants observés pour les apports d‘'urée et
d'ammonium (respectivement 33 et S0 % du 15N apporté a 1a récolte,
soit 26 et 20 kg N.ha='), ne peuvent s'expliquer que ‘par des pertes
gazeuses, en particulier la wvolatilisation d'ammoniac A partir du

sol.

Dans le cas de 1'urée, les pertes se sont produites presque
exclusivement pendant les deux premidres semaines qui ont suivi
1'apport, puisque le déficit é&tait déja de 25 kg N.ha-' ay jour 13
(tableau 20). Les pertes provenant de 1'ammonium dy nitrate
d'ammonium se sont produites dans les trois pPremiéres semaines
? kg au jour 13, 21 kg N.ha~' au jour 19,

A Etrépilly, les pertes ont affecté toutes les formes d'azote
le déficit N15 est de 29 % pour 1'urée, 36 et 39 % pour les formes
ammonjacale et nitrique (soit 23 et 30 kg N.ha"' pour 1les

traitements urée et nitrate d'ammonium). Le fait que le bilan
apparent d'azote & 26 jours soit de 100 % (et méme davantage) nous
incite & penser que 1le déficit est attribuable a des pertes par
dénitrification qui se sont produites apraés le jour 26, pendant 1a
montaison du blé. Le potentiel de dénitrification est évidemment
Plus grand dans ce type de 1limon ayant une forte sensibilité a
1 ‘hydromorphie, celle-ci Ss'étant exprimée pendant cette période
Pluvieuse. Les deuxiame et troisiéme décades d’avril (jours 26 - 47)
ont été plus chaudes que les moyennes décennales (température
moyenne = 12,4°C), et donc a priori favorables A 1a dénitrification.

A Bourguignon, 1les pertes apparentes (tableau 20) d'azote a 26
jours sont approximativement égales a4 9 kg N.ha-* pour le traitement
ammonitrate et 4 kg N.ha-! pour le traitement urée. I} s'agit tres
vraisemblablement de volatilisation d'ammoniac.

A la récolte, 1le déficit N15 montre que les pertes cumulées
sont de 18 kg.ha™? pour le nitrate d'ammonium (13 pour ™a
et 4 pour *N) et 23 kg N.ha='  pour 1'urée. Les pertes ayant eu lieu
entre 26 jours (fin de 1a période de nitrification) et la récolte
seraient respectivement de 19 et ? kg N.ha"' pour AN et U, treés
probablement par dénitrification.



78

Mat.séche totale || Rendement grain || N absorbé total
t.ha-1 t.ha-1 kg.ha-1
D AN 0 AN U AN
LIVRY 13.1 13.3 8.0 8.0 142 159
ETREPTLLY 12.4 12.6 5.8 5.5 93 94
BOURGUIGNON 16.2 15.9 6.9 7.1 179 168

Tablean 22: Production de matiére séche, rendement en grain et N
absorbé & la maturité du blé dana les 3 situations étudiées.
Aucune des différences entre les traitements urée (U) et
nitrate d"ammonium (AN) n'est significative au seuil 5%,
sauf pour la quantité d azote absorbée a Livry.

CRU X apport
15N-Urée 15NOa 15NH4 15NH415N0s*
LIVRY 40.9 (1.2)] 76.8 (4.2)| 31.4 (1.0) 54.0

ETREPILLY 52.0 (6.7)| 47.3 (7.7)| 43.9 (3.2) 45.8
BOURGUIGHON | 47.0 (4.0) 58.1 (6.1)} 42.8 (3.2) - 60.5

Tableau 23: Coefficients réels d utilisation des différents engrais
mesurés dans la plante entidre (parties aériemnes + racines),
3 la floraison du blé (movenne des trois blocs).
Livry (51): sol calcaire ; Etrépilly (02): limon hydromorphe;
Bourguignon (02): argile sableuse
(%) CRU calenlé (moyerne de 15NO3 et 15NH4)
Ecarts-types entre parenthéses
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23. Utilisation par la culture

La comparaison des apports d'urée et de nitrate d'ammonium ne
fait apparaftre aucune différence significative dans les courbes de
croissance, la matidre sache totale & 1la récolte et les composantes
du rendement (tableau 22), pour les 3 situations (cf annexe p.183).

De méme, on n'observe pas de différence significative dans les
quantités totales d'azote absorbées & Etrépilly et Bourguignon. A
Livry, 1'absorption d'azote démarre Plus rapidement dans 1le
traitement nitrate d'ammonium ; la différence se maintient jusqu'a
la récolte ; 1'écart est alors de 17 kg N.ha-' (tableau 22).

L'azote mobilisé dans le systéme racinaire s'est avéré
représenter une part importante du prélévement total d'azote (annexe
p- 185). R 1la floraison, cet azote représente en moyenne 65, 53 et
54 kg N.ha"' dans les sols de Livry, Etrépilly et Bourguignon
(horizon 0-30 cm). Ces valeurs sont beaucoup plus élevées que celles
observées sur 1'essai de Mons ol 1'azote racinaire ne représentait
que 12 kg N.ha-?

Les coefficients d'utilisation des différentes formes d'azote 2
la floraison sont données au tableau 23. On constate le classement
suivant : NH, < Urée < NOx, sauf a Etrépilly o0 le coefficient
d'utilisation de 1la forme nitrique est intermédiaire entre celui de
1'ammonium et de 1'urée. L'utilisation du '®NO3 est traés nettement
supérieure en sol de craie : c'est un résultat en accord avec des
observations antérieures mettant en  comparaison urée, sulfate
d'ammonium et nitrate de calcium (Lhotellier et Ségard, 1983). Les
écarts entre urée et ammonitrate sont plus faibles. A Livry, le
coefficient d'utilisation du nitrate d'ammonium est supérieur de 13%
4 celui de 1'urée ; ce qui explique une différence de 10,5 Kg N.ha~1
dans 1'absorption totale de 1'azote.
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Les cinétiques d'utilisation (Pigure 20) montrent que le CRU des
parties aériennes a atteint un maximum A la floraison, ou
probablement avant dans les essais de ' Livry et Etrépilly. A
Bourguignon, le CRU augmente 1égdrement entre floraison et récolte.
Il peut s'agir soit du préldvement d'azote minéral marqué résiduel,
soit d'une absorption faisant suite 3 une reminéralisation de '*N. A
Livry, le coefficlent d'utilisation de la plante entidre décroit en
moyenne de 10 % sur les 3 traitements entre floraison et maturité.
Cela résulte d'une diminution trds importante de la masse et de la
quantité d'azote racinaires (annexe p. 185).

)

Il est également remarquable de constater que les différences
d'utilisation des différentes formes d'azote se manifestent trés
rapidement, alors que les besoins de la culture sont trés restreints,
la disponibilité en . azote minéral semblant non limitante.
L'utilisation plus rapide du 'SNOs apparait nettement au jour 26 &
Livry et surtout A& Bourguignon. La différence est plus grande 2
Bourguignon qu'd Livry, probablement parce ‘que les vitesses
d'absorption sont plus élevées, le peuplement végétal &tant plus
avancé.
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24. Organisation de )‘'azote dans le sol

L'organisation de 1'azote de l'engrais a été déterminée dans les
horizons 0-10 et 10-30 cm & toutes les dates de mesures (Pigures 21,
22, 23).L'horizon 30-60 cm, échantillonné A 1la floraison et A la
récolte, ne contenait pas d'azote 15 organique détectabie.

Horizon 0~10 cm

Les cinétiques d'organisation des formes nitrique et ammoniacale
(celle-ci incluant 1'urée aprds hydrolyse) sont trads contrastées.
Dans tous les essais, on constate une organisation beaucoup plus
rapide de 1la forme ammoniacale. L'organisation mesurée initialement
peut inclure en partie un phénoméne de fixation d'azote ammoniacal
sur les argiles. Les mesures faites au laboratoire sur ces mémes
sols ont montré que la rétrogradation était nulle dans le sol de
craie et inférieure A 1 mg N.kg-' sol (donc inférieure & 1.5 % de
1'apport) pour les sols d'Etrépilly et de Bourguignon.

L'organisation biologique de 1'ammonium, pendant la période de
nitrification, est trés supérieure 2 celle du nitrate. Au jour 26,
les quantités de '°N organisé provenant de 1'ammonium de 1'urée sont
3 a4 4 fois plus importantes que les quantités provenant du 'SNOs.

Du jour 26 a la floraison, la tendance s'inverse : la vitesse
d'organisation devient plus forte dans les parcelles A*N. Il est
probable que cela résulte des pertes qui ont davantage affecté
1'azote provenant du 'SNH, (*AN) et du ‘'“N-urée : les quantités
d'azote 15 résiduel (celui-ci é&tant sous forme '5NO,) dans ces
traitements sont alors plus faibles et plus diluées que dans le

traitement A™N.

A la floraison, les différences entre formes sont réduites A
Etrépilly et Bourguignon, ou méme comblées dans le sol de Livry.
Entre floraison et maturité, 1'organisation nette augmente dans les
3 situations. 11 est peu probable que cette organisation se soit
faite aux dépens d'azote minéral marqué résiduel puisqu‘on retrouve
trés peu d'azote minéral A la floraison. Elle doit correspondre A un
début de décomposition des racines marquées. On en déduit que la
reminéralisation de 1'azote organisé précédemment, si elle se
produit, ne peut &tre que de faible amplitude.
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Horizon 10-30 cm

Dans tous les essals, 1'organisation apparatt Plus importante
pour le traitement 'SNOx. C'est un résultat logique puisque 1'azote
15 a migré plus rapidement et sans doute Plus intensément dans ce
traitement. Bien que du '°NO; ait é&té présent dans cet horizon au
jour 13, on n'observe d'organisation significative qu'a partir du

jour 26.

Les quantités organisées A 1la floraison sont tras variables
selon les sols et les formes d'azote. Elles correspondent sans doute
4 des quantités d'azote trés variables présentes dans cet horizon
(en fonction des pertes et des transferts) ; cette hypothése
demanderait & 8&tre vérifiée par des dosages isotopiques de 1'azote

minéral.

Aprés la floraison, on constate une forte augmentation de
l'organisation & Livry. Cette augmentation s'explique probablement
par la décomposition du systéme racinaire qui est en cours et qui
est attestée par la nette diminution de la masse des racines

(annexe p. 185).

Lorsque 1'on compare les quantités organisées pour les différents
traitements (figures 21, 22, 23), on constate qu'il y a peu d'écart
entre les parcelles U et 1les parcelles AN. A 1a floraison les
quantités d'azote organisé aux dépens du premier apport se situent
entre 15 et 22 kg N.ha"' pour les deux traitements et sur les trois

essais.
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DISCUSSION GENERALE

1 - EVOLUTION DE L'APPORT D'AZOTE DANS LE SOL

Nous avong constaté dans les 4 situations une transformation
tréds rapide de 1'azote minéral apporté, aprés les premiers ou le
second apports. .

- 1'hydrolyse de 1'urée s'est réalisée A Mons en quelques
jours. Dans les 3 essais menés en 87, i1 n'y avait plus d'azote sous
forme uréique 13 jours aprés 1'apport. Cette hydrolyse est donc
rapide, méme A des températures se situant autour de 2-3°C. Ceci est
en accord avec les observations faites en conditions de plein champ
ou au laboratoire (Connoly et al 1980, Vliek et Carter 1983, 0'Toole
et Norgan 1988). Cette capacité que possdde 1'uréase de fonctionner
3 des températures avoisinant 0°C est sans doute liée A sa position
essentiellement extra-cellulaire dans le sol (Paulson et Kurtz 1969,
Zantua et Bremner 1976, Burns 1982). L'activité de 1'enzyme est
alors, pour partie, indépendante des mécanismes de régulation
caractéristiques des cellules microbiennes.

L'apport d'azote sous forme d'urée conduit alors a la présence
d'azote ammoniacal en quantités plus importantes - méme trés
temporairement - que dans le traitement nitrate d'ammonium.

- La -_nitrification ne peut &tre appréciée directement car la
disparition de  1'ammonium résulte de plusieurs processus. Nous
observons, par 1'apparition de nitrate marqué, qu'elle s'est
produite 3 Mons 4&ussi rapidement sur les parcelles *U que sur les
parcelles “AN. Sur les essais 87, la nitrification a pu &tre mieux
suivie (prélévement par la plante et organisation faibles entre 0 et
26 jours), et nous avons constaté que les vitesses de nitrification
étajent de l'ordre de 3 A& 5 kg N.ha"'.j-' pour des températures
moyennes de 6 A 9°C. Ce rythme d'approvisionnement est suffisant
pour assurer les besoins de 1la culture A cette période de son
développement, par une nutrition purement nitrique.

- De fortes pertes gazeuses ont été indirectement mises en
évidence, et correspondent trés probablement 3 la volatilisation sur
le sol de craie & Livry (20 & 26 kg N.ha"1), A la dénitrification
sur le limon hydromorphe d& Etrépilly (23 a 28 kg N.ha-') et aux deux
processus & Bourguignon (18 & 23 kg N.ha"'). En 1987, il s'est
produit une séquence climatique favorable 2 1la dénitrification ;
période 0-26 jours & forte pluviométrie, suivie d'une période chaude
(nettement au-dessus de la moyenne). La forte proportion de '>NO,
dans l'horizon 10-30 cm a pu également favoriser le phénoméne
(moindre aération par rapport & la couche de surface).
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2 - UTILISATION DE L‘'AZ20TE PAR LA PLANTE

Cinétique d'utilisation

On observe une grande variabilité dans les coefficients réels
d'utilisation mesurés dans 4 situations avec un apport effectué au
tallage et pour une situation avec apport & la montaison : 25 2 65 %
du '®N apporté est retrouvé dans les parties aériennes du blé.

La suivi, sur un pas de temps court, a permis de saisir 4 Mons
la cinétique d'utilisation : nous avons constaté une utilisation
rapide des deux apports d'azote, le premier apport étant totalement
utilisé au moment du second apport. Une utilisation rapide a
égalemant &té décrite par plusieurs auteurs dont Nielsen et Jensen
(1986) sur une orge de printemps et Nannipieri et al (1985) sur une
association céréale - légumineuse.

Le CRU atteint généralement une valeur maximale (dépendante de
toutes les autres dérivations possibles de 1'azote) bien avant la
récolte, et méme parfois la floraison. Nous avons pu mettre en
évidence des pertes quantitatives d'azote 15 préalablement assimilé
par la plante (figure 15). Ceci a été également observé par
Chabalier et al (1975), Boniface et al (197?9), Smith et al (1983).

Nous n'avons pas noté de pertes substantielles par voie
mécanique (chute de feuilles) et 1'azote 15 "perdu" par les parties
aériennes n'a pas été retrouvé dans les racines. Les deux
explications qui nous semblent plausibles sont les suivantes :

1. L'existence de translocations d'azote vers les racines, suivies
au non d'une exsudation dans le sol.

A Mons, sur les parcelles AN, la diminution des CRU observée
entre le jour 35 et la floralison est concommitante d'une
augmentation du '°N dans le compartiment organique du sol. On
constate les mémes phénoménes sur les parcelles A®N de 1'essai de
Livry, entre floraison et récolte.

Ces phénoménes d'exsudation n'ont pas é6té fréquemment décrits
in situ, solt en raison de méthodes inadéquates (pertes de composés

solubles marqués, Iimprécision de la localisation des prélévements),
soit parce  que les processus de décomposition associés au
renouvellement ou a la sénescence du systéme racinaire peuvent
masquer par leur importance les phénoménes d'exsudation. On peut
supposer qu'il s'agit d'un phénoméne physiologique normal, dont il
importe alors de connaitre les facteurs de variation.
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2. L'existence de pertes d'azote par volatilisation par le
couvert végétal en fin de végétation. :

- Des pertes gazeuses d'ammoniac et/ou d'amines, liées A un début
de sénescence, ont 6été décrites par Hooker et al (1980), Hetselaar
et Farquhar (1980), Farquhar et al (1983).

La décroissance sgignificative -des CRU du deuxidme apport
observée & Mons entre la floraison et la récolte, et.la diminution
du bilan '®N réalisé sur la plante et le 801, nous ont .amenés A
envisager de telles pertes. Celles-ci correspondraient i 8 kg
d'azote du deuxidme apport, et & 20 kg N.ha~' si 1'on considare la
_totalité du pool azote (N premier apport + N deuxidme apport + N sol

absorbé) .

Toujours sur 'blé, une décroissance du CRU d'un second apport a
également &té obsgervée dans un essai suivi sur des pas de temps
courts (Mary et al 1988). La chute du CRU s'est produite environ 2
semaines aprés la floraison. Trés récemment, Harper et al (1987)
sont arrivés & 1la conclusion (par un bilan d'azote) que des pertes
d'azote de l'ordre de 7 kg N.ha"' étaient intervenues entre
‘floraison et récolte sur une culture de blé. cCe sont, A notre
connaissance, les premidres données obtenues au champ. 11 est
nécessaire de préciser le déterminisme et les facteurs de variation
de ce phénomdne. La mesure directe de ces flux gazeux in situ pose
cependant de gros problémes méthodologiques.

Prise en compte de la plante entidre

La détermination des masses et des quantités d'azote mobilisé
dans le systéme racinaire demeure une opération laborieuse et
difficile : extraction des racines & partir de masses de terre
considérables, séparation rigoureuse de la terre, des racines et des
résidus végétaux, pertes d'azote au cours du traitement. :

Les méthodes employées ici nous paraissent donner une estimation
non biaisée des masses racinaires, avec une variabilite acceptable
(coefficient de variation moyen = 30 %).

Nous avons constaté que la masse de racines &tait trés variable .
1,2 t.ha"' & Mons, 3 A& 5 t.ha"' sur les essais menés en 1987. Le
premier cas de figure est lé&gdrement inférieur & ce qu'ont pu
mesurer Barraclough et Leigh (1984) dans un sol comparable. Les
fortes valeurs obtenues en 1987 sont, elles, assez proches des
mesures réalisées par D. Pierre et ses collaborateurs (1983, 1984,
1985) dans le sud de la France.

A la floraison du blé, 1'azote racinaire représente 29, 26 et
23 % de 1'azote de la plante entidre, dans les essais de Livry,
Etrépilly et Bourguignon. Nous avons pu observer que 1 'essentiel des
racines se trouvait dans les 30 premiers centimdtres du sol, et que
la sénescence du systdme racinaire é&tait perceptible, avec nos
mnéthodes, entre floraison et récolte.
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Dans les essais 87, les CRU racines représentent alors une part
non négligeable de 1'utilisation de 1l'engrais : 10 a 12 %, et
jusqu'a 20 % & Livry pour la forme A*N. L'estimation de la masse
racinaire et de son excds isotopique, tous deux trés variables, est
donc une étape obligatoire pour évaluer correctement 1'utilisation

réelle de l‘'azote.

La meilleure utilisation du nitrate comparée & celle de
l'ammonium-ou de 1l'urée a souvent &té observée sur. blé et sur
d‘autres cultures en pots ou au champ (Broadbent et Nakashima 1968 ,
Dev et Rennie 1979 , Van Lierop et Tran 1980, Lhotellier et Ségard
1983, Guiraud et al 1986, Powlson et al 1986). Ceci est confirmé ici
pour 4 des 5 apports d'azote marqué.

Les cinétiques d'utilisation du 'SN  font apparaitre une
différenciation précoce entre les formes, méme si 1la différence
n‘est pas significative en chaque point de la courbe. Ceci pourrait
suggérer une "préférence" des plantes pour 1'absorption des nitrates.
Cependant, les racines disposent peut &tre de quantités limitées
d'ions ammonium et nitrique dans la rhizosphdre alors que celles-ci
paraissent, au dosage, non limitantes: d'une part, nous avons
constaté une localisation = différente des formes pendant les
premidres semaines qui suivent 1'apport; d'autre part, i1 est
probable qu'une organisation plus intense se produise a proximité
des racines, affectant davantage le pool ammonium.

- L'utilisation précoce du nitrate résulterait alors d'une
localisation plus favorable du nitrate marqué apporté, par
rapport & 1'ammonium ou au nitrate produit aprés un délai, méme
court, par la nitrification et 1'hydrolyse de 1'urée.

- L'écart entre utilisation du nitrate apporté et utilisation de
l1'azote apporté sous forme urée ou ammonium, s'affirmerait
ensuite selon 1'importance des mécanismes (organisation,
volatilisation) qui affectent spécifiquement les formes U et A,
limitant en fin de compte leur utilisation par la plante.

Ceci a été observé aprds le premier apport marqué 3 Mons (1985)
et 3 Livry Louvercy (1987).

L'écart d'utilisation entre formes est wvariable. Il est trés
important en  sol de craie, et ce résultat n'apparait pas
exceptionnel (Lhotellier et Ségard, 1983). Sur les autres essais,
l'écart entre U et A d'une part, N d'autre part, varie de 0 a4 16 % .
11 convient de ne pas masquer par une moyenne . les différences
importantes qui peuvent caractériser des situations pédo-climatiques
diverses.
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Les cinétiques de prélévement de '°N ont indiqué que les CRU
récolte, habituellement seuls pris en compte, peuvent sous-estimer
1°utilisation qui a été faite de 1'engrais. De méme, la quantité
d‘azote accumulé dans la culture peut sous-estimer les quantités
réelles d'azote absorbé. Ainsi, le concept de coefficient réel
d°utilisation, obtenu grace a 1'emploi du traceur '=N, nous apparaft
noins facile & prendre en compte et & interpréter qu'au début de ces
expérimentations. L'azote 15 reste cependant un indicateur idéal des
transferts et des flux d'azote (Guiraud 1984).

3 - ORGANISATION DE L'AZOTE

Nos efforts méthodologiques ont porté sur 1'isolement et la
caractérisation du compartiment organique, trés global au demeurant,
dans lequel nous suivons la part de 1'azote de l'engrais organisée.
Nous accédons & ce compartiment de fagon satisfaisante, méme en
présence de grandes quantités d'azote minéral ayant un excés
isotopique élevé. Il reste toujours difficile de distinguer les
racines "vivantes" devant @&tre prises en compte dans une valeur de
CRU, et les racines sénescentes considérées comme faisant déja
partie du compartiment matiére organique du sol.

Il est é&galement difficile de prendre en compte la variabilité
spatiale de l'organisation dans le sol, et de distinguer 1le
fonctionnement des zones rhizosphérique et non rhizosphérique, les
connaissances acquises sur les populations microbiennes et les
phénoménes de rhizodéposition suggérant une relative indépendance de
fonctionnement de ces deux zones. Cela est difficilement réalisable
dans notre type d'expérimentations.

Sur 1'essai de Mons, ont cependant été effectuées des mesures
globales de '=N contenu dans la biomasse microbienne, par la méthode
de fumigation au chloroforme (Jenkinson et al 1976), paralldlement
aux mesures de '“N organique total. Les résultats (Mary et al, non
publié) confirment le caractére essentiellement microbien de
l'organisation, et 1la relativement faible vitesse de libération de
1'azote assimilé par les micro-organismes.

L'organigation du ‘'®N résulte de 1'action de plusieurs processus
simultanés ou successifs :

- l'organisation de la forme ammoniacale (NH. apporté ou provenant
de 1'hydrolyse de 1'urée) observée sur les parcelles *U et “AN ;

- l'organisation du nitrate apporté (A*N) ou du nitrate produit
par la nitrification de 1'ammonium (*U et *AN) ;
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- le recyclage microbien ou 1'humification de composés azotés
marqués issus de la plante par exsudation, desquamation et
sénescence des racines ;

~ C'est pourquoi, si 1les fluctuations du compartiment organique
marqué rendent compte de 1'organisation de 1'azote apporté
initialement sous forme urée, ammonium ou nitrate, il ne faut pas
interpréter les données comme les taux respectifs d'assimilation de
1'ammonium et du nitrate par les micro-organismes.

Les cinétiques d'organisation du '®N apporté montrent que
l'organisation augmente jusqu'd 1la récolte. On peut distinguer le
comportement de deux horizons

- dans 1 'horizon 0-10 cm, une discrimination entre 1les
traitements apparait trés précocément. A Mons, Bourguignon et Livry
(figure 24), 1'organisation exprimée en % de 1'apport de 'SN est
identique pour les traitements “U et “AN. Les quantités d'azote
organisé sont donc supérieures pour *U. La diffusion de 1'urée avant
hydrolyse a probablement donné naissance & wun profil de '®NH.
beaucoup plus homogéne que celui provenant du '*NH.-NOz, augmentant
ainsi la probabilité d'organisation.

L'organisation de 1la forme 'SNOx-NH. est beaucoup plus lente.
Dans les essais 87, elle ne devient mesurable qu'a partir du jour 2¢6.
Tous les essais indiquent que 1la vitesse d'organisation reste
nettement plus faible pour le nitrate, tant que la nitrification
n'est pas terminée (figure 24).

Par contre, & 1la floraison, on constate dans la plupart des
situations un "rattrapage" des quantités organisées sur les
parcelles '®NOi, les amepant & des valeurs proches de celles
obtenues pour *U et "AN. Dans le cas du premier apport & Mons, nous
avons pu montrer qu'au moins une partie de cette augmentation ne
résultait pas de 1'organisation d'‘azote 15 minéral, mais de
1'exsudation par la plante de composés azotés marqués.

- dans_1l'horizon_10-30 cm, l'organisation de 1‘'azote 15 apparafit
avec un certain délai. Elle est plus rapide et plus importante pour
la trajtement '®NO; ce qui correspond & la migration plus précoce
du nitrate marqué.

A Mons, 1'organisation dans 1'horizon 10-30 cm n'a représenté
que quelques % de 1'apport, étant donné le faible déplacement de
1'azote 15 minéral. A Livry, on observe au contraire une plus forte
organisation dans 1'horizon 10-30 cm que dans 0-10 cm & la floraison,
suite 3 une descente rapide du nitrate dans le profil.
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- en dessous de 30 cm, il n'y a pas eu d'organisation détectable
de '®N pour aucun des essais, bien que du 'SNOs ait parfois migré au-
deld de 30 cm. Ce résultat, en accord avec l'ensemble des résultats
'®N disponibles dans 1a bibliographie (0lson et Swallow 1984 Rice
et Smith 1984, Nannipieri et al 1985, Powlson et al 1986), éontre
que l'essentiel du carbone assimilable disponible (en particulier
Par rhizodéposition) est localisé dans la couche supérieure du sol.
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Figure 24 : Cinétiques d’organisation du N5 provenant de
différentes formes azotées, dans les semaines qui
suivent 1°apport
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Malgré les différences de localisation, les quantités totales
d'azote organisé dans les traitements urée et nitrate d'ammonium ne
sont pas significativement différentes sur la quasi totalité des
mesures (figures 21, 22, 23). C'est un résultat intéressant car il
permet d'envisager d'utiliser 1'azote 15 en véritable traceur de
1'azote minéral du sol, pour calculer les quantités totales
organisées (provenant du sol et de 1l'engrais).

Il est également remarquable de constater qu'il n'y a pas de
gros écarts dans les cinétiques d'organisation de 1'azote du premier
apport dans les 4 situations considérées (figure 25). - Les
divergences les plus notables ont lieu aprés floraison et
correspondent trés probablement A des processus de décomposition
racinaire plus ou moins avancée (trés intense a Livry). Les
quantités organisées aux dépens du premier apport sont identiques a
la floraison, égales & 15 kg N.ha-'. La constance de ce résultat est
assez surprenante, notamment si l'on considére l'essai de Mons ol la
densité racinaire était trés inférieure et la dose d'azote apporté
plus faible que dans les autres essais.

25

%7  A—aA LIVRY 87 7
2 O===0O BOURGUIGNON 87

£ A—-A ETREPILLY 87
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oL

3
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=
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Figure 25 : Cinétiques d’organisation comparées de 1 azote du
premier apport dans les quatre situations étudiées.
(Moyennes des traitements urée et nitrate d”ammonium)



497

Les quantités organisées aprés le second apport & Mons ont été
plus fortes qu'aprds le premier apport, puisqu'elles atteignent 25
kg N.ha-' & 1ia floraison. On constate surtout jue l'organisation
s'est produite trés rapidement (figure 26) et A& une vitesse
constante de 1,5 kg N.ha~'.jour~' dans les 15 jours qui ont suivi le
deuxidme apport (2 comparer avec une vitesse de 0,25 Kg N.ha"'. jour-
' au premier apport). Cette organisation intense peut &tre attribuée
soit & 1la présence de carbone résiduel non assimilé par les micro-
organismes, peut @&tre en raison d'une insuffisance d'azote minéral
(1'horizon de surface ne contenait pratiquement plus d'azote minéral
au moment du second apport), soit & une trés forte rhizodéposition

en début de montaison.

A=A PARCELLES UREE
O— O PARCELLES AMVONIUM NITRATE
A—A PARCELLES U - 2EME APPORT %

@®— @ PARCELLES AN - 2EME APPORT

N ORGANISE KG/HA

Figure 26 : Cinétiques d organisation de 1"azote apporté au tallage
et au début de la montaison sur 1'essai de MONS.

Symboles vides : ler apport marqué
Symboles pleins: 2é&me apport marqué
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Figure 27 : Relations observées entre le N15 absorbé par la culture
et le N15 organisé dans le sol, dans 3 situations a

différentes périodes

Les symboles identigques correspondent aux traitements

A,U et N.
Les symboles blancs correspondent & la période de

nitrification.
Les symboles noirs correspondent au CRU maximum (aprés

nitrification).
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4 - RELATIONS ENTRE L'ORGANISATION DANS LE SOL ET
L'UTILISATION PAR LA PLANTE

L'hypothése avait été émise que 1'organisation de 1'azote
pouvait étre un facteur explicatif important des variations
d'utilisation de 1'engrais par la plante, mesurées par le CRU. Cette
hypothése s'appuyait sur 3 séries de constatations -

1. La faible intensité des pertes par volatilisation d'ammoniac
aprés apport d'engrais uréique ou ammoniacal, méme en sol a PH
élevé, constatée au laboratoire ou au champ (Fresneau 1982 ;
Rémy et al, non publié).

2. La forte variabilité des CRU obtenue parfois avec différentes
formes d'azote .

3. La susceptibilité plus grande de la forme ammoniacale a
l'organisation microbienne et 1la possibilité de rétrogradation
de 1'ion NH4-.

Cette hypothdse ne s'est pas vérifiée dans toutes les situations.
Nous pouvons distinguer deux cas :

1. Les _situations  od il n'y a pas eu de pertes tras
différenciées en fonction des formes d'azote, en particulier de
pertes par volatilisation d'ammoniac du sol ou de pertes d'azote par
la plante: on constate alors une forte corrélation négative entre le
'SN organisé dans le sol et le coefficient réel d'utilisation, qui
se manifeste méme précocément (figure 27). Cela a &té& notamment le
cas de 1'essal réalisé A Mons en 85, pour le premier et le second

apports.

2. Les situations .od d'importantes pertes se sont produites 55’"

ces pertes ont eu pour conséquence soit d'effacer la variabilité
entre formes d'azote, aussi bien du CRU que du *=N organisé (essai
d'Etrépilly et de Bourguignon), soit méme d'inverser la tendance et
de rendre positive la corrélation 'SN organisé / CRU (cas de Livry).
Dans ce sol de craie, les pertes ont affecté les formes tras
différemment : 33 % pour 1'urée, O % pour le nitrate, 50 % pour
1'ammonium. I1 n'est alors pas surprenant d'observer A la fois un
fort coefficient d'utilisation et une assez forte organisation dans
le trajitement '®NO; dont le bilan '3N boucle i 100 % .
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Dans les essais réalisés A3 Mons, les défauts de bilan '>N ont
été peu différents selon les formes d'azote, ce qui indique des
similitudes dans 1la nature et les périodes d'occurence des pertes.
De plus, les périodes de nitrification ont été relativement longues,
et surtout ont correspondu & une absorption par le végétal nettement
plus forte que dans les essais 87.

Ainsi, 1'absorption d'azote observée a Mons pendant la période 0-
35 jours a été de 33 kg N.ha~', contre 9, 4 et 14 kg N.ha"' dans les
essais de Livry, Etrépilly et Bourguignon sur 1'intervalle 0-26
jours. Il en a résulté une grande amplitude de variation des CRU et
du 'SN organisé dans les deux essais 85. En 87, la période de
croissance active, et donc d'absorption d'azote plus intense, s'est
produite aprés que la nitrification ait eu lieu, ce qui a contribué
a4 gommer les différences entre formes.

Ceci indique que les vitesses de nitrification dans le sol et
1'absorption par le peuplement végétal répondent différemment aux
facteurs du milieu. Ce découplage peut. conduire & une variabiliteé
des CRU.

La relation '®N organisé / CRU semble se manifester peu de temps
aprés 1'apport (figure 27). C'est ce que l'on observe a Mons, aux
premier et  deuxiéme apports, ainsi qu'd Bourguignon (essai 87
présentant la plus forte croissance du peuplement). Cette relation
peut s'expliquer de deux fagons

- par une absorption préférentielle du nitrate par la plante, en
présence des deux sources : nitrate et ammonium. Cette hypothase
nous semble contradictoire avec les résultats obtenus en
physiologie végétale, montrant que le blé posséde de fortes
capacités d'absorption de 1'ammonium (Mc Duff et Hopper 1985,
Lewis et al 1985); ' '

- par une disponibilité en azote limitée dans la rhizosphére,
méme lorsque les quantités totales ' sont importantes. Il
s'agirait alors d'une véritable compétition entre la microflore
rhizosphérique et la racine. L'azote ammoniacal disponible étant
la forme presque exclusivement utilisée par les micro-organismes
(cf. Partie 1II), il resterait davantage de nitrate et moins
d'ammonium & la disposition de la racine.



PARTIE IXI

ORGANISATION MICROBIENNE DE
L"UREE, DE L AMMONIUM ET
DU NITRATE

EN CONDITIONS CONTROLEES



CHAPITRE 1

PROCESSUS DE L'ORGANISATION MICROBIENNE ET FACTEURS DE VARIATION
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PROCESSUS DE L'ORGANISATION KICROBIENNE
ET FACTEURS DE VARIATION

L'organisation de 1'azote minéral (ou la réorganisation d'azote
minéralisé) résulte des processus de maintenance et de croissance
des micro-organismes du sol. Elle correspond a 1'absorption et
l'assimilation d'ammonium, de nitrate, de nitrite (4ventuellement)
par les micro-organismes hétérotrophes, qui conduit a la synthése de
composés organiques azotés.

Avec la minéralisation (correspondant au processus
d'ammonification), l'organisation est une étape essentielle du cycle
de l'azote (schéma 29). Les deux processus travaillent en sens
inverse, construisant ou détruisant la matidre organique. Ils sont
réalisés par un grand nombre de micro-organismes, trés diversifiés,
et vont donc avoir 1lieu dans des conditions écologiques variées.
Leur activité constitue 1le cycle de minéralisation-organisation
(organisation brute et minéralisation brute), 1la différence entre
ces deux processus étant un effet net : minéralisation nette ou
organisation nette. C'est de ce résultat que va dépendre 1a
disponibilité en azote minéral dans un sol.

L'effet net (production ou disparition de 1'azote minédral) ne
renseigne pas - comme tout autre mesure de la taille d'un
compartiment - sur 1'intensité des processus dont il est 1la
résultante. On peut estimer indirectement 1'activité microbienne par
une activité respiratoire globale (production de CO., consommation
d'0z2) ou par des activités enzymatiques. L'utilisation de 1'azote 15
permet d'accéder sur un pas de temps court, & 1l'organisation et A la
minéralisation brutes.

Les phénoménes de minéralisation provoquent par une rupture des
liaisons C— H et C=N une libération d'énergie tandis que
1'édification des composés organiques en nécessite.

En conditions naturelles, le fonctionnement spontané des
systémes va dans le sens d'une minéralisation brute supérieure a
1'organisation brute, ce qui aboutit A une production nette d'azote.

En sols cultivés, les  équilibres vont étre modifiés par
1'injection dans le sol de quantités importantes d'azote minéral
(apport d'engrais) et de carbone et d'azote issus des restitutions
organiques - (résidus de récolte, rhizodéposition). Le rythme des
transformations dans le sol et 1l'interaction constante entre les
pools N et C auront des conséquences sur 1'azote minéral disponible
en cours de végétation.
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Figure 29 : Cycle de 1 azote (d aprés FAURIE, 1980)
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1 - ASSIMILATION DE L'AZOTE PAR LES MICRO-ORGANISMES

Les micro-organismes récupdrent de 1'azote aux dépens d'un
nombre varié de composés (protéines, acides aminés, peptides, azote
minéral) et leurs capacités d'adaptation au substrat disponible sont
grandes (enzymes extracellulaires, systémes d'absorption) (Payne
1980). Nous nous limiterons 1ici a 1a présentation des systémes
impliqués dans 1'assimilation de 1'ammonium et duy nitrate, et la
régulation de la fonction d'assimilation en fonction de 1a
disponibilité des sources.

Les formes peuvent @&tre métabolisées dans des réactions
énergétiques sans qu'il y ait incorporation d'azote dans la biomasse
microbienne : ce sont, par exemple, 1'oxydation de 1'ammonium lors
de la nitrification (réaction exergonique), la  réduction
dissimilative du nitrate lors de la dénitrification biologique . Les
réactions dans lesquelles 1'azote est incorporé dans la biomasse
sont les réactions assimilatives. Ce sont celles-ci qui aboutissent
4 1'organisation de 1'azote.

Quelle que soit la forme originelle de prélévement de 1'azote,
le produit final avant assimilation en acides aminés, protéines et
acides nucléiques est 1'ammonium.

L'ammonium se situe donc A un carrefour du métabolisme de
l1'azote :

- produit de la fixation de N. )

- produit de la réduction assimilative des nitrates

- produit directement absorbé
produit intracellulaire résultant de la désamination d'acides
aminés, de 1'hydrolyse de 1'urée etc...

11. BAssimilation de 1'ammonium

111 - Absorption de 1'ammonium

Trés peu d'études ont &té faites sur le mécanisme d'entrée de
1*ammonium, essentiellement parce qu'il n'y avait pas de méthodes
isotopiques adaptées. Des &tudes assez anciennes ( Morton et Mac
Millan 1953, Mac Millan 1954, Nicholas 1965) semblaient démontrer,
pour les hyphes fongiques, une entrée passive par diffusion. Ensuite
il a été montré que les bactéries et les champignons étaient
capables de retenir 1'ammonium de manidre intracellulaire 3 des
concentrations supérieures A celles du milieu de culture. L'emploi
d'un composé analogue de 1'ammonium, le '4C.méthylammonium (CHsNHy)
absorbé par 1la cellule mais non. assimilé, a permis d'étudier le
mécanisme. Un syst2me d'absorption a ainsi été mis en évidence:
c'est une perméase, énergie-dépendante (Pateman et a] 1974).




106

IVE05/SD
970A e[ 35 KD ST0A ¥[ Jed unfuomme,| Sp UOTIE[TWISSY : Qg SaInSTj

ee

) i

ajewe)n|y
4
]
QU
ajewe}n ) 1
jewe}n|y jewejn|y ﬂuc\ d)ese)nboxo-z
Ldiavn [ L davN
/
Hid)aYN / _
/ HJQWN {
s9 L ._
ajeseinjBoxo -z aupweln|g EuN <—  %oN~ EoN ~+EON
— P \\
HN _/
\d-dav div
/ \I\T vIZ
09%%HN) Vi }
~

/

/7 004N
/



107

En conditions de substrat limitant, elle peut permettre de
concentrer 1'ammonium dans les cellules (Segal et al 1970, Pateman
et al 1974, Roon et al 1975). La concentration intracellulaire en
amonium régule ce systéme de préldvement par répression et
dérépression de la synthése du composé protéique (Brown 1980).

112 - Assimilation de 1'ammonium

I1 existe deux systémes enzymatiques impliqués dans
1'assimilation de 1'ammonium. La premidre voie est connue depuis
longtemps. Elle avait été mise en évidence chez les champignons.
C'est la réaction catalysée par 1l'enzyme Glutamate Dehydrogénase
(GDH). La seconde voie a été mise en évidence chez les bactéries
dans les années 1970, et progressivement chez tous les micro-
organismes étudiés. C'est 1la réaction catalysée par le systéme
Glutamine Synthetase (GS)-Glutamate Synthase (GOGAT) (schéma 30)

Le systéme GDH

La premidre voie est catalysée par la Glutamate dehydrogénase
qui convertit un composé intermédiaire, le 2-oxoglutarate en
Glutamate, 1'ammonium étant le donneur d'azote et NADPH ou NADH
étant le donneur d'électrons :

GDH
2-oxoglutarate + NHz + NAD(P)H + H* ———=»= Glutamate + NADP* + H.0

C'est une réaction réversible. La constante d'affinité de
1'enzyme (Km) est généralement élevée indiquant une faible affinité
de 1'enzyme avec son substrat (NH.). Ce systdme ne constitue pas un
mécanisme efficient pour utiliser 1'ammonium & de faibles
concentrations.

Le systdme GDH ne. semble pas avoir un réle uniquement
d'assimilation. Par son caractére réversible, il pourrait prendre un
r6le catabolique de désamination, afin de prévenir 1'accumulation
excessive de glutamate dans des conditions ol 1la transamination
s'arréte. La plupart des micro-organismes posséderaient ce systéme,
1'enzyme pouvant passer de son rbdle anabolique A son réle
catabolique en fonction des concentrations en azote et en carbone
(Dalton 1979).



Le systéme GS/GOGAT

La seconde vole est catalysée par la Glutamine synthetase (GS)
et la Glutamate synthase (GOGAT). Ce systéme est physiologiquement
irréversible. Ces enzymes catalysent 1'assimilation du 2-
oxoglutarate en Glutamate avec la Glutamine comme intermédiaire :

GS
1) NHsz + L-Glutamate ¢+ ATP —————— L-Glutamine + ADP + Pi
endogéne
GOGAT
2) L-Glutamine + 2-Oxoglutarate + NAD(P)H + H* ——= 2 (L-Glutamate)
+ NAD(P)* + HaO

D'un point de vue énergétique, ce systéme nécessite une mole de
NAD(P)H et une mole d'ATP par mole de NHxz assimilée (donc un ATP
supplémentaire par rapport au systéme GDH). Cette dépense d'énergie
supplémentaire est ‘“compensée" par le fait que le systéme GS a une
affinité plus forte pour 1'ammonium (Km faible) et 1les micro-
organismes ont donc la possibilité d'assimiler 1'azote lorsqu'il est
présent A de faibles concentrations intracellulaires.

Ce systéme enzymatique d'assimilation de 1'ammonium est trés
proche de celui utilisé par les végétaux supérieurs (le donneur
d'electrons étant 1la ferredoxine réduite), dont le codt énergétique
a 6té chiffré 3 5 ATP (Salsac et al 1987)

La découverte, plutdt tardive, du systéme GS/GOGAT résulte du
développement des études en chemostats qui ont permis la culture des
micro-organismes & des concentrations faibles et constantes en
substrat (Brown et al 1974).

113 - Régulation de 1l'asgimilation de 1'ammonium

La glutamine sert de donneur d'électrons dans un grand nombre de
synth2ses. Elle est le précurseur des acides nucléiques et des
amides. Le glutamate est le précurseur des acides aminés. Il est
donc essentiel que la cellule posséde un systéme trés efficace de
contréle 3 la fois de la synthdse et de l'activité de ses enzymes.
Cette régulation est encore mal connue. La complexité de 1la
régulation paralt varier suivant les micro-organismes.

11 est nécessaire de distinguer les actions respectives que
peuvent exercer les concentrations en ammonium du milieu extérieur a
la cellule et du milieu intracellulaire, dans 1la régulation de
1'assimilation. Des hypothdses ont été émises (Pateman et Kinghorn
1976) mais dans l'ensemble tré&s peu de choses sont connues.



L'absence d'un réel stockage intracellulaire de 1'ammonium dans
la plupart des cas, a oconduit A& penser que 1'ammonium
intracellulaire ne pouvait pas avoir un réle régulateur prépondérant:
le flux d'entrée de 1‘'ammonium dans 1la cellule serait alors le
signal de la répression ou de la dérépression des systémes
enzymatiques, leur activité étant contrdlée par les produits du
mnétabolisme {(glutamine, glutamate) plutdét que par 1'ammonium
lui.méme (Sims et al 1968, Brown et al 1974, Dalton 1979).

Lorsque le milieu extérieur contient de fortes quantités
d'ammonium, la synthése de GS et GOGAT est réprimée tandis que la
synthése de GDH  est déréprimée (Brown 1980). . Pour des
concentrations limitées en ammonium, le systéme inverse opére.

Les moyens mis en jeu pour effectuer ce contrdle sont de 3 types:
contréle de la synthése de 1'enzyme (activation par des cations
divalents, inhibition en retour par les produits du métabolisme de
la glutamine), contrdle de son activité (notamment modifieation
covalente par adénylylation) (Brown et al 1974).

En fait i1 existe une grande diversité des moyens selon les
groupes de micro-organismes. Certains Clostridium ne synthétisent
pas de GDH et la synthése de GS/GOGAT est constitutive. D'autres
comme les Streptococus ne synthétisent pas GOGAT ; la croissance a
de faibles concentrations en azote provoque la production trés
importante de GDH (in Brown 1980). C'est le systdme le plus
généralement mis en évidence pour les champignons et les levures
chez lesquels la G5 ne semble pas jouer un réle central dans
l'assimilation de 1'ammonium. Dans ce cas, on observe soit une
accumulation jntracellulaire d'ammonium (Roon et al 1975a) soit une
production de quantités tré&s importantes d'enzyme GDH. '

Entre ces cas extrémes, la plupart des bactéries modulent la
synthése de GS, GOGAT et GDH et leurs activités respectives pour
s'adapter 3 la disponibilité de 1'azote dans le milieu de croissance.

La séparation est généralement faite entre bactéries et
champignons :le systéme GS/GOGAT serait prédominant chez les
bactéries, alors que ce serait l'enzyme GDH chez les champignons .
Cette distinction pourrait é&tre fausse, et ne résulter que d'un
manque de connaissances (Brown 1980).

12. Assimilation du nitrate

121 ~ Absorption du nitrate

Le processus d'absorption du nitrate est trés mal connu. Il
semble bjien qu'il soit effectué par wun transporteur actif, une
perméase, ATP-dépendante . Le transporteur est sensible i des
inhibiteurs spécifiques, saturable & des concentrations élevées en
nitrate et sujet & régulation métabolique (Brownlee et Arst 1983).
L'incapacité & détecter du nitrate de manidre intracellulaire en



présence d'une nitrate réductase active d'une part, 1'‘'indépendance
entre valeur de la constante de Michaelis-Menten et activité de la
nitrate réductase d'autre part, semblent montrer que ce transport
actif est 1'étape limitante de 1'assimilation du nitrate (Betlach
et al 1981).

122 - Réduction du nitrate

La réduction des nitrates peut @&tre faite par deux mécanismes
distincts (Pichinoty 1964), mais un seul aboutit & 1'incorporation
d'azote dans la cellule.

* Le métabolisme dissimilatif des nitrates est réalisé par des
bactéries anaérobies ou anaérobies facultatives pour lesquelles le
nitrate sert d'accepteur final d'électrons dans la chaine
respiratoire. Cette fonction est assurée par la nitrate réductase
dissimilative (nitrate réductase A) qui réduit NO; en NOz, puis par
la nitrite réductase dissimilative qui réduit le NO,

Nitrate Nitrite Oxyde Nitrique Oxyde nitreux
2NO 3~ ———0=2N0,~ ————p~ 2NO = Nz0 ~———m—» N,
Reductase Reductase Reductase Reductase

Réactions de la réduction dissimilative du nitrate

* L'autre voie est assurée par la nitrate réductase (nitrate
réductase B) et la nitrite réductase assimilatives, conduisant & la
formation de NHs. Il n'y a pas d'assimilation du nitrate sans
oxygéne et sans source d'énergie.

Nitrate Nitrite
NO3~ ——————— = NO" ger NH,*
Reductase Reductarza

Réactions de la réduction assimilative du nitrate

Les études portant sur la nitrate réductase assimilative restent
peu nombreuses pour des raisons d'ordre méthodologique : la premidre
raison est la labilité de 1'enzyme, la seconde est que la plupart
des bactéries qul assimilent 1le nitrate contiennent simultanément
une nitrate réductase dissimilative par laquelle le nitrate est
également rapidement converti en nitrite .L'utilisation de mutants
NR¢a>~ permet de s'affranchir de ce probl2me (Koreishi et Hino 1984,
Revilla et al 1986).
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Peu d'éléments apparaissent clairement pour distinguer chez les
micro-organismes les deux types de nitrate réductase:

* la localisation, la nitrate réductase A (NRa) é&tant membranaire
et la nitrate réductase B (NRs) étant dans la fraction soluble
cytoplasmique (Dalton 1979, Koreishi et Hino 1984)

* une sensibilité différente au chlorate, la nitrate réductase
dissimilative étant inhibée par 1le chlorate et la NR
assimilative ne 1'étant pas. Le chlorate est utilisé pour isoler
les bactéries ne contenant pas de NRa.

Les différences entre les nitrite-réductases assimjlative et
dissimilative ne sont pas établies.

La nitrate-réductase B est NADPH-dépendante. C'est une enzyme
généralement inductible par son substrat, 1la durée de la phase de
latence, correspondant & sa synthdse, étant tré&s variable selon les
espéces (Al1 et Hipkin 1986). La nitrite-réductase serait NADH-
dépendante chez les bactéries mais le donneur d'électrons n'est pas
clairement défini.

123 - Régulation de l'assimilation du nitrate

Excepté quelquas études ponctuelles (Morton et McMillan 1953,
Nicholas 1965), les travaux sur les relations entre 1'assimilation
de 1'ammonium et celle du nitrate sont récents (depuis 1980).

Il a été montré, sur quelques micro-organismes, que lors d'une
croissance sur milieu contenant ammonium et nitrate, l'utilisation
du nitrate est partiellement ou totalement supprimée tant que
1'ammonium est disponible (Ohmori et al 1977, Betlach et al 1981,
Ali et Hipkin 1985, Revilla et al 1986). Ali et Hipkin (1986) ont
constaté que cette {inhibition de 1'assimilation du nitrate était
cependant variable. Chez  Candida__nitratophila par exemple,
l'assimilation est de 75 % pour NH4 et de 25 % pour NO3 (par rapport
4 un milieu contenant une unique source d'azote) , Ce qui aboutit a
une croissance identique & celle obtenue sur un milieu uniquement

ammoniacal.

L'hypothése d'une répression de 1'activité de 1la nitrate
réductase par 1'ammonium a é&té émise (Cove 1966, Cove et Pateman
1969, Dunn-Coleman et Pateman 1977). Celle -ci s'exercerait par un
blocage de 1la synthése de la nitrate réductase accompagnée d'une
dégradation rapide de la protéine déja formée.

Un consensus se dégage maintenant sur une inhibition de
1'absorption du nitrate : en effet Ohmori et al (1977) avaient mis
en évidence chez la cyanophycée Anabaena cylindrica une inhibition
trés rapide de 1'assimilation du nitrate (5 min) alors que la
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nitrate réductase était potentiellement active. Depuis i1 a é&té
découvert que le systéme d'absorption du nitrate &tait indépendant
du systéme d'assimilation (Dalton 1979, Betlach et al 1981). Cette
inhibition de 1'absorption du nitrate se jouerait au niveau d'une
compétition pour 1'ATP entre 1'assimilation de 1'ammonium et le
transport des nitrates (Ohmori et al 1977, Betlach et al 1981, Ali
et Hipkin 1986).

124 - Rendement de croissance

L'assimilation du nitrate représente une perte d'énergie
substantielle pour la cellule comparée A 1'utilisation de 1'ammonium:
8 équivalents-réducteurs sont utilisés pour la réduction du nitrate
(2 NAD(P)H pour NO3;~ ~— NO.- et 6 NADE pour NO>~ —® NH,*). Chez
les végétaux supérieurs 1'approvisionnement en &lectrong est assuré
respectivement par le NADH et 1la ferredoxine réduite, ce qui
équivaut du point de vue énergétique 2 15 ATP (tableau 24, Salsac et
al 1987). Chez les bactéries le coat de la réduction du nitrate
serait donc  supérieur A 15 ATP alors que l'assimilation de
1'ammonium par la voie GS-GOGAT nécessite 5 ATP .

REDUCTION NITRATE ASSIMILATION AMMONIDN |
NO3= et NO2- i Ntlu ~- Glutamine — 2 Glutamate
. N!:h* endogéne
1) Nitrate réductase
NO3=  + 2e- + 2Ht ——p NOz- + OHz

Donneur d"électrons : NADH

2) Nitrite réductase
NOz- + Ge- + 6H+ —# NH4+ + OHz + 20H-
Donneur d°électrons : Ferredoxine réduite

3) Glutamine Synthetase
NHet + Glutamate + ATP ——p Glutamine + ADP

4) Glutamate Synthase
Glutamine + 2a- + 2H¢ ————p 2 glutamate
Donneur d’électrons : Ferredoxine réduite

COUT ENERGETIQUE

1 NADH = 3 ATP
2ferredox1nerédult4=1NADPH=4ATP

REDUCTION du NITRATE 15 ATP
ASSIMILATION DE L’°AMMONIOM 5 ATP

Coiit énergétique de 1a n&immnxzduxﬂxrauaqmtkyl'mudeathxxde
1’ ammonium chez leq végétaux ( Salsac et aJ 1987)
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Sur cette base, le rendement de croissance (N assimilé/ C
disponible) obtenu avec une source azotée nitrique. devrait
logiquement &8tre inférieur & celui obtenu avec de 1'ammonium.

Morton et Mac MNillan (1953) avaient constaté une assimilation
plus lente du nitrate sur Scropulariopsis brevicaulis, mais un
rendement final identique entre les deux sources d'azote. Brown et
al (1974) ont observé une différence de rendement sur une culture de
Pseudomonas.

Bruinenberg (1986) a réalisé des études en chemostat avec
mesures de radiorespirométrie ('“4C-glucose); il met en évidence pour
Candida utilis, un rendement supérieur de croissance ('4C-biomasse)
sur ammonium et un dégagement plus important de '4C0, sur milieu
nitrique, correspondant 2 un fonctionnement différent des voies
biochimiques pour assurer )'approvisionnement de 1a cellule en NADPH

nécessaire 3 la réduction.

13 - Utilisation de 1'urée

I1 y a relativement peu d'informations sur le transport de
1'urée et sur son utilisation éventuelle par 1les cellules
microbiennes (Payne 1980). Pateman et al (1982) ont étudié celui.ci
chez Aspergillus nidulans. 11 semble que le transport soit actif,
ATP-dépendant, fonction de la concentration et saturable (soit une
réponse de type Michaelis-Menten). Le transport est inhibé en
présence de glutamine (Sumrada et al 1976, Friedrich et Magasanik
1977). L'urée_ne constitue pas une source d'énergie pour la cellule
et le transport est bloqué lorsque le carbone est limitant.

L'uréase est une enzyme constitutive, c'est & dire sécrétée sans
induction par 1'urée, localisée probablement dans le cytoplasme.
L'uréase bactérienne & des propriétés physiques et immunologiques
différentes de celle de 1l'enzyme végétale. La production d'uréase
est régulée par la glutamine.

La capacité & produire de 1'uréase est une fonction traés
répandue chez les micro-organismes : sur une microflore totale,
sélectionnée sur gélose nutritive, 80 % des micro-organismes testés
sont producteurs d'uréase (Paulson et Kurtz 1969, Mulvaney et
Bremner 1978). Celle-cl est sécrétée de maniére extra-cellulaire ou
résulte.de la lyse des cellules microbiennes ou végétales. Elle peut
rester active un certain temps dans la phase aqueuse du sol. Elle
est ensuite soit dégradée par les protéases, soit associée A des
collofdes humiques. Dans ce dernier cas elle possdde une longue demi-
vie et devient résistante & la dénaturation (Zantua et Bremner 1974,
Mulvaney et Bremner 1981, 0'Toole et Morgan 1984 Boyd et Mortland

1985) .

Parce que 1la production d'uréase ne résulte pas d'une induction
en présence d'urée mais d'un co-métabolisme trés répandu chez les
micro-organismes du sol (Burns 1982), 1‘activité uréasique d'un sol



estth-'bon indicateur des fluctuations de 1a biomasse microbienne de
ce sol et elle est souvent utilisée comme tel (Ladd et Paul 1973,
Pancholy et Rice 1973, Nannipieri et al 1978, Nannipieri et al 1983).

14. Conclusion

Le facteur essentiel qui détermine le niveau des populations est
la disponibilité en substances nutritives. En cas de substrat limité,
il s'agit pour un micro-organisme de ré&cupérer ce substrat plus
efficacement que les autres. :

Nous avons vu que les micro-organismes peuvent

- induire ou déréprimer la synthése de mé&canismes de prélédvement
& forte affinité avec le substrat limitant. Cette affinité va
déterminer la compétition avec d'autres micro-organismes ;

- moduler 1'utilisation d'un substrat non limitant pour prévenir
l'accunulation de métabolites intermédiaires ;

L'assimilation de 1'ammonium avec deux systémes enzymatiques, a
faible (GDH) et forte affinité (GS-GOGAT) est un exemple de cette
adaptation des organismes, Pour le micro-organisme 1'intérét de
conserver les deux voies est clair : pour les organismes croissants
en azote ammoniacal non 1limitant, 1la voie GDH est énergétiquement
moins colteuse, alors que 1la voie GS-GOGAT représente un avantage
compétitif indéniable en cas de substrat: limitant (Tempest et
Niejssel 1978).

La cellule s'est donnée un ensemble de systémes de régulation
pour &tre compétitive : elle adapte 1'absorption d'ammonium A ses
capacités de protéosynthése. La recherche d'un moindre coat
énergétique d'assimilation est a l'origine du contréle relativement
strict de 1'assimilation d'autres formes azotées quand 1'ammonium
est disponible; 1'absence de 8tockage important d'ammonium ou de
nitrate dans la cellule microbienne améne 4 penser que la régulation
s'effectue en amont de 1tassimilation, "au niveau des mécanismes
d'absorption . Trés:  peu de choses sont encore connues a ce sujet,
quel que soit la forme d'azote impliquée.

Si théoriquement, 1'assimilation Plus lente ou moins efficace
du nitrate s'explique, elle n'est pas clairement démontrée dans les
études physiologiques " (excepté 1le temps de latence nécessaire a
1'induction de 1la nitrate-réductase). Il faut en effet des méthodes
trés fines pour mettre en évidence un fonctionnement différent des
voies biochimiques qui se traduirait par un rendement azote
assimi1&/C consommé différent (Bruinenberg et al 198¢).
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2 - FACTEURS DE VARIATION DE L'ORGANISATION MICROBIENNE

Les principaux facteurs qui vont affecter l'organisation dans 1le
8ol sont 1la nature et la quantité de carbone disponible, 1la
quantité et la forme d'azote minéral, les conditions du milieu.

21. Les facteurs du milieu

Il y a peu d'études systématiques des facteurs du milieu sur
l'organisation.

La température : on constate que la température d'incubation a une
influence sur 1la vitesse d'organisation mais pas sur les quantités
finales organisées (Kai et al 1972 , Kubat et al 1981). Par contre,
la température a une Influence sur la vitesse de reminéralisation.
(Mary 1987). Les activités de synthése sont favorisées aux basses
températures et les activités cataboliques aux températures élevées
(Jansson 1958). 11 n'y a pas d'études systématiques de 1'effet des

températures basses (0-10°C).

L'humidité : La relation entre humidité du sol et organisation
n'a pas été réellement testée. Il paralt certain que les alternances
d'humectation et dessiccation ont un effet sur la microflore du sol.
Jansson (1958) ne note pas d'effet réel sur l'organisation et (sur
la minéralisation) en dehors des situations extrémes.

Le type de sol : le type de sol peut 8tre caractérisé d'un point
de vue microblen par plusieurs variables : respiration des
échantillons de sol, biomasse C ou N par la méthode de fumigation au
chloroforme (Jenkinson et Powlson 1974), minéralisation de l1'azote,
minéralisation du carbone et réorganisation d'azote aprés apport deC
(Chaussod et al 1986). 11 apparalt que la respiration spécifique
(respiration ramenée 2 1'unité C-biomasse) diminue d'un facteur 2 &
3 lorsque l'on passe des sols légers aux sols lourds. Les sols
légers hébergeraient donc une Dbiomasse plus - faible mais
proportionnellement plus active que celle des so0ls argileux.
L'argile agirait en augmentant 1la capacité de protection de la
matiére organique humifiée et des micro-organismes du sol (Ladd et
al 1981, van Veen et al 1985, Chaussod et al 1986).

22. Le carbone

L'effet net du cycle de minéralisation - organisation va
dépendre de l'énergle disponible pour les micro-organismes
hétérotrophes. La nature et la quantité de carbone

disponible déterminent de manidre trds stricte les quantités d'azote
organisées (Jansson et Persson 1982, Mary 1987). L'apport de matiare
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organique décomposable ‘est donc une condition préalable a cette
organisation.

Il a 6été nmontré que les composés A contenu élevé en cellulose
étaient dégradés rapidement alors que la lignine se caractérise par
une grande résistance A la biodégradation (Singh et Singh 1987). En
conséquence le rapport C/N ne permet pas de caractériser 1la
biodégradabilité d'un résidu. '

L'effet de la nature du composé est apprécié de deux fagons :

- Le rythme de 'organigsation : dans le cas de eubstrats non

azotés comme le glucose ou la cellulose, 1'intensité de
l'organisation est étroitement corrélée A& 1la quantité de carbone
dégradé (mesurée .par le CO. dégagé par exemple). Le glucose est le
composé qui permet 1'organisation la Plus rapide (maximum de 3 jours
quel que soit la quantité apportée) alors que 1'organisation
maximale au cours de la décomposition de la cellulose nécessite 3-¢

semaines.

Dans le cas de résidus contenant 2 1la fois du carbone et de
1'azote sous forme de molécules complexas, les différences entre
résidus sont notables. - Elles peuvent &tre expliquées par 1la
proportion et la vitesse de décomposition de fractions solubles,
hémicelluloses, cellulose et lignine des tissus végétaux (Mary 1987).

-~ Le rendement de 1'organisation : i1 est nécessaire de
considérer séparément les constituants homogdnes sans azote, des
résidus carbonés contenant N et. C. S

Les expériences menées en laboratoire ont montré que le glucose

induisait une moindre organisation que la cellulose ; 1'organisation
maximale était respectivement de 61 et 71 mg N par g de C apporté
(Ahmad et al 1969).
11 semble que les différents substrats ne sont pas utilisés par les
mémes populations bactériennes, les bactéries utilisant plutdt le
glucose et les champignons plutdt 1la cellulose. La répartition de
l'azote et du carbone assimilables peut également jouer sur la
compétition entre populations bactériennes et fongiques (Adu et
Oades 1978). Dans ce cas, la vitesse de reminéralisation de 1'azote
peut en &tre affectée, les populations bactériennes ayant un
turnover plus rapide (Klemedtsson et al 1987).

Dans le cas de résidus contenant de 1'azote, 1'organisation
nette de 1'azote minéral ne dépend que de manidre trés grossiére du
rapport C/N du résidu.

Le début de la décomposition provoque notamment, pour le
développement de 1la microflore hétérotrophe, un prélévement d'azote
minéral du milieu, 1'azote du résidu n'étant disponible qu‘avec un
certain décalage. Un manque d'azote dans le milieu peut alors
freiner la décomposition des résidus en ralentissant la croissance
de la microflore dégradative. '

On sait aussi que 1'accessibilité du résidu (contact sol- résidu,
tallle du résidu...) joue un rédle important dans la dynamique des
processus d'organisation. C'est un facteur encore trés mal quantifié.
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L'intensité de la minéralisation nette de 1'azote du résidu
dépend également de 1'importance du pool d'azote minéral présent
lors de 1la décomposition du résidu. On peut avoir des phénoménes de
"substitution" entre 1'azote minéral du sol et 1'azote provenant du

rési du végétal (Mary 1987).

23. L'azote

L'effet des formes d'azote sur 1'organisation est souvent
ment ionné dans la 1littérature, en se basant en réalité, sur un
nombre trés restreint d'études réalisées en conditions controlées.

Jansson et al (1955) constatent, par un bilan '4N sur un type de
sol en incubation au laboratoire, une organisation tras faible du
nitrate en présence d'ammonium, alors qu'elle est &quivalente quand
les deux formes sont séparées. Ces différences entre formes ne sont
pas retrouvées sur d'autres types de sol testés (en particulier en

sol acide) (Jansson 1958).

Ahmad et al (1972) obtiennent pour quatre sols, une organisation
un peu plus importante avec 1'ammonium comparé A celle obtenue avec
du nitrate. Ils concluent donc que, & quantités égales d'azote
apporté, les quantités de carbone nécessaires pour assimiler le
nitrate sont plus importantes.

Fresneau (1982), Wickramasinghe et al (1985), constatent que le
nitrate est peu organisé en absence d'apport de carbone; les
quant ités organisées pour 1'urée et le sulfate d'ammonium sont
équivalentes et supérieures & celles du traitement nitrate.

Les causes de cette organisation préférentielle de 1'ammonium ne
sont pas discutées : les auteurs s'interrogent sur la capacité des
populations microbiennes A assimiler le nitrate (Azam et al 1986,
Bjarnason 1987).

Il peut y avoir d'autre part une confusion d'effets entre la
capacité potentielle des micro-organismes A assimiler telle ou telle
forme, et les effets indirects des formes d'azote sur la sélection
des populations. Par exemple, les modifications du pH du sol
rhizosphérique, résultant d'une nutrition ammoniacale ou nitrique de
la plante, peuvent &tre trés importantes (Marschner et R3mheld 1983,
Marschner et al 1984).

Enfin une différence de ‘“rendement" de 1'organisation entre
ammonium et nitrate, sa quantification et les conséquences sur la
dynamique de 1'azote au cours d'une expérimentation, ne sont pas
clairement établis.



CHAPITRE 11

DEXARCHE D'ETUDE ET METHODOLOGIES



DEMARCHE D'ETUDE ET METHODOLOGIES EMPLOYEES

1 - OBJECTIFS

Les résultats obtenus au champ nous ont permis de confirmer
1'hypothdse de 1'importance de 1'organisation microbienne, celle-ci
permettant une meilleure compréhension des variations de
l'utilisation de 1'engrais par la plante et expliquant partiellement
les différences d'utilisation des formes uréique, ammoniacale et

nitrique.

Nous avons en effet observé des cinétiques différentes
d'organisation propres & chaque forme avec une différence trés
marquée entre ]‘'ammonium et le nitrate, & la fois au niveau du rythme
et de 1'intensité de l'organisation, et ceci dans les étapes précoces
od ammonium et nitrate sont en quantités importantes. Cependant dans
un systéme complexe comme le sol cultivé, plusieurs processus opérent
simultanément.

Pour caractériser 1'organisation respective des formes
ammoniacale et nitrique, en mesurer la variabilité et le caractére
généralisable il était nécessaire de séparer 1'organisation des

autres processus.

Une premidre étape a donc &té de mener des incubations de sol en
conditions contrédlées.

Les sole des 4 essais au champ ont été repris dans des
incubations, en conditions contrblées de température et d'humidité,
et en absence de plante. Le choix d'un pas de temps court (mesures
journalieres sur 6 A& 8 jours) et d'une température relativement
basse (10°C) a permis de négliger les processus de reminéralisation.
Nous avons pu, grdce au '®N, suivre l'organisation brute des formes
sulfate d'ammonium, nitrate de potassium, urée, nitrate d'ammonium
(marqué sur 1'une ou 1'autre des formes). Le glucose a &té choisi
comme substrat carboné “modéle”, en raison de sa capacité
d'utilisation par un grand nombre de micro-organismes.
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La mise en évidence de différences systématiques de
1'organisation entre ammonium et nitrate nous a conduit A une étude
microbiologique.

Les études bibliographiques nous " ont permis de dégager quelques
points nets concernant 1'assimilation de 1'azote par les micro-

organismes :

- le ‘“carrefour" de 1l'assimilation que représente 1'ammonium
quelque soit le substrat azoté a l'origine ;

- 1'économie que constitue l'assimilation de 1'ammonium par
rapport & celle du nitrate et de 1'urée par exemple ;

- les moyens que se donne la cellule pour gérer son métabolisme

assimilatif.

Ces connaissances reposent sur quelques micro-organismes bien
étudiés au laboratoire (bactéries E. Coli, Klebsiella, Rhizobium
Azobacter; Champignon : Aspergillus ; algues Chlorella....). Peu
d'études ont dégagé les lois communes & ces organismes et les
conséquences au niveau de 1'écologie des micro-organismes dans les
milieux naturels (Tempest et Neijssel 1978, Dalton 1979).

En effet il n'est pas clairement démontré, a notre échelle de
travail (le sol et les populations microbiennes) si ce sont des micro-
organismes différents qui assimilent ammonium et nitrate (micro-
organismes dont les proportions seraient wvariables) ou si
jndividuellement chaque micro-organisme du sol régule ses fonctions

d'assimilation.

Nous nous proposons, par les études conduites, de vérifier si le
fonctionnement physiologique mis en évidence au niveau de quelques
organismes (cf bibliographie) peut @&tre généralisé a4 1'ensemble des
micro-organismes du sol.

Nous avions le choix entre deux stratégies :

- étudier un micro-organisme "représentatif" de 1'organisation du
sol, avec les problemes de choix que cela suppose (quels critédres 7).
Le risque encouru était une spécialisation des recherches sur un
micro-organisme , proche du type d'expérimentations déja décrites.

- tester un grand nombre de micro-organismes isolés du sol. Cela
suppose une moins bonne connaissance de chaque organisme cultivé,
avec les problémes méthodologiques qui en découlent.

Pour nous é&loigner le moins possible de nos préoccupations et des
réponses que nous avons & obtenir, cette dernidre stratégie a été
choisie. Cependant seules les bactéries ont été conservées aprés
isolement, 1'étude simultanée des champignons n'étant pas réalisable
d'un point de vue matériel.



2 - INCUBATIONS DE SOL NU AVEC DIPPERENTES FORMES D'AZOTE

Ces expériences ont consisté A incuber les quatre sols,
correspondant aux quatre essais de pPlein champ, “avec différentes
formes d'azote : urée, sulfate d'ammonium, nitrate * de potassium,
nitrate d'ammonium, marqués avec 1'azote 15.

La température est contrdlée (20°C ou 10°C) ainsi que 1'humiditeé
(qui correspond & pP 2.7 . soit - 50 KPa). Les facteurs de variation
sont la forme d'apport de 1'azote et la présence ou non d'un substrat
carboné additionnel, le glucose, et le type de sol.

21. Systémes expérimentaux

211 - Préparation des sols

Les expériences sont réalisées avec des 80ls prélevés au champ
plusieurs semaines avant 1'expérience, tamisés A 1'état frais a 2 mm
puis conservés A 4°C. Ils sont ensuite pré-incubés une semaine a 1a
température de 1'expérience. L'humidité est ajustée relativement pres
de 1'humidité choisie pour l'expérience afin de créer le moins de
perturbations possibles.

212 - Systéme d'incubation sans piégéage du CO,

Les incubations sont - menées en flacon "plasma” de 200 ml
contenant 1'équivalent de 16,6 g de terre sé&che. Le maintien de
1'humidité est assuré par la fermeture du flacon avec un feuillet
plastique autorisant 1les échanges gazeux. L'humidité est vérifiée en
début en en fin d'expérimentation par pesée. Il n'y a pas de
variations d'humidité sur le pas de temps considéré (figure 30).

S ==\

Feuillet plastique

——Flacon 200 mi

Figure 30 .

—20g terre humide
Systéme d'incubation de so]
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213 - Systéme d'incubation avec piégeage du CO»

Les é&chantillons de terre sont répartis dans des béchers de 100ml,
eux-mémes disposés dans des bocaux de 500ml (type Familia Wiss).On
place également dans chaque bocal un bécher de 50 ml contenant 10 ml
de soude NaOH (0,25 N) qui va piéger le CO2 dégagé, et un flacon
contenant de 1'eau qui assure le maintien de 1‘'humidité de l'air. Les
bocaux sont hermétiquement fermés (figure 31). Ils sont aérés tous
les jours et la soude est changée. Sur une série de bocaux, la soude
est soigneusement pesée en vue du dosage du CO- dégagé.

— ‘1; Couvercle
=

(=] - D Capaule d’etancheite

— — 1

)

r— Bocal 500 ml
NaOH
025N .
20 g tlerre humide
H0 t
R

Figure 31 : Incubation de sol avec piégeage du CO=

214 - Apport de la solution d'azote ou_d'azote ¢ glucose

L'apport de solution  est réalisé a la surface de chaque
&échantillon de terre avec une pipette de précision en "goutte 3
goutte". Ce mode d'apport permet de connaitre avec exactitude la
quantité d'azote apportée & chaque échantillon élémentaire. La faible
épaisseur de la terre dans le flacon, permet une bonne répartition de
1'azote. En tout état de cause, i1 simule un apport d'azote. la
standardisation de cette méthode sera confortée par la trés bonne
reproductibilité des résultats.



22. Méthodes analytiques

221 - Extraction de l'azote minéral

L'extraction de 1‘'azote minéral se fait par le KC1 (1M),
directement dans le flacon Plasma ou aprés transfert de 1'échantillon
et rincage dans le cas du systéme avec bécher. L'apport de KCl est
réalisé avant la décongélation totale de 1'échantillon.

L'extraction directe dans le flacon plasma a beaucoup
d'avantages. Elle permet un traitement treés rapide et sans aucune
perte possible d'azote ou de terre. Elle nécessite un transvasement
dans le tube de centrifugation.

L'incubation en bécher nécessiste un transfert avant extraction,
dans le tube de centrifugation, en prenant soin alors de rincer le
bécher sojgneusement avec le KCl.

L'extraction est réalisée dans un rapport 20 g sol pour 80 g
de KC1. L'agitation est de 30 minutes et la centrifugation s'effectue
4 3000 tours/minute pendant 15 minutes. Le surnageant est récupéré.
Une seconde extraction a 1lieu (80 g de KCl, agitation pendant 1/4
heure, centrifugation) et 1le second extrait est _ajouté au premier.
Une troisidme extraction est réalisée dans les mémes conditions, et
1'extrait obtenu est &liminé.

222 - Dosage de 1l'azote minéral

L'azote contenu dans les extraits KcCl est dosé par
colorimétrie
- pour l'urée : selon la méthode colorimétrique de Mulvaney et

Bremner (1979) modifiée (annexe p.186) ;

- pour l'ammonium : par la méthode a 1'indophénol (vVerdow 1977) ;

- pour le nitrate : aprés réduction en nitrite pPar le cadmium et
dosage du nitrite par le réactif de Griess Ilosvay (Henriksen et
Selmer-0Olsen 1970).

223 - Dosage de 1'azote organique

Les culots de terre, débarrassés de traces d'azote minéral sont
séchés & 60°C pendant 24 heures et broyés finement au mortier en vue
du dosage a 1'analyseur d'azote. Le dosage se fait par une combustion
séche de type Dumas. La procédure a &té décrite, partie 1 page 37.
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224 - Mesureg isotopiques

Les analyses isotopiques cnt été réalisées au temps O et & ia fin
de 1'incubation sur 1'azote minéral aprés distillation (Bremner
1965a). Les analyses 'SN organique ont é&té réalisées a tous les
prélévements, simultanément aux analyses d'azote gridce au couplage du

spectrométre de masse avec 1l'analyseur d'azote (page 36).

225 - Minéralisation du Glucose

Nous n'avons pas fait de mesure directe de la disparition du
glucose; nous nous sommes référés A la littérature dans ce domaine.
Il est .apparu en particulier illusoire de suivre la consommation de
glucose par un dosage de celui-ci dans le milieu. VanVeen et al
(1985), Coody et al (1986) ont montré que le glucose disparaissait en
quelques heures (90% en 12h) alors que le dégagement de CO. avait a
peine commencé. Ils ont émis 1'hypothdse soit qu'il se formait
rapidement un dimére du glucose (peut-&tre le maltose), soit que le
glucose était absorbé par les micro-organismes avant d'étre
métabolisé. La mesure de la minéralisation du glucose (par dégagement
de COz) reste alors une mesure indirecte mais sensible de son

assimilation.

Le CO-. dégagé par 1la respiration et piégé dans NaOH (0,6 25N).A
chaque mesure la soude est récupérée et les carbonates sont
précipités par BaClz. La soude résiduelle est titrée en retour par
HC1 0,25N par autotitrateur jusqu'a pH B,62 (Mary 1979). Le bocal est
aéré 10 minutes avant l'introduction d'un nouveau bécher contenant de

la soude.

23. Protocoles

231 - Nitrification et organisation de 1'azote apporté & un limon
(sol de Mons)

L'incubation est réalisée a 20°C. Les échantillons
(contenant 19, 2 g de terre 3 une humidité de 15,5 %) sont ajustés &
une humidité de 20% (TS) par 1'apport de 750 pul d'une solution
contenant soit

* du sulfate d'ammonium (Excés isotopique 4.701 %)
* du nitrate d'ammonium (Excés isotopique 4.562 %)

de fagon A apporter 1'équivalent de 100 mg N.kg"' sol sec.
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Les mesures sont faites immédiatement (t0), aprés é heures (tt),
puis 24 heures, 2j, 3j, 4], 63, 85, et 15j (t8) avec 3 répétitions
par traitement et par  prélévement. Les échantillons sont
inmmédiatement congelés et conservés i -18oC jusqu*'a 1'analyse.

232 - Cinétique de nitrification et d'or anisation de 1'azote
avec apport de carbone (sol de limon - Mons)

L'incubation est réalisée a 10°C. Les échantillons contenant 19 g
de terre A& une humidité de 14,5 % regoivent 900 ul de solution de
fagon & ajuster 1'humidité a 20% (TS) et A apporter simultanément le
carbone (500 mg.Mg-' de C-glucose) et 1'azote. Pour cela, la solution
de glucose est préparée puis scindée en cinq parts afin de recevoir
les cinq traitements azotés. Les apports d'azote sont réalisés a
raison de

(1) - 50 mg N.kg~' sol de ('®NHz)oCO0 (*U : excés isotopique 29.47 %)
(2) - 50 mg N.kg™"' sol de ('SNH,)50. (“AS : excés isotopique 29.84%)
(3) - 50 mg N.kg~' sol de ('SKNOx) (*“KN : exceés isotopique 28.71 %)
(4) - 100 mg N.kg~"' sol de NH,.'5NOx (A™N : excés isotopique 30.15 %)
(5) - 100 mg N.kg sol de '"SNH4NO3 (*AN : excés isotopique 31.41%)

Les prélédvements sont réalisés A& 12 heures Puis 1, 2, 3 4, 5 ¢
et 8 jours.Pour chaque traitement, 2 flacons sont sacrifiés a chaque
mesure. Des traitements témoins (sans glucose et sans azote) sont

pPrévus. Les échantillons sont immédiatement congelés et conservés a
-18°C jusqu'a 1'analyse.

233 -~ Cinétique de nitrification et d'organisation de l1'azote
apporté sur trois sols

Les sols : i1 s'agit des 3 sols (provenant de 1la couche
superficielles (0-10 cm) des expérimentations de terrain de 1987
(tableau 4, page 20).

- 1 so0l calcaire limoneux (Livry Louvercy, Marne)
= 1 limon de type hydromorphe (Etrepilly, Aisne)
- 1 argile sableuse (Bourguignon, Aisne)

Pour chaque sol, les échantillons de terre humide (correspondant
4 16,6 g de terre si&che) recoivent une solution contenant soit du
glucose (500 mg C.kg~' terre) et de 1'azote (50 mg N.kg-* terre),
soit de 1'azote seul (50 mg N.kg-").
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Les _formes d'azote apportées sont

- le sulfate d'ammonjum “AS (exces isotopique 5.16 %)
- le nitrate de potassium "KN (excés isotopique 47.42 %)

Un traitement témoin (T) sans azote et sans glucose est é&galement
pPrévu. Il en résulte 5 traitements différents pour chaque sol (T, AS,

KN, G-AS et G-KN).

L'humidité est ajustée A pF 2,7 soit respectivement une humiditeé
de 21,4 % pour le sol de Bourguignon, 18,8 % pour le sol d'Etrepilly
et 25,8 % pour le sol! de Livry. La température d'incubation est de
10°C.

" Le nombre d'échantillons mis A incuber est de 168 : 30 sont
congelés aprés 2 mn de contact entre le sol et la solution (temps 0)
30 d'entre eux sont utilisés pour le dosage du CO- dégagé.

Tous les bocaux recoivent néanmoins un bé&cher contenant de la soude.

Les mesures sont réalisées a Oh, 12h, 24n, 2j., 4j. et &j. pour
les traitements ayant regu du glucose; A Oh, 2j. et 64j. pour les
échantillons ayant regu seulement de 1'azote et pour les témoins. A
chaque date de prélévement, les échantillons sont congelés dans
1'azote liquide et conservés & -18¢C jusqu'au moment de l'analyse
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S - ETUDE DE LA CROISSANCE DES NICRO-ORGANISKES
DU_SOL EN CULTURE PURE

31. lsolement

A partir de sol fratchement pPrélevé (limon de Nons-en-Chaussée),
des suspensions-dilutions sont réalisées et ensenencées sur nilieu
solide : gélose nutritive (23 g:17') et gélose A )'extraijt de terre
(Pochon et Tardieux, 1962). Les colonies apparues sont isolées par
repiquages successifs et conservées sur tube de gélose Inclinée A 4ecC.

32. ldentification partielle des souches

Les micro-organismes 1isolés ont été caractérisés par leur
coloration de Gram, 1laur mobilité, leur type respiratoire (tube
Gélose VF Institut Pasteur) et leur morphologie.

Un cortain nombre de bactéries ont &té testées par leurs
fonctions enzymatiques gréce au gystame d'identification “salaries
API", pour entérobactéries (API 20E) et non entérobactéries (API
20NE). Les champignons isolés n'‘ont pas &té conservés ni identifiés.

33. Test de croissance sur milieu solide
————"=_20aNce sur milieu solide

Les coloniss isolées sur gélose nutritive ont &té repiquées sur
un milieu solide en boite de Pétri, ocontenant goijt de 'azote
ammoniacal, soit du nitrate. La composition du milieu est ]a suivante:

KH2PO, : 1,
Na HPO, : 2,
HlaHa2PO, H 2,
!580. H 0,
CaCla : 0,

! Rents : 2 mg.1-? (composition, annexe p-187)

Glucose : 10,0 g.1-* (4 g:1-' de Carbone)

Azote : 0,17 g.1-? soit

,8 .11 de (NH,) 280,
6 g.177 de KNO,

Agar : 15 g.1-?

Les boftes ensemencées sont mises en incubation a 28°C; les
lectures sont faites A 2, 5 et 8 jours. La croissance est notde en
fonction de 1la rapidité et de 1'importance des colonies (0, ¢, oo,
+ee),
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34. Croissance sur milieu liquide
341 - Composition du milieu de culture

KHaPO. : 1,2 g.1-% ).

Na2HPO, : 2,0 g.1- SOLUTION A

NaHaPO, : 2,0 g.1-?

NHgSO0, : 0,2 g1~

CaCla 0,01 g.1-1 SOLUTION B

Glucose :.4 g.1-' ou 2 g.1""
(soit 1,6 et 0,8 g C.1-7)

solution de vitamines ° 1 ml.]
solution d'oligo-414ments® 1 ml.1m1
solution de citrate ferrique* 1t ml.1-" SOLUTION C
biotine 10 mg.1-"
acide panthothénique 10 mg.1-"
azote : 0,042 g.1-' gous forme de (NH4) 2804
KNOs
NH4NO5

* Composition des solutions en annexe.

Les solutions sont autoclavées séparément A 115eC pendant 20
minutes. Elles sont ensuite nélangées stérilement et réparties en
erlenneyers (150 ml) ou en tubes de verre. :

342 - Culture des n!cro-organisnes

¥ Test de crolssance

Les colonies isolées sont repiquées en milieu liquide. La
croissance est notée positive si un trouble apparait dans le tube.

* Suivi de la croissance

Les micro-organismes sont cultivés sur milieu contenant du
nitrate d'ammonium, avec Plusieurs repiquages successifs. Au temps 0
de 1'incubation, les erlenmeyers contenant 50 ml de milieu de
culture sont inoculés avec 0,5 nl de la pré-culture. La croissance
est réalisée dans un milieu contenant comme unique source d'azote
soit du sulfate d'ammonium, soit du nitrate de potassium, soit du
nitrate d'ammonium. L'incubation est conduite a 1'obscurité, a 28ec,
avec une agitation permanente des cultures permettant d'assurer une

bonne oxygénation.
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Les prélévements sont effectués stérilement, A raison de 3 ml de
culture. L'aliquote prélevée subit immédfiatement une mesure de
turbidité par densité optique au spectrophotométre (longueur d'onde

580 nm) et une mesure de pH.
L'échantillon est ensuite centrifugé (1200 tours/minute pendant

3 minutes). Le surnageant est soit dosé immédiatement soit congelé et
conservé & - 18°C en vue de dosages ultérieurs.
En fin d'expérimentation 1'absence de contamination est vérifiée

par étalement sur gélose nutritive.

343 - Dosages

La disparition de 1'ammonium, du nitrate et du glucose est
suivie soit par dosages colorimétriques, soit en chromatographie
ionique (mesures effectuées par le service central d'Analyses de CNRS
de Solaize 69390 Vernaison).

En colorimétrie :

- l'ammonium : est ' dosé par méthode manuelle A 1'indophénol (Dorich
et Nelson 1983) ou automatisée en flux segmenté (Verdow 1977)

- le nitrate : est dosé aprés réduction du nitrate en nitrite par le

cadnium et dosage du nitrite par la réaction de Griess Ilosvay
(Henriksen et Selmer Olsen 1977)

- le pglucose : est dosé par une méthode enzymatique A la Glucose
oxidase (Raabo et Terkildsen 1940)

glucose oxidase

Glucose  -~--------ec-o--- » Acide glucorique
+ 2H30 + 0. + 2H202
Peroxidase
Ha202 + -------coccccanooog > 0 - Dianisidine
O-Dianisidine oxidée (coloration brune)
L'intensité de la coloration brune est mesurée au

spectrophotométre & 450nm.

La procédure est standardisée selon la méthode proposée par SIGMA
(Sigma diagnostics, procédure n° 510).
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RESULTATS

1 - ORGANISATION DE L'UREE, DE L‘AHHONIUH ET DU NITRATE EN
CONDITIONS CONTROLEES T
11. Organisation de différentes formes d'azote dans un sol
de limon (NMons)

111 - Bxpérience préliminaire : organisation en sol nu

Nitrification de  1'azote  amumoniacal : On constate que la
nitrification est compléte en 8 jours. Elle est quasiment linéaire

éentre 1'apport et 1le jour 6 avec une vitesse de 15 mg N.kg-'.jour-*
(figure 32).

no,

N mg.kg!
‘\

NH,

o 2 4 8 8 10 12 14 16

Jours

Figure 32 : Nitrification de (NH4) 2S04 apporté en gol de limon
100 mg.kg~' terre, 20°C

Organisation de l'azote : Le marquage de la "matidre organique"

du sol obtenu au temps O est nul dans le cas du nitrate, et
équivalent & 1,2 mg N.kg-' d'azote pour 1'apport d'ammonium. Cela
indique que 1'élimination de 1'azote mninéral libre échangeable est
pratiquement totale, et que cee 1,2 mg.kg-' N correspondent
probablement & 1la fixation de 1'ammonjum sur les feuillets argileux
(rétrogradation).
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L'organisation sensu stricto démarre aprds 6 heures d'incubation.
Elie atteint un maximum vers 6 jours, lorsque la nitrification est
quasi compléte. L'organisation est tras différente selon la forme
d'azote : 0,5 et 3,8 mg N.kg"' 80l pour le '9NO; et le '7NH,
respectivement. On n'observe aucune é&volution du '=N organique au
deld de 6 jours, quelle que soit la forme d'azote.

N
L

N

Jours

Figure 33 : Organisation de ('®NH,)250. et K'%NOs
100 mg N.kg-', sol de limon, 20°C

112 - Organisation_en présence de carbone (glucose)

1121 - En présence d'une seule forme d'azote : traitements "0,
“AS et "KN

Les cinétiques d'organisation sont présentées i la figure 34, et
au tableau 24. '

Nous constatons un bref temps de latence, suivi d'une
organisation trés rapide dont l'intensité est maximale entre le jour
1 et le jour 2. Pour tous les traitements, 72 - 73 % de 1l'azote est
organisé entre 12 h et 3 jours.

Des quantités similaires d'azote "organisé” sont mesurées a 12 h
pour les traitements "U et “AS : 1 A& 1,3 ppm d'azote. 11 est trés
probable qu'il s'agisse d'une rétrogradation d'azote ammoniacal,
puisque nous avons obtenu la méme quantité “"organisée” au temps O
dans l'expérience précédente.

L'hydrolyse de 1'urée n'a pas eu d'effet sur les quantités
organisées, par contre 1'organisation et 1a nitrification sont un
peu plus rapides que pour la forme ammoniacale. L'organisation pour
le traitement KN démarre nettement plus lentement mais se poursuit
rapidement au cours du troisiéme jour. En fin d'incubation (a4 8
jours), lee quantités organisées aux dépens des trois formes sont
pratiquement similaires et atteignent en moyenne 28,5 mg N.kg-' sol.
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Figure 34: Organisaticn de 1"azote aprés un apport de
(15NH2)2C0 (U), (15NH4)2S0« (AS), K15NOs {KN)
50 mg N.kg-1 et 500 mg C.kg-1 terre, limon MONS, 10°C.

Terps U AS EN *AN A*N AN
0-12 h 1.2 1.0 0.3 1.3 0.1 1.4
12-24 h 3.5 2.4 1.8 2.8 0.3 2.9
1-25 17.6 15.4 8.6 14.2 1.5 15.86
2-3j 3.0 6.2 11.4 4.9 0.5 5.5
3-4j 3.1 1.7 2.3 1.7 0.5 2.2
4-5j 0.2 -0.4 3.0 2.1 0.2 2.3
5-83 -0.4 2.0 -1.8 0.3 -0.2 0.3
6-8j +0.5 1.3 2.0 -0.1 0.3 0.2
Q.maximale :
culée 28.7 29.5 27.3 27.0 3.3 30.3

Tablean 24 : Quantités d azote organisé (mz N.kg-1 terre) pour les
traitements U, AS, KN (50 mg N.kg-1) , AN et *AN (100 mg N.kg-1),
sur sol limoneux (Mons). Ircubation & 10°C avec 500 ng C.kg-1 terre
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A cette date, la dimfinution d'azote minéral est respectivement
de 39 mg N.kg™' (U), 39,4 mg N.kg=' (AS) et 28,0 mg N.kg=' (KN).
Nous constatons (tableau 25) que le bilan '4N n'est pas totalement
expliqué par les quantités d'azote organisées pour les traitements U
et AS. Pour ces traitements, {1 subsiste une différence de 1'ordre
de 10 mg N.kg"' d'azote (20 % de 1'apport d'azote), qui correspond
trés probablement A des pertes gazeuses.

L'étude, date par date, des variations du pool N minéral
montrent que ces pertes ont eu lieu pratiquement exclusivement entre
le jour 1 et le jour 2, le recouvrement de l1'azote minéral (natif +
apporté) étant complet 3 la date t = 12 heures.

En utilisant les mesures d'azote minéral ('4N) i) est possible
d'estimer les répartitions suivantes de 1'azote apporté au jour 2 .

* Pour le traitement U : 6 % sous forme NHs, 22,5 % nitrifiés,
46,4 % organisés, 21,4 % perdus par volatilisation (total 96,3 %).

* Pour le traitement AS . 22,1 % sous forme NHs, 11,4 %
nitrifiés (NO3), 39,2 % organisés, 20,8 % perdus par volatilisation
(total 93,5 %). :

maN-battune | U AS KN || *AN AN | AN

AN (1) 28.7 29.5 27.3 27.0 3.3 30.3
organigue

AN (2| -39.0 | -39.4 | -28.9 || -32.3 [-32.8 | -32.8
inaral

Bilan (1)+(2)| -10.3 -9.9 -1.6 - - -2.3

Tableau 25: Bilan effectué & la fin de 1  incubatiocn sur les

' compartiments N organique (mesuré avec 15N) et K minéral
(mesuré avec 14N) pour les traitements U, AS, KN (50 mg N
et 500 mg C .kg-1), *AN et A*N (100 mg N et
500 mg C. kg-1 terre) .



traitemerits AN et AN
les micro-

1122 - En présence de 2 formes d'azote
Dans le cas du traitement nitrate d'ammoniunm,
organismes ont 1le choix entre les deux formes d'azote, le nitrate
étant en quantités supérieures (22 mg N.kg-' de nitrate natif en
plus de 1'apport). Nous «constatons alors wune trés faible
organisation du nitrate (3 mg.kg~') qui intervient entre les jours 1
et 2, et une organisation de 1'ammonium trds proche de celle
observée pour le traitement AS, A& la fois au niveau du rythme et des
quantités finales organisées. Les quantités organisées & la fin de
1'incubation pour “AN + A®N sont de 30 mg N.Xxg-', et non

significativement différentes de celle des traitements U, AS et KN.
l1'azote minéral est presque totalement
les quantités d'azote organisées (*AN + A"N), puisque

La diminution de
le défaut de bilan n'est que de - 2,5 mg N.kg-' sol.
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Organisation de 1'azote provenant de la forme

FPigure 36 :

ammoniacale ou nitrique dans un traitement NH,NO,.

Incubation & 10°C avec 500 mg C.kg~' de glucose et 100 mg N.kg-*
AN : apport de '“NH NO;.

terre séche.
A*N : apport de NH,.'®NO;;
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Figure 37 : Nitrification de 1 ammonium apporté scus forme
(15NH4 )2504
(50 mg N.kg-1 terre). Incubation a 10°C.
a - sol de Bourguignon
b - 8ol d"Etrépilly
¢ - 8ol de Livry
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12. Organisation comparée de 1'ammonium et du nitrate dans 3

types de sols :

121 - lIncubation en sol nu (traitements AS et KN)

1211 - Bvolution de 1'azote minéral

On observe une évolution différente dans les trois sols
(Figure 37). La nitrification est &valuée par les quantités de
nitrate apparues au cours du temps, é&tant donné que les quantités
d'azote ammoniacal "disparues" ne sont pPas intégralement retrouvées
sous forme nitrate ;

* Bourguignon (argile sableuse) : aprés 6 jours d'incubation &
10°C, 33 mg N.kg~' d'azote ont &té nitrifiés (66 % de 1'apport) avec
une vitesse constante égale 3 5,2 mg N.kg-' jour-1?

* Etrepilly (limon  hydromorphe) : 20 mg N.kg~' d'azote
ammoniacal manquent au jour 6 et 11,8 mg N.kg~' se retrouvent sous
forme nitrate (23,6 % de 1'apport). Les vitesses respectives pour
les deux périodes de mesure sont de 0,8 mg N.kg=' (0-2 j) et 2,5 mg
N.kg™' (2-6 j), soit en moyenne 2,0 mg N.kg~'.jour—1

¥ Livry (craie) : 17,7 mg N.kg-' d'azote ammoniacal manquent au
jour 6 et 10,4 mg N.kg~' sont retrouvés sous forme nitrate (19,6 %
de l'apport). La vitesse de nitrification sensiblement constante,
est égale & 1,7 mg N.xg"'.jour-

Les vitesses de nitrification sont donc bien différenciées.
Bourguignon est un sol qui nitrifie rapidement et das 1'apport
d'azote. Les deux autres nitrifient lentement avec un démarrage qui
parait plus lent sur le limon hydromorphe.

En comparaison, le sol de Mons, précédement étudié, sg'est
caractérisé par une vitesse de nitrification également élevée :
environ 6 mg N.kg~' sol.jour-' a 10°C et 15 mg N.kg=' gol.jour-" a
20°C.

11 n'y a pas de pertes pour le =20l de Bourguignon. Pour les sols
d'Etrepilly et de Livry, les quantités d'azote ammoniacal ne sont
pas compensées par 1'azote nitrique apparu (Figure 37). L'azote
minéral non retrouvé représente 8,2 mg N.kg™' a Etrepilly et 10,3 mg
N.kg-' a Livry.

Dans le - cas du traitement KN, le bilan '4N indique qu'il n'y a
pas eu de pertes gazeuses, quelque soit le sol.



1212 - Organisation de 1'azote

On constate une fixation immédiate d'azote ammoniacal pour les
sols de Bourguignon (argile sableuse) et Etrepilly (limon),
équivalente & 0,8 mg N.kg-' d'azote (2 % de l1'apport). Les
échantillons ayant regu le traitement KN pour les trois sols ne
montrent aucun marquage de la matidre organique au temps 0 (Figure
38).

L'organisation pour 1les traitments AS est 1limitée : elle
concerne 2,5 A 3 mg N.kg-' d'azote (5 % de 1'apport environ). Sur le
sol de craie cette organisation paralt moindre : cependant, si on
soustrait les quantités d'azote fixées & t = 0, les quantités
organisées sont trés proches pour les 3 sols - 1,8 mg N.kg-
(Bourguignon), 2 mg N.kg~' (Etrepilly) et 1,5 mg N.kg=' (Livry) soit
3 &4 4 % de 1'apport environ.

On n'observe pas d'organisation notable du 'SNO, : des traces
de "N organique sont décelées A Bourguignon et Etrepilly
(0,14 0,2 mg N.kg"') alors que le sol de craie de Livry ne
présente aucun marquage.

b «
2 s
‘e
.2
E ” E - a
2 = trepilly
) "
: 25 ’:::.—/' Bourguignon
s
l’ .
- " A Livey
l’ s’
-
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Figure 38: Organisation des formes ammoniacale et nitrique dans
les trois sols étudiés. Incubation sans C exogéne, a 10°C.
Symboles pleins : apport de 50 mg N.kg-! de (15NH4)2504
Symboles vides : apport de 50 mg N.kg-! de K15NOs
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1213. Nesure du dégagemant de €Oz

La mesure de 1'activité microbienne a été s

dégagenent de CO. (Figure 39). Le sol de craie (lery)u:::.cof:f q::
dégage le plus de CO2 (témoin et traitements azote seul) ce qui
correspond 2 la nminéralisation Plus importante constatée. Le sol
d'Btrépilly est celui qui "respire” le moins. La forme d'azote
ajoutée n'a pas d'influence significative sur la respiration globale

quelque soit le sol. On observe simplement une tendance : I‘Apporé
d'ammonium pourrait légérement stimuler la respiration. -

a~-4 a3 A=A As
m| O—O m m| O0—O0 m
A » e-
"¢ A=A G-aS A= 4 @-as
PRI 0=—8 -k ot *—8 o=

Figure 39 : Quantités cumulées de C-CO, dégagé au cours de

1'incubation menée & 10°C.

- 500 mg C.kg"' terre sdche et 30 mg N.kg-' sous forme
amnnoniacale ou nitrique (G-AS et G-KN)

- 50 mg N.xg~' sous forme ammoniacale ou nitrique (AS et KN)

a : 80l de Bourguignon (argile sableuse)

b : sol de Livry (sol calcaire)

¢ : sol d' Etrepilly (limon hydromorphe).
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122 - Incubatjions avec glucose (traitements G-AS et G-KN)

1221. Bvolution de 1'azote minéral

L'évolution des formes minérales pour les traitements G-AS est
présentée figure 40. Nous constatons une diminution rapide des
quantités d'azote gous  forme ammoniacale. A la fin de
1'expérimentation, les quantités de NH, sont équivalentes au témoin
pour l'argile sableuse (Bourguignon), a 1,2 ng N.kg=' de NH4 pour le
limon (Etrépilly) et & 3 mg N.kg-' pour le sol de craie (Livry).

Les excds isotopiques du pool nitrate au Jour 6 (seul
actuellement disponible) permettent d'accéder aux quantités
nitrifiées & partir de 1'apport d'azote : 29 % de 1'azote apporté
sous forme ammoniacale a &té nitrifié pour le sol de Bourguignon,
13,7 % pour le sol d'Btrepilly et 11 % pour le sol de Livry. Ces
quantités nitrifiées permettent un classement des sols vis & vis de
la nitrification, 1identique A celui effectué sur les échantillons qui
n‘ont pas regu de glucose (et pour lesquels 1'organisation a été tras

faible).

Le bilan d‘azote minéral pour le traitement G.AS(14N) indique
qu‘'d la fin de 1'expérimentation, i1 manque 33,0 mg N.kg~' pour le
sol de Bourguignon,44,2 mg N.kg-' pour celui d'Btrépilly et 38 mg N.
kg-1 pour celui de Livry (Tableau 26).

I'RAI'Imu“ AS KN G.AS G.KN
Bourguignon
AN organique(l) 1.8 0.1 25.4 21.7
AN minéral (2) 0.9 -1.8 -33.0 -25.4
Bilan (1)+(2)] +2.7 -1.2 - 7.6 - 3.7
Etrépilly
A N organique(1) 2.5 0.0 23.3 20.9
AN minéral (2)| -8.3 0.4 -44.2 -34.9
Bilan (1)+(2)| -5.8 +0.4 -20.9 -14.0
Livry
A N organique(1) 1.5 0.0 24.4 17.3
AN minéral (2)] -7.3 3.0 -38.0 -26.0
Bilan (1)+(2)| -5.8 +3.0 -13.86 - 8.7

Tableau 26 : Bilan effectué i la fin de 1°incubation, sur les
omartimentsﬂminéral(mesmu'éaveclm)etﬂorganiqm
(mesuré avec 15N), pour les traitements ayant recu 50 ng
N.kg-1 sous forme de sulfate d"ammonium ou de nitrate
de potassium avec 500 mg.kg-1 de C-glucose (G-AS et G-EKN)
ou sans glucose (AS et KN).
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1222. Organisation de 1'azote

La dynamique de 1'organisation de 1'azote est représentée A la
figure 41 et au tableau 27.

Les quantités d'azote ammoniacal fixées au temps t = 0 sont
équivalentes & 0,6 et 0,9 mg N.kg-1 pour les sols de Bourguignon et
Etrépilly. L'essentiel de 1'organisation se situe entre 12 h et 2 j
d'incubation. L'organisation dans les traitements G-KN démarre plus
lentement mais 1‘'organisation est pratiquement achevée au jour 2. A
cette date, si on soustrait pour les traitements G-aAS les quantités
d'azote probablement fixé par rétrogradation, on constate que les
quantités d'azote organisé ne sont pas significativement différentes
entre les traitements G-AS et G-KN pour chaque sol, excepté pour la
craje (Livry) od le traitement G-KN reste inférieur.

BOURGUIGNCN ETREPTLLY LIVRY
Temps
G-AS G-EN G-AS G-KN G-AS G-KN
t=0 0.9 0 0.6 0 0 0
0-0,55 2.5 1.6 2.7 1.2 2.3 1.8
0,5-1j 7.4 5.8 6.8 4.2 8.3 5.6
1-2 j 9.5 12.1 11.6 17.6 8.1 9.8
2-4 j 1.6 1.1 0.4 0.1 1.8 0.8
4-6 j 3.4 1.0 1.7 -2.2 2.8 -0.5
Q.maximale
cumlée 25.3 21.6 23.8 23.1 24.1 17.8

Tableau 27: Quantités d’azote organisé (mg N.kg-1 TS) an cours d ume
incubation & 10°C, en présence de glucose (500 mg C.kg-1
terre séche)

G-AS = apport de 50 mg N.kg-1 de sulfate d”ammonium
G-KN = apport de 50 mg N.kg-1 de nitrate de potassium
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A la fin de 1'incubation (jour 6), les quantités organisées sont
équivalentes pour les trois sols (22 A 24 mg N.kg~' d'azote) excepté
le traitement nitrate sur le sol de craie. Si l1'on soustrait
l'organisation obtenue pour les mémes traitements sans glucose
(organisation que 1'on peut attribuer au carbone natif des sols),on
obtient alors respectivement.

- pour le traitement G-AS .
¥ 22,8 mg N.kg~' pour le sol de Bourgui gnon
¥ 20,6 mg N.kg~' pour le sol d'Etrepilly
¥ 22,8 mg N.kg~' pour le sol de Livry

- pour le traitement G-KN .
¥ 21,6 mg N.kg="' pour le sol de Bourgui gnon
¥ 23,0 mg N.kg~" pour le sol d'Etrepilly
* 18,0 mg N.kg"' pour le sol de Livry

Nous constatons donc que pour deux des trois sols les quantités
d'azote organisé pour 500 mg N.kg~' de carbone apporté ne sont pas
significativement différentes entre le traitement sulfate d‘'ammonium
et le traitement nitrate de potassiunm.

1223. Pertes d'azote

Les quantités d'azote "disparu” de la forme minérale ne sont pas
expliquées en totalité par les quantités organisées (Tableau 27).0n
constate qu'il manque 7,6 mg N.kg-' (G-AS) et 3,7 mg N.kg~' (G-KN)
pour le sol de Bourguignon; 20,9 mg N.kg-' (G-AS) et 14 mg N.kg=' (G-
KN) pour 1le sol d'Etrépilly; 13,6 mg N.kg~' (G-AS) et 8,5 mg N.kg-1
(G-KN) pour le sol de Livry.

L'absence de défauts de bilan constatés pour les traitements KN,
sans glucose, laissent penser que la dénitrification pourraient &tre
responsable des pertes dans les traitements G-KN pour les trois sols.
En supposant que le glucose n'a pas d'effet particulier sur les
pertes par volatilisation, on peut également attribuer la différence
dans les bilans entre le traitement G-AS et le traitement AS aux
pertes par dénitrification, Dans ce cas on obtiendrait
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G-AS G-KN
Volat. Dénit.]| Dénitrification
mg N.kg-1 mg N.kg™?
Bourguignon| 0.0 7.6 3.7
Etrepilly 5.8 15.1 14.0
Livry , 5.8 7.8 | 8.5
Tableau 28 Estimation des pertes par volatilisation et

dénitrification pour les trajtements N + _glucose

d'azote minéral et
ont essentiellement eu

cinétiques
les pertes

Lorsque 1'on  compare les
d'organisation, on constate que
lieu entre 12 h et 2 jours.

1224. Mesure du CO., dégapé

Nous constatons une grande similitude au niveau des quantités de
CO2 dégagé pour les traitements ayant recu du glucose (Figure 39).

Si on  soustrait les quantités de C0. dégagées par les
traitements correspondants sans glucose, i1 est possible de calculer
la proportion de carbone dégagé, issu de la minéralisation du glucose
(en négligeant un éventuel "priming effect" c'est-a-dire une
activation de 1la minéralisation du carbone endogéne du sol). On
obtient des valeurs proches pour les trois sols: 34,7 % pour le sol
de Bourguignon, 37 % pour le sol d'Etrepilly et 32,7 % pour le sol de
Livry.

dans le dégagement du COx est perceptible avec
le traitement nitrate (correspondant & 1la vitesse plus lente
d'organisation), mais on ne constate pas d'effet de la forme d'azote
sur la quantité totale cumulée de CO, dégagé.

Un léger décalage
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2 - ASSIMILATION DE L'AMMONIUM ET DU NITRATE PAR LES
MICRO-ORGANISMES

21. Test de croissance sur milieux NHs et NOx

211 - Hilieu solide

Les colonies isolées sur gélose nutritive (37 colonies
indéterminées) ont été repiquées sur milieu solide. Nous avons
observé la croissance de ces colonies avec un critére absolument
qualitatif (bonne ou mauvaise croissance). La croissance des
colonies a été importante, moyenne ou faible, mais sans distinction
pour chaque colonie, entre les deux milieux (ammoniacal ou nitrique).
Deux colonies n‘ont poussé ni sur l'un ni sur l'autre des milieux.

212 - Kilieu liquide

Les colonjes isolées sur gélose & 1'extrait de terre ont été
repiquées sur milieu liquide. La croissance est notée positive en
cas d'apparition d'un trouble dans le tube. Les 54 colonies testées
se sont développées sur le milieu contenant de 1'azote ammoniacal;
47 colonies se sont développées sur le milieu nitrate dont 31 aussi
rapidement que pour le milieu NH., les 16 autres aprés un certain

délai.

Ces tests appliqués & des colonies microbiennes sélectionnées
uniquement par le mode d'isolement, permettent de situer globalement
les capacités & assimiler 1'ammonium et le nitrate . Cependant une
absence de croissance ne permet pas de conclure 4 une incapacité a
assimiler 1'une ou 1l'autre des formes, étant donné les conditions
trads standardisées appliquées indifféremment & tous les micro-

organismes.
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Souches|Gram |T. respi- | mobilité | oxidase|catalase | Morphologie
ratoire
Ex1 + aérobie - - + Bacilles trapus
Ex8 - aérobie + + - Petits Bacilles
Ex10 - aérobie - - - Bacilles
Ex23 + aérobie - - + Bac. chaines
Ex50 - aérobie - - + Pseudomonas 7
Tableau 29 : Identification partielle de quelgques souches cultivées
p.o. |
N :
20 4 5 __4A ____./'7
I/
15 4 /
i
ll
l’
1.0 ¢ ll
Il
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o a
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Figure 42 : Souche Ex23 : Culture sur milieu (NH4)2504 a—a
et sur milieu KNO3 4--»
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22. Btude de la croissance des souches cultivées en
Etuge ——=- T -Sooue des souches cultivées en

milieu liquide

22t - Identification partielle des colonies isolées

Cette identification n'a pu &tre compléte pour plusieurs raisons:

- Les colonies récemment isolées du sol ne sont pas stabilisées
du point de vue de leur caractéristiques physiologiques; certains
caractéres disparaissent au cours des repiquages successifs: c'est
un effet de "sub-culture" (Fernandez, communication personnelle).

- Les galeries "API" qui permettent 1'identification des souches
par leur réponse & un ensemble de réactions enzymatiques, sont mises
au point sur des souches bactériennes de référence communément
rencontrées en biologie humaine ou animale. Leur utilisation ne
s'est pas révélée adaptée aux souches du sol (temps d'incubation
plus long, souches non répertoriées).

L'identification partielle des colonies isolées a néanmoins
permis :

- de sélectionner les bactéries en fonction de leur type
respiratoire. Seules les bactéries aérobies strictes seront
conservées afin d'écarter celles pouvant utiliser 1la voie
dissimilative de réduction du nitrate;

- de classer les bactéries en différents groupes morphologiques
et physiologiques : bactéries Gram + et Gram -, entérobactéries et

non entérobactéries .

R partir de cette pré-identification, nous avons conservé 15
souches qui ont été cultivées en milieu liquide.

222 - Croissance comparée sur milieu NH. et NO; :
mesures par densité optique

Les souches cultivées sur milieu contenant du sulfate d'ammonium
ont montré, aprés transfert sur milieu nitrate, une phase de latence
caractéristique de 1'induction de la nitrate-réductase (Figure 42).
Pour cette raison, la croissance comparée sur ammonium et nitrate a
toujours été réalisée aprés une pré-culture sur nitrate d'ammonium.

Sur les 15 souches testées, trois types de réponses se dégagent ;

- une croissance identique sur les 2 milieux azotés : c'est le cas
de 7 souches testées. Un exemple est présenté A la figure 42.
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Figure 43 : Souche Ex8 - Suivi de la croissance sur milieu (NH4)2504 o—a

et KNO3 A----a4 » par mesure de densité optique
(D.O.) & 580nm .
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Figure 44: Souche Ex52 - Suivi de la croissance sur milieu (Niq)zSOA A——a
‘gt KNO3 A~----aA ,parmeslmedeladmsitéoptique '
(D.O.) & 580nm.
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- une croissance plus lente et plus faible sur milieu nitrique.
C'est le cas de 3 souches testées (exemple figure 44).

- pas de croissance sur le nitrate : c'est le cas de 2 souches
testées (exemple figure 43).

Enfin la croissance de 3 souches n'a pu 8tre suivie par densité
optique, en raison d'une floculation des colonies dans. le miliau de

culture. g

Nous retrouvons par ces suivis de croissance, les différentes
réponses observées sur les simples "tests" de croissance. Cependant
le nombre trés restreint de souches testées ne nous autorise a aucun

calcul.

La principale difficulté rencontrée a été la variation du pH du
milieu de culture initialement a 6,45 . Le pH final des milieux se
situait entre pH 4 et PH 7 selon les souches, avec pour certajines
cultures un pH trés différent aprés quelques heures entre milieu
ammonjacal et milieu nitrique.

La chute de pH, intervenue 1la plupart du temps spécifiquement
pour le milieu ammoniacal, a considérablement freiné ou stoppé la
croissance sur ce milieu. Ces problémes de maintien du pPH sont
toujours mentionnés dans les études de croissance en "batch" (milieu
hon renouvelé). Une véritable étude de la croissance ne parait
possible qu'en chemostat (culture en conditions stationnaires).

233 - Cinétiques d'utilisation de 1'ammonium et du nitrate

L'utilisation de l'ammonium et du nitrate ne peut .&tre
réellement appréciée que par le dosage de ces ions dans le milieu de
culture. . La croissance, observée sur un milieu ol azote ammoniacal
et nitrique sont les seules sources d'azote pour le micro-organisme,
indique que la disparition de 1'azote correspond bien A une
assimilation par la bactérie.

Nous avons suivi 1la croissance de trois bactéries (EX1, EX10 et
EX50) sélectionnées parmi les 15 souches précédement cultivées, pour
leur capacité & croftre de maniére identique sur milieu ammoniacal

et nitrique. _
Enfin, une "microflore” du sol a été cultivée par ensemencement

des milieux par une aliquote de suspension de sol.
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2331. Cultures pures

les souches EX1 et EX10 des réponses

Nous constatons pour
proches : 1l'utilisation du nitrate débute quand 1'ammonium est
La consommation de glucose et

totalement utilisé (Pigure 45).
la densité optique de la culture se poursuivent au

1'augmentation de
deld de 1'utilisation de 1'azote.
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Figure 45 : Cultures pures sur milieu NH4NOs : Croissance
suivie par densité optique <k======& » par disparition
du glucose O--=--- o , de 1'ammonium A———4 ,
e‘t dl nim .o—-. - .
a: souche Ex1

b: souche Ex10
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Pour la souche EX50 1le suivi a été plus fin et réalisé
simultanément sur milieu NHs, NOs et NH.NO; contenant soit 2
solt 4 g.1-1 de glucose.

On constate que 1'utilisation du nitrate commence plus
tardivement que celle de 1'ammonium, la vitesse d'utilisation de
1'azote étant ensuite pratiquement identique dans les deux cas

(Figure 46).
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Figure 46 : Souche Ex50 cultivée sur milieu (NH4)2504 (L9t glucose )
A

et milieu KNO3 : suivi de la disparition de 1 ammonivm —A
ou du nitrate e.—.¢
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du nitrate d'ammonium, nous observons

Dans le milieu contenant
nitrate débute quand celle de

trés nettement que 1l'utilisation du
1'ammonium est terminée (FPigure 47).
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Figure 47 : Souche Ex50 cultivée sur milieu NH4NO3 :
et du

suivi de la disparition de 1 ammonium A----a
nitrate 0====0 du milieu de culture.
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2332. Culture d'une "population mixte"

* Sur milieux KNOx et (NH4)2S0. : la croissance démarre plus
rapidement sur le milieu contenant de 1'ammonium. L'utilisation
du nitrate atteint ensuite une vitesse pratiquement identique.

* Sur milieu’ NH4NO3 : 1'utilisation du nitrate commence quand
1'ammonium a  pratiquement totalement disparu du milieu de
culture.
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Figure 48: Utilisation de 1l azote par ume "population mixte"
extraite du sol cultivée sur

~ milieu (NH4)2504 A— —a

- milieu ENO3 @-—-.@

- milieu NH4NOs : ammonium ( A----A ) et nitrate ( O=:==::0)
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Milien [ 0 -44h |- 44-63h | 0-63h"
Glucose 2 g/1

NH4. 0,555 0,048 0,116

NO3 0 0,080 0,148
NH4NOs 0,543 0,051 0,122
Glucose 4 g/1

NH4 0,327 0,039 0,079

NOs 0 0,074 0,074
NHeNOs 0,214 0,052 0,115

Tableau 30 : Rapports N consommé / C consomm® anx cours de
la croissance de la souche Ex50 cultivée & dexx concentrations
en glucose. Bilans effectués sur les périodes 0-44 heures,
44-63 heures et 0-63 heures.
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234 - Utilisation du glucose

Sur les cultures précédentes nous avons suivi 1'utilisation du
glucose, en dosant celui-ci dans le milieu de culture.

Nous avons observé, pour les milieux NHs, NO; et NH4NOz, un
décalage des rythmes d'utilisation du carbone et de 1'azote : les
premidres phases de 1la croissance sont caractérisées par une forte
consommation de 1'azote par rapport a celle du C-glucose
(N consommé/C consommé = 0,41 4 0,67 pendant la période 0-44h) alors
que la croissance s'accompagne ensuite d'une tréds forte consommation
de carbone (N assimilé/C consommé = 0,041 & 0,080 pendant la période
44-63h) .

Cette consommation de glucose continue au deld de la disparition
de 1'azote du milieu de culture et s'accompagne d'une forte
augmentation de la D.O.

Nous avons obtenu, pour la souche EX50, un rapport N consommé/
C consommé de 0,125 pour une concentration en C-glucose de 0,8 g.1-"
un rapport N/C de 0,076 pour une concentration en C-glucose de 1,6 g.
1-', alors que dans les deux cas, le glucose reste non limitant en
fin d'incubation (tableau 30). La disparition du glucose ne
correspond donc pas aux simples besoins en carbone et en énergie
nécessaires 4 1'édification des corps microbiens.

Pour les différentes raisons évoquées, il n'est pas possible,
par de simples mesures de disparition d'azote et de carbone du
milieu de culture, de discuter d'un "rendement " de 1'assimilation.
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DISCUSSION

Organisation dans le sol sans apport de glucose

Nous avons observé sur les quatre sols incubés, & 20°C comme 2
10°C, une organisation trés faible de 1'azote en absence de carbone
apporté, l‘organisation aux dépens du nitrate étant quasiment nulle.
Cependant pour le traitement “nitrate marqué" (KN) dans nos
conditions d'incubation, les quantités d'ammonium initialement
présentes ou apparues suite 2 1'ammonification sont faibles
(inférieures & 5 mg N.kg~' sol) face au pool de nitrate (110 mg N.
kg~' sol). Cela suppose donc un mécanisme trés performant de contréle
de l'assimilation du nitrate en présence d'ammonium, mé@me A 1'échelle
de 1'ensemble des populations microbiennes. Fresneau (1982) ,/
Wickramasinghe et al (1985) ont obtenu, dans le méme type
d'expérimentations, une organisation un peu plus importante du nitrate,
mais également un écart net avec le sulfate d'ammonium.

Ces résultats paraissent donc pouvoir &tre généralisés A tous les
sols : l'organisation affecte préférentiellement 1'ammonium au
nitrate. Trois hypothéses explicatives peuvent &tre émises:

* un déséquilibre quantitatif des populations capables d'assimiler
1'ammonium d'une part, le nitrate d'autre part ;

* une différence de rendement d'organisation de 1'ammonium et du
nitrate pour une quantité de carbone assimilable donné ;

* une inhibition partielle ou totale de 1'organisation du nitrate
en présence d'ammonium.

Assimilation de 1'azote par les micro-organismes

Les expérimentations menées nous ont permis de constater que tous
les micro-organismes isolés par nos techniques, peuvent -assimiler
1'ammonium et que la majorité est capable d'utiliser efficacement le
nitrate. Cependant dans ce dernier cas, la réponse individuelle des
organismes est plus  variable: la croissance est aussi rapide que sur
milieu ammoniacal, ou plus lente; sur les souches tastées, un retard
de la croissance sur milieu nitrique est observé, suivi ensuite de
vitesses similaires d‘assimilation pour les deux milieux. Catte
capacité de la plupart des souches A utiliser le nitrate, est
confirmée par les résultats disponibles dans 1a bibliographie,
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Nous avons pu constater que lorsqu'une bactérie est en présenc des
deux sources, elle utilise d'abord 1'ammonium puis 1le nitrate. La
similitude dls résultats obtenus lors de 1'expérience menée avec une
suspension de sol, montre que ce qui a été observé sur quelques micro-
organismes parait &tre une loi générale : les micro-organismes du sol
ont alors un systéme efficace de contrdle de 1'utilisation du nitrate
en présence d'ammonium.

Cette réponse est conforme A celles obtenues pour d'autres micro-
organismes et notamment pour des champignons (cf partie
bibliographique).

Ces résultats nous aménent &  conclure que la différence

d'organisation de 1'ammonium et du nitrate observée, ne peut donc pas
4tre due & un déséguillbre quantitatif dans le sol entre gogulations
capables d'assimiler 1'ammonium egﬁgopulations capables d'assimiler le

nitrate Elle serait exgliquée par_une inhibition métabolique de métabolique de
agsinllation du_n{ nitrate en présence d'ammonium.

Cependant il est certain que les conditions de milieu (température,

humidité, pH) vont déterminer la compétitivité des souches les unes

par rapport aux autres .

Contréle de 1'organisation du nitrate par
1'ammonium_dans le sol

Nous avions mis, en fournissant 500 mg C pour 100 mg N.kg~ !
terre (50 de NH, et 50 de NO3), les micro-organismes en situation de
“choix" entre les deux formes apportées simultanément. Dans ce cas,
le nitrate est trads peu organisé (quelques mg N.kg-' terre). Voici
donc confirmé, & 1'échelle du sol, le fait qu'en présence d'ammonium,
1'agsimilation du nitrate est faible, voire nulle.

Il est donc par ailleurs trads probable que, dans les traitements
Y5N-yrée ou '®N-NH., l'organisation se soit faite pratiquement
exclusivement aux dépens de -1'ammonium marqué et non aux dépens du
nitrate marqué aprés nitrification.

Rendement d'organisation de 1'ammonium et du nitrate

Nous avons cherché A tester 1'hypothése d'une différence de
rendement entre formes d'azote.

Quand le nitrate est 1la seule forme d'azote apportée, on observe
une organisation qui n'est la plupart du temps pas significativement
différente de celle obtenue avec 1'ammonium, la cinétique
d'organisation étant légérement différée dans le temps.

Les quantités d'azote organisé sont également équivalentes pour



les traitements sulfate d'ammonium, nitrate de potassium, urée et
nitrate d'ammonium , méme lorsque les quantités d'azote apportées sont

différentes (50 et 100 mg N.kg~' terre séche). La quantité de carbone
disponible assimilable détermine strictement les quantités d'azote
susceptible d'étre organisé.

Les différences apparues de maniére systématique dans 1les
traitements NH et NO; sans glucose et, en présence de glucose, dans
le sol de craie peuvent-elles atre attribuées & une différence de
“rendement" d'assimilation ? Avant d'en tirer cette conclusion, il
est impératif de prendre en compte les trois aspects suivants :

1- La dilution de 1'azote marqué par 1‘azote minéral présent sous
la méme forme dans le 80l, au début de 1'expérimentation.

La dilution n'est pas toujours négligeable en particulier pour la
forme nitrique. Nous en avons tenu compte en calculant
l'organisation en % de 1'azote présent au temps t = 0. Par contre
sl 1'organisation est exprimée en % de l'azote 15 apporté, elle
apparait beaucoup plus faible que pour le traitement NH,.

2- La_fixation de 1'azote ammoniacal, celle-ci restant difficile
évaluer autrement que par une extraction au temps 0 (aprés 2

minutes de contact sol-solution).
Dans nos sols, elle s'est avérée faible, mais ce ne semble pas
&tre toujours le cas général (Jansson 1958, Nommik et Vahtras

1982) .

3- La présence d'un pool NH. dans le sol : les incubations men¢es

sans glucose avec ammonium ou nitrate ont montré une organisation
de 4 mg N.Xkg"' de 'SNH. alors que le 'SNO3 n'est pas organisé.
Dans ce cas, les différences d'organisation entre les deux formes
sont expliquées par 1'organisation de 1'ammonium natif du sol.
l'organisation de 4 mg N.kg"' qui s'est faite aux dépens du 'SNH,
se produit également dans le traitement '®NO3, mais aux dépens de
l'anmonium natif pré-existant ou produit par ammonification. C'est
un effet de substitution de pool.



Si 1'on tient compte de ces trois aspects, on peut recalculer les
quantités réellement organisées dans 1les trois sols étudiés avec
glucose, en tenant compte des schémas suivants :

Apport de '®NO; + Glucose

mb

Hypothése : L'organisation affecte le pool NH. au fur et & mesure de
sa production par la minéralisation brute. Puisque les besoins de
l'organisation sont élevés et que la vitesse d'organisation est
supérieure & 1la vitesse de nitrification, les quantités de NH,

nitrifiés sont tréds faibles

Apport de '®NHs + Glucose

NO3 MN.O.
- e [ - an = s
o' -
mb
NHs
Hypothése : L'organisation porte quasi-exclusivement sur le pool

ammoniacal (excédentaire par rapport aux besoins de 1'organisation).
Il n'y a pas d'organisation du pool NOs
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Dans le cas de 1'apport de '®NO, , On peut alors écrire
NHs = mp ~ o

d'od © = my - A NH,

Pour 1'expérience menée avec les trois sols, et les traitements AS,

KN, G-AS et G-KN, {1l est possible de faire les calculs suivants:

* Pour évaluer 1'organisation de 1'ammonium (0) i1 est nécessaire
de déterminer la minéralisation brute des sols (mb). Cette
minéralisation brute est appréciée sur les témoins sans glucose en
supposant qu'elle est identique sur les deux traitements : dans ces
témoins on a mb = mn + i (mn &tant la minéralisation nette et |
étant 1l'organisation brute de 1'azote).

b NH, est mesuré sur les traitements G-KN

On obtient alors , pour la période 0-6 jours .

Mesuré dans le Mesuré avec
témoin glucose
sol m,, i my NH, o
Bourguignon | 0,7 1,8 2.5 +0,7 1,8
Etrepilly 0,2 2,0 2,2 -0,1 2,3
Livry 2,2 1,5 3,7 -2,0 5,7

S5i 1'on reprend le tableauy 27 » On peut ainsi recalculer les quantités
d'azote organisé au cours de 1'incubation :

Bourguignon Etrepilly Livry
G-AS G-KN G-AS G-KN G-AS G-KN
Organisation 24,4 21,6 23,2 23,1 24,1 17,8
mesurée (o')x
Organisation - 1,8 - 2,3 - 5,7
NH; natif (o)
Total 24 .4 23,4 23,2 25,4 24,1 235
Tableau 31 : Calcul des uantités d'azote réellement organisées
mg N.kg~' terre séche) en_tenant compte de 1'organisation de

l'azote ammoniacal natif du sol.
* 1'azote rétrogradé (mesure t=0) a &té déduit



Nous concluons donc A 1'absence d'écart significatif de rendement
entre les deux formes dfazote. pouvant 8tre appréciée 2 notre échelle

de travail.

Ces aspects n'ont pas toujours été pris en compte dans
l'interprétation des écarts obtenus entre formes d'azote . En
particulier Ahmad et al (1972) obtiennent des différences
systématiques entre traitements ammoniacal et nitrique, différences
qu'ils attribuent au codt énergétique supérieur de 1'assimilation du

nitrate.

Une organisation moindre pour les sols de Bourguignon, Livry

et Etrépilly comparée au sol de Mons a 6té observée:
l'organisation est respectivement de 48 et 60 mg N.g=' C apporté
sous forme de glucose. Nous formulons 1'hypothéase que

l'utilisation d'une partie du glucose dans les processus de
dénitrification a 1imité 1'organisation dans ces trois premiers

sols.

Nous avons enfin observé que l'organisation s'effectue
pratiquement au méme rythme quelleque soit la vitesse de nitrification
du sol : il n'y a pas eu plus d'organisation de 1'azote marqué dans le
sols qui ont nitrifié plus lentement. Ceci résulte du poids
prépondérant du carbone (quantité, nature)  sur le rythme et

l'intensité de 1'organisation.

Ainsi la vitesse d'organisation de 1'azote ne parait pas un
critére de discrimination entre les sols, avec ou sans apport de
carbone. Ceci se congoit relativement bien si 1'on considére la grande
diversité des populations microbiennes impliquées dans 1'assimilation.
Par contre les processus de (re)minéralisation, non abordés dans cette
étude, sont beaucoup plus dépendants des caractéristiques des sols :
ils vont @&tre notamment liés A la capacité de protection des sols vis-
4-vis de 1la biomasse microbienne (Ladd et al 1981, Chaussod et al

1986) .
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CONCLUSION GENERALE

Les résultats que nous avons obtenus confirment notre hypothése
de départ 4 savoir qu'une prise en compte des phénomndnes
d'organisation permet une meilleure compréhension de 1'utilisation
de 1'sngrais par la planta.

L'étuds menée en gol cultivé a permis d'observer l'organisation
de 1'azote aprés un apport en fonction notamment de la forme
d'apport et de la situation pédo-climatique.

L'organisation préférentielle de 1‘'ammonium est  observée
systématiquement dans tous les essais au champ, dans les premiers
jours qui suivent les apports d'azote : on constate alors une
vitesse plus faible de 1'organisation du nitrate. Cela se traduit
dans de nombreux cas par des quantitds maximales organisées plus
faibles,aux dépens de 1la forme nitrate. Cependant nous n'avons pas
pu mettre en évidence de relation généralisable entre le
coefficient d'utilisation et 1le taux d'organisation de 1'azote.
Cela résulte de 1'existence de pertes gazeuses (volatilisation,
dénitrification) qui, dans certaines circonstances,se sont avérées
besucoup plus élevées que ne 1'avaient laissé penser les travaux
antérieurs.

Nous avons pu constater, lors de 1'étude de 1'assimilation des
formes ammoniacale et nitrique par les micro-organismes hétéro-
trophes du sol, que 1les différences d'organisation entre les deux
fornes ne  peuvent pas  8tre expliquées par un déséquilibre
quantitatif des populations aptes 2 assimiler soit 1'une soit
l'autre de ces formes. En effet, la totalité des micro-organismes
est capable d'assimiler 1'ammonium et la grande majorité des micro-
organismes est susceptible d'assimiler le nitrate.

Nous n'avons pas mis en évidence de différences de rendement
d'organisation entre les deux formes, et le codt énergétique de
l1'assimilation du nitrate ne parait donc pas, lui non plus, rendre
compte des différences d'organisation observées.



168

Cependant 1lorsgue le nitrate et 1'ammonium sont disponibles
simultanément et au m@me endroit, le fonctionnement physiologique
de la microflore provoque invariablement une organisation quasi-
exclusive de 1'ammonium : nous avons observé ce phénoméne A des
degrés divers de complexité des systémes : culture en milieu
liquide de micro-organismes isolés, culture d'une population mixte,
incubations de sols en conditions controlées. La régulation de
1'assimilation du nitrate en présence d'ammonium parait trés
stricte : elle se produit méme pour des concentrations en nitrate
trés supérieures aux concentrations en ammonium.

Compte-tenu des conditions expérimentales dans lesquelles nous
avons opéré et de la convergence de ces résultats avec ceux
disponibles dans 1a bibliographie, Ce processus nous paraft
généralisable et nous permet d'expliquer de maniére satisfaisante
une partie des observations faites en sol cultivé.

Ce fonctionnement induit des effets qu'il est important de
prendre en compte, tant pour 1'interprétation des résultats
expérimentaux que pour la modélisation du cycle "interne" de
1'azote dans le sol :

* lorsque dans un milieu comme le sol, ammonium et nitrate sont
simultanément présents, l1'organisation affecte davantage ou
exclusivement 1'ammonium. Le taux respectif d'organisation va
dépendre de 1la quantité de carbone agsimilable disponible, le
nitrate étant organisé aprds que 1'ammonium ait disparu du
milieu.En contre-partie, inévitablement le nitrate @est
potentiellement plus disponible pour les autres processus et en
particulier pour 1'absorption par la plante.

x 1'interprétation des résultats Ni5 doit tenir compte de
nanidre rigoureuse des phénoménes de substitution de pool qui
découlent de ce mode de fonctionnement : 1'ammonium natif
minéralisé est préférentiellement organisé par  rapport au
nitrate marqué; il en résulte une plus faible organisation du
nitrate en termes de proportion de 1l'apport et une sous-
estimation de la minéralisation de 1'azote natif.

* la modélisation des flux d'azote devra tenir compte également
de ce mode de fonctionnement de l'organisation lié étroitement
4 la présence simultanée de deux pools d'azote minéral et a
leur localisation respective.



Pour accéder & une explication générale des faits observés a
divers niveaux de complexité (sol cultivé, sol nu), nous avons Jugé
nécessaire de recourir A une étude du fonctionnement des micro-
organismes. Compte-tenu de 1la diversité des populations impliquées
dans 1'assimilation, notre option méthodologique a &té& d'étudier de
manidre non spécialisée les capacités potentielles d'une population
isolée du sol. Ce choix s'est avéré justifis : i1 nous a pernmis,
par la mise en oeuvre de . moyens relativement simples, d'établir
deux points essentiels : d'une part la capacité des populations 2
utiliser 1'une ou 1'autre forme d'azote minéral; d'autre part le
contrdle de 1'assimilation du nitrate par 1'ammonfium.

La seule étude de la bibliographie, qui présente
essentiellement des travaux portant sur des micro-organismes
particuliers, n'aurait pas permis d'extrapoler ce fonctionnement.
Il est cependant & noter que les résultats de ces travaux
confirment ceux que nous avons obtenus.

Les protocoles au champ ont bien répondu & notre attente en ce
qui concerne 1'effet de 1la forme d'apport sur 1'organisation et
l'utilisation. L'espacement des mesures et leur positionnement dans
le temps nous ont effectivement permis de prendre en compte
1'évolution des pools ammonium et nitrate dans le sol et de cerner
les premidres é&tapes de transformation.

Les quantités d'azote organisé a partir de 1'engrais sont
apparues paradoxalement constantes A la floraison, quelles que
soient la forme (urée ou nitrate d'ammonium) et la situation
expérimentale. Ceci résulte probablement d'une double compensation;
dans le temps, parce que 1'organisation se prolonge au dela de 1la
période de nitrification; dans l‘espace, parce qu'elle se produit
également en profondeur aux dépens de 1a forme nitrate, seule
mobile.

Cependant, la relative constance des quantités organisées,
constatée sur 4 situations, ne peut @&tre considérée comme un
résultat stable et définitivement &tabli. Les dispositifs et
protocoles expérimentaux utilisés ne nous permettent pas d'en
expliciter les causes. A cet égard, il faut noter les é&carts trés
importants de dynamique d'organisation entre 2 apports réalisés sur
le méme essai mais 4 des dates différentes. Cet effet date d'apport
renvoie & la variation simultanée de Plusieurs facteurs tels que
carbone disponible, stade de la culture, conditions climatiques. La
compréhension du processus d'organisation au champ et de ses
conséquences passera nécessairement par un découplage de ces
différents facteurs dont les effets, dans nos situations
expérimentales d'observation, sont subis et confondus.
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La prise en compte de 1'organisation pourrait déboucher sur une
amélioration des pratiques culturales, des prescriptions de fumure
et de la gestion des résidus de récolte. Pour y parvenir,nous
pensons qu‘un concept A la fois explicatif et prédictif a
introduire serait un ‘'potentiel d'organisation", variable dans le
temps, et qui dépendrait

- de la quantité, de la nature, de l'état de décomposition, de
la répartition dans le profil, des résidus ;

- de 1'état de développement du systéme racinaire de la culture
en place, dont dépend 1'exsudation et le renouvellement des

racines ;

Pour caractériser ce potentiel, nous pensons que, parallélement
4 la poursuite d'expérimentations au champ, il est nécessaire de
mieux quantifier les interactions Carbone-Azote par des études en

conditions controlées.

Ce potentiel d'organisation serait 3 confronter d'une part i la
disponibilité en azote minéral, d'autre part au potentiel
d'absorption de 1la culture en place pendant un intervalle de temps
déterminé. On pourrait déboucher alors sur une possibilité de
prévision des risques de carence temporaire en azote.
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EVOLUTION DES MATIERES SECHES

DES PARTIES AERIENNES
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Matiére sd&che| N absorbé Rendement N Grain
Traitement totale total Grain
t ha-1 kg ha-1 85% MS t ha-1| kg ha-1
Témoin 7.0 (0.05) | 63.4 (2.8) 4.1 (0.06) | 51.3 (2.5)
Urée 13.1 (0.8) 141.9 (1.2) 8.0 (0.5) 111.4 (2.7)
Ammonium | 13.3 (0.9) 168.6 (11.9)| 8.0 (0.6) 118.5 (9.86)
nitrate
Essai de LIVRY LCOVERCY
Matiére séche| N absorbé Rendement N Grain
Traitement totale total Grain
t ha-1 kg ha-1 85% MS t ha-1| kg ha-!
Témoin 8.7 (1.8) 78.1 (10.4) 4.9 (0.7) 63.4 (7.8)
Urée 16.2 (0.4) 179.2 (15.8) 6.9 (0.2) 127.5 (5.3)
NH4N03 15.9 (0.8) 187.9 (15.5) 7.1 ¢(0.8) 126.1 (12.1)
Essai de BOURGUIGNON
Matiére séche! N absorbé Rendement N Grain
Traitement totale total Grain
t ha-1 kg ha-1 85% MS t ha-1| kg ha-!
Témoin 6.2 (0.8) 70.7 (9.3) 2.9 (0.4) 51.0 (8.1)
Urée 12.4 (1.0) 142.2 (18.6) 5.6 (0.8) 93.3 (13.2)
NH4NO3 12.6 (1.0) 149.5 (13.5) 5.5 (0.5) 894.3 (8.8)

Essai d"ETREPILLY



185

MATIERE SECHE, N ABSOREE ET

C.R.U. DES RACINES ESSATS 1987

Traiteaent [Jours|Matiére séche |Asote absorbé [C.R.0. racines Praitesent |Jours|Natiére siche |Asote absorbé C.R.0. racines
t ha-! kg ha-1 H { ha-1 kg ha-1 3
2 0.17 3.0 - 26 0.73 10.5 -
-1 99 4.55 48.4 - ! 103 3.98 3.3 -
159 1.91 274 - 160 1.12 20.8 -
2 0.2 4.0 0.5 2 0.62 1.1 2.0
)] 99 5.64 72.2 12.5 1] 103 4.1 59.2 10.6
159 3.93 4.4 74 160 2.60 54.2 9.1
26 .35 1.2 0.8 26 0.46 1.4 1.6
AN 99 4.3 59.8 19.9 AN 103 3.52 47.2 12.0
159 2.4 3.2 12.3 160 LR 50.8 12.6
2 0.45 8.8 1.3 26 0.35 5.6 0.8
AR 9 §.13 55.0 8.8 U1} 103 in 9.5 1.2
159 2.32 3.2 5.3 160 3.56 54.8 9.0
Kssai de LIVET LOUVERCY Easai de BODRGUTGNON
Traitesent {Jours|Matidre séche |Asote absorbé |C.B.0. racines
t ha-1 kg ha-1 3
2% 0.31 45 -
T 103 3.26 38.8 -
160 2.2 2.8 -
26 0.28 4.5 1.5
1 103 3.60 544 12.2
160 3.9 8.7 8.4
26 0.30 45 1.8
AN 103 3.89 53.2 127
160 3.66 .0 9.7
2 .25 44 2.6
N 99 3.60 50.6 10.4
159 3.2 49.0 10.5

Kssai d 'FYREPILLY
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DOSAGE COLORIMETRIQUE DE L~ UREE
Béactifs

- Phenylmercuric acétate (PMA) : 50 mg dans 1000 ml d eay

- KC1 Molaire

- KC1-PMA : 9S00 ml RCl + 100 ml PMA

- Solution de Diacetylmonoxime CH3COC( :NOH)CH3 :
dissoudre 2,5 g dans 100 ml 4 eau

- Solution de Thiosemicarbazide (NH2CSNHNH2)
dissoudre 0,25 g dans 100 ml d eau

- Réactif acide :
mélanger 20 ml H2S04 et 500 ml HaP04 (85 %)
diluer & 1 L avec H20 et mélanger soigneusement

- Solution standard 4 urée :
Peser 214.4 mg urée sec dans 100 ml d’eau
Prendre 1 ml et diluer au 100&me avec KC1-PMA
Sclution standard & 10 pg N/ml

Conserver ces solutions au frais.

- Réactif coloré & préparer Juste avant ] ‘emploi (réactif trés
instable)

. 5% de D.A.M. (5 ml pour 100 ml volume final)

. 3% de T.S5.C. (3 ml pour )
. réactif acide q.s.q 100 ml, sur la base de 1.5 ml de réactif

coloré par échantillon

Mode opératoire

Prendre des petits tubes (7-10 ml)

1 - Gamme étalon : prélever 50 Hl, 100 pl, 200 ul, 500 M1, 1 ml
de facon & établir une gamme 0-10 ug N-urée,

2 - Echantillons : diluer 1"échantillon de facon a se trouver dans
la gamme 0-10 pg N-urée, dans un volume < 1 ml.

. compléter & 1 ml avec du KC1-PMA

. ajouter 1.5 ml de réactif.coloré

. agiter les tubes au vortex

. mettre & incuber 1 ensemble des tubes dans un portoir, au bain-
marie pendant 35 min & 90°C. Maintenir 1’ obscurité

. A la fin du temps d’incubation (trés précis), passer les tubes
immédiatement dans un bain d’eau froide courante et ceci pendant
10 min

. Prendre la D.O. au spectrophotométre 3 une longueur donde de
527 nm. La stabilité de 1la lecture est assurée pendant 240
minutes & 1°obscurité aprés développement de 1la coloration et
pendant 60 mm 3 la lumidre (DOUGLAS et BREMMER 1970)
Le développement de 1a coloration est trés sensible aux
variations de température, de durée d’incubation et au réactif a
chaque dosage. Il est indispensable de réaliser une gamme &talon
pour chaque série de mesure.
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COMPOSITION DES SOLUTIONS POUR
LA CULTUORE DES MICROORGANISMES

Solution d”oligo-éléments

MnS04 , 7 H20 0.8 g
ZnS04 , T H20 0.6 g
CuSO4 , 7 Hz20 0.1 g
(NH4)8TO7024 , 4 H20 0.2 g
CoS0O4 , 7 H20 0.01 g

eau 1000 ml

Solution de citrate de fer

Acide citrique 1 g
Citrate ferrique 1 g
eau 100 ml
Thiamine 10 mg
Acide Nicotinique 50 mg
.Pyridoxine 50 mg

eau 100 ml
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Exceées isotopigques de l'azote organique
obtenus par minéralisation Kijeldani

et par combustion Dumas

Dans 1'expérience méthodologique (paragraphe 5 page 39) ont
été comparé les excés isotopiques obtenus sur les échantillons
ayant subi des extractions successives et un tamisage a4 0,1mm (LT)
et sur les échantillons de sol dosés directement (nLnT). Tous ces
échantillons sont dosés:

- soit aprés minéralisation Kjeldahl (Kj)
- soit par combustion “Dumas" sur l'échantillon humide ou gec

(ana humide, ana sec).

Traitesent “non lavé-non tamisé® nLnT Traitement "lavé-temigd® LT
Kjeldahl | ana ana Kj/ana HiKjeldah! ana ana Kj/ana H
humide sec hunide‘ sec
A 0319 0412 0411 0.717 0262 0372 0389 0,70
L 0112 . 0152 0.73 0092 ND 0120 0.7
A2 0419 0434 0472 0.% 0304 0320 0326 0.95
N.2 0210 0233 Q217 0.90 0162 .0097 0100 1.74
C.v, bbz) 17,57 552 . - 17 1.2 % 5.8 % -

Exchs isotopiques (%) obtenus selon les diffdrents traitements pour
les échantillons A1, N1 et A2, N2
C.V : coefficient de variation

Excés isotopiques les rapports des exces isotopiques Kj / ana h
montrent que les excés lsotopiques de 1'azote organique sont plus
faibles aprés une minéralisation Kjeldanhl. L'échantillon N.2-LT ne suit
pas cette .régle : les eaxcés isotopiques obtenus a 1'analyseur d'azote
paraissent particulidrement faibles (le rapport nLnT/LT est faible comparé
4 celui des autres échantillons). Nous ne pouvons exclure une erreur
méthodologique.
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11 y a bonne concordance entre .les excés isotopiques obtenus sur les
&chantillons secs et humides pour les terres tamisées et lavées. La
variabiiité des mesures est supérieure sur les échantillons humides.

Les coefficients de variation des excds isotopiques (moyenne
des C.V. obtenus pour chaque traitement & partir de 3 échantillons)
sont plus faibles par la minéralisation Kjeldahl (4 %). VLes
coefficients obtenus sur les excds isotopiques des échantillons
nLnT humides sont élevés; 1ils rendent compte de 1'hétérogénéité de
1'échantillon dosé.

si on effectue, par échantillon, 2 répétitions du dosage par
1'analyseur, on diminue considérablement la variation.

La précision d'un dosage isotopique a 1‘analyseur d'azote peut
donc &tre moins bonne que celle obtenue aprds une minéralisation
Kjeldahl. Ceci est 1i¢ a la taille de la prise d'échantillon,
compte tenu de 1'hétérogénéité du marquage de la matidre organique
végétale ou du sol. Par exemple pour le sol, le poids de
1'échantillon analysé est généralement de 500 a 1000 mg sol sec
pour une minéralisation Kjeldahl, alors que la prise d'essai pour
1'analyseur est de 30 & 50 mg de sol sec.
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RESUME

La dynamique de 1'organisation microbienne aprés un apport
d'azote et son importance quantitative ont jusqu'ad présent peu été
décrits en conditions de plein champ.

Une premidre étape consiste A examiner s'il est possible de
dégager une relation entre 1‘'organisation microbienne de 1'azote
dans le sol et l'utilisation de 1‘'azote par un peuplement de blé,
en fonction notamment de la forme d'apport ('®N-urée, "9NH4NOS,
NH,'®NO3), de 1la date d‘apport (tallage et début montaison) et de
la situation pédo-climatique (4 sites d'expérimentation). La
dynamique de 1'azote dans le sol et la Plante est décrite grace a
des prélévements échelonnés entre 1'apport d'azote et la récolte du
blé. Une organisation préférentielle de 1'ammonium est observée
systématiquement dans tous les essais au champ, dans les premiers
jours qui suijvent 1les apports. Les quantités d'azote organisé aux
dépens de 1'apport réalisé au tallage du blé sont constantes pour
les 4 sites étudiés (15 kg N.ha-' & 1la floraison), et plus variable
entre les deux dates d'apport (respectivement 15 et 25 kg N.ha-" A
la floraison). Une relation généralisable entre le coefficient
d'utilisation mesuré dans la plante entidre et le taux
d'organisation dans le sol n'est pas mise en évidence, en raison de
l'existence de pertes gazeuses (volatilisation, dénitrification),

parfois importantes.

Les études menées en conditions controlées (incubatfons de sol)
montrent que 1'organisation est réalisée uniquement aux dépens de
la forme ammoniacale lorsque ammonium et nitrate sont simultanément
disponibles, et que cette organisation préférentielle correspond a
une inhibition de 1'utilisation du nitrate en présence d'azote
ammoniacal chez les micro-organismes du sol: ceci est démontré, en
cultures pures, sur quelques souches bactériennes isolées du sol.

Les résultats confirment le rdle prépondérant de la quantité et
de la nature du carbone assimilable disponible dans 1'organisation
de 1'azote par les micro-organismes hétérotrophes du sol.

MOTS CLES

Assimilation microbienne de 1'azote minéral, azote 15, blé,
coefficient d'utilisation, dynamique de 1'azote dans le sol,
expérimentation au champ, fertilisation, organisation de 1'azote



