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P. 2 .. 1 3 Q m e  l i gne ,  a jou te r  après  "Azotobacter" : "mais co lo re r  2 
1 '6rythrosine".  
Ajouter une l88me l i g n e  : "colorer  & 1'6rythrosine".  

zosphere de graminée 

58me l igne  & p a r t i r  du bas, remplacer 3 par 5 .  

P. 11 - 88me l igne  2 p a r t i r  du haut ,  a jou te r  : "(sol f r a i s  d'une rh i -  
tel le que l e  maYs, ou de légumineuse)". 

-3 P. 12 - 2ème l igne ,  a jou te r  1*10-~, avant 10 , 

G a m e  ligne : a j o u t e r  "à 14" apr&s 4. 

P, 15 - ?èmi? l igne ,  remplacer 50 par 20. 

P. 16 - Thme l igne  à p a r t i r  du bas : a j o u t e r  après  "imprégné" '!d'une 
solut ion",  

6ème l i g n e  & p a r t i r  du bas : a j o u t e r  après  "plomb" "2 10 %'I. 
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COMPOSANTES DE LA MICROFLORE FIXATRICE D'AZOTE DU SOL 

Examen microscopique de : 

1) deux espèces de microorganismes fixateurs libres de l'azote 
dans le sol : - Azot o bac t er v ineland.ii (chimio-or gano t r o phe ) 

.. - Cyanophycée (photosynthétique) 
2) une espèce symbiotique : Rhizobium "B. (bactéroYde et forme libre). 

I - Azotobacter vinelandii 
a - Milieu de culture gelosé 

L'Azotobacter est cultivé sur milieu POCHON et TARDIEUX, 
dont la composition est la suivante : 

(1) 50 ml Solution saline standard 

Mannitol 10 g 
Extrait de terre 10 ml 

1 ml Solution d'oligoéléments (1: 

Carbonate de calcium 0,5 g 

Gélose 15 g 

Eau distillée q. s. p. 1000 ml 

Le milieu pour Azotobacter (microorganisme fixateur libre) ne 
renferme pas d'azote combiné, contrairement au milieu pour Rhizobium (mi- 
croorganisme fixateur symbiotique). 

b - Examen microscopique en contraste de phase 
- Prélever stérilement avec une anse de platine, un échan- 

tillon de culture d'Azotobacter âg6e d'environ 24 h, que l'on dépose sur 
une lame bien propre sur une surface d'environ 1 cm2. 

et l a  rabattre délicatement en chzssant les bulles. 

croscope en utilisant les différents grossissements des objectifs à immer- 
sion. 

- Mettre en contact une lamelle avec le bord de l'échantillon 

- Déposer une goutte d'huile 2 immersion et observer au mi- 

(1) Voir annexe, 



c - Carac té r i s t i ques  morphologiques 

T r è s  gros coccis  d e  plus  de 5 J A ,  avec une capsule  de gomme 
e x t r a c e l l u l a i r e  (polysaccharides) donnant aux co lonies  une apparence mu- 
coYde et  des inc lus ions  de lipideaG@ -hydroxybutyrique (matér ie l  de  r é se rve  
c a r a c t é r i s t i q u e )  v i s i b l e  chez les formes jeunes,  L e s  c u l t u r e s  d'Azotobacter 
v ine l and i i  produisant un pigment v e r t  f luorescent  a l o r s  que Azotobacter 
chroococcum produi t  un pigment brunâtre .  

, '  

I I  - Rhizobium sp. 
\ %  a - Milieu de c u l t u r e  gélose 

(cf p. 5 )  

b - Examen microscopique en con t r a s t e  de phase de l a  c u l t u r e  de 
Rhizobium 

Procéder comme pour l 'Azotobacter 

c . -  Examen microscopique en c o n t r a s t e  de  phase d 'un nodule de  
légumineuse 

- Ecraser e n t r e  2 lames un nodule de légumineuse, srprès 
l ' a v o i r  soigneusement lavé ,  

- Recouvrir d 'une lamelle,, observer en con t r a s t e  de phase. 

d - Carac té r i s t i ques  morphologiques 

(1) Formes non bactéroXdes ( c u l t u r e  s u r  gélose)  
-I-------------------- 

Bâtonnets r é g u l i e r s  de 0 , 6  - O,$ JA de l a r g e  e t  1 - 4 fl. 
de long. 

(2) Formes bactéroPdes (provenant du nodule) ------------------ 
Formes dont l a  t a i l l e  est & peu près  10 f o i s  celle des 
formes non bactéroYdes e t  dont les contours son t  très 
i r r é g u l i e r s  (formes en X ,  en Y ,  e tc . ,  , I  

I I I  e Cyanophycée (Anabaena sp. ) 

a - Vi l i eu  de c u l t u r e  

La Cyanophycée est c u l t i v é e  s u r  mil ieu GORHAM e t  a l . p répa ré  
& p a r t i r  des t r o i s  so lu t ions  suivantes  : 

ASM 1 K2 HP04 1,740 g par l i t r e  

ASM 2 F e  C l g  0,032 g I' 

EDTA 0,740 g I' 

' I  

'I 

ASM 3 IvIg C 1 2  1,900 g 'l 'I 

Mg so4, 7H20 4,900 g I l  

Ca C 1 2 ,  2E20 1,470 g 'I 11 

Na C 1  5,850 g " I t  



On prélève 10 m l  de chaque so lu t ion  que l ' o n  d i l u e  & 1 l i t re .  Ajouter 
ensu i t e  1 m l  de  l a  so lu t ion  d'oligoéléments :ci-dessous : 

Na Mo4 540 mg par l i t r e  

C o  C l Z ,  6 H 2 0  80 mg 

Zn SO4, 10M20 88 mg 

Mn C 1 2 ,  4H20 720 mg 

b - Examen microscopique en lumière normale 

2 
Il 

( 1  

I' 

U t i l i s e r  les o b j e c t i f s  x 100 

c - Carac té r i s t i ques  morphologiques 

Observer sur les f i laments ,  des  c e l l u l e s  & paro is  épa i s ses ,  
optiquement v ides ,  souvent plus grandes que les cel lules  vois ines  : ce 
sont  l e s  hé té rocys tes ,  s i ège  de l a  f i x a t i o n  de  N 2' 
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EFFICIENCE DE LA SYMBIOSE RHIZOBIUM - LEGUIblINEUSE 

,L ' e f f i c i ence  de l a  symbiose f i x a t r i c e  e s t  son ap t i t ude  plus  
ou moins grande & f i x e r  l ' a z o t e  atmosphérique. La présente  manipulation a 
pour b u t  de  montrer que c e t t e  e f f i c i ence  peut dépendre non seulement de 
l a  souche de Rhizobium mais a u s s i  de l ' e spèce  ou de l a  v a r i é t e  de légu- 
mineuse considérée.  L ' e f f i c i ence  d 'une symbiose Rhizobium - légumineuse 
d o i t  être testée en premier l i e u  au l abora to i r e ,  ensu i t e  en serre et  en- 
f i n  i n  s i t u .  Nous exposerons i c i  en d é t a i l  l a  méthode de mesure au laboro- 
t o i r e  e t  l a  méthode de mesure au champ. 
I - Détermination au l abora to i r e  de l ' e f f i c i e n c e  de l a  symbiose 

1 - Principe 

On repique s u r  m i l i e u  gélosé dépourvu d ' azo te  combiné des  
jeunes p lan tu les  de deux espèces de t r è f l e .  P u i s  on inocule  les r ac ines  
de ces  p l an tu l e s  avec une suspension de  d ive r ses  souches de Rhizobium. 
Après un c e r t a i n  temps, on note  l a  présence ou l ' absence  de nodules e t  
on teste l ' e f f i c i e n c e  des symbioses r é a l i s é e s  en u t i l i s a n t  les méthodes 
d é c r i t e s  ci-dessous. 

(1) 2 - Matériel  expérimental 

a - Plante  

T r è f l e  v i o l e t  (Trifolium pra tense)  

T r è f l e  incarna t  (Trifolium incarnatum) 

b - Souches de Rhizobium 

Rhizobium t r i f o l i i ,  souches TA1, CC2480a, CC224, M37. 

3 - Milieu de c u l t c r e  pour flhizobium 

On u t i l i s e  l e  milieu gélosé de  WRIGHT modifié : 

Na C 1  032 g 

Ca CO3 

Mg SO4, 7H20 

K H PO4 

Mannitol 

2 

Gélose 15,o g 

Eau de levure  100 m l  (vo i r  annexe) 

Eau d i s t i l l ée  q. s .  p. 1000 m l  

a j u s t e r  & pH 7,3 - s t é r i l i s a t i o n  15 minutes 120OC. 

(1) C e  matér ie l  nous a é t 6  aimablement fou rn i  par M. OBATON - I . N . R . A .  
7 ,  rue  Su l ly ,  D I J O N .  



4 -  Préparat ion des p lan tu les  de trèfle 

a - S t é r i l i s a t i o n  des gra ines ,  germination 

L e s  gra ines  sont  dés infec tées  par immersion 30 minutes 
dans l e  mélange suivant  : 

H O (110 volumes) 10 m l  

Eau d i s t i l l é e  s t é r i l e  90 m l  

2 2  

Teepol 4 gout tes  

E l l e s  son t  e n s u i t e  mises & germer en b o î t e  de P é t r i  su r  couche de gélose 
2 3 % placées 2 28'12, .?i l ' a b r i  de l a  lumière. L e s  p l an tu l e s  contaminées 
sont  éliminées.  

b - Milieu de c u l t u r e  pour l a  p l an te  

L e s  p lan tu les  de t r è f l e  sont  repiquées s té r i lement  sur 
l e  milieu gélosé de THORNTON-NUTMAN : 

Phosphate d ica lc ique  'JO g 

Phosphate bipotassique 092 g 

S u l f a t e  de magnésium O J 5  g 

Chlorure de sodium oJ2 g 

Chlorure f e r r i q u e  OJO1 g 

Gélose l 5 J 0  g 

Eau d i s t i l l ée  1000 m l  

So lu t ion  d'oligoéléments 2 m l  

a j u s t e r  avec NaOH N / ~ O  à p~ 7 - stériliser 20 minutes à 1 2 0 ~ ~ .  

L e  mil ieu est stéri l isé dans les tubes bouchés avec une f e u i l l e  
de papier d'aluminium (méthode de GIBSON).  U n  t rou  d ' a é r a t i o n  est e f f ec tué  
e t  bouché au coton. Au s o r t i r  de l ' au toc lave ,  i l s  sont  i n c l i n é s  de  façon 
à ce  que l l a g a r  vienne presque au contac t  du couvercle.  C e  de rn ie r  est 
percé pour p lacer  l a  gra ine  prégermée. Du mil ieu non gélosé de T'rIORNTON- 
NUTVAN est a jou té ,  de façon .?i c e  que l e  niveau du l i q u i d e  vienne aux 2/3 
du tube (voi r  schéma page 7). 

, 
C u  

5 - Inoculat ion 

D i l u e r  chaque cu l tu re  de Rhizobium dans un peu de m i l i e u  
de THORNTON-NUTMAM stérile. Prélever  s té r i lement  avec une p i p e t t e  quel-  
ques gout tes  de  l a  suspension e t  inoculer  les r ac ines  des p lan tu les .  L' ino- 
cu la t ion  d o i t  être prat iquée dès l 'ouver ture  des premières f e u i l l e s .  Un 
l o t  de p lan tes  non inoculées sert de témoin. Le  plan d ' i nocu la t ion  f i g u r e  
au paragraphe 7 ,  ci-dessous. 

6 - Cul ture  des p lan tu les  

Les tubes contenant les p lan tu les  son t  placés  pendant t o u t e  
l a  durée de l ' expé r i ence  dans une chambre cl imat ique ou une serre, l a  t e m -  
péra ture  ne devant pas dépasser 28OC, l ' i n t e n s i t é  lumineuse é t a n t ,  s i  pos- 
s ib le ,  supér ieure  & 20 O 0 0  Lux. 



a 

Schéma d'un tube de Gibson 

A - bouchon de coton pow l'asn'osage 
E - cape d'aluminium 
C - bsacelet de caoutchouc 
D - milieu nutritif de Thornton-Nutman liquide 
E - milieu nutritif de Thornton-Nutman gélosé 



8 

CC2480a 

7 - Estimation de l'efficience des souches 
L'aspect de la croissance des plantes donne une idée appro- 

ximative de l'efficience de la symbiose fixatrice de l'azote. Une symbiose 
efficiente se traduit par une plante vigoureuse et bien verte, pourvue 
de nombreux nodules, Une symbiose inefficiente se traduit par une plante 
chétive et manquant de chlorophylle, l'absence de nodules ou la présence 
de nodules non efficients. 

L'estimation précise est basée sur ces 3 tests : 

- determination du poids sec de chaque plante (une symbiose ef- 
ficiente peut multiplier le poids par 2 ou 3 1 ,  

- dosage de l'azote sur chaque plante par la méthode de Kjeldhal, 
- détermination de l'activité nitrogénasique. 
Cette determination est basée,sur le fait que le complexe enzy- 

matique de la fixation d'azote - la nitroggnase - catalyse les deux réac- 
tions suivantes : 

O + 

-1- 
3 C2H2 + 6H 6;- --} 3 C2H4 

La théorie prévoit donc la réduction de 3 molécules d'acétylène pour 1 
molécule d'azote réduit. L'étude de la réduction de l'acétylène en éthylgne 
apparaît donc comme un moyen simple d'évaluer l'activité nitrogénasique 
en raison de la facilité du dosage de l'éthylène en chromatographie en 
phase gazeuse. 

enceintes fermées dans lesquelles on introduit 10 % d'acétylène. La lec- 
ture au chromatographe s'effectue après 1/2 'n, 1 h, 2 h d'incubation & 
3OoC. On détermine ensuite par calcul la vitesse de fixation horaire. 
Cette vitesse est ramenée 2 1 g de nodules secs. 

Les cultures de trèfles inoculés ou non sont placées dans des 

L'efficience des souches est résumée dans le tableau suivant : 

I Souches de Rhizobium I Trèfle violet 1 Trèfle incarnat I 
t + 

I CC224 I O I O I 
I M37 t O 

Temoin (pas d'inocu- 
la t ion 1 I O O 
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I I  - Détermination i n  s i t u  de l ' e f f i c i e n c e  de  l a  symbiose 

Le pr inc ipe  de c e t t e  méthode est basé su r  l ' a p p r é c i a t i o n  de l a  
v i t e s s e  de réduct ion de l ' a cé ty l ène  par l a  ni t rogenase de l a  légumineuse 
en place.  La p lan te  est placée sous une cloche oÙ l ' o n  i n t r o d u i t  d e  l ' a c é -  
ty lène  (C  Ca + H 0 )  e t  un gaz marqueur (C H 1. 

h e t  2 h e t  t ranspor tés  dans des  f io1es"pénici l l ine"en surpress ion  au l a -  
bo ra to i r e  o Ù  les l e c t u r e s  s ' e f f e c t u e n t  se lon  l a  technique de  chromatogra- 
phie en phase gazeuse évoqu6e précédemment. 

2 2 3 8  
D e s  prélèvements de gaz de l a  cloche sont  e f f ec tués  après  1 
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EFFET-LITIERE 

pH d '  o r ig ines  
des l i t ières  pH du test 

Pour tester l ' i n f l u e n c e  i n h i b i t r i c e  ou s t imu la t r i ce  d ' e x t r a i t s  
aqueux de l i t ières  f o r e s t i è r e s  s u r  l a  croissance microbienne, on é t u d i e  
l ' e f f e t  de ces  e x t r a i t s  sur  l a  c ro issance  en milieu gélosé d'une microf lore  
complexe, 

N? des milieu 

1. Pr inc ipe  

On compare l e  nombre de colonies  microbiennes appartenant 
une microÎ lore  complexe s e  développant sur  un mil ieu gélosé au c i t r a t e  
d e  f e r  ammoniacal en r i ch i  en e x t r a i t s  aqueux de l i t ières  avec l e  nombre 
de co lonies  microbiennes de l a  même microf lore  s e  développant s u r  un m i -  
l i e u  gélosé témoin de m ê m e  composition mais non en r i ch i  en e x t r a i t s  de  
l i t ière .  L ' u t i l i s a t i o n  d 'un  mil ieu s o l i d e  permet aux microorganismes com- 
posant l a  microf lore  complexe de  se développer simultanément c a r  les in- 
t e r a c t i o n s  e n t r e  ces microorganismes sont  beaucoup plus  d i s c r è t e s  qu'en 
mi l ieu  l i q u i d e  : on r é a l i s e  a i n s i  un modèle assez proche du s o l ,  mil ieu 
c a r a c t é r i s é ,  on l e  s a i t ,  pzr un cloisonnement en microhabi ta ts .  

O n  6tud.ier-a 3 l i t ières : l i t i è r e  d 'ép icéa ,  l i t i è r e  de hêtre, 
Qcorce de pin sy lves t r e ,  les tests é t a n t  e f f ec tués  5 un pH plus é levé  que 
les pH des pâ tes  de l i t ières ,  s o i t  l e  pH 5 , l .  

11 en résul te  qu'on u t i l i s e r a  les milieux su ivants  : 
d. 

Pnilieux à l ' e x t r a i t  
d e  l i t i è r e  

.~ 

Milieu sans e x t r a i t  
de l i t i è re  

Ecorce de  p in  
Epicéa 
Hêtre 

Témoin 

Remarque - I1 peut para4t re  2 première vue anormal de f a i r e  l e  Lest 
un pH d i f f é r e n t  de c e l u i  des l i t ières.  En f a i t ,  c e t t e  façon de procéder 
est logique ca r  l ' i n h i b i t i o n  de l a  microf lore  par les l i t ières ,  i n  s i t u ,  
peut ê t re  l a  conséquence de l ' a c i d i t é  et/ou de  l ' i n t e r v e n t i o n  d e  composés 
toxiques d ' o r i g i n e  végétale .  Dans l e  cas  des s o l s  2 pH Q 5 , 0 ,  a c i d i t é  du 
s o l  e t  des l i t ières  e t  composés toxiques interviennent  simurtanément ; 
dans les s o l s  & pH > 5 , 0 ,  ce sont  s u r t o u t  les composés toxiques q u i  i n t e r -  
viennent,  l e  pH é t a n t  tamponné par l e  sol.  

Pour e f f ec tue r  l e  tes t ,  nous nous sommes placés  dans l e  deuxième 
cas ,  l e  pH du m i l i e u  adopt6 é t a n t  a rb i t ra i rement  de 5 , l .  
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I * -  

I r *  

2 - Matériel  expérimental 

a - L i t i è r e s  f o r e s t i è r e s  

- Epicéa (Picea ab ies )  r éco l t6e  au s o l  au mois d 'oc tobre  

- Hêtre (Fagus sg lva t i ca )  r é c o l t é e  au s o l  au mois d 'oc tobre  

- Ecorce de pin (Pinus s i l ves t r i s )  rgco l t ée  sur  l ' a r b r e .  

b - y i c r o f l o r e  

- Microflore complexe : suspension-dilution du so l  brun c a l c a i r e  
cu l t i vk  de Pixérécourt .  

3 - Préparat ion des e x t r a i t s  l ' e a u  des l i t ières  

On a g i t e  30 minutes ï O  g de l i t i è r e  broyée (moulin à ca fé  
é l e c t r i q u e )  avec 90 m l  d 'eau d i s t i l l é e  s t é r i l e .  Après cen t r i fuga t ion ,  l e s  
e x t r a i t s  à l ' e au  sont  s t 6 r i l i s é s  su r  f i l t r e  Mi l l ipore  0'45 p. 

4 - Préparat ion des milieux de c u l t u r e  

a - Composition des  milieux gelosés  de base (milieu de  ALLEI? 
concentré 2 f o i s )  

0-1 a j u s t e  

S u l f a t e  d'ammonium 0,s g 

N i t r a t e  de sodium 095 ìz 

Phosphate bipotassique 0,5 g 

OY5 g S u l f a t e  de magnhsium (Mg S O  4 '  7H20) 

Chlorure de calcium (Ca C1 6 B20)  0'2 g 2 '  
C i t r a t e  f e r r i q u e  ammoniacal 1020 g 

Eau dis t i l lée  q. s. p, 1000 nl. 

ce  m i l i e u  pH 5,1, pu is  on a jou te  40 g de gélose DIFCO. 

b - Milieux l ' e x t r a i t  de l i t i è r e  (n'. 1, 2 ,  3) 

On r é p a r t i t  les milieux dans des erlenreeyers ou bal-  
lons de  100 m3. à r a i son  de 30 m l  par f i o l e .  On s tér i l ise  20 minutes à 
l ' au toc lave  à 1 . 2 0 ~ ~ .  On a j o u t e  aqeptiquement au mil ieu gelosé 30 m l  par  
erlenmeyer d ' e x t r a i t  d ' écorce  de p in ,  30 m l  d ' e x t r a i t  de l i t i è r e  d 'ép icéa ,  
30 m l  d ' . e x t r a i t  de l i t i è r e  de hêtre,  tous ces  e x t r a i t s  é t a n t  a j u s t é s  
PH 5'1. 

c - Milieu sans e x t r a i t  de l i t i è r e  (ng 4) 

C ' e s t  l e  mil ieu gélosé de base d i l u é  deux f o i s ,  r é p a r t i  
B r a i son  de 60 m l  dans des erlenmeyers 
à l ' au toc lave  B 120'~. 
Remarque : Préparer  3 erlenmeyers par  mil ieu,  c a r  on e f f ec tue ra  les ense- 
mencements avec 3 d i l u t i o n s  d i f f8 ren te s .  

ou ba l lons  e t  s t 6 r i l i s é s  20 minutes 

5 - Répar t i t i on  des milieux en b o î t e s  de P é t r i ,  ensemencement 

On i n t r o d u i t  dans les 18 erlenmeyers contenant les milieux 
1, 2,  3 ,  4 maintenus l i qu ides  au bain-marie à 47O, 4 ml d'une suspension- 
d i l u t i o n  du s o l  brun c a l c a i r e  de Pixérécourt .  Dans les 3 erlenmeyers 
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correspondant 5 un mil ieu donné, on e f f e c t u e  l'ensemencement avec les 
d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  s o i t  : 10'3, 10-4, 10-5. Après homogénéisation, l e  
contenu de chaque erlenmeyer est r é p a r t i ,  2 r a i son  de 15 m l  environ,  dans 
4 bo î t e s  de P é t r i  stériles. 

6 - Lecture des  r é s u l t a t s  

Après incubation de 4 jou r s  t?i 28OC on dénombre les co lonies  
développées s u r  chaque boPte de P é t r i  e t  l ' o n  c a l c u l e  pour chaque l i t ière  
l e  pourcentage : 

Nombre de co lonies  s u r  les 4 bo î t e s  contenant l e  mil ieu 2 l ' e x t r a i t  de  l i t i è re  
Nombre de co lonies  su r  les 4 bo î t e s  contenant l e  milieu témoin x 100 
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SULFATO-REDUCTION AU NIVEAU DE LA RHIZOSPHERE 
ET AU NIVEAU DE LA SPERMOSPHERE 

I - Pr inc ipe  du d i s p o s i t i f  expérimental 

Le  d i s p o s i t i f  expérimental - que l ' o n  peut concevoir su r  l e  type 
f a c t o r i e l  
b a c t é r i e s  su l f a to - r éduc t r i ces  des  t r o i s  f a c t e u r s  su ivan t s  à 2 ou 3 niveaux : 

3' x 2 - a pour but d ' 6 tud ie r  l ' i n f l u e n c e  sur  l ' a c t i v i t 6  des 

1. Facteur  exsudat : ( s o l  s e u l ) ,  absence de  p l an te  ou d e  g ra ine  : 

2. Facteur  s u l f a t e  : s o l  s a l i n  r iche en s u l f a t e  ; s o l  non s a l i n  ; 

3 .  Facteur  anadrobiose : s o l  non compacté n i  engorgé ; s o l  con- 

D'oÙ les 18 u n i t é s  expér inenta les  q u i  f o n t  l ' o b j e t  du tab ieau  

présence de p lan tes  ; présence de graines .  

so l  non s a l i n  e n r i c h i  en s u l f a t e .  

pac té  et engorgé (ana6robiose str icte).  

ci-dessous : 

Sol 

So l  
sa 1 i n  

Sol non 
sa 1 i n  

Enr ich isse-  
sent en s u l f a t  

O 

o 

Engorgement e t  Ng des un i t6  
gra ine  ou d 'une compaction du sol  expérimentale 
Présence d 'une 

p lan te  

O O 1 

+ 2 

P lan tu l e  O 3 

+ 4 

-* 

Graine 1 O 5 

+ 6 I 
! I O a I O 

t I 8 

P l an tu l e  O 9 

+ 10 

Graine O 11 

-i- 12 
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s u i t e  du tableau : 
c 

l3 I O O 

I + 14 

P lan tu le  O 15 

+ 1G 

Graine O 17 

+ 13 

I + S o l  non 
s a l i n  

I 

m. - 0 t ra i tement  non appliqué (témoin1 
+ t ra i tement  appliqué. 

I I  - Matériel  expérimenta$ 

1. Plan te  : maYs I . N . R . A .  260 

2. So l s  

a - Sol s a l i n  (contenant des  s u l f a t e s  & dose é levée)  : so l  
s a l i n  de Nakta, Tunis ie  ; pH 7 , 8 .  

sol  brun c a l c a i r e  de Pixérécourt ,  E s t  de  l a  France ; pH 7 ,8 .  

Pixérécourt  e n r i c h i  en s u l f a t e s .  

b - Sol  non s a l i n  (ne contenant pas de s u l f a t e s  ?i dos0 élevée): 

c - Sol  non s a l i n  e n r i c h i  en s u l f a t e s  : sol brun c a l c a i r e  de 

Dans le  s o l  de l a  rhizosphère,  dans l e  s o l  de l a  spermosphère e t  

1) l a  dens i t é  des bac té r i e s  su l fa to- r&duct r ices  

2) l a  teneur en  su l fu re s  (méthode semi!-quantitative). 

dans l e  so l  sans p l an te  n i  g ra ine ,  on déterminera en f i n  d 'exp6rience : 

I I I  - D é t a i l s  opé ra to i r e s  

1 - Récipients  de c u l t u r e  

L'expérience é t a n t  e f f ec tuée  avec n r é p é t i t i o n s ,  prévoir  
n x 18 r é c i p i e n t s  de cu l tu re .  L e s  r é c i p i e n t s  peuvent être cons t i t ués  par 
des  tubes de ve r re ,  de  matière  p l a s t ique  ou de bo î t e s  de  PVC, te l les  que 
c e l l e s  u t i l i s é e s  par DOMNIERGUES e t  el. 
de 200 mm de hauteur e t  de 15 x 5 0  mm de sec t ion  renferment environ 
150 g de s o l .  

C e s  b o î t e s  pa ra l l é l ip ipéd iques  

2 - S t é r i l i s a t i o n  e t  germination des  graines  

Immersion pendant 20 minutes dans une so lu t ion  & 10 % d'eau 
oxygénée & IlO'volumes addi t ionnée d'une gout te  de Teepol. Les graines 
non r incées  sont  m i s e s  & germer en b o î t e  de P é t r i  de  10 c m  de diamètre  
contenant de l ' e a u  gélosée stéri le 2 3 %, B l a  température du l a b o r a t o i r e ,  
les boTtes .6tant  placées l ' a b r i  de la lumière. A u  bout de  3 4 jou r s ,  
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les jeunes p l an tu l e s  de maYs (mesurant de 1 à 2 c m  de long) sont  p rê t e s  
pour l e  repiquage dans l e  s o l .  Eliminer les p l an tu l e s  contaminses. 

3 - Traitement préa lab le  du s o l  

Le s o l  est amené 5 l ’humidi té  équivalente  s o i t  avec l a  solu-  
t i o n  n u t r i t i x e  de BÖRNER-RODEMACHER (ng 1 2 121, s o i t  avec l a  s o l u t i o n  nu- 
t r i t i v e  de BORNER-RODEMACHER en r i ch ie  en s u l f a t e  de  sodium à l a  dose de 
50 g/lOOO 

a j u s t e r  à 

Composition de l a  so lu t ion  n u t r i t i v e  de BORNER-RODEMACHER 
( d 6 c r i t  par CHALVIGNAC, 1968) 

M NO3 0 , 2  g 

KI4 POq 032 

Mg SO4, 7 H 2 0  
2 . .  

0,25 g 

0,073 g 

0,005 g 

Fe  504, 7 H20 

ï’dn C 1 2 ,  4 H20 

Solu t ion  d’oligoéléments 

Eau d i s t i l l ée  q. s. p. 

0,002 g 

1 m l  

1000 m l  

(1) 
B03H3 

PH 2 .  

Le s o l  contenu dans les r é c i p i e n t s  de c u l t u r e  est protege cont re  
l a  lumihre par un écran opaque ( f e u i l l e  de polyéthylène n o i r , ) .  Tous les 
r é c i p i e n t s  son t  placés  dans une ence in te  c l imat ique oh l ’ i n t e n s i t é  lumi- 
neuse est supér ieure  à 20 000 Lux. 

4 - Repiquage des  p l an tu l e s ,  s e m i s ,  régime hydrique 

repique les jeunes p lan tu les  stériles; dans l e  s o l  des  u n i t é s  expérimen- 
t a l e s  5, 6 ,  11, 12,  17, 18, on sème les graines  s t é r i l e s  non germées à 
deux profondeurs (2 e t  5 cm). L e s  u n i t é s  expérimentales 1, 2 ,  7,  8, 13, 14  
ne reçoivent  n i  p l an tu l e  n i  g ra ine  : ce  sont les témoins ( s o l  non rhizosphé- 
r ique ,  s o l  non spermosphérique). 

Dans l e  s o l  des u n i t é s  expérimentales 3 ,  4 ,  9 ,  10, 15, 16 ,  on 
G 

Lorsque les p lan t s  (un i t é s  expérimentales no 3 ,  4 ,  9 ,  10, 15, 16) 
a t t e ignen t  une d i za ine  de c m  de hauteur ,  soi t  une semaine environ après  l e  
repiquage, l e  s o l  est compacté (par v ib ra t ion  ou choc) e t  engorgé. 

l e  tassement doivent  avoi r  l i e u  a u s s i t ô t  après  l e  s e m i s .  
Dans l e  cas  du semis de graines  non germées, l e  compactage at 

I V  - Analyses 

Lorsque l a  sulfato-réduct ion appa ra î t  BU niveau des r ac ines  

(1) Voir annexe, 
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ou des graines  (10 2 15 j o u r s  après  l'engorgement e t  l e  compactage du s o l )  
on procède & ce r t a ines  analyses  du s o l  dans un rayon de 2 & 3 mm autour 
des r ac ines  ou des gra ines  e t  du s o l  témoin, 

1 - Détermination de l a  dens i t é  des su l fa to- réducteurs  

Mise en évidence de l a  formation de s u l f u r e  dans un mil ieu 
de c u l t u r e  contenant des s u l f a t e s  e t  enseriiencé avec des d i l u t i o n s  de  
terre. 

Milieu de  c u l t u r e  de POSTGATE (1966) 

KH2 POg OY5 g 

NH4 c1 1,o !z 
Ca SO4 1YO g 

Mg SO4) 7 H20 2,o g 

Lacta te  de Na 3Y5 g 

E x t r a i t  de levure  1,o g 

A c  i d  e ascorbique 1 ,o  g 

Acide th ioglycol l ique  1YO 6 

Fe SO4, 7 H20 0,5 g 

Eau d i s t i l l 6 e  q. s. p. 1000 m l  

.. 

.- 
a j u s t e r  à pH 7,0 - 7,5 

et stériliser 20 minutes à 120°C, puis  i n t rodu i r e  un clou de  fer s tér i l isé  
¿?i l ' a l c o o l  & 90' dans chaque tube. 

Ensemencement : 1 m l  de d i l u t i o n  de s o l  de 10 à ; 5 tubes par d i l u -  
t ion .  

Répar t i r  5 m l  de mil ieu par tube de 12 x 120 mm, boucher au co tor  

-2 

Incubation : 14 jou r s  & 2 8 O  (sous v ide  en dess i cca t eu r ) .  

s u l f u r e  de f e r  no i r  e t  ca l cu le r  l e  nombre de germes par gramme de s o l  
l ' a i d e  de l a  t a b l e  de Nfc CRADY (POCHON et  TARDIEUX). 

Pour chaque d i l u t i o n ,  compter les tubes oh il y a formation de 

2 - Analyse chimique q u a l i t a t i v e  des  su l fu re s  dans l e  s o l  
(NECKERS e t  WALKER, 1952) 

Placer  2 g de  sol dans un tube & e s s a i  - mélanger 2 1 g de 
z inc  en gra in  - ' i n s é r e r  une s p i r a l e  de cu ivre  dans l e  tube pour é l iminer  
les b u l l e s ,  Ajouter 2 m l  KC1.  At tendre 5 secondes que l ' a i r  du tube s o i t  
déplaci! pu is  p lacer  2 l ' e n t r é e  un f i l t r e  c i r c u l a i r e  imprégné d ' a c é t a t e  
de plomb. Retirer l e  papier  après  15 secondes. 

Estimation de l a  co lo ra t ion  : 

légèrement marron : très peu de s u l f u r e s  
marron : peu de s u l f u r e s  
tache brune, bord marron : moyennement " 

tache n o i r e ,  bord argent6 : beaucoup 11  
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Prépara t ion  de l ' e a u  de levure  (BONNIER e t  BRAKEL, 1968) 

Levure de boulanger f r a î c h e  
Eau d i s t i l l é e  1000 m l  

100 g 

S t é r i l i s a t i o n  20 minutes 2 12OoC - F i l t r a t i o n  sui- papier Chardin. Le f i l -  
t r a t  cons t i t ue  l ' e a u  de levure.C4tte  eau de  levure est s o i t  u t i l i s é e  i m m é -  
diatement,  s o i t  de  nouveau s t é r i l i s é e  B 12OoC. 

Solu t ion  d'oligoéléments (POCHON e t  TARDIEUX, 1962) 

' 

Molybdate de potassium 
Borate de sodium 
Perchlora te  de f e r  
N i t r a t e  de coba l t  
S u l f a t e  de cadmium 
S u l f a t e  de cu ivre  
S u l f a t e  de zinc 
S u l f a t e  de manganèse 
Eau d i s t i l l é e  

0,05 g 
0 , 0 5  E 

0,05 
0,05 E 

1 gout te  
0 ,05  g 

0 , 0 5  g 
0,05 g 

1000 m l  

F a i r e  passer un courant de CO2 dans l a  so lu t ion .  

Solu t ion  s a l i n e  standard de WINOGRADSKY (POCHON et TARDIEUX, 1962) 

PO HK2 4 
so* Mg 

5 2 0  !Z 
2 , 5  

Eau 1000 m l  
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