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Relation entre l’activité fixatrice d’azote non

symbiotique et quelques propriétés physico-
chimiques du sol

Manuel TENA Miguel MAGALLANES

Càtedra de Bioquimica y Quimica Agricola, Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agrénomos, Universidad
de Coidoba, Apartado de Correos 3048, Côrdoba, Espana

RÉSUMÉ On a étudié dans 47 sols la relation entre l’activité fixatrice d’azote (activité N,-ase) et certaines propriétés
physicochimiques du sol. L’activité N2-ase est significativement corrélée avec le pH (r = 0,72***), l’argile
(r = 0,57***), le potassium assimilable (r = 0,41**), l’azote total (r = 0,36*) et l’azote ammoniacal

(r = - 0,33*). Les analyses en régression linéaire multiple ont montré que seuls le pH et les taux d’azote total
et ammoniacal contribuent de manière significative à expliquer une part de la variation de l’activité N2-ase
(R2 = 58 p. 100).

Mots clés additionnels : Corrélation, pH, argile, potassium assimilable, azote total, azote ammoniacal.

SUMMARY Relationship between non-symbiotic nitrogen-fixing activity and some physicochemical soil

properties.

Working with 47 soils, we have studied the relationship between nitrogen-fixing activity (N2-ase activity) and
some physicochemical soil properties. N2-ase activity was significantly correlated with pH (r = 0.72***), clay
(r = 0.57***), assimilable potassium (r = 0.41**), total nitrogen (r = 0.36*) and ammonium nitrogen
(r = - 0.33*). Multiple regression analyses showed that only pH and total and ammonium nitrogen
significantly contributed to explaining in part the variation in N2-ase activity (R2 = 58 %).

Additional key words : Correlation, pH, clay, assimilable potassium, total nitrogen, ammonia nitrogen.

I. INTRODUCTION

L’étude des activités enzymatiques du sol est un

thème fort intéressant actuellement, tant par leurs

aspects fondamentaux que par la capacité potentielle
que possède le sol pour réaliser d’importants proces-
sus biologiques relatifs à sa fertilité (BURNS, 1978).
La fixation biologique de l’azote atmosphérique est,

dans le cycle de cet élément, un processus important
qui se réalise grâce à un nombre réduit d’organismes
procaryotes que l’on peut séparer du point de vue éco-
logique en deux grands groupes : symbiotiques et non
symbiotiques. Alors que l’importance de la fixation

symbiotique de l’azote n’est plus mise en doute, nous
ne pouvons pas dire la même chose pour la fixation
non symbiotique de l’azote dont l’importance est un

des sujets les plus discutés dans le domaine de la bio-
chimie du sol. Cependant, on a mis en évidence que,
dans certains cas, la fixation d’azote par des microor-
ganismes non symbiotiques peut jouer un rôle impor-
tant dans l’économie de l’azote de différents écosystè-
mes (DÔBEREINER, 1968 ; YOSHIDA & ANCAJAS,
1971, 1973a, b ; DOMMERGUES et al., 1973 ; KLUBEK
& SKUJINS, 19ô0 ; CASSELMAN et al., 19ô 1 ).
La bibliographie nous révèle que les sols, dans des

conditions appropriées, montrent des valeurs appré-
ciables d’activité fixatrice d’azote variant notablement
selon les sols. Cependant il n’existe pratiquement
aucune information sur la possibilité d’une relation
entre cette activité et les propriétés physicochimiques
du sol, et c’est sur cet aspect particulier que l’on a
basé l’étude exposée dans ce travail.



II. MATÉRIEL ET MÉTHODES

L’étude effectuée porte sur 47 sols cultivés prove-
nant de diverses régions d’Andalousie occidentale

(Espagne). Les échantillons sont prélevés dans la cou-
che superficielle du sol (0-15 cm) et, avant d’être utili-
sés, ils sont séchés à l’air et tamisés à 2 mm. Les

caractéristiques physicochimiques des sols et les réfé-
rences des méthodes d’analyses utilisées figurent dans
le tableau I. Les taux d’azote ammoniacal (N-NH4) et
d’azote inorganique total (Ni-t) sont déterminés dans
les extraits obtenus en agitant les échantillons durant

1 h avec une solution 2N de KCI dans. la proportion
(p/v) de 1 : 10.

L’activité fixatrice d’azote (activité N2-ase) est mesu-
rée par la méthode de réduction d’acétylène (HARDY et

al., 1973, POSTGATE, 1971). On introduit des échan-
tillons de 10 g de sol dans des petits flacons de 50 ml
additionnés de 0,1 g de glucose et de la quantité d’eau
nécessaire pour obtenir différentes valeurs d’humidité,
entre 60 et 150 p. 100 de la capacité de rétention d’eau
(CRE). Les échantillons sont incubés pendant des

temps divers, à 30 °C, à l’obscurité. Les flacons sont
alors fermés avec un bouchon en caoutchouc avec une



coiffe métallique ; on injecte ensuite 5 ml d’acétylène.
Après 24 h, on mesure l’éthylène produit par chroma-
tographie en phase gazeuse avec un appareil équipé
d’un détecteur à ionisation de flamme (Perkin-Elmer
mod. 3920B) muni d’une colonne en acier inoxydable
de 200 x 0,32 cm remplie de Porapak N de 80 à 100
mesh. On utilise l’azote comme gaz vecteur avec un
débit d’environ 40 ml.min- 1. Les températures de

l’injecteur, de la colonne et du détecteur, sont respec-
tivement de 155, 70 et 200 °C. Le volume de l’injec-
tion est de 1 ml. Les concentrations d’éthylène sont
déterminées en injectant alternativement des échantil-
lons et des standards et en comparant la surface des
pics respectifs. Pour mesurer la surface des pics on
utilise un intégrateur Hewlett-Packard mod. 3373B.
On réalise tous les essais dans l’intervalle de réponse
linéaire du détecteur. On exprime l’activité N2-ase en
nmol C2H4.g-1 de sol.h-1.

L’analyse statistique est effectuée au moyen d’un
micro-ordinateur Hewlett-Packard mod. A-9380.

III. RÉSULTATS

Afin d’obtenir une estimation valable de l’activité
fixatrice d’azote (activité N2-ase) des sols, on a étudié
d’abord l’influence d’une série de facteurs (addition
de glucose, humidité et temps d’incubation avec

l’acétylène) sur la dite activité :
- Dans les sols non traités avec du glucose, on a

détecté une activité N2-ase négligeable (résultats non
exposés dans ce travail) ; cependant avec 1 p. 100 de

glucose, les sols ont déployé une activité considérable.
- L’influence de l’humidité a été étudiée dans 2

types de sols en utilisant une humidité comprise entre
60 et 150 p. 100 de la CRE. Dans un des 2 sols

(fig. lA) on a obtenu une activité N2-ase maximum
avec une humidité de 120 p. 100 de la CRE ; dans
l’autre sol, on a obtenu l’activité maximum pour une
humidité de 90 p. 100 de la CRE (fig. 1B) bien que,
dans ce cas, on n’ait pas apprécié de différences nota-
bles entre 90 et 150 p. 100 d’humidité. Dans les 2 cas
on a détecté une activité N2-ase négligeable avec

60 p. 100 d’humidité (résultats non exposés dans ce
travail). En conséquence de ces études préliminaires,
on a choisi une humidité de 120 p. 100 de la CRE
considérée comme optimale pour la détermination de
l’activité N2-ase des différents sols.
- Enfin, pour le temps d’incubation avec l’acéty-

lène, l’étude réalisée avec un sol a démontré qu’après
une incubation avec le glucose durant le temps néces-
saire pour le développement de l’activité N2-ase maxi-
mum (voir ci-après), l’addition de l’acétylène condui-
sait à une production d’éthylène suivant une cinétique
d’ordre zéro, au moins durant les 30 h suivantes

(fig. 2). Selon ce résultat, et afin d’obtenir une

réponse suffisante pour les essais effectués avec les
différents sols, on a choisi 24 h comme temps d’incu-
bation avec l’acétylène.

Les analyses de l’activité N2-ase dans les différents
sols ont indiqué qu’elle augmentait jusqu’à une valeur
maximum en même temps qu’augmentait le temps
d’incubation avec le glucose avant l’addition d’acéty-
lène. Le temps d’incubation nécessaire pour le déve-

loppement de l’activité maximum a varié entre 1 et 3 j

selon les sols (fig. 3). L’activité N2-ase maximum fut
bien différente selon les sols. Ainsi (voir fig. 3), dans
19 des 47 sols étudiés, l’activité maximum fut infé-
rieure à 100 nmol C2H4 - 9 -1 de sol. h - 1, et dans 16,
7 et 5 sols, elle fut respectivement comprise entre 100-
200, 200-300 et 300-400 nmol C2H4. g-I de sol. h-1.
Les valeurs de l’activité N2-ase maximum des sols et
les temps d’incubation avec le glucose, avant l’addi-



tion d’acétylène, nécessaires pour obtenir les dites
valeurs figurent dans le tableau 1.

Comme on peut le voir dans le tableau 2, l’activité
N2-ase maximum des sols est fortement corrélée

(p < 0,001) à leur pH et à leur teneur en argile, ainsi
qu’à leurs taux de potassium assimilable (p < 0,01) et
d’azotes total et ammoniacal (p < 0,05). Toutes ces
corrélations sont positives à l’exception de celle avec
l’azote ammoniacal. Cependant, malgré l’existence
d’une forte corrélation entre l’azote total et la matière

organique (r = 0,84***), l’activité N2-ase maximum
n’est pas corrélée significativement avec la matière

organique.
L’analyse en régression linéaire multiple nous révèle

que les teneurs en argile et en potassium assimilable
n’ont aucune influence significative sur la variabilité

de l’activité N2-ase maximum ; on a obtenu l’équation
de régression suivante :

[1] activité N2-ase = - 193,2 + 893,7 (NI) - 22,3
(N-NH4) + 49,4 (pH)
R2 = 58 %.

Les significations des coefficients numériques de
cette équation se trouvent dans le tableau 3.

IV. DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Les résultats obtenus dans l’étude préliminaire sur
les conditions optima des essais de l’activité N2-ase
sont en général conformes avec les données de la

bibliographie. Ainsi, la nécessité, pour le développe-
ment de l’activité N2-ase du sol, d’une source de car-
bone facilement utilisable a été constatée par divers
auteurs (KNOWLES, 1976, et références citées dans ce
travail). De même, l’effet favorable d’une forte humi-
dité est en accord avec le fait connu qu’en présence de
matières organiques il se développe une activité N2-ase
plus intense dans les sols incubés en anaérobiose que
dans ceux incubés en aérobiose, ou bien que, lorsqu’il
existe des conditions aérobies, l’engorgement des sols
augmente leur capacité N2-ase (KNOWLES, 1976 ;
RAO, 1976). Ce fait a également été constaté en pré-
sence de certains microorganismes aérobies comme
Azotobacter, ce qui paraît indiquer qu’avec des condi-
tions aérobies il existe une plus forte compétition
entre les hétérotrophes fixateurs et les non fixateurs de
l’azote pour accaparer les sources de carbone organi-
que (KNOWLES, 1976).
Nos résultats montrent qu’avec des conditions

optima d’incubation, il existe une différence notable
entre les activités N2-ase maximum des divers sols, qui
peut être due, au moins partiellement, aux propriétés
physicochimiques du sol. Ainsi l’activité N2-ase est
fortement corrélée au pH et à la teneur en argile ; de
même, à un moindre degré de signification, aux taux
en potassium assimilable, azote total et azote ammo-
niacal (tabl. 2). D’autre part, l’équation de régres-
sion [1] met en évidence que plus de la moitié (environ
60 p. 100) de la variation de l’activité N2-ase des sols
peut être expliquée par le pH et les teneurs en azotes
total et ammoniacal du sol. Le coefficient très signifi-
catif du pH dans l’équation de régression multiple



montre que cette propriété du sol est celle qui appa-
remment a le plus grand effet sur l’activité N2-ase
(tabl. 3). Ce résultat est en accord avec les résultats
des études de corrélation simple (tabl. 2). A notre
connaissance l’existence d’une telle relation entre le

pH et l’activité N2-ase du sol n’avait pas encore été
établie, bien qu’elle ait été ébauchée dans diverses
études réalisées avec un nombre limité de sols

(YONEYAMA et al., 1977 ; CHARYULU & RAO, 1981)
ou avec des cultures enrichies en organismes fixateurs
d’azote provenant de différents sols (DÔBEREINER et
al., 1976 ; CHARYULU & RAO, 1980). Nos résultats
indiquent aussi l’existence d’une relation inverse entre
l’activité N2-ase et la teneur en azote ammoniacal du
sol (tabl. 2, équation [1]). Plusieurs travaux ont con-
clu que l’addition d’ammonium au sol inhibe forte-
ment son activité N2-ase (KNOWLES & DENIKE, 1974 ;
RAO, 1976 ; CHARYULU & RAO, 1981) et ont établi en

outre qu’en cultures pures, l’ammonium est un répres-
seur de l’enzyme nitrogénase (DALTON & MORTEN-

SON, 1972). Cependant, l’effet de la teneur en ammo-
nium du sol, sur l’activité N2-ase n’a pas suscité
d’intérêt. Concrètement, on n’a trouvé qu’un seul tra-
vail dans la bibliographie arrivant à la conclusion
d’une relation inverse entre l’activité N2-ase et la
teneur en ammonium dans les sols marécageux (CAS-
SELMAN et al., 1981). Nos résultats confirment et

généralisent cette conclusion.

Reçu le 24 avril 1984.
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