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LOMBRICIENS ET HUMIFICATION :
UN ASPECT NOUVEAU DE L'INCORPORATION MICROBIENNE
D’AZOTE INDUITE PAR LES VERS DE TERRE

T. BHATNAGAR i

L.LN.R.A., FAUNE DU SOL
7, RUE SULLY
21034 DIJON CEDEX

I. INTRODUCTION "

Dés F'origine du concept de type d’humus, les mulls ont été associés a la présence des

vers de terre (MULLER, 1878, 1882). L'étude de multiples sols a permis a de nombreux
auteurs (JONGERIUS, 1960 ; KUBIENA, 1955 ; etc) de confirmer cette observation. BOUCHE
(1971) a vérifié cette constatation par une étude statistique de 1 400 sites répartis sur toute
la France et a montré qu'aux sols bien humifiés (C/N < 13) étaient associés les vers de
terre anéciques : il conclut & une coévolution des éléments de la biogéocénose conduisant
aux divers types d’humus. Les anécigues sont des lombriciens laboureurs dont on trouvera
la définition stricte dans BOUCHE (1972).

Ceci n'explique pas les mécanismes de la relation CiN-anéciques. Ces mécanismes sont
complexes, car ils fant notamment intervenir les multiples aspects fonctionnels des
microrganismes et des vers de terre. Dans I'évolution du rapport C/N, I'un des éléments,
I'azote, résulte d'un bilan fixation/dénitrification au niveau de I'écosysteme, plus
précisément dans le sol, et intervient ainsi dans le rapport global du CIN. Je me suis
attaché a étudier les relations lombriciens-microrganismes, et particuliérement l'influence de
cette relation sur le bilan d'azote. En raison de leur aspect étonnant, je présente ici les
premiers résultats sur les fixateurs d’'azote vivant dans la drilosphére. Cette drilosphére,
zone d'influence des lombriciens dans la périphérie de leur galerie (Bouché, présent
ouvrage) est un milieu remarquable. Les parois des galeries sont plus sombres que leur
entourage ; cette différence de couleur dans la drilosphére est due a 'activité des vers de
terre, qui y déposent matiéres organiques et éléments minéraux (GRAFF, 1967).

1l. MATERIEL ET METHODES
1) Site de recherche

Les recherches ont é1é effectuées dans une prairie permanente datant au moins de 1840,
située au Monastére de Citeaux, a 30 km au sud de Dijon. Le sol est presque neutre,
lessivé, de texture fine (90 % de limon). La végétation est un Lolio-cynusoretum. La
biomasse des vers de terre est d’environ 300 kg par hectare en poids sec, répartis en
douze espéces dont les principales sont : Nicodrilus longus (Ude) et Nicodrilus nocturnus
var. cistercianus (Bouchgé). L’activité de cette biomasse est importante de septembre &
novembre, modérée jusqu'a mars, faible ou nulle a partir d'avril (Bouché, sous presse). Les
lombriciens creusent des galeries jusqu’a un meétre de profondeur, environ.
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2) Expériences sur {e terrain — échantillonnage

Une fosse de 1,20 m de large et de 1,40 m de profondeur a été creusée et protégée des
intempéries (pluie, neige) par une tente. Le lendemain, avant d'effectuer les premiers
préiévements, on a rafraichi verticalement la coupe en retirant une tranche de sol d'une
épaisseur de 30 cm. Cetle coupe a &té réalisée au moment du prélévement de sol & )
analyser, pour éviter gue la paroi de la fosse ne subisse une évolution microbiologique
anormale. La terre a été prélevée dans les parois des galeries (drilosphére) et entre les
galeries (sol « témoin »}, en distinguant 4 horizons, (a) de 6 & 20 ¢cm de profondeur, (b) de
20 a 40 cm, (c) de 40 4 60 cm et (d) en dessous de 60 cm. On n'a pas effectué de
préléevement dans la drilosphére du premier horizon (0 & 6 cm de profondeur), le mélange
de nombreuses racines, de galeries d’insectes et de multiples terriers de vers de terre
rendant sa différenciation quasi impossible. Le sol des galeries mis successivement a jour
a été préleve a 'aide de gouges stériles, d’un diamétre variant de miilimétre en millimétre
entre 2 et 8 mm. On a collecté dans la galerie une couronne de terre de 2 mm
d’épaisseur. Dans chacun des 4 horizons, on a prélevé environ 600 sous-prélevats (=
contenu d'une gouge), qui ont été mélangés pour obtenir un prélevat par horizon. Un
prélevat de sol-témoin fut également constitué pour chaque horizcn a 'aide d’un couteau
stérile.

3) Conditions météorologiques

Les travaux ont été effectués a deux dates (A = 31.11.73 et B = 17.1.74), dans les
conditions météorologiques figurant au tableau |.

Tableau |
Données météorologiques.

Facteurs climatiques 30 novembre 1973 17 janvier 1974

Température atmosphérique diurne 0° a4° 1° 4 8°
Température du sol a8 6 cm de prof. 4° 5°
Température du sol a 70 cm de prof. 10° 13°
Précipitations neige pluie la veiile

4) Numération des bactéries : fixalrices d’azote (aérobies et anaérobies) et
dénitrificatrices.

Les techniques de suspension-dilution du sol et de milieux de culture électifs ont été
utilisés selon les méthodes décrites par POCHON et TARDIEUX (1962). Pour les bactéries
fixatrices d'azote anaérobies, j'ai utilisé le milieu modifié par BALANDREAU (1973). Je me
suis servi de la technique de la réduction CaHa — CzHs pour déceler la présence des
bactéries N-fixatrices aérobies (BALANDREAU, 1973).

5) Méthode d’interprétation

L'expression du nombre de germes par gramme de sol nous renseigne mal sur la
distribution du peuplement réel des microrganismes au terrain. il est essentiel de rapporter
les numérations a des volumes de sol. Pour cela, on échantillonne une drilosphére
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« standard », en admettant que 1a drilosphére réelle est une couronne de 2 mm d'épaisseur
ceinturant les galeries. Notre échantilionnage et nos calculs s’appuient sur cette
convention.

Grace aux travaux de KRETZSCHMAR f{en prép.), on sait que la surface des galeries est
d'environ 4.6 m2 par metre carré de surface, que les galeries se distribuent dans le sol de
fagon hétérogéne, les divers horizons n'ayant pas la méme densité de terriers ; cette
hétérogénéité intervient dans nos calculs (fig. 3). A Citeaux, il y a un nombre négligeable
de galeries en dessous de 1 métre ; de 0 & 6 cm, il est tres difficile de les distinguer en
raison de Jeur multiplicité et de nombreuses interférences (racines, galeries d'insectes, etc.).
Le présent rapport traite donc de I'activité observée de — 6 & — 100 cm dans la

drilosphére « standard » (D) par rapport au sol ne comportant apparemment pas de galeries
(S). La dritosphére correspondante (4,6.102 dm? x 2,0.10—2 dm = 9,2 dm?) et le volume des
galeries (4,45 dm?3) ont été considérés comme ayant une hétérogéngité semblable a celle
des galeries (en considérant que les différentes classes de diamétres se distribuent de la
méme fagon, ce qui est en toute rigueur insuffisant et sera précisé ultérieurement).

Le nombre de germes a donc été rapporté pour chaque horizon sefon {a formule d.Vhd.Dg
pour la drilosphére et d.Vh-(Vhg + Vhd).Sg pour le sol-témoin. olt d est Ia densité du sol,
Vh le volume de 'horizon congidéré, Vhd le volume de 1a drilosphé&re de 'horizon, Vhg le
volume « gazeux » des galeties de I'horizon ; Dg et Sg le nombre de germes par gramme
de terre séche, respectivement dans la drilosphére et dans le sol-témoin.

Comme la détermination de la densité de terre propre & la drilosphére et au « sol-témoin »

est délicate et probablement peu différente entre elles, j'ai adopté, pour traduire
I'importance relative de la drilosphére, le rapport :

d. Vhd. Dg
de = e P 1
Rdc d. Vh ~ (Vhg + Vhd). Sg o

Rdc = rapport drilosphérique au champ.

Le rapport Rdc a été établi pour chaque horizon. Pour 'ensemble du profil considéré (- 6
a — 100 cm = 94 cm), le rapport Rdc total (Rdct) est la somme des Rdc de chaque
horizon, pondérée par 'importance relative de cet horizon,

Rdca .14 Rdcb .20 fRdce .20
Rdct _ Rdca.14 N Rdcb.20 . Rdcc.20 + Rdcd.40 (2)
T 94 94 94 94

Par analogie avec les travaux sur la rhizosphére, ou le nombre de germes de celle~ci est
rapporté au sol-témoin par gramme de terre, j'exprime aussi mes résuitats sous fa forme
d’un rapport drilosphérique pondéral : .

- Pg (3
Rdp = Sg

St Rdp permet des comparaisons avec la littérature, Rdc donne une appréciation des
phénoménes aux champs.
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Tableau It
Dénombrement des microrganismes fixateurs d'azote (aérobies et anaérobies), en rapport
avec leurs conditions mésologiques initiales, leur position spatiale dans les horizons, la
drilosphére et le sol-témoin.
A =3011.1973 — B = 17.1.1974 .
. s o Nombre de germes /
Profil cm Humidité % pH par g de sol sec Rapport D/S
Date
Horizon | Drilo | Drilo- Deilo- 4 remoin
Horizon moyenne | sphere Témoin sphere Témoin spzhere - Rdp Rdc
Section 1
A 6 - 20 13 18,34 16,28 — - 55x 10247 x 10 11,70 —
B 22,70 21,95 7,20 6.85 9.7 x 102 | 2,6 x 102 3,73 0,0552
A 20 - 40 30 19,78 15,61 — — §6x102129x10 19,31 —
B 19,76 19,34 7.05 6,90 1.2x10° 25 x 10 48,00 0,8064
A 40 - 80 50 — 13,63 — — — — —_ —
B8 ! 19,76 18,05 6,95 6,90 1,8 x 102 5 38,00 0,4978
A | 80 -100; 80 — 12,36 — - — — — —
B | 19,05 19,05 6,90 6.90 1,9 x 102 " 17,27 0,0552
Section 2
A 6 - 20| 13 comme en section 1 55x 104 | 1,9 x 103 28,95 —_
B i 58 x 104 | 2,6 x 103 22,31 0,301
A 20 - 40 | 30 3,1 x10*| 3,0 x 102 | 103,33 —
B 1,9 x 10* | 1,4 x 102 135,71 2,2799
A 40 - 60 | 50 — —_ — —
B | 1,9 x 103 |56 x 10 33,93 | 04444
A 60 - 100 | 80 - — — -
B | 3.7x102 11,9x 10 19,47 0,0623
Section 3 ‘
A 6 - 20 } 13 comme en section 1 55x10% | 3,0 x 103 1,83 —
B | 3,2 x 10% | 3,2 x 104 1,00 0,0148
A 20 - 40 30 56 x 10 | 8,9 x 102 6,29 —
B 3,1 x 105 | 1,2 x 10¢ 25,83 0,4339
A | 40 - 60| 50 - 1,1 x 102 — —
B | 3.1 x 104 119 x 103 16,32 0,2137
A | 80-100, 80 — 29 x 10 — -
B ! 9.3 x 10° | 1,2 x 10° 7.75 0,0248

d un suep ‘UICW8)-{0S B} 1@ aiaydsojlp

Sa119}0BQ S8P §}ISUIP B WO 001 € 9 8p Yo ]
2| suep sud |05 ap SUCHNUBLOS ¢ 9sAjel. SUOAE SNOU “ealleledlLIOd apnig aun p ana ug

S1B)INS3) SBp UOHIBIUASSId (|

"$8IQ0IgRUE BI0ZE,P SindjEXId — ¢
‘XNBJ0} SSIGOIPR 310ZR P SINSIEXI4 — g

J9JOBGOIOZY WBWS||BIUBSS ‘SOOI BI0ZR P SINBIEXI4 — |

i

SLVLINSIH

: Suonveg



Tableau 1

Dénombrement des bactéries dénitrificatrices, en rapport avec feurs conditions mésologiques initiales, leur position

spatiale dans les horizons, la drilosphére et le sol-témoin.
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La fixation aérobie d'azote étudiée selon deux technigues (tableau i, sections 1 et 2) sera
exprimée pour chacune d'elles. La premigre méthode consiste a8 dénombrer les tubes de
culture positifs, qui se distinguent par ta formation d'un voite, essentiellement di aux
Azotobacter. La seconde méthode, celle de 1a réduction CeHz —= C2H2, a permis de
dénombrer les microrganismes fixateurs d’azote aérobies présents dans les tubes. Cette
seconde technique est la plus slire pour une estimation du peuplement responsable de la
fixation d'azote.

2) Densité des germes dans 'ensemble du profil (6 - 100 cm)

Le nombre moyen de microrganismes aérobies et anagrobies fixateurs d'azote et
dénitrificateurs, comptés par gramme de sol sec dans la drilosphére et le sol témoin, est
respectivement :

Azotobacter : 638 et 75

Aérobies, fixateurs d'azote : 19818 et 704
Anaérobies, fixateurs d’azote : 95 575 et 11 775
Dénitrificateurs : 1475 750 et 120 650.

Les 4 horizons du profil étant de dimensions différentes et le sol de surface n'ayant pas

&té pris en considération (0 & 6 cm), les nombres ci-dessus ne donnent pas une
information correcte quant a la distribution moyenne des cellules microbiennes dans le
profil. Cependant, la comparaison du nombre des bactéries fixatrices d’azote aérobies et
anaérobies et des bactéries dénitrificatrices, distribuées dans la drilosphére et le sol-témoin,
donne respectivement pour Rdc (section 11,5 ; formute 2} : 0,6551, 0,1504 et 0,1888. Ces
résultats et les pourcentages des germes associés aux galeries par rapport aux populations
totales du profil (fixateurs aérobies : 39,58 % ; fixateurs anaérobies : 13,07 % ;
dénitrificateurs : 15,88 %) démontrent que les groupes fonctionnels étudiés ont été stimulés
par I'activité des vers de terre dans différentes proportions (fig. 4). Les lombriciens. en
augmentant la macroporosité du sol, favorisent d'une fagon trés nette ia fixation d'azote
aérobie (fig. 4).
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drilosphére a ceux du sol t€émoin (Rdp) pour chaque portion moyenne des horizons étudiés

(dates : A = 30.11.1973 — B = 17.1.1974).

Rdp
301

@B

v v ¥ T

13 30 50 80 100 cm

Profondeur moyenne des horizons
~

Fig. 2: Rapport du nombre/g de sol sec des baciéries dénitrificatrices de la drilosphére 2
celles du sol témoin (Rdp) pour chaque potion moyenne des horizons étudiés (dates : A =
301173 —B = 17.1.74).
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Fig. 3: Histogrammes des pourcentages de la fraction drilosphérique rapportée au
peuplement total pour chaque horizon et respectivement pour les fixateurs d'azote et les
dénitrificateurs ; 1a courbe en tirets indique, en pourcentage vis-a-vis de 'ensemble du
profil, la distribution des galeries dans les divers horizons (a ia date B) ; horizons:a = 6 a
20cm, b = 20440 cm, c = 40460 ¢cm, d = 60 a 100 cm.
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Fig. 4 : Importance relative de Ja drilosph@re dans le profil pour les peuplements

microbiens étudiés (a la date B).
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3) Localisation des germes dans le profil
a) Densité des germes en fonction des horizons

Les résultats obtenus dans le sol témoin indiquent que le nombre des bactéries décroit
fortement lorsque fa profondeur augmente. Les fixateurs d'azote aérobies trouvés dans les
horizons b, ¢ et d ne représentent respectivement que 5,39 %, 2,15 % et (0,73 % du
dénombrement de 'horizon a. Toujours relativement & I'horizon a, on note pour les
fixateurs d'azote anaérobies: b = 37,50 %, ¢ = 594 %, d = 3,75 %, et pour les
dénitrificateurs : b = 37.50 %, ¢ = 11,56 %, d = 1,75 %.

Pourla drilosphere, on constate, par rapport a son prélevat a, les pourcentages de
denitrificateurs : b = 163,16 %, ¢ = 42,63 %, d = 4,90 % ; les pourcentages de fixateurs
d’azote anaérobies : b = 968,75 %, ¢ = 96,88 %, d = 29,06 %. Mais le nombre des
microrganismes fixateurs d'azote aérobies décroit fortement lorsque la profondeur
augmente 1 b = 32,76 %, ¢ = 3,28 % et d = 0,64 %.

Ceci montre que la distribution générale existante dans le sol-témoin ne se produit pas
dans la drilosphére en ce qui concerne les populations anaérobies. L’accroissement de la
population anaérobie dans la drilosphére de 'horizon b par rapport 4 celle de {"horizon a
peut s'expliquer par le fait que les vers de terre déposent dans les galeries des matiéres
organiques. qui sont a ('origine de I'anaérobiose localisée par enrichissement organique
réducteur (Brock, 1966).

b} Evolution de la concentration des germes dans la drilosphére

L'évolution générale considérée plus haut (section a) était différente pour le sol-témoin et
la drilosphére. Dans la présente section, les résultats concernant la densité des
microrganismes étudiés dans la drilosphére et le sal-témoin sont exprimés par les rapports
Rdp et Rdc {section I,5).

Le rapport Rdp a été exprimé en fonction de Ia profondeur moyenne des horizons (fig. 1 et
2). Les graphes indiguent une augmentation du Rdp des trois groupes fonctionnels a
environ 30 ¢cm de profondeur. lls mettent en évidence une trés forte augmentation. du Rdp
des fixateurs d’azote aérobies (horizon b), puis une diminution sensible vers 50 cm de
protondeur (fig. 1). La valeur du Rdp des bactéries dénitrificatrices s’accroit rapidement (a
30 ¢m), puis diminue de fagon modérée (fig. 2).

Le rapport Rdc a été donné dans les tableaux Il et ill. On y observe également que les
pourcentages des galeries des vers de terre, ainsi que celui des populations microbiennes
des trois groupes fonctionnels de la drilosphére (par rapport aux populations totales),
augmentent simultanément de I'horizon a & ’horizon b, puis diminuent de ¢ & d (fig. 3).
Dans I'horizon a, on note un fort développement des microrganismes fixateurs d'azote
aérobies (24,82 %), mais les fixateurs anaérobies (1,46 %) et dénitrificateurs (8,08 %) sont
peu stimulés.

Ces résultats montrent que la drilosphére de I'horizon b est une « zone d’activité
bioclngique intense ». La faiblesse des rapports Rdp et Rde dans t'horizon a s’explique
peut-étre par un effet climatique (prélévement en hiver), mais aussi par la richesse du
sol-témoin.

IV, CONCLUSION

Ce travail préliminaire a mis en évidence certains aspects de l'influence des lombriciens
dans le cycle de 'azote et partant, dans le rapport C/N. ALEXANDER (1961) a démontré
que les bactéries vivantes libres favorisent la fixation d'azote, lorsque la matiére organigue,
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le pH et I'humidité constituent un milieu adéquat. Les lombriciens favorisent ces conditions
dans un écosystéme de prairie en climat tempéré, leur association avec des
microrganismes, notammen,t aérobies, sembie &tre I'un des facteurs importants pour
maintenir un C/N bas. En régle générale, I'activité des vers de terre accentue les processus
de fixation d'azote et la dénitrification. Elle stimule tout particuliérement les
microrganismes fixateurs (fig. 4).

Pour la premiére fois, I'¢tude pédologique morphotogique d’un profil & galeries de vers de
terre a été associée a une étude microbiologique. L'échantillonnage, ayant été fait a
I'échelle des populations de microrganismes, a permis de meltre en évidence que celles-ci
avaient une distribution trés hétérogéne et spatialement liée aux terriers des lombriciens.
Ce systéme évolue dans le temps sous l'influence des variations saisonniéres (climatiques,
nutritionnelles, etc.), mais aussi du fait du renouvellement continu des galeries de
lombriciens. Le « sol-témoin » est largement une résultante de systémes de galeries
antérieures, de sorte que les comparaisons présentées ici sont relatives & un ensemble en
évolution continuelle (destruction des galeries, rejets, etc.). Il ne sera possible d'obtenir un
bilan que par une étude de la dynamigue des phénomeénes a I'échelle millimétrique ; I'objet
de mes prochains travaux sera d'en préciser I'angle microbiologique. La présente note
souligne I'importance des processus étudiés, notamment pour la fixation aérobie de V'azote.
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Studies on Nasutitermes exitiosus (Hill), a common wood-eating, mound building.
south-eastern Australian termite, show that a population of about 600/m? (3 g/m? fresh
weight) in a dry sclerophyll forest near Adelaide eats about 11,6 gm?year of dead wood,
which is 16,6 % of the stick and log component of annual litter fall. Net assimilation
efficiency is 54 % and most of the excreted material is moulded to form « carton » which is
used as a structural material in mounds constructed by the species, or is used to line
subterranean galleries. Analyses of the organic matter in carton show that it contains
11,4-27,4 % of alkali-soluble acid-insoluble material which has properties similar 1o those of
humic and fulvic acids extracted from soils.

It seems likely that the « humic » substances result from microbial decomposition of plant

_tissue by gut symbionts of the termites, but the mechanism of formation of the substances
is at present unknown.

Termites and their gut symbionts can be cultured in the laboratory and could provide a
means for studying the processes of humus formation under controlled conditions.
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