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ETUDE AU CHAMP DE LA FIXATION
D’AZOTE PAR LE TREFLE BLANC
(Trifolium repens L.)

INTRODUCTION

E TREFLE BLANC REPRESENTE LA LEGUMINEUSE LA
PLUS FREQUEMMENT RENCONTREE DANS LES PRAIRIES
PERMANENTES FRANCAISES (LAISSUS, 1981). OUTRE

I’amélioration apportée 2 la qualité du fourrage (teneurs élevées en matiéres
azotées, Ca et Mg), le tréfle blanc enrichit le sol en azote par I'intermé-
diaire des bactéries symbiotiques, fixatrices de I’azote de 'air. Des travaux
déji anciens de COPPENET (1963) mentionnent pour la Bretagne des
quantités d’azote fixé équivalentes 3 320 unités. A une époque ou il est
beaucoup question de relance des associations graminées-légumineuses, il
nous a paru important de réaliser une étude fine des mécanismes interve-
nant dans la fixation de I’azote par le tréfle blanc.

Dans ce but, nous avons étudié au champ I’évolution de la biomasse
aérienne du tréfle blanc et le devenir des réserves carbonnées de ses orga-
nes. La fourniture d’assimilats aux nodules constitue en effet le moteur
essentiel de la fixation d’azote atmosphérique.
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L’activité fixatrice d’azote du tréfle blanc a été déterminée in situ
Iaide de la méthode de réduction de P’acétylene (A.R.A.) avec, comme
objectif majeur, la mise en évidence du rdle respectif des paramétres du
couvert végétal et des facteurs de I’environnement.

Un dernier volet a consisté 2 évaluer par P'intermédiaire de différentes
méthodes (extrapolation des mesures d’A.R.A., techniques isotopiques) les
quantités d’azote fixé par hectare et par jour au niveau de I’éco-systeme
prairial.

I - EVOLUTION SAISONNIERE DE LA BIOMASSE AERIENNE
DU TREFLE BLANC

A. Matériel et méthodes

Chaque mois, nous prélevons dix carottes de 10 cm de diamétre dans
une prairie permanente installée i la ferme de la Bouzule (E.N.S.A.1.A.),
située 15 km i ’Est de Nancy. Pour chaque carotte, le tréfle blanc est trié
et réparti en folioles, pétioles et stolons. Les organes sont ensuite séchés
(48 h a 80° C), puis pesés.

D’autres prélevements de tréfle sont effectués en méme temps dans la
prairie afin de déterminer la teneur en glucides utilisables du végétal. Les
échantillons sont immédiatement congelés i 1’aide de neige carbonique et

conservés 3 — 20° C. Aprés lyophilisation, ils sont homogénéisés au
moyen d’un broyeur 2 bille.

Les sucres les plus importants rencontrés dans la fraction soluble chez
le trefle blanc sont le glucose, le fructose et le saccharose. Xylose, maltose,
raffinose sont également représentés, mais en quantité moindre (VEZ,
1961 ; BEINHART, 1964). L’amidon constitue donc la forme de stockage
des sucres chez le tréfle blanc (VEZ, 1961).

Ainsi, la méthologie adoptée pour I’analyse des glucides utilisables du
tréfle blanc nous permet de quantifier spécifiquement glucose, saccharose
et amidon par un dosage reposant sur des réactions enzymatiques (glucose-
oxydase, B-fructosidase, glucose-amylase, JOURDAN 1980).
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B. Résultats

1. Evolution de la biomasse du tréfle

Les productions de matiére séche des différents organes aériens du
tréfle sont représentés figure 1.

Nous pouvons noter d’emblée la trés nette dominance de la biomasse
des stolons qui montre une fluctuation saisonniére importante avec une
augmentation marquée en automne - signalée aussi par VEZ (1961), BEIN-
HART (1963) et CHARRIER (1963). La sensibilité du tréfle blanc aux
conditions hivernales se traduit par une réduction importante de la masse
des stolons. Une seconde période défavorable aux stolons correspond i la
repousse printaniére des limbes et des pétioles. Entre novembre et mars, on
assiste ainsi 2 une chute de 58 % de la biomasse des stolons.

La masse des limbes et des pétioles évolue peu de mai 2 juillet 1980 du
fait de mauvaises conditions météorologiques. A partir du mois d’aott, le
tréfle élabore activement folioles et pétioles avec un maximum en septem-
bre. La biomasse décroit ensuite en période hivernale pour se stabiliser en
janvier-février A un niveau minimum avec un aspect morphologique parti-
culier : petites feuilles basses, incomplétement développées. Dés le mois de
mars, la repousse intervient, marquée par 1’élaboration majoritaire de folio-
les.

2. Evolution des réserves du stolon

Le réle primordial joué par le stolon nous a incité 2 étudier I’évolution
des réserves en hydrates de carbone de cet organe (figure 2).

L’amidon représenté de fagon majoritaire subit un accroissement trés
substantiel en automne, correspondant i la mise en réserve des glucides a
I’approche de l'hiver, au mois de novembre ; on enregistre ainsi 825 kg
d’amidon i I’hectare. Au cours de I'hivernage, ces réserves carbonées sont
consommées pour le maintien des structures végétales (activité respira-
toire). La concentration en saccharose est en revanche nettement supérieure
en février i celle observée en automne. Divers auteurs, BULA et al (1954),
RUELKE et SMITH (1956) cités par VEZ (1961), considérent 'augmenta-

tion de la teneur en sucres solubles en hiver comme une voie de protection
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FIGURE 1

FLUCTUATIONS SAISONNIERES
DE LA BIOMASSE AERIENNE DU TREFLE BLANC

(en grammes de matiére végétale séche par unité de surface du sol)
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FIGURE 2

FLUCTUATIONS SAISONNIERES
DE LA TENEUR EN GLUCIDES
UTILISABLES DES STOLONS
(en pourcentage de la
matiére végétale séche)
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des plantes contre le gel (élévation de la pression osmotique des cellules par
hydrolyse de I’amidon). Fin mars, la repousse s’effectue aux dépens des
réserves encore présentes dans le stolon, d’ou une décroissance marquée du
saccharose. Dés le mois d’avril, 'accumulation de glucides reprend, suite 2
la mise en place de nouvelles structures foliaires.

II - ETUDE DE LA FIXATION D’AZOTE PAR LE TREFLE BLANC

A. Matériel et méthodes

La méthode de mesure utilisée est basée sur la mesure de Pactivité de la
nitrogénase, enzyme responsable de la fixation de I’azote atmosphérique
par les bactéries symbiotiques (Rhizobium trifolii) hébergées par les nodu-
les du tréfle. La conversion réalisée par cette enzyme est la suivante :

Nz + 8Ht + 6e— — 2NH4 Tt

De nombreux auteurs (SCHOLLHORN et BURRIS, 1966 ;
DILWORTH, 1966) ont constaté que la nitrogénase pouvait assurer de la
méme mantiére la réduction de I’acétyléne en éthyléne suivant la réaction :

CzHz2 + 2H* + 2¢e— — C2Ha

D’ou lidée (KOCH et EVANS, 1966) d’utiliser cette derniére pro-
priété pour mesurer ['activité nitrogénasique, la technique consistant en des
dosages de gaz (mesure de I’apparition d’éthyléne 2 partir d’acétyléne). La
quantité d’azote fixée étant évaluée 2 partir du coefficient de conversion

théorique C2H2/N2 = 3/1.

Pour la mesure au champ de activité réductrice d’acétyléne (A.R.A.),
nous avons utilisé le dispositif proposé par BALANDREAU et DOM-
MERGUES (1973), adapté au tréfle blanc (J. DAMAY et al., 1983).

Le principe consiste 2 enfoncer dans le sol un cylindre métallique de
30 cm de diamétre, garni 2 sa partie supérieure d’une gorge servant de joint
hydraulique et dans laquelle on dispose une cloche en matiére plastique.

La fixation d’azote
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Apres injection sous la cloche d’une quantité connue d’acétylene (10 % du
volume), on préléve deux échantillons de I’atmosphére interne au bout de
20 et 40 minutes. La comparaison des teneurs en C2Ha de ces deux préle-
vements permet de connaitre ’activité réductrice d’acétyléne (A.R.A.) et,
par conséquent, d’évaluer la fixation d’azote. On utilise du propane comme
gaz traceur.

Les dosages de gaz sont réalisés a I'aide d’un chromatographe en phase
gazeuse de type Girdel, équipé d’un détecteur i ionisation de flamme.

® Collecte des données

— Les essais ont été réalisés sur des parcelles du domaine de la Bouzule
(ENSAIA). Un treéfle blanc de type sauvage installé en prairie perma-
nente et un tréfle blanc Ladino (variété Régal) semé en mai 1980 ont fait
P’objet de notre étude.

— La fixation d’azote est évaluée par la méthode de réduction de I’acéty-
léne décrite précédemment.

— Aprés les mesures de ’A.R.A., les parties aériennes et les stolons de
tréfle sont récoltés, séchés a I'étuve (80 °C pendant 48 h) et pesés. Les
parties aériennes de graminées éventuellement présentes dans les cylin-
dres de mesures subissent le méme traitement.

— Les données climatiques sont enregistrées (température de I’air et du sol,
hygrométrie, rayonnement).

— L’humidité du sol est déterminée par prélevement de carottes de sol et
pesée.

® Exploitation des données

L’exploitation des données expérimentales a été réalisée avec comme
objectif la mise en évidence de facteurs exergant une action limitante sur le
processus étudié. A cet effet, nous avons utilisé ]a méthode préconisée par
WEBB (1971) et BALANDREAU et al. (1978, 1982) consistant i analyser
les facteurs limitants par une méthode graphique basée sur le tracé de
courbes enveloppes.
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B. Résultats

Nous avons réalisé un grand nombre de mesures au champ au cours de
plusieurs années de végétation sur des tréfles sauvages de prairie perma-
nente et sur des tréfles semés (Ladino Régal) d’ige variable
(Ao, A1, A2). Nous examinerons successivement la variation de la fixation

’azote au cours d’un cycle jour-nuit, les fluctuations sur une année puis
nous essayerons de mettre en évidence les facteurs ayant une incidence sur
le phénoméne : paramétres propres au végétal et parameétres du milieu.

1. Evolution de ’A.R.A. au cours d’un cycle nycthéméral

Nous avons effectué, sur différents cycles jour-nuit, des mesures
d’A.R.A. toutes les 3 heures (2 I'aide de 4 cylindres de mesure).

La figure 3 illustre les résultats obtenus le 20-21 mai 1980 sur prairie
permanente. Les valeurs de 'A.R.A. sont exprimées en nanomoles de
C2Ha par beure et par cylindre de mesure.

Les mesures réalisées de nuit montrent une décroissance de ’A.R.A.,
mais la fixation i obscurité se maintient néanmoins 3 un niveau élevé,
contrastant ainsi avec le comportement des légumineuses annuelles ol
Pinterruption de la photosynthése provoque la suppression de la fixation.
La valeur de la fixation nocturne représente sensiblement 60-70 % de la
fixation diurne. Le tréfle blanc, grice aux réserves accumulées dans le
stolon, continue a fixer ’azote atmosphérique au cours de la nuit. La
décroissance nocturne de ’A.R.A. est 2 relier essentiellement i une baisse
notable de la température. Dés le lever du soleil et le relevement de la
température, la fixation croit rapidement.

2. Evolution de PA.R.A. au cours d’une année de végétation

A partir de mesures échelonnées entre mai 1980 et avril 1981, nous
avons calculé des valeurs moyennes mensuelles permettant de tracer la
courbe représentée figure 4.

On observe un redémarrage de la fixation au mois de mars lorsque la
température de Pair dépasse 5 °C, puis une croissance avec un maximum
estival et une diminution marquée en automne.

La fixation d’azote
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FIGURE 3

VARIATIONS NYCTHEMERALES DE L’ACTIVITE
NITROGENASIQUE SOUS PRAIRIE PERMANENTE
ET DE LA TEMPERATURE DE L’AIR
(20-21 mai 1980)
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Nous avons pu montrer par ailleurs (DAMAY et al, 1983) qu’il n’y
avait pas de relation directe entre photosynthese et fixation d’azote lorsque
les deux phénomenes sont mesurés simultanément. Par contre, on observe
une corrélation entre les deux processus lorsque la photosynthese est
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FIGURE 4

EVOLUTION DES VALEURS MOYENNES DE L’A.R.A.
AU COURS D’'UNE ANNEE
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déterminée une heure avant la mesure de fixation. Ce délai d’action entre
photosynthése et fixation d’azote est i relier au transfert des assimilats des
70 organes aériens vers les nodules. La fixation d’azote
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3. Etude des facteurs influant sur la fixation de ’azote
a) Réle des paramétres du couvert végétal

La fourniture de substrats carbonés d’origine photosynthétique aux
bactéries fixatrices jouant un réle essentiel dans la fixation, nous avons tout
d’abord envisagé de relier les mesures d’A.R.A. i la taille de Iappareil
photosynthétique. Cette derniére est évaluée par la matiére séche foliaire,
plus commode i déterminer que I'indice foliaire (L.A.L) : nous avons pu
montrer Pexistence d’une relation linéaire entre L.A L. et poids de feuilles

(GUCKERT, et al., 1983).

Dans une deuxiéme étape, nous avons considéré le role des stolons,
organes de réserve majeurs du tréfle blanc.

® Influence des parties aériennes

Le tracé des couples de valeurs (A.R.A., poids de feuilles) est repré-
senté sur la figure 5. On obtient ainsi un nuage de points admettant une
enveloppe limite que nous avons assimilée 2 un segment de droite
(y = Kx). Nous considérons que les points situés sur cette droite limite
correspondent aux situations expérimentales ou PA.R.A. a été limitée
uniquement par le poids de feuilles. Les points situés en-dessous de la
courbe représentent les mesures réalisées lorsque des facteurs autres que le
poids de feuilles exercent une action limitante. On peut déterminer ainsi
une A.R.A. maximale qui est fonction de la taille de ’appareil photosyn-
thétique selon une équation (vérifiée au cours de 2 années de mesure) :

Max. A.R.A. = 8400 P.F.

La pente de la droite ainsi définie, appelée coefficient K, rend compte
de ’efficience du systéme fixateur. En effet, le coefficient K semble expri-
mer la capacité de la plante 2 allouer une fraction de ses assimilats aux
organismes fixateurs.

D’autres investigations conduites récemment (GUCKERT et al., 1983)
montrent que la valeur de K varie avec I’dge du tréfle. Le coefficient est
d’autant plus élevé que le tréfle est jeune (et que les nodules sont efficients)
puis il décroit pour se stabiliser autour de 8 400 lorsque le tréfle a déve-
loppé des stolons.
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FIGURE 5

RELATION ENTRE L’ACTIVITE FIGURE 6
FIXATRICE ET LE POIDS

DES FEUILLES CHEZ INCIDENCE DES STOLONS
LE TREFLE BLANC SUR LA FIXATION D’AZOTE
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® [nfluence des stolons

Nous avons montré plus haut le rdle de stockage des assimilats joué
par les stolons. On peut donc admettre avec HARVEY (1970), HAYS-
TEAD et MARRIOT (1979) que les stolons constituent un « puits compé-
ttif » 2 ’égard des assimilats pouvant étre alloués aux nodules.

Pour appréhender cette influence des stolons sur la fixation d’azote,
nous vons exprimé toutes les valeurs expérimentales d’A.R.A. en pour cent
de Max A.R.A. L’utilisation des ordonnées réduites

(100 x A.R.A.

Max A.R.A.
par la taille de leur appareil photosynthétique.

) nous permet ainsi de comparer des plantes différant

15 P.St.

{poids stolons/cyl)

Tréfle de prairie permanente
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Sur la figure 6, nous avons relié ce mode d’expression de ’A.R.A. au
poids de stolons présents dans les cylindres de mesure. Le nuage de points
obtenu comporte une limite supérieure présentant une pente négative : ce
qui indique une baisse de I’A.R.A. consécutive 2 une augmentation de la
masse des stolons. Il faut noter cependant que les pentes des droites
obtenues pour les tréfles de prairies permanentes et les tréfles semés sont
différentes. Dans le cas du trefle jeune, la pente accusée indique une action
dépressive marquée des jeunes stolons alors que pour le tréfle de prairie
permanente des masses de stolons inférieures 2 5 g/700 cm? ne semblent
pas affecter la fixation.

Ces résultats conduisent a envisager I’existence de deux types de
stolons (figure 7) :

— la zone apicale ou « stolons terminaux » en cours de croissance, élabo-
rant de nouvelles feuilles, important des assimilats d’olt une action
compétitive importante 3 I’égard du compartiment souterrain ;

— les stolons intermédiaires, plus anciens, mieux enracinés qui, outre leur
fonction de mise en réserve du carbone, peuvent contribuer 2 ’approvi-
sionnement énergétique des nodules des racines adventives.

Ces deux types de stolons n’exerceraient pas la méme dépression sur la
fixation d’azote. Cette hypothése a été confirmée i I'aide de mesures fines
réalisées sur différents types de stolons avant et apreés ablation des parties
basales ou apicales (LAPERRIERE et MARQUET, 1982).

Les stolons terminaux, plus nombreux dans le cas d’un tréfle Ao et
plus compétitifs A I’égard de la fixation d’azote que les stolons intermédiai-
res, expliqueraient les différences de pentes des deux droites limites de la
figure 6. ‘

L’équation de la droite limite obtenue dans le cas du tréfle de prairie
permanente représente le coefficient dont il faudra effectuer le Max.
A.R.A. pour déterminer 'A.R.A. potentielle (A.R.A. P.), c’est-a-dire
A.R.A définie par les paramétres propres au végétal :

AR.A. P. = Max AR.A. x f (P.S.) avec P.S. = Poids stolons
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FIGURE 7

REPRESENTATION SCHEMATIQUE
DU ROLE DES STOLONS
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La figure 6 montre que, pour des poids de stolons inférieurs 4 5 g par
cylindre, ’A.R.A. mesurée est voisine de Max. A.R.A.; P.S. n’exerce pas
d’influence sur Max AR.A.; f (PS.) = 1 dou:

AR.A. P. = Max. ARA.

Pour des valeurs supérieures 3 5 g, ’A.R.A. mesurée est toujours
inférieure 3 Max. A.R.A. et en différe d’autant plus que P.S. augmente
d’ou :

ARA. P. = Max ARA. x 128 Z76 PS5

100

Nous aboutissons ainsi 2 un premier état d’un modele simplifié per-
mettant de définir le potentiel d’activité fixatrice d’azote :

SiPS. <5g:ARA. P. = 8 400 P.F.
Si5g<PS. < 15g: ARA. P. =8 400 P.F. x (1,38 — 0,076 P.S.)

b) Réle des paramétres climatiques

En poursuivant la méme démarche, nous avons cherché i déterminer
dans quelle mesure le potentiel défini par les parameétres végétaux est
influencé par les facteurs de ’environnement.

L’A.R.A. mesurée est exprimée en pourcentage de ’A.R.A. Poten-
tielle et mise en relation avec les valeurs de la température de Pair, de la
température du sol et de ’humidité du sol.

® Réle de la température de lair

Le nuage de points (figure 8) posséde une limite supérieure assimilée 2
une droite ascendante : une augmentation de la température de lair est
donc favorable i la fixation de I’azote. Une température inférieure 3 0° C
semble arréter totalement le processus, inversement une température de
17° C ne parait plus limiter ’A.R.A. P. Ce facteur a été peu étudié, les
auteurs intéressés par cet aspect proposent davantage des optima que des
valeurs extrémes. Pour MEYER & ANDERSON, 1959, 'optimum de
fixation d’azote de Trifolium subterraneum se situerait entre 20 et 25° C.
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FIGURE 9
RELATION ENTRE A.R.A. ET

FIGURE 8 TEMPERATURE DU SOL
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Ce résultat est en accord avec nos données. Il est regrettable que ’absence
de températures élevées ne nous ait pas permis d’évaluer la valeur au-dela
de laquelle la température de l'air diminue le niveau de 'A.R.A. P.

® Réle de la température du sol

Ce facteur, souvent étudié, est étroitement lié au précédent mais
intervient plus directement sur I'activité de la nitrogénase. Le nuage de
points (figure 9) rend compte des différentes températures du sol et des
valeurs de ’A.R.A. associées dans le cas d’un tréfle de prairie permanente.
Le tracé de la courbe limite indique que la fixation s’annule pour une

76  température du sol proche de 0° C. On note aussi que I'élévation des  La fixation d’azote
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températures s’accompagne d’une augmentation de ’A.R.A. ; au-dela de
12,5° C, P’activité de la nitrogénase semble indépendante de la température
du sol.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de HALLIDAY &
PATE (1976) montrant que la production d’éthyléne est trés amoindrie
pour des températures du sol comprlses entre 0 et 13° C et qu’une augmen-
tation de température de 4,5 2 12,5° C, provoque une reprise importante
de PA.R.A. Selon ces auteurs, la température du sol serait le facteur
limitant la fixation d’azote au printemps dans les prairies des régions
tempérées. MASTERSON et MURPHY (1976) attribuent aussi i ce para-
métre un role essentiel dans ’expression de ’activité de la nitrogénase.

® Réle de Phumidité du sol

L’humidité du sol en deca d’une valeur correspondant 2 60-70 % de la
capacité au champ semble exercer une action limitante sur la fixation
d’azote. Nos mesures cependant, du fait de I’absence d’une sonde a neu-
trons, ne permettent pas de tirer des conclusions précises ; des études
complémentaires sont en cours.

¢) Schéma du modeéle proposé

Le modele simplifié peut étre schématisé de la maniére suivante :

POIDS DE FEUILLES MAX ARA POIDS DE STOLONS

¥

| ARA. POTENTIELLE |

PARAMETRES
CLIMATIQUES

(Tair, Tsol, Humidité sol)

ARA



FIGURE 10

COMPARAISON DES MAXIMA DE FIXATION OBSERVES
ET CALCULES SUR UNE PERIODE DE 8 JOURS
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En vue de tester la valeur prédictive du modele élaboré, nous avons
comparé les valeurs observées et les valeurs calculées sur une période de
8 jours allant du 14 mai au 21 mai (figure 10).

Malgré une adéquation relativement bonne pour certains jours, il
subsiste encore des écarts notables entre valeurs réelles et valeurs théori-
ques. Ces écarts sont 2 relier a ’état incomplet du modéle et en particulier
au facteur hydrique mal cerné et nécessitant des investigations complémen-
taires.

III - DETERMINATION DE LA QUANTITE D’AZOTE FIXE

Pour P’agronome et le praticien, il est important de compléter ’étude
des mécanismes par un bilan en terme de quantités d’azote fixé par hectare
de surface fourragére. On trouve dans la littérature des chiffres trés varia-
bles en fonction des auteurs et des zones géographiques concernées.

MASTERSON & MURPHY (1976) observent en Irlande des fixations
annuelles allant de 83 i 296 kg/ha de N. MORRISON (1973), cité par
LAISSUS (1981), enregistre en Angleterre des valeurs de Pordre de 160 kg.
JACQUARD, MONNIER & CROISIER (1970) estiment que I'apport
d’azote par le tréfle blanc est d’environ 90 kg. HAYSTEAD & LOWE
(1977) évaluent la fixation du tréfle en prairie 3 100 kg/ha de N.

Nous avons tenté une évaluation quantitative basée sur deux méthodes
différentes :

— d’une part, une extrapolation des mesures ponctuelles d’A.R.A.,
avec toutes les restrictions et précautions qu’une telle démarche
impose ;

— d’autre part, une estimation par la mise en ceuvre des méthodes
isotopiques.
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A. Matériel et méthodes

1. Matériel végétal

Nous avons semé cote a cOte 2 parcelles de 120 m? comportant respec-
tivement :

— du tréfle blanc (Ladino Régal),
— du ray-grass anglais (Hora).

2. Analyse isotopique

Nous avons utilisé conjointement deux méthodes :

— Ulutilisation d’engrais marqué au 19N,
— la mise en ceuvre des rapports isotopiques naturels (BARDIN et al,
1977).

a) Apport d’engrais marqué

Le principe de base est le suivant : lorsque deux sources d’un méme
nutriment sont présentes dans le sol, une plante absorbera chacune d’elles
en prog)rtion des quantités respectives disponibles. On compare les rap-
ports 19N/14N de plantes fixatrices (tréfle blanc) qui possédent deux
sources d’azote (air et le sol) avec des plantes témoins non fixatrices
(ray-grass) n’utilisant que I’azote du sol.

Le taux d’azote fixé est calculé, dans le cas d’un apport d’engrais
marqué par la formule de FRIED (MAC AUCLIFFE et al. 1958) :

% SN en excés dans la légumineuse

% N fixé = (1 — ) x 100

%N en excés dans la plante de référence

Nous avons appliqué I’équivalent de 50 kg/ha de N d’engrais marqué :
15NHa 15NO3 (50 % 15N) sur une bande de 3 m2 de ray-grass et 3 m? de
trefle blanc. Aprés 38 jours, les parties aériennes de ces parcelles sont
récoltées, séchées et broyées. On détermine sur les poudres obtenues le
taux d’azote total, et les teneurs en 15N i laide d’un spectrométre de
masse Cameca 215 MI.
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b) Abondances isotopiques naturelles

La fixation d’azote a été évaluée d’apres la différence d’abondance
naturelle de 15N entre végétaux fixateurs et non fixateurs selon la formule

proposée par BARDIN et al. (1977) :
% 15N plante de référence — % 15N légumineuse
% 15N plante de référence — % 15N air
B

B = coefficient de fractionnement = 1,004

% N fixé = x 100

Lors de la récolte des parcelles marquées (cf. ci- dessus) on préléve
également des échantillons de tréfle blanc et de ray-grass n ‘ayant pas regu
de 15N et situés a des distances suffisantes pour ne pas avoir été contami-
nés. Ces échantillons subissent les mémes traitements et analyses que les
précédents en vue de la détermination des abondances naturelles.

¢)- Estimation de lazote fixé par extrapolation des mesures d’A.R.A.

Durant la période correspondant au marquage 15N, nous avons réalisé
un total de 90 mesures de fixation par la méthode A.R.A. dont plusieurs
cycles nycthémeraux. Nous avons groupé les valeurs obtenues en classes et
en tranches horaires, ce qui nous a permis de calculer des moyennes
pondérées par tranche horaire puis d’effectuer une extrapolation 2 24 heu-
res.

B. Résultats

Les résultats obtenus pour deux années consécutives (1980 et 1981)
sont reportés dans le tableau I.

Nous obtenons des valeurs d’azote fixé similaires par les deux métho-
des isotopiques, comprises sensiblement entre 42 et 50 % de I’azote total
du végétal. Nous pouvons en déduire ainsi que, lors des époques de
mesure, la moitié de Pazote prélevé par le végétal transite par la nitrate -
réductase et provient donc du pool de I'azote du sol.
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TABLEAU I

EVALUATION DES QUANTITES
D’AZOTE FIXE

Méthode 1980 1981
15
N 41,8 48,9
Azote fixé
en % Abondance 42.3 /
naturelle ’

M a'a
esures d'ARA 1, + 55 | 0,5-1,12

extrapolées

Azote fixé 15

en kg/ha/j N 1,03 1,81
Abondance
naturelle 1,04 /

Les quantités d’azote fixé par jour et par hectare fluctuent selon les
méthodes utilisées et en fonction de I'année, la fourchette correspondant 2
0,5 - 1,8 kg de N/ha/j.

Les plus fortes valeurs sont obtenues par la méthode 15N qui optimise
vraisemblablement Ia fixation car la formule de FRIED utilisée pour le
calcul ne tient compte que de la repousse des parties aériennes sans consi-
dérer les réserves azotées des racines et des stolons lors de cette repousse ;
ces réserves contiennent essentiellement de I’azote 14 et leur utilisation se
traduit donc par une fixation d’azote apparente.

Si on écarte les valeurs extrémes on aboutit 2 une valeur moyenne de
’ordre de 1 kg de N/ha/j. En admettant une période de végétation et de
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fixation active de ’ordre de 200 jours, on peut évaluer a 200 kg les
quantités d’azote fixées annuellement dans nos conditions. Le tréfle-blanc
constitue par conséquent un pourvoyeur d’azote important dans les prames
permanentes et les associations graminées-légumineuses et mérite un intérét
accru de la part des agronomes et des éleveurs.

CONCLUSION

Parallélement a I’étude de Pactivité fixatrice d’azote, nous avons suivi
sur deux cycles de végétation la répartition de la biomasse aérienne du
tréfle blanc, mettant en évidence la place prépondérante des stolons. Une
analyse biochimique fine de ces derniers souligne leur role d’organe de
réserve : accumulation d’amidon en automne, et leur rdle dans la survie du
tréfle en hiver (résistance au gel par I'intermédiaire du saccharose ?).

De nombreuses mesures réalisées au champ a I'aide de la méthode de
réduction de I’acétyléne ont permis de préciser un certain nombre de
facteurs limitant la fixation d’azote et d’aboutir i une premiére ébauche
d’un modéle prédictif. Dans son état actuel, ce modele fournit une bonne
représentation du role du matériel foliaire et des stolons, ces deux parame-
tres déterminant le potentiel de fixation de I’azote de la plante.

Les facteurs de I’environnement interviennent sur ce potentiel de fixa-
tion pour le minorer. Le role de la température de I’air et du sol ont ainsi
été mis en évidence. L’insolation déterminée lors des mesures de fixation
n’a pas d’action immédiate car il existe un décalage entre la fourniture
d’assimilats photosynthétiques et P'activité fixatrice des nodules. Malgré de
nombreuses mesures, le role du facteur hydrique n’est pas encore entiére-
ment établi.

En liaison avec d’autres équipes, I’ ob]ectlf de cette approche de modé-
lisation est d’aboutir a un outil permettant i terme une meilleure gestion de
’écosysteme paturé.

Des expérimentations conduites 3 'aide d’azote 15 et des extrapola-
tions réalisées A partir des mesures d’activité réductrice d’acétyléne permet-
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tent de donner une premiére approximation des quantités d’azote fixé.
Elles se situent dans nos conditions (plateau lorrain) dans une fourchette
allant de 0,5 a 1,8 kg/ha/jour. En retenant une valeur moyenne de 1 kg/ha/
jour et 200 journées favorables, on peut estimer la fixation annuelle 1

200 kg/ha de N.
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