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Résumé

Deux types d’ inoculations massives de Cyanobactéries sont effectuées au semis duriz I Kong Pao en vase
de végétation. Un inoculum d’ Oscillatoria sp. correspondant a 41 kg.ha-' d’algues séches et un inoculum d’un
mélange homogéne de 5 Cyanobactéries fixatrices d'N, correspondant d 15 kg.ha™' d’algues séches, en
présence ou non d’ azote ammoniacal.

Les variations de la croissance du riz, de la flore algale totale et fixatrice et de la fixation d’ azote par les
microorganismes photosynthétiques sont suivies pendant les deux premiers mois du cycle du riz sur chaque
traitement.

L’inoculum d’Oscillatoria disparait rapidement et n’a aucune influence sur la croissance du riz. Le
traitement : Cyanobactéries fixatrices d’ N, + azote ammoniacal augmente significativement la croissance du riz
par rapport aux témoins. Dans ces conditions, soumise aux contaminations, la biomasse algale composée au
départ uniquement de I’ inoculum évolue en deux mois vers une situation d’ homéostasie entre formes homocys-
tées et formes hétérocystées.

Mots-clés : Inoculation - Cyanobactéries - Riz.

Summary

FATE OF CYANOBACTERIA INOCULUMS DURING THE TWO FIRST MONTHS OF RICE GROWTH ON A WATERLOGGED SOIL

Two sorts of heavy Cyanobacteria inoculation are done in vegetative plots at rice seedling (I Kong Pao).
An Oscillatoria inoculum as 41 kg .ha™' of dry weight of algae and an homogenous mixture of five nitrogen fixing
Cyanobacteria as 15 kg.ha1 dry weight, with or without N—NH 4.

Variations of rice growing, of total and nitrogen fixing algal flora and of nitrogen fixation by photosyn-
thetic microorganisms are followed during the two first months or rice growth on each treatment.

The Oscillatoria inoculum quickly disappear and is without effect on the rice growth. The N,—fixing
Cyanobacteria N—NH 4 treatment significantly increases rice growth inregard to test reference. Under these non
sterile growth conditions, with possible contaminations, algal biomass composed at seedling only of the algal
inoculum progress in two months towards a balance situation between homocystous and heterqcystous strains.

Key words : Inoculation - Cyanobacteria - Rice.

INTRODUCTION

En 1939 DE a attribué la fertilité inhérente aux
riziéres tropicales asiatiques & 1’activité de microor-
ganismes photosynthétiques ayant la possibilité de
fixer 1’azote atmosphérique : les Cyanobactéries.
Celles-ci présentent un systéme fixateur autonome
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car la photosynthése fournit ’énergie nécessaire
au processus de fixation. Cette hypothése a depuis
été confirmée par de nombreux auteurs (voir par
exemple : SINGH, 1961 ; MATERASSI et BALLONI,
1965 ; YosHIDA et coll., 1973 ; VENKATARAMAN,
1975). La preuve directe du transfert de 1’azote fixé
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par les Cyanobactéries dans le riz a été faite a I’aide
du N15 par RENauT et coll., 1975.

Des inoculations ont été tentées avec succes aux
Philippines ol ’on a obtenu 23 récoltes successives
de riz en 12 ans sans apport d’engrais azoté (WATA-
NABE et coll., 1977). Un inoculum de 340 g d’algues
poids sec a |’hectare a permis 2 ReLwani (1963)
d’augmenter significativement la récolte.

Nos observations sur I’évolution de 1a flore algale
dans les riziéres du Sénégal (REYNnauD et RoGer 1978
a) ont montré que 1’établissement d’une population
de Cyanobactéries fixatrices importante, par rapport
a la flore algale totale, était limité par les fortes
intensités lumineuses atteignant le sol (I max ~ 80k
lux a 13 h) et dépendait donc du couvert végétal.
C’est pourquoi les Cyanobactéries fixatrices n’appa-
raissent qu’apres le tallage.

Il nous a paru intéressant de connaitre le devenir
d’une inoculation algale massive au début du cycle et
son incidence sur la croissance du riz. Pour cela nous
avons utilisé deux inoculums différents : d’une part
un mélange de cinq Cyanobactéries hétérocystées,
sélectionnées pour leur haute potentialité fixatrice in
vitro et d’autre part une Cyanobactérie homocystée
possédant une activité fixatrice associée et une
grande adaptabilité aux hautes intensités lumineuses
(REYNAUD et ROGER 1978 b).

Nous avons suivi I’évolution des constituants de
la flore algale, la fixation d’azote et 1’influence de
I’inoculation sur la germination et la croissance duriz
pendant les deux premiers mois de son cycle, dans
des vases de végétation exposés aux sources de conta-
minations habituelles comme 1’eau d’irrigation et
I’ air.

MATERIEL ET METHODES

1. DISPOSITIF EXPERIMENTAL

Des vases de 165 cm2 de section contiennent cha-
cun 2,3 kg de sable dunaire dit de « Cambéréne ». Ce
sable apporte dans chaque vase : 1,3 mg d’azote,
8,9 mg de phosphore et 4 mg de potassium. Chaque
vase est posé dans un vase de plus grande taille,
rempli d’eau, afin d’assurer par le fond un engorge-
ment continu du sable. De ’eau est ajoutée dans les
vases réservoirs pour compenser 1’ évaporation.

La variété de riz utilisée est 1’ Kong Pao. Elle a
été ensemencée en lignes a raison de 40 graines par
vase. Aprés 15 jours, les plantules ont été démariées ;
on en a laissé 10 par vase et les pieds arrachés ont été
rincés, séchés et pesés pour I'obtention du poids
moyens des plantules. Un mois plus tard un deuxiéme
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démariage a été effectué. On a laissé deux pieds par
vase et les pieds arrachés ont été rincés, séchés et
pesés. 60 jours aprés le semis, les deux derniers
plants de chaque vase ont aussi été séchés et pesés.

2. CONDITIONS EXPERIMENTALES

La fumure de base suivante a été apportée au
moment du semis : 50 kg de P,O5 par ha sous forme de
phosphate supertriple et 90 kg de K,O par ha sous
forme de KCl. La moitié des vases regoit en outre 50
kg de N par ha sous forme de sulfate d’ammonium.
Six traitements différents ont été réalisés en cing
répétitions :
a - Témoins : TNt : avec azote

TN~ : sans azote
b - Inoculation par un mélange de 5 souches de Cya-
nobactéries en culture unialgale, sélectionnées parmi
les souches isolées dans les riziéres du Sénégal pour
leur capacité fixatrice : Anabaena, sp. 1, Nostoc sp.,
Cylindrospermum sp., Calothrix let 2. Le mélange
renferme des quantités identiques de chaque souche ;
il est déposé a la pipette, aprés le semis en quantité
correspondant a 2 mg d’N, par vase. Ces traitements
sont désignés par : XNt : avec azote
XN~ : avec azote
¢ - Inoculation par une souche de Cyanobactérie ho-
mocystée : oscillatoria sp. 77523 (REYNAUD et ROGER
1978 b) en quantité correspondant 4 5,45 mg d’N; par
vase. Cette souche possédait au moment de I’inocula-
tion une importante activité fixatrice d’azote asso-
ciée. Ces traitements sont désignés par :
ON : traitement avec azote
ON~ : traitement sans azote

3. EVALUATION DE LA FLORE ALGALE ET DE LA FIXATION

D'AZOTE

10 prélévements du premier centimétre de sol en-
gorgé ont été effectués a 15,45 et 60 jours avec une
seringue de 5 mm de diamétre intérieur dans chaque
vase.

Ces carottes regroupées par 10 dans des fioles en
verre de 10 ml ont permis d’évaluer la fixation
d’azote atmosphérique par la méthode de réduction
de I’acétyléne (STEWART et coll. 1967) aprés une incu-
bation d’1 h 2 20° C et 1500 lux. Les fioles sont mises
a I’obscurité toute une nuit et ensuite une nouvelle
incubation en présence d’acétyléne est effectuée a
I’obscurité. La fixation exprimée en nanomoles de
C,H,.cm-2. j-1 est la différence entre les deux mesu-
res (lumiére, obscurité).

Aprés les mesures de fixation d’azote, les 50 pré-
levements de chaque traitement ont été regroupés
pour évaluer la composition qualitative et quantita-
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tive des flores algales totale et fixatrice par la
méthode des suspension-dilutions décrite par REy-
NAUD et RoGer (1977).Les dosages d’azote sur le sol
et le riz sont effectués par la méthode de Kjeldahl.

RESULTATS ET DISCUSSION
1. EFFET DE L’INOCULATION ALGALE SUR LA GERMINATION
ET LA CROISSANCE DU RIZ
TABLEAU I
Effet du traitement sur le pourcentage de germination (200 grai-

nes par traitement) et sur la croissance (minimum de 45 plantules
par traitement) du riz I Kong Pao

% de graines Poids sec moyen des

germées plantules en mg
Témoin N+ 80 24,7+3.4
Témoin N~ 85 229+25
OscillatoriaNt 55 239+2,9
Oscillatoria N— 47 22,2+4.6
Mélange N+ 80 23,9+2,2
Mélange N~ 86 22,11

1.1. Germination

Le tableau I montre que sil’on observe une germi-
nation voisine de 80 % avec les traitements T et X,
elle n’atteint que 50 % avec les traitements O. Cette
faible germination s’explique par le manque d’oxy-
géne au niveau de la graine (Korpan, 1976) imputa-
ble a deux facteurs complémentaires : I’irrigation par
capillarité et la trop forte concentration en inoculum
algal qui dans le sol engorgé abaisse considérable-
ment le potentiel redox.

Sur le poids des plantules de 15 jours, il n’y a pas
de différence significative entre les traitements.

1.2. Croissance du riz

Lafig. 1 montre les variations de poids du riz dans
les deux premiers mois de son cycle.

Dans tous les traitements sans azote (N—), I’évo-
lution est identique. L’absence d’azote ralentit la
croissance et les Cyanobactéries fixatrices, jusqu’au
stade 2 mois, n’ont pas encore fourni assez d’azote au
riz pour compenser cette carence.

Dans les traitements avec azote (N1), il existe
dés le 45¢ jour une différence significative entre le
poids des plantules du traitement XN+ et des deux
autres traitements. Aprés 60 jours le poids moyen des
plants est de 243 mg pour le traitement XN+ alors
qu’il est de 146 mg pour ONt et de 143 mg pour
TN+,
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L’examen des 6 traitements traduit une action des
Cyanobactéries fixatrices sur la croissance du riz,
action liée a l’apport d’azote dans le milieu de
culture. L’activité des Cyanobactéries est en effet
intense dans ces conditions car elle n’est pas ralentie
par le processus de fixation d’azote (REYNAUD, 1978).
Les substances exsudées sont donc en quantités rela-
tivement importantes et certaines d’entre elles, direc-
tement assimilables par les racines du riz, favorisent
sa croissance.

L’exsudation de substances de croissance pour le
riz n’est pas un phénoméne commun a toutes les
Cyanobactéries car on ne note pas une augmentation
sensible du poids des plants dans les traitements avec
Oscillatoria par rapport au témoin.
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Ow—=D avec Oscillatoria

FIG. 1. - Variations du poids sec moyen d’un pied de riz dans les
traitements avec et sans azote.
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2. VARIATIONS DE LA FLORE ALGALE

2.1. Flore algale totale

La flore algale est composée de Diatomées, d’Al-
gues vertes unicellulaires (genre Chlorella), de Cya-
nobactéries unicellulaires (genre Synechococcus), de
Cyanobactéries filamenteuses non-hétérocystées des
genres : Spirulina, Pseudanabaena, Oscillatoria,
Lyngbya, Phormidium et Plectonema, de cyanobac-
téries filamenteuses hétérocystées sur lesquelles
nous reviendrons. Le genre Oscillatoria représente
entre 80 et 99 % de la biomasse des souches non
fixatrices.

L’évaluation de la biomasse totale obtenue a par-
tir des numérations est exprimée en mg d’azote par
vase dans la figure 2. Ces valeurs peuvent étre
converties en kg de matiére fraiche par hectare pour
étre comparées a celles qui ont été rapportées anté-
rieurement au Sénégal (RoGER et REYNAUD, 1977).
L’inoculum d’Oscillatoria correspond & 414 kg poids
frais par ha”', celui de Cyanobactéries fixatrices a4 152
kg.ha™'. Il existe in situ entre 6 et 126 kg ha™' d’algues
fraiches dans les riziéres du Sénégal en début de cycle
et cette flore est en majorité composée de Diatomées
et de Chlorophycées unicellulaires (RoGER et REY-
NAUD 1977). L’inoculum apporté va donc considéra-
blement perturber le milieu. La biomasse des trois
traitements ON—, XN— et TN+ augmente de fagon
significative pendant les quinze premiers jours puis
décroit régulieérement pour atteindre 30, 36 et 76 kg
ha-' a la fin de I’expérience ; on remarque alors que
I’on a des biomasses semblables pour ON+, ON—,
TN+, TN—. Tout se passe comme si I’inoculum
d’Oscillatoria avait été complétement détruit et
qu’une flore provenant de 1’eau d’irrigation ou de
1’air comme celle des témoins s’était installée.

L’inoculum en Cyanobactéries fixatrices subit
aussi une perte importante de sa biomasse de 152 kg

+ Oscillatoria

Témoin

+ Cyano. Hétérocystes

15 45 60 j

OB avec azote @——@ sans azote

FIG. 2. - Variations de la biomasse algale totale exprimée en mg
d’azote par vase.

ha-1 4 76 pour XN~ et 115 pour XN+ en deux mois.
Le fait que dans la fig. 2 la biomasse totale soit

plus élevée sans azote qu’avec azote dans les deux cas

d’inoculation aprés 15 jours semble 1ié a I’activité

TABLEAU I

Biomasses algales et fixation d’ azote 15 jours aprés I’ inoculation

ud . cm? N, fixation
nM C,H, cm™2
Traitements : Biomasse totale Oscillatoria sp. Cyano-fixatrices i
Témoin N+ 4,12.10'° 4,1.101° 1,2.108 10
Témoin N~ 1,5.109 1,4.10° 4,2.10¢ i4
Oscillatoria N+ 1,66.101° 1,6.101° 5.3.108 12
OscillatoriaN™ 4,06.107° 4.10" 1,5.107 160
Mélange N+ 3,9.10¢ 2,3.10° 1,5.10° 40
Mélange N— 1111010 7.3.10° 3,4.10° 70
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des Cyanobactéries fixatrices qui sont plus nombreu-
ses et dont I’activité fixatrice est plus importante.
Comme le montre le tableau II I’activité des Cyano-
bactéries fixatrices est dans ce cas associée 4 une
augmentation importante de la biomasse d’oscillato-
ria sp. qui constitue Ia plus grande part de la biomasse
totale.

2.2. Flore fixatrice d’ azote

A la fig. 3 sont représentées les variations de la
biomasse algale fixatrice d’azote par rapport a la
biomasse totale. Dans les traitements témoins et avec
Oscillatoria le développement des Cyanobactéries
fixatrices d’azote ne devient important qu’a partir du
45¢ jour. Au 15° jour elles représentent entre 0,1 et
1,8 % de la biomasse totale.
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FIG. 3. - Variations au cours des deux premiers mois du cycle du
riz de I’ imponance relative de la biomasse de Cyanobacté-
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On remarque dans les 6 traitements une évolution
convergente de la biomasse algale fixatrice qui arrive
a représenter aprés deux mois de culture la moitié de
la biomasse totale. La fig. 4 permet une observation
précise de I’évolution de chaque Cyanobactérie fixa-
trice aprés 15, 45 et 60 jours.

Apres 15 jours, dans le cas des traitements T et O,
il existe 4 Cyanobactéries fixatrices : Woilea sp.,
Nostoc sp., Anabaena sp 2 qui proviennent de I’eau
d’irrigation et Calothrix sp 1 qui est identique a la
souche de I’inoculum X. Le dcveloppement est beau-

coun nloao .mnn.-h.no danc 1
\-UUP PIUB 1111 PUI Laiit uaiio 1

que dans les traitements
Anrac 45§ |nnrc et 60 inl Irs

Apres 45 jours et 60 jours par su 1tamin

tions dues surtout au transport des spores de vase en
vase toutes les Cyanobactéries des traitements X sor

présentes en T et O. Contrairement au cas precedent
la biomasse fixatrice est plus importante dans les

15

H3cm2

FIG. 4. - Développement des Cyanobactéries fixatrices dans cha-
que traitement. Les colonnes en grisé correspondent aux
traitements sans azote, les colonnes blanches aux traite-
ments avec azote ; avec de haut en bas : I’inoculum Oscilla-
toria, les témoins, 1’inoculum mélange de souches. Les chif-
fres correspondent aux espéces suivantes (de 1 2 5 espéces

inoculées ; de 6 3 8 espéces colonisantes) ; 1 : Anabagena sp
INOCUILCS ;Ge 0 RS uayv-.wa ceolonisantes inabaena Sp.

1;2: Nostocsp.1;3:Calothrix1 ;4 : Cylmdrospermum
s

p-;5:Ca Iothnx2 6 Wollea sp. ; 7 : Nostoc sp. 2 ; 8 :
Anabaenasp. 2
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traitements avec azote. Calothrix sp 2 est la seule
souche a ne pas s’étre établie dans les traitements
TN~ etON—.

Dans une premiére étape, le manque d’azote est le
facteur sélectif favorisant le développement des Cya-
nobactéries fixatrices ; en effet dans le milieu avec
azote leur développement est limité par I’abondance
des formes non fixatrices. Puis, lorsqu’un équilibre
s’établit entre formes fixatrices et non fixatrices, le
ueVelopper‘nem (le prcmlcres devient aussi et méme
souvent plus important avec de I’azote dans le milieu.

acgt nag in irimoas lac alonnag -id. comme

T hilh4d H cdne
41 11 Lol yllb llllllUC w1 l}dl ILd alguus 11 155 iCS COmMiY

cela a été rapporté par WILsoN et coll. (1979).

3. VARIATIONS DE LA FIXATION D’AZOTE

J“
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FIG. 5. - Activité fixatrice exprimée en nmoles C,H, par cm? par
jour dans le premier centimétre de sol pour chaque traite-
ment.

La fig. 5 monire que dans les traiicments
sulfate d’ammonium, !’activité fixatrice d’

n
0

mesurée par la méthode de réduction de 1’acétyléne
en éthyléne, reste a peu prés constante et faible ; elle
est sans rapport avec la biomasse algale totale (fig. 2)
ou avec la biomasse de Cyanobactéries fixatrices
d’azote (fig. 4). Cette activité correspond a une fixa-
tion de 0,7 mg N, par vase pour 45 jpour TN+t a 1,2
mg N, par vase pour 45j pour XN+t
Avec le témoin sans azote, la fixation suit I’augmen-
tation de la biomasse algale fixatrice et est parallele a
sa relative diminution chez XN~

La fixation d’azote trés importante 15 jours apres

17 i lats NN — A
1 IIoCuI1ation avec UIN devient nulle avec la dé-

composition d’Oscillatoria ; les Cyanobactéries fi-
ised

atrices an

. L
xatrices qui se déve lvnnpnt sur ce milieu n’ont nas

SLaLppTas HiliEina LI pPas

d’activité fixatrice car elles utilisent 1’azote prove-
nant de la dccomno ition d’Oscillatoria. Une extra-
polation des mesures de fixation sur les échantillons
XN, si la fixation observée pendant les 45 premiers
jours du cycle se maintenait en permanence au cours
de I’année, donnerait une fixation annuelle de 0,6 kg
d’azote . ha™.

Cette valeur trés basse est bien en accord avec les
valeurs trouvées par RoGEr et REYNAuD (1977) en
début de cycle cultural ou I’activité fixatrice est limi-
tée par le pH et surtout par I’intensité lumineuse tres
élevée non encore compensée par le couvert végétal.

La croissance combinée des Cyanobactéries et du
riz favorise ie déveioppement de ce dernier. Ce phé-
nomeéne s'expliquerait plus par I’effet de substances
) PN

ar les al-
inoculum

o e al

physiologiquement actives synthéiisées par
gues que par ’apport d’azote orgamqu L’

i Adhot A~ a di riz Aunliua ranida
au acout au \'_y\.u- G4 MZ SYoud lay:u\-

’établit une situation d’équilibre entre
stées et formes hén‘rnr\vctéps

de I'inoculum d’un mélange de sou-
ches hétéroc _tegs ces Cyanobactéries demeurent
les prmcnpaux constituants de la biomasse fixatrice.

Celle-ci pourrait étre de nouveau importante aprés le
tallage griace a un ombrage et 2 des conditions physi-
cochimiques qui favorisent les Cyanobactéries fixa-
trices (RoGER et REYNAUD, 1977). Un apport de phos-
phore et de molybdéne comme le préconise VENKATA-
RAMAN (1972) et une deuxiéme inoculation pourraient
accélérer [a prédominance des souches fixatrices.

» e
o

Manuscritrecu au Service des Publications de I'ORSTOM le 11 aoit 1980.
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