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La dénitrification dans la rhizosphère du riz 
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Rdsume‘. - L’emploi de la méthode de rbduction du N,O montre que la dénitrification 
est stimulée dans la rhizosphhre du riz, malgré l’apport d’O, par les racines. I1 semble 
que des zones anaérobies existent o h  les exsudats de la plante fournissent aux germes 
dénitrifiants des donneurs d’e-. 

Summary. - Using the  N,O reduction method, the author demonstrates that  deni- 
trification occurs in the rice rhizosphere notwithstanding O, evolution from the roots. 
Anaerobic areas should exist where root exudates afford substrates for NOB- reduction. 
The problem of ammoniacal fertilizers is raised. 
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I. - INTRODUCTION 

La dénitrification, découverte à la fin du siècle dernier, se définit comme 
une réduction dissimilatrice du nitrate en gaz (N,O et N,) ; c’est un processus 
respiratoire anaérobie qui confère à certaines espèces de bactéries, la faculté 
d‘utiliser le nitrate et d‘autres composés oxygénés minéraux de l’azote, 
comme accepteurs finals d’électrons, en fournissant ainsi à ces organismes 
l’énergie nécessaire à leur croissance [34]. 

En agriculture, le processus de dénitrification aboutit à une perte d‘azote 
présent initialement dans le sol ou apporté sous forme d‘engrais. De très 
nombreuses études, tant en sol exondé qu’en sol inondé, ont été effectuées 
pour préciser l’influence de certains facteurs physico-chimiques sur la déni- 
trification ainsi que pour tenter de comprendre son mécanisme et les étapes 
intermédiaires. Parmi ces travaux, un petit nombre est consacré à l’influence 
des plantes vivantes, mais ils ont porté principalement sur les sols exondés 
où, dans la rhizosphère, l’anaérobiose s’établit par suite d’une consommation 
importante d’oxygène par les racines et les microorganismes qui prolifèrent 
à proximité [44]. 

La présente communication est un exposé des connaissances actuelles sur 
la dénitrification en sol inondé et plus spécialement dans la rhizosphère du 
riz où existe une zone aérobie engendrée par l’exsudation d’oxygène par les 
racines. 
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11 - INFLUENCE DES FACTEURS PHYSICO-CHIMIQUES 

L’activité dénitrifiante d‘un sol dépend essentiellement des facteurs physico- 
chimiques ; certains, comme la tension d’oxygène, le degré d‘humidité et la 
teneur en carbone organique sont très importants ; d’autres, comme le pH, 
la température et la salinité ont une influence moins marquée. 

Les sols submergés, tels que ceux des rizières, sont anoxiques ; ils consti- 
tuent donc un milieu particulièrement propice à la dénitrification [I, 7, 11, 25, 
26, 29, 36, 37, 38, 41, 43, 471. Celle-ci est en étroite relation avec le Eh [4] et 
ne commencerait, selon PATRICK [30] que lorsque le Eh atteint 338 mV dans 
un sol de pH 5,l. TUSNEEM et PATRICK [41], dans une récente revue de la 
littérature relative aux transformations de l’azote en sol submergé, ont exposé 
clairement les processus qui aboutissent en rizière, à une perte d’azote prove- 
nant des engrais ammoniacaux. La submersion entraîne d’importantes modi- 
fications biologiques et chimiques : alors que le potentiel d’oxydo-réduction 
baisse dans le sol [4], il s’établit une zone oxydée de quelques millimètres à 
quelques centimètres dans la couche de sol directement en contact avec la 
lame d‘eau. L’oxygène provient de l’eau de submersion et est, en outre, fourni 
par les nombreuses colonies d’algues qui se développent à l’interface sol-eau 
et par diverses plantes aquatiques. Cette zone oxydée est propice à la vie 
microbienne aérobie et notamment à la nitrification. Les engrais ammoniacaux 
mis en surface y sont transformés en nitrate qui diffuse dans la zone réduite 
sous-jacente oh il est perdu par dénitrification [39, 41, 461. I1 peut y avoir 
également immobilisation d’une partie de ce nitrate dans la fraction organique 
du sol [22]. L’enfouissement de l’engrais azoté 9 faible profondeur réduirait 
de beaucoup la perte d‘azote [3] estimée selon certains auteurs à 20 à 50% 
de l’engrais ajouté [I, 12, 461. La succession submersion-assèchement du sol 
crée également des conditions idéales pour la dénitrification ; le nitrate formé 
pendant la période aérée est rapidement dénitrifié quand le sol est de nouveau 
submergé. PATRICK et WYATT [32] signalent ainsi une perte de 15 à 20% de 
l’azote total du sol après plusieurs cycles d‘alternance. 

Dans les sols submergés, la fraction de carbone organique soluble et faci- 
lement assimilable est l’un des facteurs majeurs. I1 détermine le taux maximum 
de dénitrification lorsque les composés oxygénés de l’azote ne sont pas limi- 
tants. C’est ainsi que dans des sols de rizière, une corrélation positive haute- 
ment significative eiitre l’activité dénitrifiante potentielle et la teneur en car- 
bone organique, a pu être mise en évidence [19, 371. Cette action favorable 
du carbone organique sur l’activité dénitrifiante d’un sol se retrouve également 
dans l’effet rhizosphere qui sera examiné un peu plus loin. 

La vitesse de dénitrification est faible en condition acide et augmente avec 
le pH pour atteindre un optimum vers la neutralité. Cependant, dans des sols 
de rizikre, on n’a pu mettre en évidence qu’une corrélation faiblement signi- 
ficative entre la dénitrification et le pH [íg] ,  alors qu’une corrélation positive 
hautement significative était décelée entre le pH et le nombre initial de bac- 
téries dénitrifiantes [íg].  Le pH agit également sur l’accumulation des inter- 
médiaires de la dénitrification, et l’on retrouve pour les sols de rizière ce qui a 
été démontré pour les sols exondés [I51 : le nitrite ne s’accumule pas aux bas 
pH par suite de la forte vitesse de réduction de NO,- en milieu acide. Une. 
production d’oxyde nitrique qui semblerait provenir d’une réduction chimique 
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du nitrite, est souvent observée ; une corrélation inverse hautement significa- 
tive a été décelée entre l’accumulation de NO et le pH de sols de rizière du 
Sénégal [15]. Enfin, au-dessous de pH 7, le produit final majeur de la dénitri- 
fication est l’oxyde nitreux, tandis qu‘à la neutralité, le N,O ne s’accumule 
pas car il est rapidement réduit en azote [15]. 

L’activité dénitrifiante d’un sol est en étroite relation avec la température. 
Presque négligeable de 3 à 5 O C ,  la vitesse de réduction de NO,- augmente 
avec la température pour atteindre un optimum qui se situe aux environs de 
60 à 650; elle est nulle à partir de 850 1281. Cependant, dans un sol de rizière, 
GARCIA 1161 a montré l’existence de deux maxima pour la réduction de N,O, à 
370 et 650 ; la deuxième température correspond à l’optimum d’activité d’une 
bactérie dénitrifiante thermophile, Bacillus fhermodenitrificans. 

La salinité peut se révéler un facteur important dans les sols salés comme 
les sols de delta ou certains sols de rizière de la côte ouest de l’Afrique. Pour 
29 sols de rizière du Sénégal, une corrélation des rangs [9] inverse hautement 
significative a été mise en évidence entre l’activité dénitrifiante potentielle et 
la teneur en chlorures. Une corrélation identique existe également entre le 
nombre initial de bactéries dénitrifiantes et la teneur en chlorures. Seule une 
faible corrélation a été décelée entre l’activité dénitrifiante potentielle et le 
nombre initial de bactéries dénitrifiantes [ 191. 

III - NOUVELLE MÉTHODE D’ESTIMATION 

DE LA DÉNITRIFICATION 

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse de la séquence des pro- 
duits formés au cours de la dénitrification dans une série de sols de rizière du 
Sénégal [I51 a permis de mettre en évidence l’existence d’une étroite corréla- 
tion entre les vitesses de réduction du nitrate et de l’oxyde nitreux. Cette 
observation a conduit à I’élaboration d‘une nouvelle méthode d‘estimation 
de l’activité dénitrifiante basée sur la réduction de N,O, substrat gazeux 
pouvant être très facilement ajouté à des échantillons de sol saturés d’eau 
sans un séchage préalable. La réduction de N,O a été utilisée par ailleurs 
pour mesurer la dénitrification 1401. 

On mesure la disparition de N,O de la phase gazeuse des flacons de mesure 
contenant les échantillons de sol dépourvus de nitrate, par chromatographie 
en phase gazeuse, dans les conditions optimales de réduction de ce gaz : flacons 
sérum de 250 ml en position allongée, quantité de sol inférieure à 50 g, saturé 
d’eau, anaérobiose parfaite obtenue après un vide poussé et répété, suivi 
d’un gazage à l’hélium, incubation à 37 O C  en présence de N,O et de krypton 
comme étalon interne. La vitesse de réduction mesurée pendant les six pre- 
mières heures de l’incubation permet d‘estimer une activité dénitrifiante du 
sol au moment du prélèvement, alors que la vitesse de réduction mesurée après 
une vingtaine d’heures d‘incubation, représente l’activité dénitrifiante poten- 
tielle [16]. Une corrélation des rangs hautement significative et positive a 
été obtenue entre les résultats enregistrés par la nouvelle méthode et ceux 
fournis par la technique respirométrique de Warburg dans les mêmes conditions 
pour une série de sols de rizière, N,O étant remplacé par KNO,. 
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Une adaptation de cette méthode a permis d‘effectuer des mesures au 
champ ; les échantillons de sol prélevés dans les rizières à l’aide d‘une grosse 
seringue dont l’extrémité a été sectionnée, sont immédiatement incubés dans 
les flacons sérum dans une étuve portative ; les prélèvements d‘atmosphère 
sont réalisés dans des tubes sous vide et analysés ultérieurement au labora- 
toire [ IS]. 

IV - EFFET RHIZOSPHÈRE DU RIZ 

Comme nous l’avons déjà vu, les pertes d‘azote par dénitrification en sol 
inondé sont assez importantes, malgré l’emploi d‘engrais sous forme ammo- 
niacale ; elles résultent principalement d’une nitrification préalable de NH,+ 
dans la mince couche de sol oxygénée au contact direct de l’eau de submersion 
et dans la zone aérobie de la rhizosphere du riz, engendrée par l’exsudation 
d‘oxygène par les racines. Bien que NO,- ne soit généralement pas décelé dans 
les sols submergés, la méthode d’estimation de la dénitrification basée sur la 
réduction de N,O [IS] a permis de déceler une activité dénitrifiante en rizière 
au moment du prélèvement, preuve de l’apparition puis de la réduction du 
nitrate. 

De très nombreux travaux ont montré l’existence d‘une exsudation d’oxy- 
gène par les racines de riz [2, 5, 8, I O ,  20, 21, 421. 

I1 semble que le nombre de bactéries dénitrifiantes soit nettement plus 
élevé dans la rhizosphere du riz que dans le sol éloigné. Selon Wu [45], ce 

en fin de tallage. Dans 23 sols de rizière du Sénégal, GARCIA [I91 a trouvé un 
rapport R/S supérieur à I pour 20 d’entre eux. Cependant, MAHIVIOUD et IBRA- 
HIM [24] signalent dans des sols de rizière d‘Egypte, une densité de bactéries 
dénitrifiantes plus faible dans la rhizosphere que dans les sols non plantés. 
Mais il convient de rappeler qu’en condition aérobie, les bactéries dénitri- 
fiantes sont capables de se développer sans dissimiler le nitrate, donc que leur 
présence en plus ou moins grand nombre ne reflète pas nécessairement I’im- 
portance du processus de dénitrification. 

L’étude de la dénitrification dans la rhizosphère du riz est encore très 
fragmentaire. DE et DIGAR [I21 puis BROADBENT et TUSNEEIVI [Il] ont signalé, 
lors d’essais en pots et au champ, que la culture du riz diminuait la perte 
d‘azote observée lors d’un apport d‘engrais ammoniacal. Ceci pourrait résulter 
de l’absorption de NH,+ par les plantes avant qu’il ne soit mobilisé puis perdu 
dans la séquence nitrification-dénitrification. Cette séquence se présente-t-elle 
effectivement dans la rhizosphère du riz ? 

En utilisant le test statistique de la corrélation des rangs [7], GARCIA [I41 
a montré dans des cultures de riz en boîte de plastique 1131, un effet stimulant 
du riz sur l’activité dénitrifiante potentielle. Cette stimulation, strictement 
localisée à la mince pellicule de sol adhérant aux racines, est d‘autant plus 
marquée que le sol est plus pauvre en carbone organique. D’autre part, une 
corrélation positive hautement significative a été mise en évidence entre le 
poids sec de matériel végétal et l’activité dénitrifiante potentielle de la rhizo- 
sphère ; comme l’exsudation racinaire est liée à la quantité de matériel végé- 
tal [23], la dénitrification potentielle serait donc en relation avec la quantité 

nombre serait faible au début de la croissance et augmenterait brusquement ‘I 
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d'exsudats racinaires. Ce résultat a été confirmé par l'emploi de la mesure de 
la réduction de N,O pour estimer la dénitrification [16]. Avec cette méthode, 
aucune activité N,O-réductase n'a pu être décelée dans la rhizosphbre d'un 
riz de trois semaines, au moment du prélbvement. Cette absence d'activité 
dénitrifiante initiale, peut résulter d'une absence de nitrification du NH,* 
du sol (il n'y a pas eu addition d'engrais dans cette expérience) ou de la pré- 
sence de conditions défavorables telles la libération de O2 dans la rhizosphère. 
L'application de la méthode de réduction de N,O a cependant permis de déceler 
une activité dénitrifiante au moment du prélèvement, à différents stades de 
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Fig. 1. - Dispositif expérimental pour la preincubation d'un sol de rizikre planté e t  

non planté, en présence de N,O. 15 g de sol saturé d'eau dans un tube de verre de 14 
x 200 mm avec une plantule de riz de 3 semaines, sont mis en contact avec 200 ppm 

de N-N,O pendant 3 jours avant d'effectuer la mesure de la réduction de N,O. 
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croissance du riz, dans des échantillons prélevés en pot et au champ [IS] ; 
l’effet rhizosphère positif du riz sur la dénitrification a également pu être 
confirmé [IS]. 

La mesure de la vitesse de réduction du N,O a, d’autre part, permis de 
démontrer la possibilité effective de dénitrification dans la rhizosphère du 
riz, malgré la présence de O, excrété par les racines [17]. En effet, après pré- 
incubation en présence de N,O, dans un dispositif approprié (une rhizosphère 
de riz représentée par le système plantule âgée de trois semaines et 15 g de 
sol dans lesquels elle s’est développée en tube de verre), l’activité N,O-réduc- 
tase mesurée en six heures est quatre fois plus élevée dans la rhizosphère 
(tube 3, V = 3,5 ppm/h) donc malgré la présence de la plante vivante, que 
dans le sol témoin non planté (tube 4, V = 0,9 ppm/h) (fig. 1). Quand la pré- 
incubation est effectuée en introduisant le N,O au contact de la partie aérienne 
de la plantule, l’activité de la rhizosphère est deux fois moins élevée (tube 1, 
V = 1,7 ppm/h) car la zone de sol atteinte par le N,O qui diffuse probablement 
par la même voie que l’oxygène est plus restreinte dans ce cas. Malgré tout, 
puisqu’il y a eu induction de l’enzyme responsable de l’activité, induction 
qui est strictement inhibée par O, [33], le N,O a probablement diffusé dans 
une zone de sol oh l’influence de O, ne s’est pas manifestée, mais qui est 
atteinte par les exsudats racinaires, puisque l’activité est plus grande que 
dans le sol nu. I1 y aurait donc, dans la rhizosphère du riz, des zones anaérobies 
dans lesquelles les processus biologiques peuvent se manifester avec une plus 
grande intensité que dans le sol non planté, par suite de la présence d’une plus 
grande quantité de substances directement assimilables et d’une densité 
bactérienne plus élevée. 

La séquence nitrification-dénitrification résultant d’un apport d’engrais 
ammoniacal, peut donc également exister dans la rhizosphère du riz. Une 
récente expérimentation sur une culture de riz en pots, dont les résultats ne 
sont pas encore publiés, a montré, quinze jours après un apport d‘urée, l’appa- 
rition d‘une activité N,O-réductase initiale assez élevée en sol nu comme dans 
la rhizosphère, alors qu’aucune trace de NO,- n’était décelée lors des prélè- 
vements. 

Pour réduire les pertes d‘azote en rizière, à partir d’engrais ammoniacaux, 
des inhibiteurs de nitrification ont été testés [31, 351. Une inhibition spéci- 
fique partielle de la dénitrification a été signalée, après usage de pesticides [6,27], 
et actuellement plusieurs recherches sont en cours dans ce sens au Japon. 
Mais il €aut signaler, à ce propos, que la microflore dénitrifiante peut avoir 
une action bénéfique sur le sol, notamment en sol submergé, en éliminant 
certains acides toxiques pour le riz [45]. 
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