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RESUME

Le premier objectif de cette étude a consisté en une
analyse détaillée de 1a microflore hétérotrophe aérobie de la rhizos-
pheére du riz. Au sein de cette microflore, les microorganismes
fixateurs de N2 ont été étudiés de fagon approfondie; la faculté
de fixer N2 a notamment pu &tre mise en évidence chez certaines
especes pour lesquelles cette propriété n'était pas connue.

Ont éte ensuite examinés le rdle de la plante et 1'inci-
dence des principaux facteurs de 1'environnement sur la fixation
rhizosphérique de NZ' I1 a été montré en particulier, que la
rhizosphére du riz était le sidge d'interactions entre la microflore
fixatrice et d'autres organismes rhizosphériques, ayant pour effet
de stimuler ou au contraire limiter le déveioppement de cette
microflore.

Enfin, le dernier volet de cette &tude a consisté a4 préciser
1'effet de 1a microflore fixatrice de NZ sur la croissance du riz,
et @ rechercher 1'origine de cet effet. Les résultats obtenus,
permettent de penser qu'au cours des premiers stades de développe-
ment de la plante, cet effet est davantage 1ié & la production de

phytohormones, qu'a la fixation de NZ'

Mots clés : fixation de N2 - rhizosphére - r1z - microflore -

taxonomie - réduction de 1'acétyléne - inoculation.
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SUMHARY

In the first part of the study, the aerobic heterotrophic
microflora of the rice rhizosphere was surveyed. N2 fixing
microorganisms belonging to this microflora were studied in detail

and new nitrogen fixing species were found.

Then we investigated the influence of the plant and
environmental factors on N, fixation in the rice rh1zo§phere.
Interactions between N2 fixing microorganisms and other rhizosphere
organisms could enhance or hinder the N2 fixing activity in the

rhizosphere.

Finally, experiments carried out using young seedlings
suggested that N2 fixing microorganisms affected the plant growth

more by producing phytohormones than by providing nitrogen.

Key words : N2 fixation - rhizosphere - rice - microflora -

taxonomy - acetylene reduction - inoculation.



INTRODUCTION GENERALE







Le riz constitue T1a base alimentaire de prés de la moitieé
de Ta population mondiale. L'azote étant le principal facteur
Timitant la productivité des riziéres, on a longtemps pensé que
T'utilisation d'engrais azotés apporterait une solution au probléme
de T'autosuffisance alimentaire. En fait ce probléme n'a toujours
pas &té résolu. La raison en est que la production d'engrais
chimiques est grande consommatrice d'énergie dont le colt est
devenu extrémement &levé, et requiert d'importants investissements
en capitaux. En conséquence, les engrais chimiques sont relativement
peu utilisés dans les pays en voie de développement, notamment
dans Tes zones & vocation rizicole (Asie du Sud-Est et Afrique},
od Tes rendements en riz dépendent en fait de Ta fertilité
naturelle des sols.

Lorsqu'un sol est soumis pendant de nombreuses années
aux mémes rotations culturales, sa teneur en azote tend & se
stabiliser (Jenkinson et Rayner, 1977). I1 est bien connu en parti-
culier,que dans de nombreux pays Asiatiques, des rendements ont
pu étre obtenus durant des siécles de monoculture de riz, sans
décroissance apparente de 1a teneur du sol en azote. Cette stabi-
1ité de la production et de Ta teneur en azote du sol, implique
que les exportations d'azote par les récoltes ont &té compensées
par des apports équivalents dus pour I'essentiel 3 la fixation‘de
N

et aux Philippines, ont montré que Tes gains d'azote en riziére

2° Les études de bilans effectuées notamment au Japon en Thailande

irriguée traditionnelle sont de 1'ordre de 50 kg par récolte
(Wetselaar 1981, tableau 1).

La fixation de N2 dépend avant tout de la présence d'une
microflore fixatrice adaptée au milieu et d'une source d'énergie.
ETTe peut donc avoir lieu: 1) dans 1'eau de submersion et 2
1'interface sol-eau, ol les microorganismes photosynthétiques
(cyanobactéries et bactéries phytosynthétiques du cycle du soufre)
tirent de Ta Tumiére 1'énergie nécessaire 3 Teur développement;

2) au niveau du systéme racinaire du riz qui fournit & la microfiore
rhizosphérique des substrats énergétiques (exsudats, lysats
racinaires....); 3) au niveau du sol anaérobie (non rhizosphérique)



Tableau 1. Gain net d'azote par le syst2me "sol-plante" (en kg/ha/récolte) en riziculture
irriguee traditionnelle sans aucune fertilisation azotée (Wetselaar, 1981).

Nombre de Azote exporté Gain d'azote Gain net
Pays récoltes par les récoltes par le sol d'azote Références
Japon 253 44 0 44 Yamaguchi (1979)
Japon 21 58 -20 k] Koyama et App (1979)
Thavlande 4 46 3 49 Firtn et al. (1973)
Philippines 24 45 11 56 Koyama et App (1979)
Philippines 17 48 13 59 Koyama et App (1979)
Moyenne 47,8 1,4 49,2




ol la fixation de N2 par des bactéries anaéerobies se fait aux
dépens des résidus végétaux en voie de décomposition.

On a Tongtemps attribué 1le maintien de la fertilite des
sols de riziére & la seule présence de Cyanobactéries (De, 1936,
1939; Singh, 1961). Les études concernant le r6le de ces algues
en sols de riziére sont trés nombreuses (cf. la récente mise au
point de Roger et Kulasooriya, 1980), et montrent qu'elles peuvent
contribuer trés largement & 1'approvisionnement du sol en azote.
Toutefois leur développement peut &tre considérablement limité
par les fortes intensités lumineuses (Reynaud et Roger, 1978);
dans les sols de riziére du Sénegal notamment, leur biomasse,
exprimée en azote, excéde rarement 4 kg/ha au cours d'un cycle
cultural. La présence de bactéries photosynthétiques fixatrices
de N, a également été fréequemment observée (Kobayashi et al., 1967).
Ces bactéries requiérent & la fois lumiére et anaérobiose pour
croitre, conditions qui peuvent coexister dans 1'horizon de surface
des sols de riziére . Toutefois leur distribution est trés irrégu-
1iére et leur contribution réelle a 1a fixation de N2 incertaine
{(Watanabe, 1978).

Sen (1929) fut le premier qui suggéra que les bactéries
hétérotrophes associées au systéme racinaire du riz pourraient
contribuer efficacement a Ta fixation de NZ' Ce processus ne put
toutefois 8tre mis en évidence que bien plus tard au moyen de 1la
méthode de réduction de 1'acétyléne (Rinauda, 1970; Yoshida et
Ancajas, 1971). Par la suite de nombreuses &tudes furent consacrées
a la fixation rhizosphérique de NZ'

Relativement peu de travaux concernent la fixation de N2
par les bactéries hétérotrophes dans le sol non rhizosphérique,
bien que des quantités considérables de matiére organique (pailles,
liti1ére racinaire) soient laissées au champ aprés récolte. Des
études récentes effectuées au Japon (Wada et al., 1978; Matsugushi,
1979) montrent que les débris organiques constituent des sites de

fixation de N2 extrémement actifs.



La contribution respective des différentes microflores
hétérotrophes et phototrophes fixatrices de N2 est difficile a
établir étant donné la complexité du systeme et la diversité des
facteurs qui contrélent la fixation de N2 (intensité lumineuse,
température, caractéres physico~-chimiques du sol....). A partir
des données de la littérature, Wetselaar (1981) a estimé les
valeurs extrémes (exprimées en kg N/ha/an) des contributions des
différents groupes de fixateursde N2
- phototrophes : 1,5 3@ 50 kg N

- hétérotrophes rhizosphériques: de 10 & 34 kg N

- hétérotrophes non rhizosphériques: de 7 & 25 kg N.
Bien qu'approximatives, ces estimations montrent que chacun des
trois groupes de microorganismes est susceptible de contribuer

pour une part trés variable & 1'apport d'azote au sol.

00000

L'objectif du travail présenté ici a été d'approfondir
nos connaissances sur 1'association "riz-fixateurs de N2 rhizos-
phériques hétérotrophes”.

Nous avons tout d*abord (chapitre I) effectué une analyse
détaillée de cette microflore, 4 la fois qualitative et quanti-
tative, et approfondi quelques unes de ses propriétés les plus
remarquables.

La seconde partie de ce travail a 8té consacrée au réle
de la plante dans 1'association "riz-fixateurs de N2“ et & 1'inci-
dence des principaux facteurs de 1'environnement sur la fixation
rhizosphérique de N2' Nous avons également examiné divers types
d'interactions entre la microflore fixatrice et d'autres organismes
rhizosphériques.

Le dernier volet de notre étude a consisté a& préciser
1'effet de 1a microflore fixatrice de N2 sur la croissance du riz
et & rechercher 1'origine de cet effet. Nous avons pour cela

procédé a des essais d'inoculation de systémes "sol-riz" avec de
nombreuses souches fixatrices de N2 rhizosphériques.



CHAPITRE 1

ETUDE DE LA MICROFLORE HETEROTROPHE AEROBIE
FIXATRICE DE N»

DANS LA RHIZOSPHERE DU RIZ






I. INTRODUCTION

La rhizosphére est un microhabitat particulier
constitué par 1'interface sol-racines. Elle peut &tre divisée en
trois compartiments : (1) la rhizosphére sensu stricto constituée
par le sol immédiatement au contact des racines; (2) le rhizoplan,
formé par la surface des racines et les microorganismes qui s'y
trouvent; (3) 1'endorhizosphére, comprenant le cortex racinaire
envahi et colonisé par des microorganismes hétérotrophes dans 1la
phase de vieillissement des racines.

Les études concernant la microflore fixatrice de N2
des sols de riziére sont relativement nombreuses, qu'il s'agisse
de sols rhizosphériques ou de sols non rhizosphériques (cf. notamment
les revues de Dommergues et Rinaudo (1979), Watanabe et Furusaka
(1980), Yoshida et Rinaudo (1982).

11 s'tagit le plus souvent d'observations qualitatives
concernant un type de microorganisme particulier (Azospirillum,
Azotobacter, sulfato-réducteurs...).

Les études de nature quantitative sont peu nombreuses.
Elles montrent notamment que les fixateurs aérobies sont beaucoup
plus abondants que les fixateurs anaérobies dans la rhizosphére du
riz (Ishizawa et al. 1975; Balandreau et al., 1975) et que la propor-
tion de fixateurs de N2 au sein de la microflore hétérotrophe
aérobie peut étre trés forte, de 1'ordre de 50% (Trolldenier, 1977;
Watanabeet Barraquio, 1979). Mais dans ce cas, la microflore
fixatrice est considérée globablement et sa composition n'est pas
précisée.

L'un des objectifs du travail que nous présentons a
été d'analyser la distribution qualitative et quantitative de la

microflore fixatrice hétérotrophe aérobie dans la rhizosphére du riz.
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Nous avons pour cela réalisé une étude détaillée de cette microflore
dans les trois compartiments d'une rhizosphére typique de riz
cultivé sur sol gris de Casamance (il s'agit de sols trés fréquents
en moyenne Casémance, dont l1a fertilité naturelle est supérieure
& la moyenne, et qui conviennent parfaitement & la culture du riz).
Parallélement,nous avons effectué des prélévements
de systémes racinaires dans de nombreux sols de riziédre du Sénégal
et isolé des fixateurs de N2 d partir de fragments de racines stéri-
lisées en surface.
Ces deux démarches nous ont permis de réunir prés
d'une centaine de souches fixatrices rhizosphé&riques dont nous avons
réalisé 1'&tude taxonomique. Nous avons &galement analysé& quelques

propriétés de cette microflore.
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2. MATERTEL ET METHODES

2.1. Méthodes d'étude de la distribution de Ta microflore

L'analyse des différentes composantes de la microflore
rhizosphérique (bactéries,actinomycétes et champignons) est effectuée
dans les trois compartiments de la rhizosphére: sol rhizosphérique

(SR), rhizoplan (R), endorhizosphére (ER).

2.1.1. Prélévement des échantillons
Un pied de riz (cv. Moroberekan) est cultivé pendant
prés de 4 mois en serre dans un pot contenant 5 kg de sol gris de
" Casamance (Dianaba) ayant regu au préalable 1 g de KZHP04. 15 g C03Ca
et 0,5 g de SO4(NH4)2. Un mois environ aprés 1‘'épiaison, au cours
de Ta maturation, le pied de riz est extrait du pot et la majeure
partie du sol environnant est éliminée par lavage dans un bac d'eau.
Le sol rhizosphérique (SR) est obtenu par lavage dans
500 m1 d'eau stérile de la portion de racines comprise entre 5 et
20cm au dessous de la surface du sol. Quatfe lavages successifs sdnt
ainsi effectués avec renouvellement de 1'eau & chaque opération.
Le sol rhizosphérique est ainsi mis en suspension dans 2 1 environ.
Pour extraire la microflore du rhizoplan, 1a masse
racinaire est fractionnée en 16 parties égales, et 1'une de ces
fractions est sectionnée en fragments homogénes de 4cm de long
environ. Ces fragments sont agités vigoureusement pendant 10 mn dans
un flacon sérum de 250 ml contenant 100 ml d'eau stérile, en présence
de billes de verre. L'opération est répétée 5 fois avec changement
de 1'eau chaque fois. Le rhizoplan (R) est ainsi dilué dans 500 ml

d'eau.
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Les racines extraites du dernier lavage sont broyées
dans un mortier et remises en suspension dans 100 ml d'eau stérile
pour 1'obtention de 1a microflore de 1'endorhizosphére (ER).

Des suspensions dilutions (jusqu'a 10_6) sont effectuées

a partir des trois échantillons SR, R et ER.

2,1.2. Numération des différents groupes de microorganismes

Les numérations des bactéries, des actinomycétes et
des champignons sont effectuées en double exemplaire, directement
par étalement sur boite de Pétri de 0,2ml1 des suspension SR, R et ER.
Les numérations des bactéries fixatrices de N2 et des bactéries
dénitrifiantes sont effectuées se]oﬁ la méthode du nombre le plus
probable (MPN), par inoculation de 0,2ml des suspensions dans des
tubes de 12 x 120 (5 tubes par dilution, 5 ml de milieu par tube).

La composition des milieux de numération est la
suivante

a - Microflore totale: "bactopeptone" 10 g, glucose 5 g, extrait de

levure 3 g, "bacto agar" 15 g, eau distillée 1000 ml1, pH 7,2.

b - Champiqnons : extrait de pomme de terre (Difco) 30 g, eau
distillée 1000 m1. On ajoute par filtration (Millipore 0,45um) du
chloramphénicol 0,1 g, de 1a pénicilline 20 U et de la streptomycine
40 U.

¢ - Actinomycétes (Kiuster et Williams, 1964): amidon soluble 10 g,
caséine 0,3 g, KNO3 2 g, NaCl 2 g, KZHPO4 2 g, MgSO4,7H20 50 mg,
CaCO3 20 mg, FeSO4,7H20 10 mg, agar 15 g, eau distillée 1000 mi1,

pH 6,5. On ajoute par filtration (Millipore 0,45um) du cycloheximide
100 mg. Avant d'effectuer les dilutionson ajoute une solution anti-

bactérienne de phénol & la suspension mére (700 mg/100 ml).



13

d - Bactéries fixatrices de Nz: milieu M gélosé a 4 %, auquel on

ajoute de 1'extrait de levure (Difco) 100 mg/1.

Composition du milieu M: KZHPO4 800 mg, KH2P04

4H,0 100 mg, FeSO

200 mg, MgSO4,7H20

200 mg, NaCl 100 mg, CaCl 7H20 10 mg, solution

2°7°2 4
d'oligo éléments d'Augier 1 ml, acide malique 4 g, eau distillée
1000 m1, pH 6,8 ajusté avec NaOH 2N.

La présence de bactéries fixatrices de N2 est décelée
par le test de réduction d'acétyléne: introduction de 2% d'acétyléne
dans le tube dés qu'apparait une croissance bactérienne et recherche
de 1'éthyléne produit par chromatographie en phase gazeuse, aprés

24 h d'incubation sous acétyléne.

e - Bactéries dénitrifiantes (Focht et Joseph, 1973): bouillon nutri-

tif (Difco) 8g, KNO3 1 g, eau distillée 1000 ml, pH 7. On utilise
le réactif de Griess-Ilosvay pour la détection du nitrite, et la

poudre de zinc pour celle de la réduction du nitrate en gaz.

2.1.3. Isolement et identification sommaire des bactéries

Les isolements sont effectués aprés étalement et
incubation des suspensions dilutions sur milieu peptoné gélosé. Pour
chacun des échantillons SR, R et ER, on isole 36 souches & paftir
des dilutions contenant entre 60 et 200 colonies, en utilisant une
grille d'isolement (Bianchi et al., 1974). La purification des souches
ainsi isolées est obtenue par passages successifs sur "nutrient agar"
(Difco) et observation au microscope. Les souches sont conservées en
pilulier a + 4°C.

La liste des caractéres étudiés est la suivante
- morphologie de la culture (aspect de la colonie sur gélose nutritive:
surface, pigmentation, diamétre, &1évation, contour);

- morphologie cellulaire (forme, dimension, sporulation, mobilité,

arrangement cellulaire );
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- culture en bouillon nutritif (aspect du trouble, pellicule en sur-
face); coloration de gram, coloration des flagelles {Rhodes, 1958);

- recherche de 1'oxydase sur papier filtre (Kovacs, 1956), de la
catalase (H202 & 10 volumes), de la réduction du nitrate en nitrite
(réactif de Griess-Ilosvay) ou en gaz (poudre de zinc) en milieu de
Focht et Joseph (1973);

- étude de 1'hydrolyse de 1'urée sur milieu de Fergusson modifié

par Roland et al. (1947);

- étude de la fermentation du glucose selon Hugh et Leifson (1953);

- production de dihydroxy-acétone révélée avec le réactif de Fehling
(Gordon et al., 1973).

- 1tactivité d'enzymes extracellulaires sur des milieux peptonés
enrichis en macromolécules organiques (amidon, gélatine, lécithine,
Tween 80) ajoutées a raison de 2 g/1 est révélée par 1'apparition
d'auréoles autour de la colonie. Ces zones sont lues directement

dans le cas de la l1écithine et du Tween 80 (Sierra, 1957), ou révé-
lées par le réactif jodo-ioduré pour 1'amidon,et le chlorure mercurique
pour la gélatine (Frazier, 1926);

pour 1'étude des besoins nutritionnels, le milieu minéral de base MMB
comprend: NaZHP04.12H20 3,77 g, KH2P04 0,98 g, NH4C1 0,5 g, MgSO4,
7H20 30 mg, solution d'oligo-€éléments 1 ml, solution Tris-HC1 1M

pH 7,5 10 ml, agar 15 g, eau distillée qsp 1000 ml. La source de
carbone (glucose ou malate 0,4%) ainsi qu'une solution de vitamines
(2 m/1) sont ajoutées par filtration (Millipore 0,45um). L'ensemen-

cement des boites de P&tri se fait au moyen d'un inoculateur multi-

points (Lovelace et Colwell, 1968).

2.2, Isolement de fixateurs de N2 a partir de racines stérilisées

en surface (fixateurs de N2 "endorhizosphériques").
Ces isolements ont &été effectués au moyen d'une technique

inspirée de celle que D3bereiner et Day (1976) ont utilisée pour
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isoler Spirillum lipoferum de 1'endorhizosphére de Digitaria decumbens:

stérilation superficielle de fragments de racines, et introduction
de ces fragments de racines dans un milieu sans azote faiblement
gélosé.
2.2.1. Stérilieation superficielle du systéme racinaire
Le systéme racinaire ést débarassé du sol adhérant par
lavage & 1'eau du robinet, puis immergé dans une solution de chlora-

mine T & 1% pendant 1 h. Il est ensuite lavé 3 deux reprises & 1'eau

stérile puis maintenu 1 h dans 1'eau stérile.

2.2.2. Isolements

Des fragments de racines de lcm de long sont découpés
stérilement puis introduits verticalement dans du milieu M sans azaote
gélosé a 3%,, en tubes & hémolyse de 10 x 70 mm (3 ml de milieu par
tube). Le développement bactérien est apparent aprés 2 a 3 jours
d'incubation a 30°C. Il se manifeste le plus souvent par 1'apparition
de voiles situés entre 2 et 5 mm sous la surface, caractéristiques
de bactéries microaérophiles., Plusieurs repiquages successifs en
gélose molle permettent d'enrichir Va culture en bactéries f{xatrices
de NZ' Les étalements sont alors effectués sur boites de Pétri
(milieu M gélosé & 17%,) mises & incuber en aérobiose ou en microaéro-
philie (dans un dessiccateur en présence d'un mélange N2-02 a 1% deb
02). Les colonies isolées sont repiquées sur milieu complet en aéro-
biose (géloses inclinées en tube). Aprés plusieurs repiquages succes-
sifs et contrble au microscope de la pureté des souches, on procéde
au test de réduction de 1'acétyléne.
Remarque : Cette technique favorise 1'isolement des microorganismes
a croissance rapide. On ne peut donc prétendre a 1'issue des repiquages
successifs que Tes microorganismes isolés soient des él1éments dominants

de la microflore fixatrice de NZ'
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2.3. Constitution d’une _collection_ de fixateurs de N, rhizosphériques
La collection que nous avons constituée (tableau 2) comporte:
1 - 51 souches isolées & partir de fragments de racines stérilisées
superficiellement;
2 - 27 souches représentatives de 1a microflore fixatrice de N2 du
systéme "sol gris de Casamance-riz cv. Moroberekan";

3 - 5 souches de référence (Azospirillum brasilense et A. lipoferum)

qui nous ont été fournies par J. D8bereiner.

- Les souches 1 & 66 proviennent de racines stérilisées superficiel-

lTement: les souches 1 & 50 sont des Azospirillum; cinq d'entre elles
sont des souches de référence (A. brasilense Sp7 et Sp28: n° d'ordre
1 et 47; A. lipoferum Spl07, SpBrl7 et Sp59 b: n° d'ordre 48, 49 et
50).

- Les souches 67 & 93 ont é&té isolées du systéme "sol gris-riz

cv. Moroberekan". Elles sont indexées SR, R ou ER suivant qu'elles
proviennent du sol rhizosphérique, du rhizoplan ou de 1'endorhizos-
phére. Les souches 71 & 93 sont des bactéries corynéformes pigmentées
en rose; elles constituent le groupe dominant de ce systéme.
Remarque: toutes ces souches réduisent 1'acetyléne en éthyléne.

Nous avons également vérifié qu'elles sont capables de crofitre sur
milieu minéral avec pour seule source d'azote, 1'azote moléculaire

ou 1'azote ammoniacal.

Basée sur 1‘examen de 251 caractéres morphologiques,
physiologiques, biochimiques et nutritionnels, cette étude a été
réalisée avec la collaboration de J-L. Garcia, S. Roussos et

D. Gauthier.



Tableau 2. Orfgine des souches rhizosphériques
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fixatrices de l2

N°® d'ordre N° souche Pays d'isolement Lieu Culture

2 RO7 Sénégal Richard-Toll riz inondé
3 818 . Bambey ai)

4 819 . - -

5 820 * - -

6 B21 . - -

7 B22 . - -

8 B23 - - -

9 824 * - -

10 82% . - -

11 B26 “ - -

12 oKk27 . Dakar (Bel-Air) -

13 $28 . Sangalcam ma¥s

14 529 “ - -

15 R30 . Richard-Toll riz inonde
16 R31 . - -

17 R32 . - -

18 R33 . - -

19 R36 . - -

20 0643 - Dagana -

21 pGa4 “ - -

22 SF49 . Séfa riz pluvisl
23 SF50 . - -

24 $D51 . Sédhiou riz inonde
25 ON61 e Dianaba -

26 [ 1 3] - - -

27 DNG4 . - -

28 K66 - Kolda riz pluvial
29 K67 - - -

a0 K68 - - -

31 070 . Oussouye riz inondé
32 071 " - -

a3 072 . - -

34 073 - . -

35 KR77 * Xorounaté -

36 KG81 . Kangodi riz pluvfal
37 K682 . - -

38 BK85 . Bounkilin -
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Tableau 2 (suite)
N° d'ordre N° souche Pays d'isolement Lieu Culture
39 BK86 Sénégal Bounkilin riz pluvial
40 DK93 - Dakar(Bel-Air) riz inondé
41 A94 France Mas Adrien riz inondé
42 A95 " (Camargue)
42 A9S . - -
43 A96 - - -
44 A87 d - -
45 D98 Sénégal Djibélor -
46 099 - - -

1 Sp7(ATCC29145) Brésil Rio de Janeiro Digitaria
47 Sp2s - - fanicum
48 Splo7 " - ble
49 SpBrl17(ATCC29709) " Brasilia ma¥s
$0 Sp59b{ATCC29707) - Rio de Janefro bl1é
Sl R38 Sénégal Richard-Toll riz inondé
52 R39 " - -

53 DG46 . Dagana -
54 DG47 " - .
$5 sD52 . Sédhiou -
56 SD53 " - -
57 SD54 . - -
58 SD8S " - -
59 5057 » - -
60 SD58 " - -
61 S059 " - -
62 SD60 » - -
63 DNB5 - Dfanaba -

64 BRBO " Brin riz pluvial
[ KG83 - Kangodi -

66 :1.4:1:1 L Bounkilin -

67 SR2 " Dianaba riz inondé(pot)

68 SR22 " - -

69 R4 L] - -

170 R1D " - -




Tableau 2. (suite et fin)

N° d'ordre N° souche Pays d'isolement Lieu Culture
71 SR1 Sénégal Dianaba riz inondé(pot)
72 SR5 . - -
73 SR7 . - -
78 SR12 v - -
75 SR13 - - -
76 SR18 " - -
77 SR20 - - -
78 SR25 " - -
79 SR26 v - -
80 SR29 " - -
81 SR31 . - -
82 SR32 . - -
83 SR61 . - -
84 SR62 . - -
85 R2 " - -
86 R24 " - -
87 R30 . - -
88 ER4 v - -
89 ER7 . - -
90 ER18 v - -
91 ER19 - - -
92 ER27 - - -
93 ERS1 " - -

19
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2.4.1. Caractéres morphologiques

L'aspect de la colonie, la morphologie cellulaire,

1'aspect de 1a culture en milieu liquide, 1a coloration de gram et
la coloration des flagelles ont &té d&éjd mentionnés pour |'identifi-
cation sommaire des bactéries (cf § 2.1.3). Les capsules sont
recherchées en présence d'encre de Chine. Le poly- g-hydroxybutyrate
révélé par coloration au noir soudan des cellules cultivées en aéro-

biose en présence de DL-3-hydroxybutyrate.

2.4.2. Caractélres biochimiques

L'oxydase, la catalase, 1'hydrolyse de 1'urée, la
fermentation du glucose, 1'hydrolyse de macromolécules organiques,
la production de di-hydroxyacétone et 1a réduction du nitrate en
nitrite ou en gaz ont &t& déja pentionnées (§ 2.1.3.). La recherche
des décarboxylases de la lysine et de 1'ornithine ainsi que 1'arginins
dihydrolase est réalisée selon la méthode de Richard (1968). Les tests
suivants sont effectués selon les procédés décrits par Skerman (1967):
réaction de Voges-Proskauer, rouge de m&thyle, production d‘HZS et
d'indole, croissance en milieu au citrate de Simmons. La recherche
de la tryptophane désaminase est effectuée selon le procédé de Roland

et al. (1947).

2.4.3. Caractdres physiologiques

Les croissances a différentes tempé&ratures (4, 12, 22,
37, 41 et 43°C) et & différents pH (4,5, 6, 8 et 9), ainsi que la
tolérance & des concentrations élevées en différents substrats (NaCl
0,5%, KNO3 8%, KNO2 0,5%, azoture 0,03%) sont testées sur bouillon
nutritif (Difco).

La prototrophie vis 3 vis du glucose ou du malate est
testée sur le milieu suivant
NaZHP04,12H20, 3,77 g; KH2P04,
glucose ou acide malique, 2 g; solution d'oligo-éléments, 1 ml;

0,98 g5 NH,C1, 0,5 g; MgS0,,7H,0, 30 mg;

eau distillée, 1000ml; pH ajusté & 6,8.



2.4.¢. Etude nutritionnelle

Cette étude est inspirée, de celle de Stanier et al.
(1968) sur le genre Pseudomonas. Les cultures sont réalisées sur
milieu solide comprenant 1a solution de base MMB dont la composition
est mentionnée ci-dessus. 155 substrats organiques constituant
1'unique source de carbone et d'énergie sont testé&s .a raison de
2 g/1pour les glucides, 0,25 g/1 pour le phé&nol et 1 g/1 pour les
autres composés. Tous ces substrats sont ajoutés au milieu stérile
aprés filtration (Millipore 0,45um) 3 1'exception du géraniol et du
naphtaléne qui sont déposés dans le couvercle des boftes de P&tri
aprés ensemencement. Une solution complexe de facteurs de croissance
(vitamines et coenzymes) est &galement ajoutée 3@ raison de 2 ml/1
aprés filtration (Millipore 0,45um).

L'ensemencement des botftes de P&tri est réalisé au
moyen d'un inoculateur multipoint selon Lovelace et Colwell (1968)
3 partir de cultures jeunes prélevées dans de 1'eau distillée stérile
sur milieu gélosé. Aprds 15 jours d'incubation, 1a présence ou
1'absence de croissance est déterminée par rapport 3 un témoin sans

substrat carboné.

2.4.5. Analyse numérique.

Les caractéres sont codés "1" pour positif ou présent
et"0" pour négatif ou absent. La matrice contient 50 souches et 251
caractéres. La méthode d'agré&gation selon le critére de 1a liaison
compléte est utilisée. La distance entre souches et groupes de souches
est calculée selon le critére du Khi 2; elle s'exprime en indices
taxonomiques. Le niveau hiérarchique le plus discriminant est déter-
miné selon la courbe d'entrée des souches dans le dendogramme

(Bianchi, 1971).
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2.4.6. Composition en bases de L'ADN

L'ADN est extrait des cellules cultivées en milieu
complexe pour des souches réparties parmi les divers phénons obtenus.
L'extraction est effectuée suivant la méthode de Marmur (1961):
1 - mise en suspension des cellules dans une solution saline EDTA
pour inhiber 1'activité DNase puis lyse des cellules par le lysozyme,
2 - aprés action du perchlorate de sodium qui aide & dissocier
protéines et acides nuciéiques, déprotéinisation par un mélange
chloroforme-alcool isoamylique,
3 - précipiation des acides nucléiques par 1'alcool éthylique, enrou-
lement sur une baguette de verre puis dissolution en solution saline-
citrate,
4 - séparation ADN-ARN par traitement & la ribonucléase et précipi-
tation de 1'ADN par 1'isopropanol.

La composition en bases est calculée a partir de la

densité de flottaison (Mandel et al., 1968).

Une culture en phase exponentielle sur milieu riche
(bouillon nutritif (Difco)) est centrifugée lavée et resus-
pendue avec du milieu M sans azote & une concentration de 5.107
cellules/ml. 25 ml de cette suspension sont placés en flacon sérum
de 125 m1. L'atmosphére du flacon est remplacée par de 1'argon puis
on y ajoute différentes quantités d'oxygéne (de 0 & 10 kPa).Les flacons
sont agités 3 h a 30°C pour permettre la dérépression de la nitrogé-
nase en absence de croissance (Gauthier, 1978). L'activité de la
nitrogénase est mesurée par la méthode de réduction de 1'acétyléne:
introduction de 10% d'acétyléne dans le flacon et mesure de la

production d'éthyléne au cours des 3 premi&res heures d'incubation.
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L*ARA spécifique est exprimée en nmoles d'@thyléne produit par mn et

mg de protéines dosées par la méthode de Lowry et al (1951).

2.6. Recherche de 1'aptitude des souches_fixatrices de N, a _croitre

La base saline des différents milieux utilisés est
celle du milieu M. L'azote est apporté sous forme de NH4C1 (20 mM).
La source de carbone est selon le cas: de la pectine (Unipectine,
ruban rouge, 1,5 g/1), du galacturonate de sodium (2 g/1) de 1'arabi-

nose (2 g/1), du galactose (2 g/}), du méthanol (10'2

M). Les cultures
sont effectuées dans des flacons sérum contenant 25 ml de ces
différents milieux. Aprés inoculation (5 x 107 celluies/ml), les
flacons sont incubés & 30°C avec agitation. La croissance est estimée

par mesure de la densité optique & 570 nm.
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3. RESULTATS

3.1. Distribution_de_la microflore _hétérotrophe aérobie, et _en

3.1.1. Distribution des bactériee des champignons et des
actinomycétes

Nous constatons (tableau 3) que les nombres totaux
de microorganismes sont &levés {de 1'ordre de 108 par g de sol sec
ou par g de racines séches), et varient peu lorsqu'on passe d'un
compartiment & 1'autre. Le nombre desbactéries fixatrices de NZ’
des bactéries dénitrifiantes et des champignons diminue dans ER par
rapport a8 R, alors que le nombre des actinomycétes est plus élevé

dans ER.

3.1.2. Distribution des bactéries hétérotrophes en six groupes
morphologiques et nutritionnels.
Dans chaque é&chantillon SR, R et ER, 36 souches ont
été isolées en culture pure. Ces souches ont &té classées en six

groupes taxonomiques définis par Bianchi et al.(1974):

1 - ASP = bitonnets asporulés gram + ou variable,

2 - A = bdtonnets asporulés gram -, @ métabolisme oxydatif,
aciliés ou péritriches,

3 - FC = batonnets asporulés gram -, 3 métabolisme fermentatif,

4 - P = batonnets asporulés gram -,& métabolisme oxydatif et cilia-
ture polaire,

5 -5 = batonnets sporulés gram +,

6 - C = cocci.



Tableau

3.

Distribution de diverses composantes de la microflore hé&térotrophe aérobie

dans la rnizosphére du riz cv. dorobérékan cultivé sur sol gris de

Casamance (plante de 3 mois).

Compartiment de Microflore Bactéries Actinomycétes Champignons

la rhizosphére totale Fixatrices de N2 Denitryfiantes

SR 4,3 x 108 1,1 x 108 7.8 x 107 7,2 x 108 1,5 x 19
(2,0 x 108 (5,0 x 107) (3,6 x 107) (3,3 x 10%) (7,0 x 104

R 1,8 x 10% 1,8 x 107 1,8 x 10’ 7.4 x 108 8,3 x 10

ER 1,2 x 108 2,0 x 108 7,5 x 108 8,6 x 108 2,2 x 10

- SR = Sol rhizosphérique; R = rhizoplan; ER = endorhizosphere

- Les résultats expriment te nombre de microorganismes par gramme de racines séches

ou par gramme de sol

sec (valeurs entre parenthéses).

K4
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La distribution des souches bactériennes a été représentée
en pourcentages pour chacun des échantillons SR, R et ER (fig. 1).

La distribution qualitative des bactéries varie considérablement d'un
échantillon a l'aqtre. Les batonnets asporulés & gram variable
dominent dans 1°'é&chantillon SR (53%). Dans 1'échantillon R ce sont
les batonnets sporulés gram® (Bacillus) qui dominent {45%). Nous n'en
avons  trouvé aucun dans 1'é&chantiilon ER od deux groupes sont dominants
les batonnets asporulés gram a métabolisme oxydatif dont 39% a
ciliature polaire (pseudomonades en majorité) et 29% aciliés ou a
ciliature péritriche (Alcaligenes en majorité).

La plupart des souches isolées sont oxydase et catalase
positives (tableau 4). La majeure partie des souches des trois
compartiments sont prototrophes et présentent une meilleure assimi-
lation du malate par rapport a celle du glucose. Un grand nombre de
souches sont capables de réduire le nitrate en nitrite; la proportion
de souches dénitrifiantes augmente dans ER (65% des souches). Relati-

vement peu de souches fermentent le glucose.

3.1.3. Distribution des fixateurs de N, au gein de la microflore
hétérotrophe aérobie.
La microflore fixatrice de N2 comporte trois groupes
dominants (fig. 1 , surfaces hachurées). .
1 - Des batonnets asporulés & gram variable présentant une pigmen-
tation rose et une pléomorphie marquée. I1 s*agit de bactéries
corynéformes. Ce groupe, présent dans les trois compartiments de la
rhizosphére, est largement dominant dans SR.
2 - Des batonnets asporulés gram négatifs avec un flagelle polaire
et fermentant le glucose sans production de gaz. I1 s'agit de Vibrio-

nacées (Vibrio ou Aéromonas), présents dans R et ER.

3 - Des batonnets asporulés gram négatifs, & métabolisme oxydatif
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Tableau 4., Caractéres biochimiques et exigences nutrition-
nelles des bactéries appartenant a chacun des
trois compartiments de la rhizosphére.

Sol rhizos- Rhizoplan Endorhi-

phérique zospheére
Catalase 90 92 87
Oxydase 90 94 84
Fixation de N2 53 25 16
Reéduction de N()3 en NOZ 53 80 81
Dénitrification 47 33 65
Fermentation Ju glucose 3 22 16
Hydrolyse de 1'urée 50 39 68
Dihydroxy acétone 25 36 52
Hydrolyse de 1'amidon 28 47 16
Hydrolyse de la gélatine 38 47 45
Hydrolyse du tween 80 22 28 39
Hydrolyse de la Técithine 9 8 45
Prototrophie 1Glucose 31 44 61
Malate 84 75 77
Prototrophie - Glucose 41 64 90
+ vitamines Malate 90 78 87

Les résultats sont exprimés en % de la population totaie.
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et ciliature polaire, dans SR et R, Ce groupe comporte des bactéries
de type Pseudomonas, ainsi que des Spirilles dont la taille est

nettement plus petite que celle d'Azospirillum.

Remarque: dans chacun des trois compartiments de la rhizosph&re, nous
avons recherché les fixateurs de N2 parmi 36 souches repré&sentatives
de la microflore totale. Si nous n'avons pas trouvé d'Azospirillum,
c'est que ces microorganismes ne sont pas représentatifs de cette
rhizosph&re. Par contre sur ce méme sol, mais & partir de racines
stérilisées en surface, nous avons isolé trois souches d'Azospirillum
(ON 61, DN 63 et DN 64). Ces microorganismes sont donc bien présents
(quoique peu nombreux); il est probable que leur isolement aura &té
facilité par la technique utilisée (cultures d'enrichissement succes-
sives).

La proportion de bactéries fixatrices de N2 au sein de la
microflore totale (cf. tableau 4) décroit réguliérement quand on passe
de SR (53%) & R (25%) puis & ER (16%). Ces valeurs sont apparamment
en contradiction avec les ré&sultats obtenus par Watanabe et Bgrraquio
(1979), qui ont observé dans le cas du riz cv.IR26 cultivé sur un
sol des Philippines que cette proportion augmente au contraire quand
on passe du sol rhizosphérique & 1'endorhizosphére (2, 76 et 81%
respectivement pour SR, R et ER).

La proportion des actinomycétes, par contre, augmente de
SR & ER. Signalons a ce propos que Venkatesan et Rangaéwami (1964)
ont observé une augmentation du nombre des actinomycgtes dans la
rhizosphé&re du riz par rapport au sol non rhizosphérique. I1 convient
également de mentionner les résultats obtenus dans le cas du ma¥s
par D8bereiner et Baldani (1979) qui ont observé que la proportion
de bactéries résistantes a de faibles niveaux en streptomycine (20ng/

ml) au sein de la microflore totale, était beaucoup plus forte dans



30

1'endorhizosphére que dans le sol. Cet ensemble de considérations

nous conduit & penser que les actinomycétes, en raison de leur
aptitude & produire des substances antibiotiques, pourraient exercer
un certain contrdle de la colonisation rhizosphérique. Cette hypothése

sera examinée plus en détail au chapitre suivant.

3.2. Etude_taxonomique _des _fixateurs _de N2 rhizosphériques

Cette étude a été effectuée sur :
- 50 souches du genre Azospirillum,
- 23 souches corynéformes qui constituent 1a microflore dominante du
systéme "sol gris-riz c¢cv Morobérékan",

- un troisiéme groupe hétérogéne comprenant 20 souches.

3.8.1. Souches du genre Azospirillum (souches 1 & 50)

Sur les 251 caractéres étudiés, 64 ont &té négatifs pour
1'ensemble des souches. L'emploi de l1a méthode d'agrégation selon le
critére de 1a liaison compliéte (Bianchi, 1971), a permis de regrouper
46 souches (soit 92 % de 1'ensemble) en 11 phénons.

La coupure a été effectuée 3 1'indice 0,016 (fig. 2). Les souches se
répartissent en deux ensembles A et B comportant 36 et 14 souches
respectivement.

a - Caractérisation des phénons. La fréquence des carac-

tédres positifs pour les 11 phénons est présentée dans le tableau 5.

La plupart des souches sont morphologiquement trés voisines et
répondent & la description donnée par Tarrand et al. (1978): bétonnets

gram négatifs, courts, trapus, 1égérement incurvés, mobiles, larges
de 1,0 um et longs de 2,0 & 4,0 um, Dans les cultures sur agar nutri-
tif gélosé incliné, les bactéries présentent un cil polaire et plu-
sieurs flagelles latéraux plus fins et de longueur d'onde plus courte.
Cependant, les souches des phénons 10 et 11 n'ont qu'un c¢cil polaire;

elles sont moins larges que les souches des autres phénons qui
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Tableau 5. Fréquence des caractlres positifs exprimde en
pourcentages, pour les phénons 1 & 11,

Phénons
Caractéres 12 3 4 s s 7118 9 10 1
Nombre de souches [3 7 3 4 4 2 9|2 s 3 4

Flagelles potaires (100 100 100 100 100 100 100 |100 100 100 100
" latéraux 100 100 100 100 100 100 100 | 100 100 ] 25

Croissance & 4° ] 0 ] 0 25 0 11 | 100 100 0 0
* 12° (100 57 100 75 100 50 89100 100 100 75
* 41° (100 100 100 100 100 100 100100 100 100 SO
" 43° 66 100 100 100 25 100 66 (100 100 100 SO
" pH 6 66 100 100 100 100 100 100|100 100 33 100
" pH S8 33 71 100 100 100 100 100|100 100 0 0

Croissance sur:

NaCl 5% [ 14 0 ] 0 0 0 0 60 0 ]
KN03 8% 0 [ 33 0 0 0 0 0 100 0 0
KNOz 0,5% [ [ 0 0 0 0 0 0 20 0 0
Azoture 0,03% 0 0 0 [ 0 0 0 0 80 0 0
Caractéres biochi
afques
Catalase 33 10 100 75 100 100 90 0 0 66 75
Hydrolyse de gélad
tine 0 0 33 0 S0 100 66| O 20 0 25
Hydrolyse amidon | 0 0 0 0 0 0 0 100 80 O 0
- urée 100 100 66 100 75 100 100 0 0 100 50
" tween 80 | 66 0 a3 25 50 0 45 [ 40 100 75
" jaune d'oeuf| 33 0 66 0 0 0 0 0 0 100 75
Nog ’NOE 100 100 100 100 100 100 1004100 100 33 100
NO:; - gaz 100 100 100 100 SO0 50 66100 100 33 50

Assimilation HO; 0 30 66 S0 100 100 100|100 100 66 25

Production d'HZS 0 0 0 0 0 0 0 0 60 0 ]



Tableau 5. (suite)
Phénons

Caractéres 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Nombre de souches| 3 7 3 4 4 2 9 2 ] 3 4
Glucides
D-ribose 160 100 66 100 100 [} [} o 20 33 0
D-xylose 100 100 100 100 100 100 78 |1060 80 100 75
D(-) arabinose 100 86 0 100 100 0 55 [ 1} 33 1}
L-arabinose 100 100 100 75 100 100 89 {100 80 100 100

raffinose 1] 1] 1} 0 100 1] 1] 1] 1] 0 1}
L-rhaminose 33 14 0 0 100 0 66100 100 0 100
0(+)Glucose 100 100 66 100 S50 50 22 |100 100 100 100
O-mannose 33 14 0 50 25 S50 0 | 100 100 160 100
D-galactose 100 100 100 100 100 100 89 | 100 100 100 100
g-D-fructose 66 100 66 100 100 100 89 0 0 100 100
Saccharose 33 28 0 75 75 100 0 |100 100 100 100
Tréhalose 0 0 0 25 75 S0 11 )100 60 100 75
Maltose 33 14 0 0 0 100 22 100 100 100 100
D(+) cellobiose 0 14 0 50 50 50 0 .100 100 100 75
Lactose 1] 0 0 1] 0 0 0100 100 33 0
Amidon 100 14 0 0 0 50 0:100 80 0o 75
Gluconate 100 100 100 100 75 100 89 0 0 0 0
2 ceéto-D-gluconate 100 100 33 100 100 100 89 0 0 0 100
Melibiose 66 0 0 0 0 [} 0 :100 100 33 0
Saccharate 33 14 66 75 0 100 1} 0 1} 1} 0
Méthyl-D-glucoside O 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0
Acides gras )
Azélajdate .07 0o 75 0 0 0 0 0 33 0
Acétate 0 0 0 0 0 0 55 0 40 0 0
Propionate 100 86 100 75 100 0 100 j 100 100 33 25
Butyrate {100 100 -100 100 S0 100 100 0 80 0 100
[sobutyrate 100 100 100 100 0 ¢ 100 | 50 100 o 25
Valérate 100 100 100 100 75 100 100 (100 20 0 25
Valérianate 100 100 100 100 100 100 100 0 0 66 25
Isovalérianate 100 100 100 100 75 50 89 0 0 0 25
Caproate 66 100 100 S0 [ 0 |100 100 33 25
Pelargonate 33 0 0 $¢ 50 1] 0 0 0 0 1]

33



Tableau 5. (suite)
Phénons

Caractéres 12 3 4 5 6 7 |8 9 10 11
Nombre de souches| 3 7 3 4 4 2 9 2 5 3 4
Acides dicarboxy-
liques
Malonate 66 28 0 0 25 0 0 0 0 0 0
Succinate 0 0 0 0 75 0 0 0 0 0 0
Maléate 33 - 0 0 0 0 0 11 0 0 0 0
Fumarate 66 28 0 50 100 100 78 0 60 0 0
Glutarate 0 43 0 §0 100 100 89 0 0 0 25
Adipate 33 43 66 100 25 0 0 0 0 0 0
Pimélate 33 71 100 100 25 0 0 0 0 0 25
Subérate 33 100 100 100 50 0 0 0 0 0 25
Crotonate 100 100 100 100 100 100 89 0 0 0 0
Sébacate 33 100 100 100 25 0 0 0 0 0 75
Hydroxyacides
2 oxo-glutarate 0 100 0 25 25 0 100 0 100 0 0
OL-malate 33 28 100 100 100 100 89 0 80 0 50
0(-)tartrate 100 0 0 75 75 0 89 0 0 0 0
L(+) tartrate Lo o 0o 100 0 o0 o0| 0 0 o o
Mésotartrate : 0 0 0 0 0 0 11 0 0 0 50
DL-8 Hydroxybuty- ?
rate 1100 100 100 100 100 100 89 50 0 33 0
OL-lactate .100 100 100 75 76 100 100 :100 100 0 50
bL-glycdrate 1100 100 100 100 100 50 89! o0 0 0 0
Hydroxyméthylglu- 1
tarate | 66 100 33 100 100 100 22 0 0 0 0
Acides organiques i H
Citrate | 100 86 100 100 100 50 55 I 0 0 0 50
Pyruvate 3 14 0 75 75 100 100! 0 20 0 25
Aconitate 100 100 0 100 100 100 33 0 0 0 0
Lévulinate 0 43 66 75 25 0 0| 100 60 0 0
Itaconate 0 14 0 0 75 100 33 0 0 0 0
Mesaconate 0 0 33 0 25 100 89 0 0 0 0
D-glucuronate 33 43 33 100 50 50 0 50 60 0 50
D-galacturonate 0 28 0 100 0 100 89 0 0 0 25
Cisaconitate 66 71 0 100 0 100 44 0 20 0 0




Tableau 5, {suite)
Phénons

Caractéres 1 2 3 4 5 [ 1 8 9 10 11

Nombre de souched 3 7 3 4 4 2 9 2 5 3 4
Trans-aconitate 100 100 0 75 0 50 11 0 0 0 0
Alcools
Mannitol 66 100 0 100 50 0 0 50 0 33 75
Sorbitol 33 100 0 1loo 75 0 0 50 0 33 75
Inositol 33 57 -0 25 25 0 0 0 0 33 0
Adonitol 0o o 0 s0 25 o 0| 0o o 0 0
Giycérol 100 100 100 100 0 100 89| 50 20 33 75
Propane-1,2-diotl 100 100 100 100 100 100 89 | 100 0 0 25
Butane-2,3-diol 100 100 100 100 0 100 49 50 0 0 75
Ribitol 0 0 0 25 0 0 0 0 0 0 0
2 phényléthanol 33 100 66 100 0 0 0 0 0 33 25
Mé&thanot 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33 0
Ethanol 33 86 100 100 0 100 78 0 0 33 0
n-Propanol 66 71 100 100 100 100 89 50 60 33 0
Isopropanol 33 86 66 100 0 0 0 0 0 0 0
n-butanol 66 86 100 100 100 100 8% 0 0 33 0
Isobutanol 66 86 100 100 0 100 55 0 0 0 0
Géraniol 0 28 0 75 0 0 0 0 0 0 0
L-arabitol 0 [1} 0 715 1] 0 0 0 0 0 ]
Composés aromatiques
et cycliques non azotés
g-mandélate ' 0 0 0 75 0 100 0 0 0 0 0
L-mandélate .0 0 0 25 0 100 0 0 0 0 0
Benzoyl-formate .33 0 0 0 0 0 55 0 0 0 0
8Benzoate "33 o0 0 o0 o0 0 4| o o0 33 0
m-hydroxybenzoate ; 66 86 100 100 25 0 11 (100 80 66 25
p-hydroxybenzoate l ] 43 0 0 50 1loo 0 0 0 0 0
Naphtaléne Lo o 0 so 0o 0 of o o 0 0
Quinate ’100 86 33 100 50 0 0 0 60 0 50
Acides aminés .
aliphatiques ;
L-a-atanine i100 100 100 100 100 100 89 | 100 80 0 25
0-a-alanine 100 86 100 100 100 100 89 0 20 0 0
s-alanine 100 86 33 100 25 100 ] 0 0 0 0
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Tableau 5. (suite)
Phénons

Caractéres 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Nombre de souches | 3 7 3 4 4 2 9 l2 s 3 4
OL-sérine 33 28 33 75 25 100 44 0 0 0 0
OL-Thréonine 33 0 0 25 25 100 0 0 0 0 0
L-Leucine 66 100 100 100 100 100 66 0 40 66 50
OL-isoleucine 33 14 33 25 0 0 22 0 0 0 0
OL-norleucine { 33 86 66 100 25 100 4] [} 20 0 50
OL-valine : 0 0 66 0 0 0 22 0 0 0 0
L-aspartate 1100 100 100 100 100 100 89 0 80 0 25
L-glutamate 100 100 100 100 75 100 89 0 60 0 25
L-1ySine 100 86 0 100 25 0 0 0 0 0 0
L-arginine 100 86 66 100 75 0 89 0 0 0 0
OL-ornithine 100 86 0 100 25 V] 0 0 0 "] 0
L-citrulline | 33 28 33 100 4] [ 0 [} 4] 1] [}
L-a-aminobutyrate ' 0 0 0 o0 0 100 4| 0 © 0 0
y-aminobutyrate ilOO 100 100 100 75 100 100 0 60 0 25
OL-norvaline 133 28 66 100 0 100 89 0 0 0 0
L-asparagine I100 86 100 100 100 0 89 0 0 "] 25
L(+) cystéine ) ) 33 0 0 0o 0. O 0 0 0
Acides aminés
cycliques
L-Histidine 66 100 100 100 25 0 44 0 80 25
L-Proline 100 100 100 100 100 50 89 0 80 66 100
L-tyrosine [} [} [} [} [} 0 0 0 40 0 0
OLRhénylanine 33 86 100 100 25 0 0- 0 0 "] 25
P-aminobenzoate 0 0 0 25 0 0 0! 0 0 1] 1]
Anthranilate 0 0 0 75 0 100 0 0 0 0 0
Amines et composés’
azotés divers 5
Méthylamine 0 14 0 75 0 0 0 0 0 0 0
Ethanolamine 100 86 33 100 25 100 0 0 0 0 75
Benzylamine "33 28 o o o o o o o 0 0
Putrescine 33 0 0 0 0 1] 0 0 0 0 0
D-glucosamine 0 0 0 75 0 0 0 |100 80 0 0

bétaine 100 100 0 75 25 0 11 0 0 0 25

sarcosine 100 100 0 100 25 0 0 0 0 [} [}

hippurate 0 0 0 25 25 0 0 0 0
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Tableau 5. (suite et fin)
Phénons

Caractéres 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Nombre de souches 3 7 3 4 4 2 9 2 5 3 4
Pantothénate 66 14 0 100 0 100 33 0 0 0 0
Acétamide 0o 28 0 100 0 0o 11 0 0 0 25
Nicotinate 33 N 66 50 50 0 0 0 0 0 0
Esculine 0 0 0 0 0 0 0 0 0 66 25
Alcanes
n-dodécane 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0
n-hexadecane 0 0 0 100 0 100 0 0 0 0 0
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apparaissent souvent remplies de granules réfringents de PHB.
Les colonies ont un diamétre inférieur a 2mm, un bord régulier, une
surface lisse, elles sont opaques et de couleur blanche ou créme.

Toutes les bactéries sont oxydase positives, prototrophes
et présentent un métabolisme de type respiratoire. Dans tous les
phénons, on trouve des souches dénitrifiantes. Dans leur grande
majorité, les souches croissent de 12° 3 43°Cet @ pH 6 & 8. Elles
produisent toutes de 1'acide aprés croissance aérobie sur milieu
au glucose. Trés peu d'entre elles tolérent des concentrations élevées
en NaCl, KN03. KNO2 ou azoture. Elles accumulent toutes des réserves
de PHB aprés croissance sur g-hydroxybutyrate.

La séparation des souches en deux ensembles A et B est
essentiellement due au nombre de substrats utilisés: 60 substrats
en moyenne (soit 39%) sont utilisés par les souches de 1'ensemble A,
alors que les souches de 1'ensemble B n'en utilisent que 28 (soit
18%). La différence d'utilisation de ces substrats par famillesde
composés est présentée dans le tableau 6.

Le 6C % de 1'ADN de quelques souches représentatives de

1'ensemble A varie de 66 & 70 (tableau 7).

b - Position taxonomique. Tou;es les souches de référence
(A. brasilense Sp7 et Sp28; A. lipoferum Spl09, Sp Brl7 et Sp 59b)
sont dans 1'ensemble A; elles constituent le phénon 5 & 1'exception
de la souche Sp7 qui se trouve dans le phénon 7 (fig. 2). La subdi-

vision du genre Azospirillum en A. brasilense et A, lipoferum ne rend

donc absolument pas compte des différences que nous avons observées
entre les ensembles A et B définis a partir de 1'analyse de 251
caractéres.

D'autre part, selon Ddbereiner et De Polli (1981), tous

les Azospirillum isolés de 1'endorhizosphire du riz appartiendraient



Tableau 6. Pourcentage d'utilisation moyenne des substrats
carbonés par les souches d*Azospirillum des
ensembles A et B.

Substrats carbonés Ensemble A Ensemble B
Sucres et dérivés 40,5 55
Acides gras 42 23
Acides aliphatiques 51 10
Alcools et polyalcools 43 13,5
Composés aromatiques

non azotés 12 7.5
Acides aminés 42 11,8
Amines 15,8 7

Tableau 7. GC% de 1'ADN de quelques souches d'Azospirillum
représentatives de 1'ensemble A,

K°® souche N° phénon GC %
1 7 70"
2 7 68
27 4 66
30 1 67
43 2 67
50 5 703

“Déterminé par Tarrand et 21. (1978).



d 1'espéce A. brasilense., Cette affirmation est en contradiction
avec nos propres observations: 33 souches de notre collection ont
en effet été isolées de 1'endorhizosphére du riz, et parmi celles-ci
3 seulement (les souches 2, 41 et 46) sont incapables d'assimiler
le glucose ce qui constitue 1'un des critéres d'identification

d'A. brasilense.

Signalons que Franche et Elmerich (1§81) ont analysé le
contenu plasmidique de diverses souches d'Azospirillum, certaines
d'entre elles étant issues de notre collection. Les résultats obtenus
(tableau 8) montrent que les souches de 1'ensemble A se différencient
nettement des souches de 1'ensemble B par le nombre et la masse
moléculaire de leurs plasmides. Cette distinction, impossible avec

la classification des souches en A, brasilense et A. lipoferum,

semble confirmer la validité de l1a nouvelle classification que
nous proposons.
3.2.2. Souches corynéformes (souches 71 4 93)

Sur les 251 caractéres &tudiés, 126 ont &té négatifs pour
1'ensemble des souches. Parmi ceux-ci, 84 substrats carbonés n'ont
pas &té assimilés, L'analyse de taxonomie numérique a permis de
regrouper 14 souches en un seul phénon pour une distance taxonomique
de 0,017 (fig. 3).

a - Caractérisation des souches. Toutes les souches se

présentent sous forme de badtonnets de 1,5 & 3 um de long et d'une
largeur inférieure @ 0,5 um, & gram variable, souvent positif.A 1'ex-
ception des souches 93,84 et 83 qui sont aciliées, les cellules sont
mobiles par un flagelle polaire et peuvent former de petites chaines
ou s'agglomérer en amas. Elles présentent un polymorphisme accentué
avec des formes en V, en Y ou en crosse. Les colonies ont un diamétre
inférieur & 2mm; elles sont é&levées, a bord régulier et surface lisse.

Toutes présentent une pigmentation rose. Le pigment est extractible



Tableau 8. Analyse des plasmides de quelques souches d'Azospiril-
lum.

Azospirillum Plasmides®

Ensemble  Souche N° d'ordre Phénon Masse moléculaire (x106 d)

SF50 23 1 > 150 , 115 , 13, 3,5
DN64 27 4 > 150 , 115 , 33, 29
A $28 13 6 3 150 , 115 , 33, 29
Sp? 1 7 » 310%2,115 , 90, 40
RO7 2 7 > 310%%,115 , 90, 20, 4
5 ([ K67 29 9 90, 30
| xen kH 9 115 , 46, 27

#d'aprds Franche et Elmerich (1981)
#% 2 plasmides {dentifiés
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par 1'acétone: 1'analyse spectrophotométrique donne un pic & 357 nm,
et un autre & 475 nm avec un épaulement & 500 nm {fig. 4). I1 pourrait
donc s‘agir d'un pigment caraténoide ; il n'est pas extractible
par 1'éthanol, le méthanol, le benzéne et le tétrachlorure de carbone.

Ces souches présentent toutes un métabolisme de type
oxydatif. Elles sont prototrophes mais sont incapables de croitre en
autotrophie dans une atmosphére comprenant :H2 10%, CO2 10%, 02 5% et
N2 75%. Elles sont oxydase et catalase positives. Elles croissent
de 12 3 41°C ainsi qu'a pH 6 ou 8. Elles ne produisent pas d'acide
sur glucose en aérobiose et seules 5 d'entre elles (les souches 72,
88,>90, 92 et 93) dissimilent le nitrate en nitrite. Aucune n'assi-
mile le nitrate. Les caractéres suivants sont négatifs : production
d'HZS, VP, rouge de méthyl, tryptophane désaminase, arginine dihydro-
lase, lysine et ornithine décarboxylases, hydrolyse de la gé&latine,
de 1'amidon, du tween 80 et du jaune d'oeuf, tolérance & des concen-
trations &levées des substrats testés. Toutes les souches accumulent
du PHB et 1a plupart hydrolysent 1'urée 3 1'exception des souches
92, 93, 84 et 83.

En ce qui concerne 1'assimilation des composés carbonés,
la plupart des souches utilisent 38 & 40 substrats (tableau 9). C'est
notamment le cas des 14 souches du phénon 1 qui se caractérisent par
leur aptitude & utiliser la plupdart des acides gras et organiques,
mais sont incapables d'assimiler les glucides (& 1'exception du gluco-
nate) et les acides aminés. La souche 92 est capable d'assimiler 48
composés (dont 10 acides aminés), alors que la souche 90 n'en utilise
que 5 {galactose, isobutyrate, valérianate, m-hydroxybenzoate et
acétamide).

L'ADN de 1a souche 85, caractéristique du phénon 1 & un
GC% de 43, Les souches 89 et 93, par contre ont un GC% de 60,

b - Position taxonomique. Compte tenu du gram‘et de la

morphologie de nos souches qui présentent un polymorphisme pronoTcé
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Tableau 9, Substrats carbonés utilisés par

les souches corynéformes

Substrats

192

88

90

89

74

73

72

7

85

Souches

86 87

75

81

78

76

82

79

80

84

83

Sucres et dérivés
L-Arabinose +
Raffinose H
D-Glucose -
D-Galactose -
D-Fructose T+
Tréhalose -+
Maltose -
Gluconate T+
Mglibiose Co-
Saccharate +

Acides gras
Azelaidate |+
Acétate o+
Propionate
Butyrate
Isobutyrate +
Valérate -
Valérianate
Isovalérianate
Caproate
Pélargonate
Caprate

+ + o+

I T

+ + kot o+ o+

+ o+ o+

+ o+ o o+ o+ o+

+ + + o+ + + o+

L S R T T T

+ + + + + o+ o+ o+

+ o+ + F o+ o+ o+ o+ o+

+ + + + o+

+ + + + + + + + + + o+

+ + o+

+ + + + >+ o+

+ + *+ + o+ o+ o+

+ + + + + o+

+ + + + + + + + + + o+

+ + + + + + o+

P A R )

2N N 2N R 2 T 2R B

+ + +

LR R R BT S R A 4

+ 0t ¥+

+ 4+ 4+ o+

Sy



Tableau

9.

(suite)

Substrats

|92

88

90

89

74

91

73

72

85

Souches

86 87

75

81

78

76

82

79

80

93

84

83

Acides dicarboxy |
liques
Malonate

Succinate
Maléate )
Fumarate :
Glutarate i
Adipate
Pimélate
Subérate ,
Crotonate j
2-oxo-glutarate
Sébacate L
Hydroxyacides :
Malate
D-Tartrate
L-Tartrate
Méso Tartrate
g-Hydroxybutyrate
Lactate
Glycolate
Glycerate

+ + + o+

+ + + o+ oo+

+ o+ o+ + o+ o+

+ +

L I T S e S

+ +

+ o+ + o+

+ +

D I S A T

+ +

+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ s

. + 4+ + + + 4+ o+ o+ o+

+ +

D T T T S

+ +

L S S S T T T 4

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

I T T S A . 4

P L B T R

' LI S S T T PP

+ +

L T

P A T

+ +

I T T A . 4

+ o+

I T 4

+ +

. PSP T T T T

+ +

+

+ o+ o+ o+ o+

+ +

+ + 4+ 4+

+ + o+ 4+

-
(&2}



Tableau

9

(suite)

Substrats
l92 88 90

89

74

|77

73

72

7

Souches

85 86 87

75

81

78

76

82

79

80

93

84

83

Acides organiques

divers
Citrate + - -
Pyruvate
Lévulinate
Citraconate
Itaconate
Mésaconate - - -
Formiate

+
'
1

+ +

+ +

Formate
TransAconitate

Polyalcools et

glycols
Glycérol + - -

Ethylene-glycol + - -
Propane-1,2-diol+ - -

+ o+ o+

+ +

D

o+ o+

+

+ o+ 0+ o+

+ + 1+ +

+

+ +

+ o+ 0+ o+

+

+ +

+

+ +

+ + 1+ +

+ + 1+ + 0

+ o+ o+

+ 0+ 1+ 4+

+ + 1+ +

+ +

+ +

+ o+

Ly



Tableau 9 (suite)

Substrats Souches

192 88 90 83 74 91 177 73 72 11 85 86 87

Alcools
Méthanol
Ethanol I
n-Propanol !
n-Butanol D=
iso 8utanol -

Composés aromatiques

non azotés
0-Hydroxybenzoate +
vn-Hydroxybenzoaté -

Acides aminés a]ipga
tiques
L-Alanine
D-Alanine
gAlanine
Thréonine
Isoleucine

+ + +

Valine
L-Aspartate
L-Glutamate
a-amino Butyrate

Norvaline
L-Asparagine

tE o+ o+

+ + ¢

+ o+

+ o+ o+ o+

+ o+ o+

+ o+ o+

+ o+ o+

+ o+

+ o+ o+

+ + + o+

+ o+ o+

+ o+ o+ o+

+ + o+

+

+ + o+ o+

+ o+ o+ o+

+ o+ o+




Tableau 9

(suite et fin)

Substrats

92

88 90 89

74 91

77

73

72

71

Souches

85 86 87

75

81

78

76 82

79 80

93 84 83

Amines
Ethanolamine
D-Glucosamine

Composés azotés
divers

Acétamide

6¥
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avec notamment des formes en V en Y ou en crosse, celles-ci peuvent
gtre rattachées au groupe des corynéformes tel qu'il est défini dans
le Manuel de Bergey (Buchanan et Gibbons, 1974). I1 ne nous a toutefois
pas é&té possible d'analyser les parois dont la composition peut seule

permettre de faire la distinction entre les genres Corynebacterium et

Arthrobacter.

Des espéces de 1'un et 1'autre genre ont &té& signalées
comme étant fixatrices de N2 (Smyk, 1970; Cacciari et al, 1971, 1973;
Berndt et al., 1976; De Bont et Leitjen, 1976; Wiegel et Schlegel,
1976).

Selon le Manuel de Bergey, il existe trois espéces du

genre Corynebacterium pouvant présenter des colonies pigmentées en rose

(C. michiganense, C. flaccumfaciens et C. poinsettiae), mais elles

exigent des facteurs de croissance et le GC% de leur ADN varie de 67
& 73. Or nos souches sont prototrophes et on un GC% plus bas (43 et 60)
Cacciari et al. (1971, 1973) ont décrit deux souches

d'Arthrobacter pigmentées en jaune (A. giacomel]di et A. fluorescens)

Mais ces souches se différencient des notres par divers caractéres.
(elles ne sont pas mobiles, dissimilent le nitrate en nitrite, assi-
milent le nitrate, hydrolysent la gélatine), et de plus le GC% des
espéces du genre Arthrobacter est compris entre 60 et 72.

Nos souches pourraient donc appartenir & une nouvelle
espéce de corynébactériacée dont le genre serait & préciser par une

analyse des constituants de la paroi cellulaire.

3.2.3. Autreg souches fizatrices de N, (souches 51 & 70)

2
Nous avons reporté au tableau 10 les principaux caractéres
des 20 souches analysées, et au tableau 11 1'analyse de 1'ADN de 15

d'entre elles,



Tableau 10. Principaux caractéres des souches 51 & 70

Souches
Caractéres
52 53 59 60 63 67{ 55 67 68 7051 54 56 57 61 65) 69 58 66 62
Caractéres morpholo-
giques
Gram - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ciliation polaire 1 >1 »1 »1 »>1 »>1{1 1 1 1 - - - - - - 1 - 2{>1) 2{>1)
Cflfation péritriche(- - - - - 1T o o 1% + + + + +]- + - -
Caractéres biochi-
miques
Oxydase L R T T T R S S S B R T S S S S I + +
Catalase LI + + + 0+ - - -+ + o+ + + +
Hydrolyse Gélatine - - - - - - - - + - - - - - - - - - - -
Hydrolyse Amidon D T e T T S ST - -
Hydrolyse Tween 80 |+ + + + + + Ly - - - -+ o+ - - - + -
Hydrolyse J.d'oeuf + + + + + |- - - - -+ & & 0+ - - - + -
Hydrolyse Urée - + - - - + - - - + - + - + + + + - + +
Formation dihydro-
xyacétone o+ o+ R I S R A Y T T T S I + +
Fermentation Glucosei- - - - - - - - - - - - - - - -1+ 0+ - -
Prototrophie G\ucose;* L N T R D SR O T T R 2 S N B + +
Assimilation KNO3 c+ + o+ + + -+ o+ + - + + o+ + - -+ + +
NO:; - Noi I T T R N B S S S Y + +
ND; - Gaz L O N - -

19



Tableau 10. (suite)

Caractéres

Souches

52

53

59

60

63

64

67

68

51

54

56

[}

57

61

65

69

58

66

62

Arginine dihydrolase
Lysine décarboxylase
Ornithine décarbo-
xylase

VP

PHB

Assimilation substrats

carbonés

Sucres et dérivés
D-Ribose
D-Xylose
D-Arabinose
L-Arabinose
Raffinose
L-Rhamnose
D-Glucose
D-Mannose
D-Galactose
D-Fructose
Saccharose
Tréhalose

+ o+

+ + o+ o+

D S T

R S

+ o+ o+

) + + o+ o+

+ o+ o+ o+ 4

+ + + o+

+ o+

+ + + o+

+ o+

B

+ + o+ o+

+ o+ o+ o+

+ + o+ o+

+ o+ o+ o+

I 3

+ o+ o+ o+ o+

P T TR R R

P I R R A

+ & o+ 4+

+ o+ o+ +

+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ + + o+ o+

(44



Tableau 10

(suite)

Caractéres

Souches

63

64

55

.68

70

51

54

57

61

65

69

58

66

62

Maltose
Cellobiose
Lactose
Desoxyribose
L-xylose
Amidon
Inuline
Gluconate
2-Cétogluconate
Saccharate
Mucate
Sedoheptulose

Acldes gras
Acétate

Proprionate
Butyrate
Isobutyrate
Yalerate
Isovalérate
Caproate
Palmitate
Laurate
P&largonate

+* + ¥+

[ I B N

+

i+ ¥

+

+ + +

+ ¥ +

+ ¥ ¥+

+ + +

+* + + b

* + T+ +

+

[ I N}

+ + +

+* + + b

+* + + +

¥ »

LI R I 4

+ +

+* + + +

* ¥ + +

* ¥

* ¥ ¥ * ¥ * > [ R N N N |

+

* ¥ ¥ ¥ ¥ [IEE B B 2 2 |

*

* * ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ [ I 2 . ']

* +

> ¥ ¥ >

* * ¥ ¥y r

* * >

* ¥ + 4

+* + + s+ >+ 4+

+

+ + + 4

* + + ot

+
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Tableau 10

(suite)

Caractéres

Souches

52

53

59

60

63

64

155

67

68

70

51

54

56

57

61

65

69

58

66

82

Caprate
Valérianate

Acides dicarboxy- |

ligques
Oxalate \
Malonate
Succinate
Maleate
Fumarate
Glutarate
Adipate i
Pimelate |
Subérate
Crotonate
Sé&bacate
2-oxo-glutarate

Hydroxyacides
D-Malate

D(-)-Tartrate
L{+)-Tartrate
Mesotartrate

DL- -Hydroxyburate]

LIRS )

+

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ 4+

+

[T I A

+

[ I ]

+

+ + PR A

4+ 0+ 4

+ +

+ + 1

+ +

+ +

+ +

+

+ + 1

+ +

LI N |

+

+ + + + + +

+ + o+ + o+ o+

Ve



Tableau 10

{suite)

Caractéres

Souches

152

83

60

63

64

85

67

68

70

51

54

56

s7

61

65

58

66

62

DL-Lactate
Glycollate
DL-Glycérate !
Hydroxyméthylgiu-
tarate

Acides organiques

divers
Citrate
Pyruvate
Aconitate
Laevulinate
Citraconate
Itaconate
Mesaconate
Formiate .
Formate
Tartronate
D-Glucuronate
DL-Isocitrate
Cis-Aconitate
Trans-Aconitate
a-D-Galacturonate

+ +

+ + + +

+ + +

+ + +

+ + + +

+ + +

+ + + +

+ + + +

+ + +

+ + + + + +

+ + +

+ + + +

+ + + +

+ + + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

[ R

+ +

+ + + +

+ + +

+ + + +

+ + + + 1 o+ + +

+ + + +



Tableau 10

(suite)

Caractéres

Souches

52

53

59

60

63

64

s5

67

68

10

51

sS4

56

57

61

65

69

58

66

62

Polyalcools et Glycols

Erythritol
Mannitol
Sorbitol
Inositol
Adonitol
Glycérol
Ethyléneglycol
Propane, 1-2,dio0l
Butane, 2,3,diol
Ribitol
2-Phényléthanol

Mcools

Méthanol
Ethanol
n-propanol
Isopropanol
n-butano)
Isobutanol
Géraniol

+ + +

+ + 1+ +

+ + + + +

+ +

+ + +

+ + +

+ + 1

+* + +

+ + +

+ +

+* + + e

+ +

+ +

+ +

+ +

+ ¥

+ + +

+ +

+ + +

+ + +

+ +

+ + +

+ +

+ +

+ + + 3

+ +

+ + 1+

+ +

+ +

+ + 1+ + +

+ +

9S

Composés aromatiques
non azotés

0-Mandélate o




Tableau 10

(suite)

Caractéres

Souches

53

59

80

63

64

67

68 70 |51 54

56

s7

65| 69

58

62

L-Mandélate
Benzoylformate
8enzoate
0-Hydroxybenzoate
m-Hydroxybenzoate
p-Hydroxybenzoate
Phtalate
Isophtalate
Terephtalate
Phénylacétate
Tans-cinnamate
Naphtaléne

Phénol

Quinate
Testostérone

Acides aminés aliphati

Glycocolle
L-a;Alanine
D-a-Alanine
s-Alanine
DL-Sérine
oL-Thréonine

+ +

* + &

+ + ¢ + ¢+

+ +

¥ + +

+* + +

* + + + +

.
]
* +

* *+ + *+ + +

* + + + &

+* + + + +

* + + + &

+ + +
[l ]

+ +

+ +

+ + +

+ + +

LS



Tableau 10

{suite)

Caractéres

Souches

53

59

60

63

67 68

70

51 &4

56

§7

61

65

69

58

66

62

Acides aminés aromatiques

L-Leucine
DL-Isoleucine
DL-Norleucine
DL-vValine
L-Aspartate
L-Glutamate
L-Lysine

L-Arginine
DL-Ornithine
L-Citrulline
DL-a-Aminobutyrate
y-Aminobutyrate
OL-Norvaline
Asparagine
Méthionine

L{+) Cystéine
L-Cystine

+ 4+

L-Histidine
L-Protine
L-Tyrosine
L-Ph&énylalanine

+ + o+ o+

+ o+

+ + o+ o+

+

+ 4+ + o+

+

+ o+ o+ o+

+ 4+ + +

+

+ + + o+

+

+ 4+ 4+ +

+

+ o+ o+ o+

o+ o+

+

+ o+ o+ o+

.
+ + 4+ o+

.
+

+ o+ o+ o+

+ 4+ 4

+

+ + o+ +

+ 4+ 4+ +

+

+ o+ o+ o+

+ + + o+

+

+ o+ o+ o+

+ +

P S S

+ +

+ + 1

+ +

+ +
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Tableau 10 (suite)
Caracteres Souches

sz 53 59 60 63 64 |55 67 68 70 |51 54 56 57 61 65 |69 58 66 62
DL-Tryptophane + - + + + + - - - - - + + + + - - - - -
Kynurénate - - - - - - - - - - - - - - - -1 - - - +
Anthranilate + - + o+ o+ + - - - - -+ o+ o+ + - - - + -
O-aminobenzoate + - - + - + - - - - - + + + + - - - + -
P-aminobenzoate - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Amines
Méthylamine - - - - - - - - - - - - - - - - - + - -
Ethanolamine + + + + + + - - - - - + + + + - - - + +
Benzylamine - - + + + + - - - - - - + + + - - + + -
Putrescine + + + + + + - - - - - + + + + - - - - -
Spermine - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Histamine + - + + + + - - - - - + + + + - + + - -
Tryptamine - - - - - - - - - - - - - - - - - - + +
Butylamine - - - - - + - - - - - - - - - - - - + +
D-Glucosamine + + + + + - - + - - + + + + - + + + -
Esculine - + + - - + - - - - - - - - - + - - -
Composés azotds divers

BetaTne + + + + + + - - - - - + + + + - - - - -
Sarcosine - - + + + - - - - - + + + - - - - -
Créatine - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Hippurate L O T S e O T T - -
Panthoténate - - - - * - - - - - - - - - - - - - - -
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Tableav 10

(suite

et fin)

Caractéres

Souches

55 67 &8 70

51 54

61

62

Acétamide
Nicotinate

Hydrocarbures
n-Dodecane

n-Hexadecane

09



Tableau 11, Analyse de 1'ADN ( G + C % ) {(souches §1 & 70)

N° souche G+ C¥% Identité
52 67
53 67 Pseudomonas cepacia -
59 68
60 68 r Pseudomonas marginata
63 67 |
64 63 |
68 72 1 Pseudomonas lemoignei
70 65 !
54 68 )
61 68 > Alcaligenes sp.
65 68 ’
69 63 Aeromonas sp.
58 53 Enterobacter cloacae
62 64 :
N Aquaspirillum sp.
66 60 : 2

61
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Les souches appartiennent aux genres Pseudomonas (10
souches), Alcaligenes (6 souches), Aeromonas (1 souche), Enterobacter
(1 souche) et Aquaspirillum (2 souches).

a - Les souches 52, 53, 55, 59, 60, 63, 64, 67, 68 .et 70

sont des batonnets de 1,5 & 3um de long et 0,5 & 0,8um de large, &
gram négatif, droits ou 18gérement incurvés, mobiles par un ou
plusieurs flagelles polaires, aérobies, chimioorganotrophes et possé-
dant un métabolisme de type respiratoire. Le GC% de 1'ADN est compris
entre 63 et 72. Cette description correspond sensiblement & la défini-
tion du genre Pseudomonas (Buchanan et Gibbons, 1974; Stanier et al.,
1966).

- Les souches 52, 53, 59, 60, 63 et 64 se rattachent au

groupe P. cepacia- P. marginata: elles ont un & plusieurs flagelles

polaires, accumulent du PHB, utilisent 1'arginine et la bétaine cohme
source unique de carbone, et poussent & 41°C. Ces souches n'hydroly-
sent pas la gélatine et 1'amidon, mais hydrolysent le tween 80 et
le jaune d'oeuf. Elles assimilentle nitratg et ne sont pas dénitri-
fiantes. Leur GCY% est de 67 & 68. Elles utilisent de 71 & 87 composés
carbonés (sucres et dérivés, acides gras, acides organiques, polyal-
cools, acides amin&s et amines. Les colonies ont 2 3 5 mm de diamétre;
elles sont effuses, opaques, cré&mes ou blanches et présentent un
bord régulier et une surface lisse.

- Les souches 55, 67, 68 et 70 s'apparentent au groupe
P. lemoignei: elles ont un seul flagelle polaire, accumulent du PHB,
n'‘assimilent pas 1'arginine et 1a bétaine, ne possédent pas 1'arginine
dihydrolase et croissent & 41°C. Les souches 55, 67 et 70 ont un
spectre nutritonnel trés réduit (de 7 & 14 substrats carbonés): elles
n'assimilent pas les sucres, la plupart des acides gras et des acides
organiques, les polyalcools, les composés aromatiques, les acides

aminés et les amines. Seuls quelques alcools (&thanol, n-propanol)
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Le

sont utilisés par toutes les souchess GC% de la souche 70 est de 65.
La souche 68 assimile 33 composés carbonés parmi les glucides, acides
gras, acides organiques et alcools. Elle hydrolyse 1a gélatine. Son
GC% est de 72. '

' Ces souches forment des colonies de 2 & 5 mm, effuses
opaques, blanches, & bord régulier et surface lisse.

b - Les souches 51, 54, 56, 57, 61 et 65, se présentent

sous forme de batonnets de 1 & 3 ym de long et de 0,5 & 1 pm de large,
non sporulés, mobiles par flagelles péritriches, gram négatifs, aéro-
bies, chimioorganotrophes, dotés d'un métabolisme respiratoire et
prototrophes. Elies ne fermentent pas le glucose, sont oxydase et
catalase positives et n'hydrolysent pas 1'amidon et la gélatine.

Elles réduisent le nitrate en nitrite. La souche 51 dénitrifie. Elles
croissent & 41°C & 1'exception de 1a souche 51.

Les souches 54, 56, 57 et 61 éssimi]ent de 83 & 87
substrats carbonés répartis parmi les différents agroupes de composés
testés. La souche 65 utilise 39 substrats mais aucun sucre, acide gras
ou aminé. La souche 51 assimile 36 composés mais aucun alcool, acide
aminé (alanine exceptée) ou amine.

Ces souches répondent a la description du genre Alcaligenes
(Buchanan et Gibbons, 1974). Les souches 54, 61 et 65 ont un GC%
de 68.

¢ - La souche 69 se présente sous forme de bdtonnets de
1,5 38 3 um de long, de largeur inférieure a 0,5 um, gram négatifs,
mobiles par un flagelle polaire, oxydase et catalase positifs. Les
colonies ont 2 @ 5 mm de diamétre. Elles sont convexes, translucides,
crémes et présentent un bord régulier et une surface lisse. Le glucose
est fermenté avec production d'acide. Cette souche est prototrophe
et accumule du PHB. Elle réduit le nitrate en nitrite et.hydr01yse
1turée. Tous les autres tests biochimiques sont négatifs. Elle croit

a41°c.



64

Elle assimile 33 composés carbonés: essentiellement
des sucres ainsi que quelques acides organiques, polyalcools et
amines. Le GC% de 1'ADN est de 63. Ce profil correspond au genre
Aeromonas (Buchanan et Gibbons, 1974).

d - La souche 58 est un batonnet de 1,5 & 3um de long et
0,5 & 1 um de large, gram négatif, mobile par flagelles péritriches.
Les colonies sur gélose nutritive ont 2 a3 5 mm de diamétre; elles
sont effuses, translucides, blanches, avéc un bord réqulier et une
surface lisse. Cette souche est oxydase négative et catalase
positive. Elle est aérobie et fermente le glucose, le saccharose,
le maltose, 1e mannitol, le mannose et le xylose avec production
de gaz. Le lactose est fermenté avec production d'acidé seulement.
La souche est prototrophe et n'accumule pas de PHB. Elle dissimile
le nitrate en gaz et croft en anaérobiose sur thiosulfate, fumarate
et NZO comme substrats respiratoires, Elle posséde 1'arginine-dihydro-
lase, assimile le nitrate et croft & 41°C. Le test de Voges-Proskauer
3 KND2 et azoture aux concentra-
tions testées et un pH de 5 & 9. Les autres tests biochimiques sont

est positif. Elle tolére NaCl, KNO

négatifs. Le GC% de 1'ADN est 53.

Cette souche assimile 57 composés carbonés, essentielle-
ment les sucres et dérivés, les acides organiques et les acides
aminés., Cette description permet de 1'apparenter a 1'espéce

Enterobacter cloacae (Buchanan et Gibbons, 1974).

e - Les souches 62 et 66 sont des spirilles de plus de

3 uym de long avec une largeur inférieure & lum, gram négatifs, mobiles
avec une ciliation amphitriche. Les colonies sur gélose nutritive

ont un diamétre compris entre 2 et 5mm; elles sont effuses, translu-
cides, de couleur cré&me avec un bord régulier et une surface lisse.
Ces souches sont aérobies, prototrophes et présentent un métabolisme

de type respiratoire. Elles sont oxydase et catalase positives,
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hydrolysent 1'urée, dissimilent le nitrate en nitrite et assimilent
le nitrate. La croissance est positive de 12 a 41°C et avec un pH
de 5 & 8.
La souche 66 assimile 85 substrats carbonés répartis dans
1'ensemble des composés testés. Le GC% de son ADN est 60.
La souche 62 utilise 76 substrats et son GC% est 64, Cette description

permet de classer ces deux souches dans le genre Aquaspirillum

(Strength et al., 1976; Krieg, 1976).

Certaines souches du genre Aquaspirilium (A. fasciculus

et A. peregrinum) ont &té décrites par Strength et al. (1976) comme

étant fixatrices de NZ' De méme 1'aptitude de 1'espéce Enterobacter
cloacae a fixer N2 est connue depuis longtemps (cf. Buchanan et
Gibbons, 1974). La souche que nous avons isolée (souche 58) présente
toutefois la particularité d'étre &galement dénitrifiante.

Les souches appartenant au genre Pseudomonas, par contre,

8taient reputées ne pas comprendre d'espéces fixatrices de N2

(Stanier et al, 1966), bien que certaines souches fixatricesaient

Y

té décrites comme appartenant a ce genre (Voets et Debacker, 1956;
Proctor et Wilson, 1961; Hill et Postgate, 1969). Mais la description

des souches P. azotogensis était trop peu détaillée pour convaincre.

Notre @tude apporte désormais la preuve de 1'aptitude

de souches du genre Pseudomonas a fixer NZ'

Enfin, c’est & notre connaissance la premiére fois que

des souches appartenant aux genres Alcaligenes et Aeromonas sont

décrites comme étant fixatrices de NZ'

3.3. Microaérophilie des_souches fixatrices de N

Nous avons reporté au tableau 12 les ARA spécifiques de

64 souches de notre collection (dont 42 Azospirillum), incubées dans



Tableau 12. ARA spécifique des souches (exprimée en nmoles
C2H4/mn/mg protéines) a différentes po2

Souches p02 (kPa)

N° d'ordre Type [} 0,5 1 2 5
2 Azospirillum - 8 39 47 -
3 - - 2 22 4 -
4 - - 22 32 - -
S - - 23 16 1 -
6 - - 45 58 5 -
7 - - 26 43 4 -
8 - - 19 32 13 8
9 - - 23 43 57 -

10 - - 4 28 12 -
11 - - 22 14 - -
12 - - 54 31 ) -
13 - - 44 50 2 -
14 - - 27 16 2 -
15 - - 7 13 ? -
16 - - 5 26 40 -
17 - - 8 11 ) -
18 - - 13 4 - -
19 - - 12 12 6 -
20 - - 13 9 - -
21 - - - 5 1 -
22 - - 54 62 18 -
23 - - 23 36 21 -
24 - - 9 10 3 -
25 - - 7 26 10 2
26 - - 5 26 13 5
28 - - 21 15 10 -
29 - - 1 2 - -
30 - - 42 11 - -
31 - - - 4 2 -
33 - - 19 20 7 4
35 - - 7 5 - -
36 - - 7 9 63 -
37 - - 20 33 11 -
38 - - - 57 4 -
39 - - 59 30 9 -
40 - - - 21 1 -




Tableau 12 (Suite et

fin)

Souches po, (kPa)

N° d'ordre Type 0 0,5 1 2 5
41 Azospirillum - 19 8 2 -
42 - - 34 12 2 -
43 - - 7 33 37 -
44 - - 7 20 - -
45 - - 14 49 40 -
46 - - 24 10 1 -
51 Alcaligenes - 12 23 10 4
52 Pseudomonas - S 15 6 -
$3 Pseudomonas - 6 18 15 -
54 Alcaligenes - 4 14 7 -
56 Alcaligenes - 8 6 4 -
57 Alcaligenes - 7 11 9 -
58 Enterobacter 15 7 9 - -
59 Pseudomonas - 2 8 5 -
60 Pseudomonas - L) 24 16 -
61 Atcaligenes - 13 9 6 -
62 Aquaspirillum - - 10 9 -
64 Pseudomonas - 4 20 30 1
65 Alcaligenes - 1 18 ) 2
66 Aquaspirillum - 14 25 20 -
68 Pseudomonas - 6 18 9 -
69 Aeromonas - 3 14 22 4
70 Pseudomonas - 10 23 6 -
77 Corynébacté-

riacée - 12 3 2 -
78 - - 6 1 -
86 - - 10 1 1 -
89 - - 7 2 1 -
93 - - 4 20 5 -

67
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uneatmosphére comprenant des concentrations variables d'oxygéne
(0, 0,5, 1, 2 et 5 kPa).

Pour la grande majorité des souches, 1'activité nitrogé-
nasique ne s'exprime qu'en présence d'une pO2 comprise entre 0,5 et
2 kPa. L'activité optimale varie considérablement d'une souche a
1'autre (de 2 & 63 nmoles C2H4/mn/mg protéines).

Plus de la moitié des souches ont leur activité optimale
correspondant 23%02 de 1 kPa (fig. 5), qu'il s'agisse des Azospirillum
(57% des souches) ou de 1'ensemble des souches testées (58% des
souches) .

Les activités maximales moyennes ont &t& comparées en
fonction du type de souche. Les résultats obtenus (tableau 13)
montrent que 1'ARA spécifique des Azospirillum est en général plus
élevée queé celle des autres souches. Par ailleurs, si on considére
la subdivision des Azospirillum en ensembles A et B (cf. fig. 2)
ont constate que 1'activité des souches de 1'ensemble A est environ
3 fois plus forte que celle des souches de 1'ensemble B, ce qui
confirme & nouveau 1'intéré&t de notre analyse taxonomique.

L'effet bénéfique des faibles tensions d'oxygéne sur la
fixation de N2 dans la rhizosphére du riz, a &té notamment suggéré
par Trolldenier (1977) ainsi que par Watanabe et Barraquio (1979).
I1 s'explique donc par le fait qu'une grande majorité des souches

de la rhizosphére sont microaérophiles pour la fixation de N2‘

L'aptitude de certaines souches fixatrices de N2 d croftre
aux dépens de la pectine comme seule source de carbone explique proba-
blement qu'elles soient capables de s'insérer dans les espaces
intercellulaires du cortex racinaire composés de Pectine (Umali

Garcia 8t al., 1978; Zuberer et Silver, 1979; Matthew, 1979).



NOMBRE DE SOUCHES

,T D Asospirillum

z tnsemble des souchae
4
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Fig., 5. Pression partielle en oxygéne optimale pour
les souches placées en conditions de fixation
de Nz
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Tableau 13. ARA spécifique maximale moyenne des souches

Souches ARA
Type Nombre {(nmoles C2H4/mn/mg protéines)
Azospirillum
- totalite des souches 42 30,3 2 6,9
- ensemble A 30 37,5 + 5,9
- ensemble B 12 12,5 + 5,1

Autres souches

- Alcaligenes 6 14,5
- Pseudomonas 7 19,5
- Aquaspirillum 2 17,5
- Enterobacter 1 15,0
- Aeromonas 1 22,0
- Corynébactériacées 5 11,0
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Les observations faites par certains auteurs au microscope électroni-
que révélent notamment que les Azospirillum, en pénétrant dans la
lamelle mitoyenne des cellules racinaires, s'entourent d'une zone
transparente due & la lyse de la couche de pectine environnante
(Umali Garcia et al., 1978; Matthews, 1979).

Nous avons testé 54 souches de notre collection (dont 42
Azospirillum) pour leur aptitude & utiliser la pectine ainsi que
diverses substances simples susceptibles de se former lors de sa
dégradation soit par hydrolyse (acide galacturonique, arabinose,
galactose), soit par déméthylation (méthanol). Les résultats obtenus
(tableau 14) montrent que prés de Ta moitié des souches sont capzables
d'utiliser la pectine comme source unique de carbone (Azospirillum:
20 souches sur 423 autre fixateurs de N2: 7 souches sur 12). Parni
les composés plus simplies, 1'arabinose et le galactose sont utilisés
par la grande majorité des souches; le galacturonate et le méthanol,
par contre,ne sont utilisés que par certaines souches d'Azospirillum
(galacturonate: 34 souches, méthanol: 14 souches).

La présence de fixateurs de N2 dans les espaces intercel-
Taires des racines pourrait donc s'expliquer parfaitement par le

fait que de nombreuses souches rhizosphérigues sont capables

d'utiliser la pectine ou ses dérivés.



Tableau 14. Aptitude des souches fixatrices de Nz rhizosphériques
4 utiliser 1a pectine et ses dérivés (galacturonate,
arabinose, galactose et méthanol).

Souches

N° d'ordre Genre Pectine Galacturonate Arabinose Galactose Méthanol

Azospirillum -

. +

+ + + +
+ + + + + +

+ + + o+

1
2
3
4
5 L]
7
8
9

* + + o+ o+

10 .
11
12
13
14 -
15
16 -
17 . +
18 -
19 -
20 - +
22 -
23 . -
24 - +
25 -
26 -
27 - -
28 -
30
31 -
32
34
35 -
36
37
38

+ + + + +
+ + + + + + o+ o+
.
[
[

1
' [ ]
+ + +

T+ o+
+ +

+

+
+ + o+ o+

+ + + +

+
+ * + F o+ o+t
'

+ + + + 4 4 + + ¥

+ + + + + o+



Tableau 14. (suiteet fin)

Souches
N° d'ordre Genre Pectine Galacturonate Arabinose Galactose Méthano!}

39 Azospirillum - + + + -
40 - - + + -
41 - - + + + -
42 + + + + -
43 - + + + -
44 " - + + S -
45 - + + + -
46 - + + + -
51 Alcaligenes + - - + -
52 Pseudomonas + - + + -
54 Alcaligenes - - + + -
56 Alcaligenes + - . + -
57 Alcaligenes + - + + -
58 Enterobacter + - + + -
60 Pseudomonas - - + + -
61 Alcaljgenes + - + + -
62 Aquaspirillum - - + + -
64 Pseudomonas - - + + -
&5 Alcaligenes + - - - -
66 Aquaspirillum - - + + -
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4. CONCLUSIONS

Les objectifs de ce travail ont été d'une part, d'analyser
la distribution de Ta microflore hétérotrophe aérobie dans une rhizos-
phére typique de riz, d'autre part d'effectuer 1'étude taxonomique
d'un grand nombre de souches rhizosphériques fixatrices de N2
provenant pour la plupart de sols de riziére du Sénégal.

L'étude de la microflore rhizosphérique du riz cv. Morobe-
rekan cultivé sur sol gris de Casamance, montre que la distribution
quantitative et qualitative des différents groupes bactériens qui
la composent, est trés différente d'un compartiment & 1'autre (fig. 1);
les groupes majoritaires sont des bitonnets asporulés a gram variable
(53% dans SR), des Bacillus (45% dans R) et des Alcaligenes (29% dans
ER). Le groupe des Pseudomonas dans les trois compartiments représente
environ 15% de 1'ensemble. La proportion de fixateurs de N2 au sein
de cette microflore (tableau 4) est élevée et diminue réguliérement
quand on passe de SR (53%) & R (25%) puis & ER (16%). Le groupe de
fixateurs de N2 dominant est constitué de batonnets & gram variable,
pléomorphes, mobiles par un flagelle polaire, formant des colonies
élevées, a bord réqulier, @ surface lisse et pigmentées en rose; ces
organismes qui possédent une oxydase, une catalase, et hydrolysent
1'urée dans leur majorité, s'apparentent aux Corynébactériacées. Ils
correspondent probablement & une nouvelle espéce.

La proportion des actinomycétes augmente réquliérement
quand on passe de SR {1,7%) a R (4,1%) puis a ER (7,2%). I1 y a donc
une relation inverse entre les proportions de fixateurs de N2 et
d'actinomycétes ce qui permet de penser que ces derniers sont suscep-
tibles d'exercer un certain contrdle sur la colonisation rhizosphérigue
{nous approfondirons ce point dans le prochain chapitre).

Des différences importantes peuvent étre observées entre
nos résultats et ceux d'une étude du méme type réalisée par Watanabe

et Barraquio (1979) dans la rhizosphére du riz cv. IR 26 cultive sur
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un sol des Philippines. Ces auteurs constatent en effet que la
microflore fixatrice dominante est constituée de bactéries du type
Achromobacter, alors que ce sont des bactéries corynéformes qui
dominent dans le cas du sol gris, Ils observent d'autre part que la
proportion de fixateurs de N2 augmente quand on passe de SR a ER,
alors que sur sol gris nous avons obtenu des résultats inverses.
Nous reviendrons sur ce dernier point dans le chapitre suivant.

La microflore fixatrice de N2 dans la rhizosphére du riz,
est extrémement variée: outre les bactéries corynéformes du sol gris
de Casamance, nous avons isolé des fixateurs de N2 appartenant aux
genres Azospirillum, Pseudomonas, Alcaligenes, Enterobacter, Aquaspi-

rillum et Aeromonas. L'adaptabilité de 1a microflore fixatrice de N2

considérée globalement, notamment son aptitude a utiliser les substrats
les plus variés, s'explique donc par cette diversité. Toutes ces
souches ont en commun la propriété d'étre microaérophiles pour Ta
fixation de Nz. Nous avons constaté que 1a moitié d'entre elles sont
également capables d'utiliser 1a pectine comme source de carboﬁe
(tableau 14) ce qui facilite probablement la colonisation des

cellules racinaires vivantes au niveau des espaces intercellulaires
composés de pectine. Toutefois 1'aptitude & utiliser la pectine
pourrait ne pas étre indispensable & l1a colonisation intercellulaire:
nous avons observé que la plupart des souches sont capables d'utiliser
les produits d'hydrolyse de la pectine (galacturonate, arabinose,
galactose). Tel est précisement le cas de 1'Azospirillum Sp7 qui a

isolé
été/de 1'endorhizosphére de Digitaria decumbens bien qu'incapable

d'utiliser la pectine comme seule source de carbone (ce point sera
discuté dans le chapitre suivant).
L'étude taxonomique de 50 souchesdAzospirillum portant

sur 1'analyse de 251 caractéres, nous a permis de les subdiviser en
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deux ensembles A et B distincts (fig. 2). Nous avons reporté au
tableau 15 les principaux caractéres pour lesquels les souches A se
différencient des souches B: elles utilisent en moyenne deux fois plus
de substrats carbon&s que les souches B; leur activité nitrogénasique
spécifique est environ trois fois plus forte; elles ont enfin quatre

4 six plasmides alors que les souches B n'en ont que deux ou trois.

IT résulte de notre étude que Ta subdivision du genre Azos-
pirillum en deux espéces, A. brasilense et A. lipoferum, proposée par
Tarrand et al. (1978), n'est pas fondée; les cinq souches de référence
que nous avons testées (A. brasilense Sp7 et Sp28, A. lipoferum Sp59 b,
Spl07 et SpBr 17) font partie de 1’ensemble A; quatre d'entre elles
notamment (Sp28, Sp59 b, Spl07 et SpBr 17), constituent le cinquiéme
phé&non de cet ensemble (autrement dit elles ne se différencient 1'une
de 1‘*autre que par trés peu de caractéres). I1 convient donc de
réviser la classification des Azospirillum comme indiqué ci-dessus.

Le second groupe de fixateurs de N2 comprend 23 souches
corynéformes. L'analyse de taxonomie numérique nous a permis de
regrouper 14 d'entre elles en un seul phénon. I1 ne nous a pas &té
possible de faire 1'analyse des parois dont la composition peut seule

permettre de faire la distinction entre les genres Coryné&bactérium

et Arthrobacter. Ces souches se différencient toutefois assez nette-
ment des corynébactéries déja décrites comme &tant fixatrices de NZ'
Elles correspondent donc probablement & une nouvelle espéce.

Enfin, 1'analyse du troisiéme groupe de microorganismes
nous a permis de mettre en é&vidence la faculté de fixer N2 chez des

espéces des genres Pseudomonas, Alcaligenes et Aeromonas, pour les-

quelles cette propriété n'était pas connue jusqu'd ce jour.
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Tableau 15. Principaux caractéres permettant de différencier les
Azospirillum des ensembles A et 8

Caractdre . Azospirillium
A= B
Pourcentage d'utilisation des substrats carbonés

Sucres et dérivés 40,5 55
Acides gras 42 23
Acides aliphatiques 51 10
Alcools et polyalcools 43 13,5
Composés aromatiques non azotés 12 7.5
Acides aminés 42 11,5
Amines 16,5 7

Activité nitrogénasique spécifigue

{nmoles CZH‘/lnlmg protéines) 37,5 12,5
Nombre de plasmides 4-6 2-3

x Les ¢inq souches de référence testées (deux A, brasiiiense, trois
A. lipoferum) se trouvent dans 1'ensemble A.
N.B. Nombre de souches testées pour les différents caractdres mention-
nés : 50 (analyse mutritionnelle), 42 (activité nitrogénasique spédci-
fique) et 7 souches (analyse des plasmides).
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INTROBUCTION

La fixation de N2 dans Ta rhizosphére du riz fut mise en
évidence au moyen de la méthode de réduction de |'acétyléne par
Yoshida et Ancajas et par nous méme, pratiquement au méme moment,
et par des techniques trés différentes: incubation de fragments de
racines excisées (Yoshida et Ancajas, 1971); incubation de systémes
"sol-riz" dans leur intégralité (Rinaudo et al., 1971). Nous avons
par l1a suite perfectionné les techniques d'incubation et congu des
dispositifs de mesure dans lesquels le systéme "sol-riz" se trouve
dans des conditions relativementproches des conditions naturelles.

Nous étudierons dans ce chapitre certains aspects du réle
de la plante dans 1'association "riz-fixateurs de NZ", et 1'incidence
de quelques facteurs de 1'environnement (lumiére, type de sol, teneur
du sol en azote ammoniacal, régime hydrique) sur la fixation rhizos-
phérique de NZ' Nous examinerons é&galement trois types d'interaction

entre la microflore fixatrice et d'autres organismes rhizosphériques.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Estimation_de_la_fixation_ de N, dans_la_rhizosphére du_riz
Les méthodes utilisées pour la mesure de la fixation de
N2 sont fondées soit sur les analyses d'azote (méthode des bilans
d'azote ou analyses isotopiques au moyen de 1'azote-15), soit sur
la mé&thode indirecte de réduction de 1'acétyléne.
Ne disposant pas de 1'appareillage nécessaire aux analyses
isotopiques, nous avons utilisé essentiellement 1a méthode de réductior

de 1'acétyléne.

2.1.1. Principe de la méthode de réduction de l'acétyléne
Schéllhorn et Burris (1966) ainsi que Dilworth (1966) mirent
en 8vidence de fagon tout & fait indépendante et pratiquement au méme
moment, 1'inhibition par 1'acétyléne de la fixation de N2 par des

extraits de Clostridium pasteurianum . Cette découverte conduisit

Koch et Evans (1966) & proposer 1'utilisation de la réduction de
1'acétyléne comme moyen de mesurer 1'activité nitrogénasique.

L'intér8t de cette technique fut confirmé peu aprés par les
&tudes de Sloger et Silver (1967), Stewart et al (1967) et Hardy et al
(1968). ‘

Aprés un rapide rappel du mécanisme des réactions catalysées
par la nitrogénase, nous examinerons les relations existant entre la
réduction de 1'azote moléculaire et celle de 1'acétyléne, puis les
possibilités d'utilisation de cette méthode pour 1'é&tude de systémes

fixateurs complexes tels que 1'association "riz-fixateurs de N2

Réactions catalysées par la nitrogénase (fig. 6)

La nitrogénase est en fait un complexe enzymatique formé

de deux composantes métallo-protéiques (la Molybdoferredoxine et
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Fig. 6. Mécanisme des réactions catalysées par la

nitrogénase par les fixateurs de "2 aérobies.
(Adams et al., 1980).
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1'Azoferredoxine). La réaction catalysée par la nitrogénase peut
étre schématisée de 1la facbn suivante
N, + 8H' + 6e” + 12 ATP __ﬂﬂi:; 2NH4+ + 12 ADP + Pi.
L'Azoferredoxine est le site d'activation des &lectrons; la Molybdo-
ferredoxine celui de la liaison de 1'azote. L'ATP et le magnésium
se lient & 1'Azoferrédoxine pendant la réaction. Le transporteur final
d'électrons est une ferredoxine ou la flavodoxine. Les électrons sont
fournis par la dégradation phosphoroclastique du pyruvate qui fournit
également 1'ATP.

La nitrogénase a la particularité d'étre trés peu spécifique
quant au substrat: elle peut transférer des électrons non seulement
Y N2 mais aussi & N20, NH3, C2H2, HCN, CH3NC, H30+ et leurs homologues
(Fuchsman et Hardy, 1972). La nitrogénase peut également catalyser la
réduction de protons en hydrogéne. Ce dégagement d'hydrogéne se
traduit par une perte d'énergie pour le systéme s'il n'est pas recyclé

par une hydrogénase {Schubert et Evans, 1976; Smith et al., 1976).

Relation entre les réactions de réduction de N, et de C,H,.

La constante de Michaelis pour la réduction de 1'acétyléne
est environ 10 fois plus faible que celle de la réduction de 1'azote
moléculaire (Hardy et al., 1973), ce qui explique la non interférence
de 1'azote de 1'air lors de 1'incubation sous acétyléne {Sch&l1lhorn
et Burris, 1967). Les réactions de réduction de 1'azote et de 1'acéty-
18ne par la nitrogénase peuvent 2tre schématisées de la fagon suivan-

te:

) * 6HY + 6e° —> 2NH

N
- +
C2H2 + 2 +2H ——» C2H4
Le rapport molaire théorique C2H2 réduit/N2 fixé est donc
de 3. Les facteurs de conversion déterminés expérimentalement sont

fréquemment compris entre 2 et 4 qu'il s'agisse de cultures pures

de microorganismes ou de systémes complexes comme le sol ou les
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systémes "sol plante"; toutefois des valeurs plus élevées ont été
mentionnées (Hardy et al. 1973). Les divergences observées peuvent
étre expliquées sur la base de différences fondamentales entre les
réactions de réduction de 1'azote et de 1'acétyléne:

- 1'acétyléne est environ 6 fois plus soluble que'l'azote dans 1'eau;
ces gaz se différencient également pour leur aptitude & diffuser a
travers les membranes cellulaires;

- 1'ammoniac est metabolisé en d'autres composés dans les cellules,
alors que 1'éthyléne, généralement, ne 1'est pas;

- 1'ammoniac réprime la synthése de la nitrogénase; quand on utilise
1'acétyléne comme substrat, 1'absence de synthése de composés azotés
peut donc se traduire par une dérépression de la synthése de la
nitrogénase et un accroissement du facteur de conversion (Hardy‘gi_gL,
1973);

- 1'hydrogéne provenant de la réduction des protons par la nitrogénase
peut &tre recyclé par une hydrogénase dont l1'activité est inhibée par
1'acétyléne {Schubert et Evans, 1976; Smith et al.,1976); Hill
(1978) a montré que cette inhibition se traduit également par un
accroissement du facteur de conversion.

La méthode de réduction de 1'acétyléne doit donc étre cali-
brée dans les conditions expérimentales ol 1'on se trouve si 1'on
désire quantifier la fixation de N2. En 1'absence de ca]ibratibn,
cette méthode ne constitue qu'une approximation de 1'activité

fixatrice.

Application & 1'@tude des systémes fixateurs complexes.

Dés 1a découverte des possibilités qu'offrait 1'utilisation
de 1'acétyléne comme analogue de 1'azote, la méthode de réduction de

l'acétyléne connut un essor considérable : au cours de l'année 1981,
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cette méthode était déja mentionnée dans plus de 100 publications
(Hardy et al., 1973).

Cette expension est due au colt modéré de 1'équipement
qu'elle nécessite, et & 1a trés grande sensibilité de la méthode
{(environ 1000 fois supérieure 3 celle des analyses isotopiques).

Le principe de 1'emploi de I'acétyléne est simple: il
suffit d'enfermer 1'échantillon & étudier dans une enceinte é&tanche,
d'introduire 10% d'acétyléne et de mesurer la production d'éthyléne
par chromatographie en phase gazeuse. Nous verrons toutefois dans le
cas du systéme "sol-riz" que 1'interprétation des résultats obtenus
par cette méthode peut poser des problémes, et que nous avons di
élaborer des dispositifs d'incubation relativement complexes pour
que le systéme se trouve placé dans des conditions aussi proches que

possible des conditions naturelles.

2.1.2. Méthodes d'incubation utilisées au laboratoire

Pour &tudier au laboratoire la fixation de N2 dans la
rhizosphére du riz, il convenait tout d'abord de concevoir des disposi-
tifs simples permettant le développement d'un systéme racinaire
suffisamment dense pour que les activités rhizosphériques soient
mesurables, et donnant des résultats reproductibles.

Les premidres analyses que nous avons effectuées, ont
consisté & incuber des systémes "sol-riz" de 3 semaines en flacon
sérum en présence d'acétyléne (Rinaudo et al., 1971). Les activités
les plus fortes étant obtenues en 1'absence d'oxygéne, nous avons
été tenté d'effectuer les incubations en anaérobiose stricte.

Cette solution n'@tait évidemment pas satisfaisante. I1 a é&té en
effet bien établi que les fixateurs de N2 aérobies sont beaucoup plus
nombreux que les fixateurs anaérobies dans la rhizosphére du riz

(Ishizawa et al., 1975; Balandreau et al., 1975; Trolldenier , 1977).

Nous ne pouvions donc prétendre que les résultats obtenus au moyen de
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cette technique d'incubation correspondaient & 1'activité réelle,
bien que 1'intégrité de la plante ait &té respectée.

Ces condidérations nous ont amené & concevoir des dispositifs
originaux dans lesquels les parties aériennes de la plante se trouvent
dans 1'air, et le sol rhizosphérique en anaérobiose. Le systéme se
trouve ainsi dans des conditions trés proches des conditions naturel-
les.

Dispositifs expérimentaux

a - Dispositifs nécessitant le transfert du systéme

"sol-riz" (fig. 7). Le spl préalablement sé&ché et tamis&, est intro-
duit dans des tubes pyrex de 14 x 220mm sur une hauteur de 17cm (20 g¢
de sol environ) et amené & saturation., Des graines de riz sont mises
& prégermer pendant 3 jours dans une bofte de Pétri sur disque de
papier filtre humide. On dispose au sommet de chaque colonne de sol
une plantule de riz. Les tubes de verre sont entourés d'une gaine en
plastique opaque sur toute la hauteur du sol afin d'éviter le dévelop-
pement ultérieur d'algues. On prépare également des témoins non ense-
mencés en riz, Les tubes sont alors disposés dans une chambre de
culture sous des lampes & vapeur de mercure Mazda MAFD 400 (é&claire-
ment au niveau des plantules: 20000 lux environ; photopériode: 12 h
d'illumination; température comprise entre 28°C et 32°C).

Les analyses sont généralement effectuées quand les plantu-
les sont dgées de 3 semaines. L'incubation sous acétyléne est
effectuée dans un dispositif d'incubation (dispositif RT) permettant
d'isoler sol rhizosphérique et parties aériennes de 1a plante dans
des compartiments distincts (Raimbault et al., 1977).

Le transfert du systéme "sol-riz" dans le dispositif RT est
obtenu en reliant l1a partie inférieure du tube de 14 x 220 mm & la
partie supérieure du dispositif (diamétre 14mm) au moyen d'un joint

de caoutchouc, et en créant une dépression de maniére a4 le faire
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Fig. 7. Dispositifs expérimentaux nécessitant
le transfert du systéme "sol-riz" pour la
mesure de 1'ARA rhizosphérique (dispositif RT).



89

coulisser jusqu'd ce qu'il repose sur les pointes de Vigreux . Le so}
se trouve alors dans le compartiment inférieur du dispositif (diamé-‘
tre 18mm) et on 1'isole des parties aériennes de la plante par un
bouchon de paraffine (mélange paraffine solide-huile de paraffine
coulé .en surfusion & 40°C). On chasse 1'air du compartiment inférieur
par un courant d'azote gazeux puis on y introduit 10% d'acétyléne.
L'incubation a lieu dans 1a chambre de culture. En période d'éclaire-
ment, un cache est placé sur le compartiment inférieur afin de
maintenir le sol & 1'obscurité,

b - Dispositif permettant les mesures d'ARA sans transfert

du systéme "sol-riz" (fig. 8). Le dispositif RP utilisé comporte un

tube de chlorure de polyvinyl opaque évasé dans sa partie supérieure
pour faciliter le repiquage du riz {hauteur 250mm, diamétre intérieur:
3lmm, diamétre extérieur: 40cm), et un tube intérieur constitué par

un fin grillage en acier inoxydable (hauteur 210mm, diamétre 15mm,
maille: 200um) centré sur le bouchon qui obture la partie inférieure
du dispositif. Le sol (environ 200 g) est disposé en couronne aytour
du tube intérieur. Trois graines de riz prégermées sont repiquées en
surface. Durant toute la croissance des plantes, le puits central est
occupé par un tube de verre de 14 mm de diamétre, qui est enlevé quand
les plantules sont dgées de 3 semaines, pour la mesure de réduction
d'acétyléne: aprés obturation de la partie supérieure du dispositif
par de la paraffine coulée en surfusion a la surface du sol on chasse
1'air du puits central par un courant d'azote au moyen d'une longue
aiguille introduite & sa partie inférieure, on ferme le puits central
par un bouchon de caoutchouc dés que 1'on retire 1'aiguille, et on
injecte 10% d'acétyléne par piqure & travers le bouchon (Rinaudo et

al., 1978).

Les conditions d'incubation sont ainsi tout a fait compara-
bles a celles du dispositif RT: les parties aériennes de la plante
sont dans 1'air, et le sol maintenu en anaerobiose. Les échanges

gazeux entre le sol et le puits central, se font & travers le grillage
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de 1'ARA rhizosphérique sans transfert du
systéme “sol-riz* (dispositif RP).
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métallique. Ce dispositif présente 1'avantage de permettre la
culture du riz sur sol drainé: i1 suffit pour celd de maintenir le
niveau d'eau suffisamment bas pour que le sol ne soit humidifié que
par capillarité. La teneur en eau du sol est alors comprise entre

l1a capacité au champ et l1a saturation.

Cinétique de réduction de 1‘acétyléne.

Contrairement aux cultures pures de microorganismes fixateurs
de N2 qui réduisent 1'acétyléne sans latence, on observe dans 1'un
et 1'autre cas (dispositif RT: fig. 9 et 10; dispositif RP: fig. 1l1)
une latence de 2 a 3 heures, suivie d'une phase linéaire de produc-
tion d'éthyléne.

Dans le cas du dispositif RT, on observe que la majeure
partie de 1'&thylé&ne formé (environ 90%) diffuse & travers le sol
dans le compartiment inférieur, que 1'acé&tyléne ait &t& introduit
dans le compartiment inférieur (fig. 9 A) ou dans la partie supérieure
du dispositif, au niveau des parties aériennes (fig. 9 B). Nous
constatons d'autre part {(fig. 10) que 1'ARA rhizosphérique est plus
forte de jour que de nuit et que 1'activité du sol non rhizosphérique

(non ensemencé en riz) est pratiquement nulle.

Explication de la latence initiale.

Les cinétiques de réduction de 1'acétyléne sont identiques
dans les deux cas (dispositif RT: fig. 9; dispositif RP: fig. 11).
La latence observée (2-3 h) est probablement due & 1'obstacle consti-
tué par le sol saturé en eau 3 la libre diffusion des gaz, notamment
4 la solubilisation de 1'@thyliéne dans la solution du sol.

Dans le cas du dispositif RT, nous avons pu supprimer cette
latence ensaturant la solution du sol en éthyléne (addition de 30
nmoles C2H4 dans le compartiment inférieur) préalablement & 1'intro-

duction de 1‘'acétylene (fig. 12).
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Fig. 9. Cinétique de réduction de 1’acétyléne

Mesures avec le dispositif RT;

introduction de

1'acétyltene dans le compartiment inférieur (A},
ou dans le compartiment supé&rieur (8).
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10. Cinétique de réduction de 1'acétyléne
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période de lumieére (RL) et dans le sol
non rhizosph&rique (S).

Mesures avec le dispositif RT.

93



94

REDUCTION DE 02”2 (nmolaes ¢2H‘/planta)
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Fig. 11.
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Cinetique de réduction de 1'acétylene.
Mesures avec le dispositif RP,
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Fig. 12. Suppression de 12 latence initiale

(courbe A) par introduction d'éthyléne
préalablement & ('incubation sous acé-
tyléne (courbe B).

Mesures avec le dispositif RT.
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I1 en serait probablement de méme avec le dispositif RP.
Nous avons toutefois réalisé une autre expérience avec ce dispositif,
consistant @ remplacer le sol par un mé&lange comprenént 9/10 de sable
4+ 1/10 de sol. On constate alors qu'il n'y a pratiquement plus de
latence (fig. 13). L'explication de ce phénoméne est simple : en
raison de la forte proportion de sable dans le mélange utilisé, quand
le dispositif est placé en condition d'incubation, 1a majeure partie
de 1'eau draine vers le fond du tube; il n'y a donc pratiquement
plus d'obstacle & la 1ibre diffusion des gaz entre le sol rhizosphé-
rique et le puits central.

2.1.3. Mesure in situ

Les premiers essais d'estimation de la fixation de NZA(CZHZ)
en sols de riziégre ont été effectués a parfir de racines excisées
(Yoshida et Ancajas, 1971, 1973). Par la suite la plupart des analyses
ont été effectuées au, moyen de techniques du type de celle que
Balandreau et Dommergues (1971) ont préconisée:les parties aériennes
de la plante sont enfermées dans une enceinte transparente et ﬁises
en contact avec 1'acétyléne, la diffusion de ce gaz jusqu'aux racines
se faisant par les canaux aériféres de la plante (Lee et al., 1977;

Boddey et al., 1978; Baldensperger, 1980).

Dispositif d'incubation

La technique que nous avons.mise au point (Rinaudo et al.,
1977) consiste & utiliser un sac en plastique transparent de 100 um
d'épaisseur, étroit (16 cm de largeur), et dont la hauteur est
fonction de la taille du riz (de 20 & 100 cm). Le sac est simplement
maintenu en place par un bracelet de caoutchouc placé a sa partie
inférieure, 1'8tanchéité du dispositif étant assurée par 1'eau de
submersion. Injections et prélévements de gaz se font par piqure

a travers une rondelle de caoutchouc collée sur le sac (fig. 14).
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Fig. 13, Suppression de la latence initiale

par le remplacement du sol par un
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Mesures avec le dispositif RP.
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Fig. 14, Dispositif pour 12 mesure in situ
de 1'ARA dans la rhizosphére du riz.
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La mise en place de ce dispositif est donc simple. De plus, les
parties aériennes de la plante se trouvent enfermées dans un volume
relativement faible (de 0,5 @ 3 1 suivant sa taille) ce qui améliore
la sensibilité de 1a mesure, 1'éthyléne produit étant peu dilué.
Enfin, les parties aériennes sont isolées du sol, ce qui ne permet
que les échanges gazeux & travers la plante et prévient les inferfé-
rences éventuelles avec les cyanophycées fixatrices de N2 présentes
d 1'interface sol-eau. Dés que le sac est en place on introduit par
injection a travers la rondelle de caoutchouc de 1'acétyléene (environ
10%) ainsi qu'un gaz traceur, le propane (de 1'ordre de 0,5%,). Un
prélévement effectué au temps zéro permet de déterminer la dilution

de 1'acétyléne ainsi que le volume concerné par la diffusion des gaz.

Cinétique de réduction de 1'acétyléne.

On observe (fig. 15) une phase de latence de 4 8 5 h suivie
d'une phase linéaire de production d'éthyléne. I1 n'est évidemment
pas possible de supprimer la latence initiale comme nous 1'avons fait
avec les dispositifs d'incubation RT et RP., Celle-ci résulte en
effet du temps nécessaire au transfert de 1'acétyléne des feuilles
vers les racines puis au retour de 1'éthyléne produit dans 1'atmos-

phére extérieure (cf. notamment Lee et Watanabe, 1977).

Limites de la technigque de mesure in situ

La technique que nous avons mise au point, utilise la parti-
cularité du riz de permettre les échanges gazeux entre 1'atmosphére
extérieure et le sol. Les échanges gazeux étant contr6lés par les
mouvements stomatiques de Ta plante, on peut craindre que la pression
partielle en acétyléne au niveau des sites fixateurs soit insuffisante
et que 1'ARA rhizosphérique ne s‘exprime pas totalement. Pour vérifier

cette hypothése nous avons réalisé deux expériences simples
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REDUCTION DE Czﬂz (umolas CZH‘/pZanta)

Sol : Richard-Toll
Riz : IR8 (stade épiaison)

TEMPS (h)

Fig. 15, Cinétique de réduction de 1'acétyléne.
Mesures in situ.



1o1

1 - in situ : introduction de 8 et 15% d'acétyléne dans le sac
d'incubation;
2 - sur dispositif de culture au laboratoire (fig. 7): introduction
de 10, 20 et 30% d'acétyléne au niveau des parties aériennes
de Ta plante, celles-ci &tant placées dans un tube retourné,
rendu solidaire du tube de culture par un joint de caoutchouc.
Les résultats obtenus dans 1'un et 1'autre cas (fig. 16 A
et 16 B), montrent clairement que 1'ARA rhizosphérique croit avec
1'augmentation de la concentration en acétyléne dans 1'atmosphére
d'incubation, ce qui signifie qu'avec les concentrations en acétyléne
généralement utilisées (10%), 1'ARA rhizosphérique est sous-
estimée.
Par ailleurs, rien ne prouve que la totalité de 1'éthyleéne
produit, diffuse & travers la plante vers 1'enceinte extérieure.
Si 1'on considére que la microflore fixatrice de N2 peut é&tre subdi-
visée en fixateurs endo-rhizosphériques et en fixateurs exo-rhizosphé-
riques comme 1'ont fait Boyle et Patriquin (1981) dans 1le cas de

Spartina alterniflora, on ne peut exclure que 1'é@thyléne produit par

Tes fixateurs de N2 extérieurs aux racines demeure dans le sol
rhizosphérique, ou qu'il soit repris par les systémes racinaires
voisins (cf. Balandreau et al., 1975). Nous avons en effet constaté
avec le dispositif RT (fig. 9) que la majeure partie de 1'é&thyléne
formé (environ 90%) diffuse & travers le sol dansle compartiment
inférieur de ce dispositif, méme dans le cas ol 1'acétyléne est
introduit au niveau des feuilles.

Les mesures effectuées in situ doivent donc étre interprétées avec

prudence.
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d

REDUCTION DE 02H2 (nmoles 02H4/plante)

Sol

Richard-Toll
Rim : IR8 (stade épiatson)

L33

Sol :

Riz :

Boundoum
Séfa 318G (3 semaines)
30%

Fig.

16.

TEMPS (h)

Effet de la pression partielle d'acétyidne
sur la réduction d'é&thyiéne dans la rhizos-
phére du riz.

A :
8

mesures in situ

mesures sur dispositif de culture au
laboratoire; conditions d'incubation
comparables 2 celles de 1a mesure in situ.
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2.1.4., Prélévement des échantillons de gaas et analyses

a - Prélévements. Dans le cas des &tudes de laboratoire au
moyen des dispositifs d'incubation RT ou RP, les prélévements de
gaz se font avec des seringues hypodermiques de 1ml au cours de
la phase linéaire de production d'éthylene. L'acétylene est introduit
2 heures aprés le début de la période d'éclairement et les préléve-
ments sont effectués aprés 4 et 6 heures d'incubation,

Pour les mesures in situ, les prélévements de gaz se font
au moyen d'aiguilles doubles vacutainer (BD Mé&rieux ) introduites
d'une part dans le sac d'incubation, d'autre part dans un tube
vacutainer de 7ml dans Tequel on a fait le vide au préalable. On
conserve ainsi les échantillons de gaz jusqu'au retour au laboratoire.
Les prélévements ont lieu au temps zéro (afin de déterminer le volume
exact dans lequel diffusent les gaz) puis au cours de la phase
linédaire de production d'éthyléne {(aprés 5 et 7 h d'incubation sous
acétyléne).

b - Analyses. Les analyses d'éthyléne se font par chromato-
graphie en phase gazeuse. Nous utilisons un chromatographe Varian
Aérograph modéle 1400, équipé d'un détecteur @ ionisation de flamme
et muni d'une colonneen acier inoxydable de 150 x 0,3 cm remplie de
10% Na3P04 sur Sphérosil X0B 075, 80-100 mesh (P&chiney Saint-
Gobain).

Les gaz apparaissent au niveau du dé&tecteur dans 1'ordre
suivant : méthane, &thyléne, propane et acétyléne. Les débits et
températures sont ajustés de maniére a obtenir une séparation
correcte des constituants du mélange gazeux injecté,avec un temps de

rétention minimal

températures : injecteur : température ambiante
four-colonne : 50°C ou 70°C
détecteur : 150°C

débits : azote : 40 ml/mn
hydrogéne : 30 ml/mn

air : 360 mt/mn
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Quand le mélange gazeux ne comporte pas de propane, la tempé-
rature du four-colonne est régulée & 70°C. Les temps de rétention
sont alors les suivants : méthane, 25 sec; éthyléne, 35 sec; acéty-
l1éne, 50 sec.

Si 1'on introduit du propane dans 1'atmosphére d'incubation,
la température du four-colonne est amenée & 50°C. On obtient les temps
de retention suivants: méthane, 30sec, éthyléne, 40 sec; propane,

50 sec; acétyleéne, 65 sec.

2.1.5. Calculs.

La transformation des hauteurs de pics d'éthyléne en nmoles
CZH4 se fait par référence a un étalon. Une dilution étalon d'éthyléne
est préparée par introduction de 0,57 ml1 d'é&thyléne dans un flacon
sérum de 570 ml (dilution 10—3). La concentration de cette dilution
étalon est de ZZIUU'nm°]eS C2H4[ml. L'injection au chromatographe
de 0,5 ml de cette dilution donne un pic de hauteur h x A cm ( A =
facteur d'att&nuation).

Supposons que 1'injection de 0,5m1 d'un mélange gazeux de

volume VYml renfermant X nmoles C2H4 donne un pic de 1 cm..Les hauteurs

des pics étant proportionnelles aux quantités injectées, on peut

écrire
x . 1% 1 soit X = —2:84 , V
Vv ' TZZ300 hxA A h

Dans le cas présent, le facteur d'atténuation A est de 128.

L'égalité précédente devient

X = 0,357;-

expression dans laquelle V est le volume gazeux (en ml) et h 1a
hauteur du pic étalon CZH4 {en cm) avec 1'atté&nuation 128,
La conversion des pics d'éthyléne en nmoles CZH4, s'obtient

donc simplement en multipliant Teur hauteur(en cm)par cette valeur X.
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Remarque : 1'utilisation d'un traceur (le propane) a été préconisée
par Balandreau et Dommergues {1971) pour les mesures de réduction
d'acétyléne in situ. On se trouve en effet dans ce cas en présence
d'un systéme ouvert pour lequel il convient de déterminer le volume
intéressé par la diffusion des gaz. L'introduction dans ce systéme
d'une quantité connue de propane, permet d'une part de calculer par
référence avec un étalon, le volume exact dans lequel diffusent

les gaz, d'autre part de corriger les pics d'éthyléne mesurés au

cours de 1'incubation.

Les sols utilisés proviennent pour la plupart de riziéres
du Sénégal. Les principales propriétés physicochimiques de ces sols
sont présentées en annexe.

Les criblages de cultivars de riz ont été effectués sur des
variétés tropicales qui nous ont été fournies par M. Magne (Station
Rizicole de Djibélor, ISRA, Casamance), et des mutants des variétés
Césariot et Cigalon, sélectionnés par M.Marie Station d'Amélioration

des Plantes, INRA, Montpellier).

2.3. Dosage de _1'azote ammoniacal

La teneur du sol en azote ammoniacal est déterminée suivant
la technique colorimétrique proposée par Jackson (1964): extraction
par une solution de chlorure de sodium 10N acidifiée a pH 2,5 et

colorimétrie avec le réactif de Nessler.

2.4. Inoculations bactériennes

Ces inoculations ont été effectuées pour les études d'interac-

tions entre les fixateurs. de N2 et d'autres microorganismes rhizos-
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phériques (bactéries pectinolytiques et actinomycétes).

Les microorganismes sont introduits dans les tubes de culture de

14 x 220mm sous forme d'inoculum sur tourbe, & raison de 5.109 bacté-
ries par tube (soit environ 2.108/g sol). Les microorganismes sont
cultivés sur milieu complet, centrifugés puis resuspendus avec du
tampon phosphate 0,02 M, pH 7. La suspension obtenue est mélangée

s 9

intimement & de la tourbe stérile (5.10” bactéries/g tourbe) avant

d'@tre incorporée au sol {1 g de tourbe/tube).

2.5. Nematodes parasites _du riz.
L'effet des nématodes sur 1'ARA dans la rhizosphére du riz
a été étudié en collaboration avec G. Germani (laboratoire de Némato-
logie, ORSTOM, Dakar). Les nématodes utilisés appartiennent au genre

Hirschmanniella (H. spinicaudata et H. orizae), trés fréquent en

Afrique de T'Ouest. Le riz est cultivé en tube de culture de 14x220mm.
L'essai comporte 3 traitements:
sol infesté avec 500 H. spinicaudata ou H. orizae, témoin sans

nématodes.
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3. RESULTATS

3.1. Influence_du_génotype_du riz

Divers travaux ont montré que 1'aptitude d'un végétal a @tre
colonisé par des bactéries fixatrices de NZ’ pouvait dépendre de
la variété choisie. Ces travaux concernent notamment le blé (Neal et
al., 1970, 1973, 1976), le mais (Von Biilow et Dobereiner, 1975}, la
canne & sucre (Ruschel et al., 1975), des graminées fourragéres

telles que Paspalum notatunet Pennisetum purpureum{Dobereiner et al.,

1972, 1975). Les comparaisons entre variétés ou entre mutants de riz
que nous avons effectuées ont eu pour but d'estimer le rdle du

végétal dans 1'association "riz-fixateurs de NZ".

3.1.1, Comparaison de diverses variétées de riz

Nous avons cultivé 28 variétés tropicales sur un mé&me sol
non stérile (Djibélor, Basse Casamance) et mesuré les ARA rhizosphé-
riques 3 3 semaines. L'analyse des r&sultats obtenus (tableau 16)
montre que 1'ARA rhizosphérique varie de 1 3 5 suivant la variété
utilisée et qu'il n'y a pas de corrélation entre 1'ARA rhizosphérique
et le poids sec des plantes, I1 est a noter d'autre part que les
variétés DJ 684 D et DJ 346 D permettent des activités plus fortes
que les variétés parentales dont elles sont issues (Taichung Native 1
et Ebandioulaye), et que les variétés Séfa 319 G et Sé&fa 302 G, qui
proviennent toutes deux de croisements entre les variétés Tun-Sart et
Taichung Native 1, se différencient nettement 1'une de 1'autre
(Rinaudo, 1977). L'efficience de 1'association "riz-fixateurs de N2"
semble donc conditionnée par des caractéres génétiques de 1a plante

hote. Certaines variétés semblent plus aptes que d'autres & s'associer

a 1a microflore fixatrice de N2 native,.



Tableau 16. ARA rhizosphérique de 28 variétés de riz tropicales cultivées
sur sol de O0jibélor (plantes de 3 semaines)

801

ARA (nmoles CZHA/h) Poids sec des plantes
Variéte Par plante Par g racines sé&ches (mg)
séfa 319 ¢*X 13,2 + 2,7 281 & 60 12 = 14
MI 48 12,4 + 3,1 302 + 68 101+ 9
8D 2 12,3 ¢+ 3,2 173 + 48 158 + 16
0S6 x 11,7 + 1,6 267 + 32 98 + 10
IRAT 10 11,2 + 3,2 203 + 55 114 + 11
DJ 684 D 11,2 + 1,9 224 + 34 ‘114 + 16
DJ 346 D 10,9 + 2,0 179 + 28 127 + 8
IRAT 13 2 10,5 ¢+ 2,6 284 + 61 79 £+ 10
Thin Thoiu Way 10,0 + 2,8 198 + 64 105 + 20
IR 1529-680-3 8,7 + 3,7 223 + 85 89 + 4
CG 75 8,6 + 3,1 178 + 67 113 + 8
CG 160 8,5+ 2,5 224 + 57 79 ¢+ 5
IR 442 8,2 ¢+ 2,2 264 + 45 71 + 4
Pokkali 7,4 £ 2,6 112 + 32 147 + 14
Taichung Native 1 7,2 £+ 1,9 157 + 28 108 + 15
Séfa 302 G 2 7,1 + 1,9 148 + 23 99 + 11
IR 20 7,0 £ 2,1 152 + 43 114 + 10
1 Kong Pao 7,0 £ 2,0 250 ¢ 61 68 + 15
vijaya 6,4 + 3,2 215 + 96 85 + 10
Faro 8 6,3 + 4,3 130 + 85 119 + 13
G 131 5,9 + 2,6 169 ¢+ 53 97 + 5
Hong Sun 5,9 + 1,0 72 + 13 147 + 16
IR S 5,9 =+ 1,5 100 + 20 119 + 15
Ebandioulaye 5,7 £ 2,0 168 + 74 102 + 6
IR 8 5,6 £+ 2,1 126 + 36 102 + 8
Ratna 4,6 + 1,9 8l + 32 113 ¢ 15
IR 630-27 3,5+ 0,7 61 + 12 119 + 25
A pura 2,5+ 0,5 8l + 24 96 + 6

% variet&s pluviales.



109

3.1.2. Comparaison de mutants de riz
Nous avons mesuré 1'ARA dans la rhizosphére de 46 mutants
de plantules de riz agées de trois semaines, cultivées dans un sol
de Camargue (mas Adrien) non stérile. Ces mutants des variétés de riz
Cesariot et Cigalon, n'avaient pas €té retenus en fonction de leur

aptitude & la fixation de Nz. mais pour leur inté&ré&t botanique (mutants
visibles, morphologiques)comme sous produits d'expériencegimutagénése.
Les résultats obtenus {(tableaux 17 et 18) montrent que les ARA varient
de 1 & 10 suivant 1e mutant de riz. Cette expérience, en conformité

avec 1'expérience antérieure, montre que 1'efficience de 1'association

“riz-bactéries fixatrices de N2" est bien contrb6lée par des caractéres

génétiques de la plante-hbte.

3.1.3. Influence du choix des partenaires du systéme "sol-riz”.

Au vu des résultats de ce criblage nous pourrions &tre tenté
de classer les cultivarsde riz en fonction de leur aptitude d la
fixation de N, rhizosphérique.

Afin de contrdler le bien fondé d'une teile démarche, nous
avons réalisé une expérience consistant a tester sur deux sols (le
sol du Mas Adrien et le sol gris de Casamance}, le cultivar Cigalon,
ainsi que les mutants qui avaient donné les résultats extr&mes dans
notre classement sur sol du Mas Adrien (Cigalon microaristé, Cimejap
haute tige). Les résultats obtenus (tableau 19) montrent que le
classement des variétés de riz n'est valable que pour un sol déterminé:
sur sol du Mas Adrien, 1'ARA rhizosphériqye est médiocre avec le
mutant Cigalon microaristé mais excepfiénne]]ement forte avec le
mutant Ciméjap haute tige; sur sol gris, par contre, il n'y a plus
de différences significatives entre ces deux mutants et le cultivar

Cigalon. I1 y a donc lieu de faire preuve de la plus grande prudence
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Tableau 17. ARA rhizosphérique de 18 mutants de la variété
de riz Césariotcultivés sur sol de Camargue
(plantes de 3 semaines).

ARA (nmoles C2H4/h)

Mutants x
Par plante Par g racines sé&ches
Rampant 2 233 + 168 5320 + 3010
Criblé 3 glumelles bicolores 208 117 4890 + 2770
Grain trés long non perlé " 159 + 101 3310 ¢+ 2190
Grain Tong ay 139 & 129 2870 + 2730
Rampant 1 137 + 85 2890 + 1670
Raide I 109 + 108 1560 + 1250
Tardif 3 grain long trés perlé 104 + 78 2010 + 1370
Petit pois 97 + 95 2020 + 1800
Raide tardif 2 grain fin 88 + 75 1820 + 1600
Crible 84 + 46 1550 + 860
Témoin 2 71+ 33 2120 + 1470
Témoin 1 59 ¢+ 53 1480 + 1100
Grain trés long perité 57 + 37 950 + 380
Raide I1 54 =+ 23 1170 =+ 470
Glumelles chamois 53 &+ 12 1270 + 580
Glumelles bicolores 40 + 12 630 + 190
Rachis noir 35 + 20 860 + 470
Piment 22 + 18 690 + 580
Glumelles chocolat 22 + 14 500 =+ 300
Court & grain grossi 2 1 80 =+ 40

a La dénomination des mutants est de M., Marie.



Tableau 18. ARA rhizosphérique de 28 mutants de la variété
de riz Cigalon cultivés sur sol de Camargue
{plantes de 3 semaines)

Mutants % ARA (nmoles C,H,/h)
Par plante Par g racines sdches
Cimejap haute tige 370 + 80 7370 = 1970
Cimejap A grain allongé 319 =+ 80 7310 + 2140
Cimejap glabre 2 grain allongé 281 ¢+ 82 7570 + 2760
Cigalons 8 ’ 239 + 100 6900 : 1850
Cigatrans 3 grain allongé 235 + 77 4660 1990
Cigalon maculé nofr II 224 + 53 4470 + 2350
Cigalon gros grain microaristé 219 ¢ 113 840 : 2200
Cigalon o 219 + 82 5900 + 2010
Cigatrans § 204 & 147 6180 : 3580
Cigatrans 2 199 + 50 3880 + 1770
Cigatrans glumelles semi panachées 196 + 67 4900 + 2250
Cigalon gros grain peu perlé 186 : 100 6170 ¢+ 2950
Cigalon témoin2 183 ¢+ 70 4450 + 1210
Tigatrans court vitreux 161 + 85 4800 + 2900
Cigalon glumelles brunes 160 + 62 3980 + 1910
Cigalon apicatrophié 149 & 104 4050 + 2960
Cigalon court dressé 142 ¢+ 51 4150 + 1890
Cigalon & grain allongé 126 ¢ 43 3330 + 1430
Cigalon maculé noir I 120 + 51 1990 + 750
Cigalon témoin 1 116 + 92 3560 + 3150
Tigalon petit grain sans perle 113 + 56 4570 ¢+ 2940
Cigalon compact II 101+ 77 3370 + 2210
Cigalon glumelles panachées 100 + 32 2380 + 6/0
Cigalon graines fauves II 93 &+ 25 2550 + 960
Cigalon compact I B4 + 43 2010 = 1270
Cigalon court sans perle 69 ¢+ 33 1800 + 790
Cigalon court grain allongé subaristé 61 + 30 1430 = 550
Cigalon court engainant 48 + 23 1410 + 690
Cigalon trés tardif 44 + 33 1290 + 890
Cigalon microaristé 28 + 11 860 + 460

% La dénomination des nutants est de M, Marie



Tableau 19. ARA dans 1a rhizosph2re du riz cv, Cigalon et de deux mutants

de cette variété de riz cultivés sur sol du Mas Adrien

(Camargue) et sur sol gris (Sénégal) (plantes de 3 semaines)

Sol Riz ARA (nmoles CZH4/h)
Par plante Par g racines sé&ches
cv. Cigalon 151 + 54 4079 + 1383
Mas Adrien Mutant Cigalon microaristé 28 + 11 861 + 456
(Camargue) Mutant Cimejap haute tige 370 + 80 7368 + 1971
cv. Cigalon 84 + 20 2589 + 466
Sol gris Mutant Cigalon microaristé 79 + 27 3682 + 1254
{Sénégal} Mutant Cigalon haute tige 82 + 17 2330 + 595

[AN
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dans 1'interprétation des résultats des criblages de cultivars de riz
que 1'on pourrait envisager d'effectuer. Ces criblages devraient en
effet tenir compte de la composition de la microflore fixatrice de

N, et, vraisemblablement de certains autres é1éments de la microflore

2
du sol.

Cette expérience a été effectuée avec trois sols de riziére
de Cdte d'Ivoire (Dabou, Abengourou et Yamoussokro), sur des plantes
dgées de 14 et 21 jours.

L'effet de la coupe est trés spectaculaire: au cours des
48 heures qui suivent on observe une trés forte diminution (environ
80%) de 1'ARA rhizosphérique (fig. 17).

On sait que la microflore rhizosphérique s'alimente dans une
large mesure a& partir des exsudats et des produits de décomposition
des racines (Rovira 1969, Martin, 1977). On sait d'autre part que
des variations de 1'intensité d'éclairement des plantes induisent des
modifications de la composition gquantitative et qualitative des
micropopulations rhizosphériques et de leurs activités (Rovira, 1959,
Rouatt et Katznelson, 1960; Balandreau et al., 1971). La brutale
diminution de 1'ARA rhizosphérique aprés 1'élimination des organes
photosynthétiques de la plante, montre que pour de jeunes plants de

riz, la fixation de N2 dépend pour 1'essentiel de composés organiques

exsudés trés rapidement aprés translocation.

3.3. Variations _de_1'ARA rhizosphérique_au_cours _d'un_cycle végéta-

Cette étude a eu lieu de janvier a aotit 1975 sur une parcelle
irrigquée de la région de Richard-Toll ensemencée en riz IR8. Des
températures relativement fraiches jusqu'au mois de mars ont retardé
la levée du riz, ce qui explique la durée inhabituelle du cycie (180 j)

Les analyses ont été effectuées a intervalles de trois
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semaines au moyen du dispositif de mesure in situ (§ 2.1.3.): début
de 1‘'incubation vers 11 h, les prélévement de gaz &tant effectués
aux temps 0, 5 et 7 h.

Les résultats obtenus (fig. 18) montrent que les activités
les plus fortes s'observent au cours de la seconde moitié du cycle:
au moment de la floraison, 1'ARA passe brutalement de 300 & 1600
nmoles C2H4/plante/h. Si 1'on se référe aux différentes étapes de
décomposition des racines décrites par Martin (1977), ces fortes
activités correspondent au stade ultime de dégénérescence du systéme
racinaire qui se traduit par la mort des racines et la décomposition
de 1'endoderme. Elles impliquent 1'intervention de microorganismes
capables de dégrader les résidus racinaires riches en glucides de
haut poids moléculaire en composés plus simples qui seront assimilés

par les fixateurs de NZ'

3.4, Influence_du_type_de_sol

La fixation de NZ dans la rhizosphére du riz est susceptible
de varier dans de grandes proportions suivant le sol utilisé. A titre
d'exemple nous avons reporté au tableau 20, 1és ARA mesurées dans
la rhizosphére de plants de riz cv. Séfa 319 G de 3 semaines cultivés
sur différents sols non stériles. On observe que 1'ARA sur sol gris
de Casamance (Dianaba) est 2 & 3 fois supérieure aux ARA mesurées
sur deux sols argileux des Philippines (Maahas clay et Maligaya clay),
bien que ces derniers, plus riches, permettent un meilleur développe-
ment du riz. La différence est encore plus marquée si 1'on considére
les résultats de 1'expérience 2: les ARA rhizosphériques sur sol de
Boundoum et sur sol du Mas Adrien (Camargue) sont dans le rapport
1/20 environ.

Des variations d'une telle amplitude mettent en évidence
le role essentiel du sol dans 1'association "plante-bactéries fixa-
trices", bien qu'on ne puisse dire quels sont les facteurs qui en sont

responsables.,
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ARA RHIZOSPHERIQUE fumolea Czﬁq/plante/h)

1riz : 1re

Sol : Richard-Toll

semis épiaison récolte

| I/

1 p— 1 1 —_— |
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HOIS (année 1975)

Fig. 18. Mesure in situ de 1'ARA rhizosphérique au cours
d'un cycle de riz inondé.



Tableau 20. ARA rhizosphdrique de ptants de riz cv, Séfa 319 G de 3 semaines
cultivés sur différents sols.

501 ARA (nmoles C2H4/h) Poids sec (mg/plante)
Par plante Par ¢ racines séches Parties aériennes Racines

Expérience 1* (Rinaudo et al.,

1978)
Maahas clay (Philippines) 61 + 19 352 + 88 364 : 16 174 + 33
Maligaya clay (Philippines) 126 + 26 484 + 135 535 + 26 266 + 21
Sols gris (Sénégal) 201 « 48 1357 + 344 169 + 20 149 + 13
Expérience el
Boundoum (Sénégal) 8 +£2 168 + 48 66 + 6 49 + 6
Mas Adrien {Camargue) 174 + 99 5420 + 3630 84 + 5 34+

2 Mesure avec le dispositif RP
ax Mesure avec le dispositif RT

LT



Nous avons reporté au tableau 21 les résultats d'une étude
réalisée & partir de 21 sols de riziére du Sénégal, destinée a
rechercher les corrélations pouvant exister entre 1'ARA rhizosphérique
et les principales caractéristiques physico-chimiques de ces sols.
L'analyse de ces résultats montre qu'il n'existe aucune relation
significative entre 1'ARA rhizosphérique et les différents para-
métres physico-chimiques analysés.

I1 est intéressant de noter qu'au cours de cette étude,
d'autresactivités microbiennes ont pu &tre corrélées avec certains
paramétres physico-chimiques des sols. Ainsi le nombre de cyanobac-
téries fixatrices de N2 est étroitement 1iée au pH; le potentiel
dénitrifiant est en étroite corrélation avec le taux de carbone; la
densité et 1'activité des bactéries méthanigénes sont d‘autant plus
importantes que le pH est élevé et que la teneur en chlorures et
le Eh sont faibles (Garcia et al., 1974). La raison en est vraisembla-
blement que ces paramét}es sont le fait de microflores relativement
spécialisées, ayant des exigences assez bien définies. La fixation
rhizosphérique de NZ’ par contre,est le fait d'une microflore extré-
mement complexe(cf., Chapitre I) donc susceptible de s'adapter aux
conditions de milieu les plus variées.

La variabilité de 1'ARA rhizosphérique en fonction du type
de sol ne paraissant pas, en premiére analyse, due & 1'intervention
de facteurs physico-chimiques, reste donc 1'effet de facteurs biolo-
giques. Nous donnerons au cours de ce chapitre quelques exemples
d'interactions entre la microflore fixatrice de N2 et d'autres

organismes rhizosphériques.

3.5. Effet de 1'azote ammoniacal

La répression de la synthése de la nitrogénase par 1'ion

NH4+ est bien &tablie pour tous les types de microorganismés ( &



Tableau 21, Fixation rhizosphérique de N, [C,H,] et caractéristiques physico-chimiques
de 21 sols de rizfére du Sénégal (riz cv. IR8, plantes de 3 semaines)

ARA(nmoles Texture ¢ NN 8-S0,TT NNO,T o pH** gn*®
Sol CH,/9 sol/h) %o %o (ppm) (ppm)  (meq/1009) (mv)
Boundoum 21,4 A 13,49 0,58 23,2 204 0 0,96 6,5 - 85
pjibéior 18,6 L 23,29 1,48 15,7 53 0 4,13 6,2 - 135
Oussouye 15,2 Ls 15,00 1,12 13,3 83 3,2 0 6,7 - 145
Roos-8&thio 13,5 A 13,34 0,76 17,5 162 0,5 1,24 6,1 - 80
Kaolack 11,5 LF 7,14 0,63 11,3 144 9,8 1,82 6,5 - 150
si11nk 10,2 LS 9,23 0,49 18,8 95 1,2 0 6,5 - 170
Djibelor 10,2 LAS 32,96 2,49 13,2 208 6,6 0 6,1 - 158§
Keur Oiallo 19,1 LA 6,59 0,38 17,3 72 0 0 6,7 - 115
Bounkilin 8,8 A 22,86 1,48 15,4 74 0 0,96 5,8 + 30
Tanaff 8,1 LA 24,57 1,42 17,3 67 0 0 5,3 - 120
Ntigar 7,3 LA 6,98 0,59 11,8 86 0 0,62 6,4 - 80
Goudomp 6,2 LS 8,93 0,63 14,1 84 5,7 0,80 6,4 - 15§
Djibelor 6,0 LAS 11,80 0,81 14,5 244 0,6 0 6,1 - 15
Kamobeul 4,9 LS 7,51 0,63 11,9 70 2,4 0 6,2 - 75
Loudia 4,7 St 20,79 1,34 15,5 69 3,0 0 6,3 - 55
Bignona 3,0 A 27,50 1,93 14,2 286 0 3,73 5,0 + 115
3ambato 2,2 Ls 20,83 1,71 17,3 77 0 0 6,5 - 160
Miaguisse 1,6 S LA 15,39 1,01 15,2 402 0 1,58 6.4 - 175
Diango 1,3 LA 18,17 1,29 14,0 94 4,0 1,16 6,3 - 120
Boutolat 0,4 SL 3,77 0,38 9,9 89 0 0 5,9 + 230
Thiaroye 0,2 LAS 18,45 1,34 13,7 995 41,8 5,37 5,9 - 160

% Texture : A : argile; LA: VTimon argileux; LAS: 1imon argilo-sableux; LF: 1imon fin; LS: limon sableux;
SL: sable limoneux.
[T} pH et Eh ont &té mesurés sur des sols maintenus 3 semaines en condition de submersion.

5 1



1'exception de certains mutants déréprimés).

Afin de contrfler 1'effet de 1'azote ammoniacal sur la
fixation rhizosphérique de NZ’ nous avons conduit une expérience avec
un sol de Djibélor (Casamance) dont 1a teneur initiale en azote
ammoniacal était relativement élevée (83 ppm) et auquel nous avons
ajouté différentes quantités de sulfate d'ammoniaque (de 0 & 150 ppm
N-NH4). Le sol, introduit en tubes de 14 x 220 mm, a &té ensemencd
en riz cv. IR8. Nous avons déterminé 1'ARA rhizosphérique & 3 semaines
et suivi les variations de la teneur du sol en azote ammoniacal au
cours de la croissance de la plante.

L'ARA rhizosphérique & 3 semaines est optimale pour un
apport initial de 40 ppm N—NH4 (fig. 19). La teneur du sol en azote
ammoniacal est alors nulle quelle que soit la quantité de sulfate
d'ammoniaque apportée (fig. 20), en raison de 1a nutrition azotée
de 1a plante; i1 ne devrait donc pas y avoir de diminution de 1'ARA
rhizosphérique puisque la synthése de la nitrogénase n'est plus répri-
mée . Le fait que 1'ARA rhizosphérique augmente avec un apport initial
compris entre 0 et 40 ppm N-NH4, et diminue quand cet apport est
supérieur a 40 ppm N-NH4, résulte probablement de 1a conjonction de
deux phénoménes qui ont un effet inverse sur 1'activité nitrogénasique:
(1) 1'azote combiné& absorbé par la plante provoque une exsudation
plus massive de substrats énergétiques; (2) la présence d'azote combi-
né dans le sol entraine un déséquilibre de 1a microflore rhizosphérique
au détriment des fixateurs de NZ'

Lorsque le niveau d'azote combiné est redevenu compatible avec
la synthése de 1a nitrogénase, la fixation de N2 peut avoir lieu.
La répression de la synthése de la nitrogénase par 1'ion NH4+ au
niveau de Ta rhizosphére du riz est donc temporaire. Trolldenier
(1977) obtint des résultats analogues aux ndtres avec un apport de

140 kg N - urée par hectare (inhibition temporaire de 1'ARA rhizos-
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Riz : IR8 (3 semaines}
200+
<
150+
1004
W1 L
—_ " N .
o 20 40 70 100 : 150

K-NH, AJOUTE (ppm)
Fig. 19. Influence d'un apport d'azote ammoniacal
sur 1'ARA rhizosphérique.
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Fig. 20. variationsde 1a teneur du sol en azote
ammoniacal au cours du développement du riz.




122

phérique puis activité supérieure & celle des témoins n'ayant pas
regu d'engrais). Pour une association plante-bactérie, 1'effet de

1'azote combiné surla fixation de N2 peut donc &tre bénéfique.

3.6. Effet_de 1'engorgement

La rhizosphére du riz peut &tre considérée comme une interface
aérobie-anaérobie entre la surface des racines qui diffuse de 1'air
et le sol réducteur, et 1'on sait que dans les milieux naturels, une
telle interface est fréquemment le siége de fortes activités fixatrices
de N2 (Rice et al., 1967 ; Magdoff et Bouldin, 1970).

Afin de préciser 1'effet de 1'engorgement sur la fixation
rhizosphérique de NZ' nous avons cultivé pendant 3 semaines du riz ‘
cv. Séfa 319 G sur un sol de Boundoum (Région du Fleuve) au moyen du
dispositif RP (cf. fig. 8) congu précisément pour mesurer 1'ARA rhizos-
phérique sur sol engorgé ou exondé.

Les résultats obtenus (tableau 22) montrent que 1'engorgement
du sol stimule considérablement la fixation de NZ: 1*ARA rhizosphéri-
que (exprimée en nmoles C2H4/p1ante) est en effet 5 fois plus forte
sur sol engorgé que sur sol exondé. On constate &galement que 1'engor-
gement favorise le développement du riz; le systéme racinaire est
deux fois plus dense qu'en sol exondé ., Ce dernier point est du reste
bien connu des riziculteurs qui savent que les rendements en grains
sont environ deux fois supérieurs en culture inondée qu'en culture
pluviale.

La stimulation de 1a fixation de N2 s'expliquerait donc par"l'effet
interface adrobie-anaérobie" (1'activité spécifique exprimée en nmoles
CZH4/g racines séches, est environ 2 fois plus forte en sol inondé
qu'en sol exondé), mais probablement aussi par une exsudation plus

intense de substrats énergétiques due 3 une croissance plus vigoureuse

du riz.



Tableau 22.

Influence du régime hydrique sur 1°ARA rhizosphérique et
le développement végétatif du riz cv. Séfa 319 G cultive

pendant 3 semaines sur sol de Boundoum (Région du Fleuve

Sénégal).
Culture ARA (nmoles C2H4/h) Poids secs (mg/plante)
Par plante Par g racines séches Parties aériennes Racines
Sol exondé 35+ 7 460 ¢+ 75 234 77
Sol engorgé 155 + 25 997 + 175 330 159

€21
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L'effet bénéfique de 1'engorgement des sols de riziére sur
la fixation de N2 est bien connu en ce qui concerne les fixateurs
photosynthétiques. Dans le cas de la rhizosphére du riz, par contre,
cet effet n'avait &té mis en évidence jusqu'ici que par Yoshida et
Ancajas (1973) ainsi que par Trolldenier (1977).

3.7. Association fixateurs de N,-pectinolytiques

Nous avons mis en évidence (chapitre I) 1'aptitude de nombreu-
ses bactéries rhizosphériques fixatricesde N2 d croitre aux dépens de
la pectine ou de ses dérivés. En particulier nous avons constaté que

1'Azospirillum Sp7 est incapable d'assimiler la pectine mais peut
utiliser le galacturonate, 1'arabinose, le galactose et le méthanol.
Par ailleurs, H.G. Diem a isolé & partir du sol du Mas Adrien (Camar-
gue) une bactérie douée d'une forte activité pectinolytique (souche
RP2) mais incapable de fixer N2.

Afin de contrdler 1'aptitude de ces deux microorganismes &
s'associer, nous les avons introduits séparément ou simultanément
dans la rhizosphé&re du systéme "sol de Bel Air-riz cv. Moroberekan",
et &8tudié Teur effet sur 1'ARA rhizosphérique et la croissance du riz.

Le nombre de microorganismes dans le sol rhizosphérique est
de 1'ordre de 108 par gramme de sol. Afin de déplacer 1'équilibre
biologique au profit des microorganismes introduits nous avons choisi
de les incorporer au sol sous forme d'inoculum sur tourbe, & raison

de 2.108

bactéries par gramme de sol. Les mesures ont été effectuées
sur des systémes de 3 semaines.

Les résultats obtenus (tableau 23) mettent en é&vidence un
effet synergique de 1'association Sp7 + RP2, tant en ce qui concerne
1'ARA rhizosphérique qu'en ce qui concerne le développement végétatif

du riz. Dans 1'état actuel de nos connaissances il nous est impossible

de dire quel est le réle respectif de 1'un et 1'autre microorganismes.



Tabteau 23. Inoculation du systéme sol de "Bel-Air-riz cv. Moroberekan"
par Azospirillum Sp7, et une bactérie pectinolytique, RP2:
incidence sur 1'ARA rhizosphérique et le développement végétatif
du riz (mesures & 3 semaines).

ARA rhizosphérique Poids sec (mg/plante}

*

Inoculum (nmotes CZHA/p]ante/h) Parties aériennes Racines
Temoin 131 + 25 82 + 8 46 + 7
Sp7 200 + 48 116 + 14 51 + 8
RP2 157 + 28 122 + 9 60 + 6
Sp7 + RP2 232 + 51 141 1+ 12 72 + 7

% Chaque inoculum est constitué des bactérijes Sp7 et RP2 vivantes
ou autoclavées suivant le traitement.

cz1
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On peut toutefois supposer que les bactéries pectinolytiguas sont
susceptibles de favoriser la colonisation des cellules corticales par
les fixateurs de N2 et stimuler leur activité en mettant & leur

disposition des substrats provenant de la dégradation de la pectine.

Nous avons reporté au tableau 24A1es résultats de 1'étude du
systéme "sol gris-riz cv, Moroberekan" concernant la distribution des
fixateurs de N2 et des actinomycétes dans les trois compartiments de
la rhizosphére (cf. chapitre 1), ainsi que les résultats d'une étude
analogue réalisée avec le systéme "sol de Bel-Air-riz cv. Moroberekan".

L'analyse de 1'ensemble de ces données montre dans 1'un et
1'autre cas, une relation inverse entre les proportions de fixateurs
de N2 et d'actinomycidtes. Cette observation nous a amené 3 émettre
1'hypothése d'un effet antagoniste des actinomycétes vis-a-vis de
la microflore fixatrice de NZ'

Nous avons donc effectué des expériences ayant pour objet
(1) de contrdler 1'effet des actinomycétes vis-a-vis de 1a microflore
fixatrice native, (2) de mettre & profit 1'antagonisme des actinomy-
cétes vis-d-vis d'une partie de la microflore rhizosphérique pour faci-
liter 1'introduction dans la rhizosphére de fixateurs de N2 suscepti-
blesde se développer en présence d'actinomycétes. Ces expériences ont
6té réalisées avec le systéme "sol gris-riz cv. Moroberekan". Nous
avons choisi deux actinomycétes (A1 et A15) puis recherché des fixa-
teurs de N2 susceptibles de croitre en leur présence (absence de zone
de lyse sur milieu solide). Nous avons ainsi sélectionné la souche
R4 (Aeromonas, n° d'ordre 69). Comme précédemment les microorganismes
ont été incorporés au sol sous forme d'inoculum sur tourbe, les

mesures &tant effectuées sur des systémes "sol-riz" de 3 semaines.



Tableau 24, Distribution de la microflore totale, de la microflore
fixatrice de N2 et des actinomycdtes dans la rhizosphere
du riz c¢cv. Moroberekan cultivé sur sol gris de Casamance
et sur sol de 8el-Air.

Systéme Microflore totale % de 1a microflore totale

E Fixateurs de N2 Actinomycetes

"$01 gris-riz cv. Moroberekan"

sol rhizosphérique 2,0 x 108 53 1,7

rhizopian 1,8 x 108 25 4,1

endorhizosphere 1,2 x 108 16 7,2
"Sol de Bel-Air-riz ¢cv. Moroberekan"

sol rhizosphérique 2,4 x 10g 17 a,5

rhizoplan 1,6 x 10° 28 0,1

endorhizosphere 2,4 x 107 50 0,1

% Nombre de microorganismes exprimés par g de sol sec (sol rhizosphérique) ou par
g de racines séches (rhizoplan et endorhizosphere).

Lzt
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Remarque : les souches Al, Al5 et R4 proviennent de 1'endorhizosphére

du systéme "sol gris-riz cv. Moroberekan" et sont représentatives de

ce systéme.

Les résultats obtenus (tableau 25) confirment le rdle antago-
niste des actinomycétes vis-a-vis de 1a microflore fixatrice native:
1'inoculation du sol par les actinomycétes Al et Al5 provoque une
diminution sensible (25% environ) de 1'ARA rhizosphérique (expérience
1). Toutefois les résultats de 1'expérience 2 montrent que 1'on peut
utiliser 1'aptitude des actinomycétes & produire des substances anti-
biotiques au profit de fixateurs de N2 sélectionnés pour leur résis-
tance aux antibiotiques produits : 1'inoculum mixte "fixateurs de
Nz—actinomycétes" accroit 1'ARA rhizosphérique d'environ 75% par
rapport & 1'inoculum "fixateursde N2 seuls",

Les actinomyciétes peuvent donc 8tre considérés comme 1'un des
facteurs biologiques susceptibles de contréler la colonisation rhizos-
phérique. La plupart des études relatives aux interactions "actinomy-
cétes-fixateurs de NZ" concernent 1'effet antagoniste des actinomycétes
vis-d-vis de la microflore fixatrice native (Patel, 1974, Diem et al.,
1977; Panthier et al., 1979). Nos résultats montrent que 1'on peut
mettre & profit 1'aptitude des actinomycétes & produire des antibio-
tiques, en les associant 4@ des fixateurs de N2 "résistants", L'effet
d'une telle association sur la fixation rhizosphérique de N2 peut étre

bénéfique dans la mesure ol les partenaires de cette association ont

été convenablement choisis.

Le riz est 1'hdte de prédilection de nombreuses espé&ces de

nématodes du genre Hirschmanniella. H. spinicaudata et H. orizae sont

trés fréquents en Afrique de 1'Ouest ol 1'on a observé un gradient



Tableau 25. Inoculation du syst2me “sol gris (non stérile)-
riz cv. Moroberekan" par une bactérie fixatrice
de N, (R4) et deux actinomycdtes (Al et Al5).
Incidence sur 1'ARA rhizosphérique mesurée 2
3 semaines (Rinaudo et al., 1981).

Inoculum ARA
(nmotes CZHAIDIante/h)

Expérience 1

- Témoin * 173 + 23
- Actinomycetes (Al et Al5) 130 + 83
Expérience 2
- Fixateur de N, (R4)* 132 + 34
- Fixateur de N2 (R4) + acti-

nomycdtes (Al + Al5) 234 + 116

2 lnoculum "Al + Al15" autoclavé



dans la distribution des deux espéces: la premiére est dominante dans
les zones humides alors que 1a seconde est plus féquente dans Tles
régions sahéliennes (Fortuner et Merny, 1979). L'une et 1'autre ont
un effet dépressif sur le tallage et la floraison du riz, le dévelop-
pement des racines et des parties aériennes et le rendement en grains
(Babatola et Bridge, 1979).

L'effet des nématodes H. orizae et H. spinicaudata sur |'ARA
rhizosphérique et le développement du riz, a été &tudié dans le cas
de systémes"riz cv. Moroberekan-sol de Bel Air" de trois semaines
(fig. 21). L'un et 1'autre ont un effet trés marqué sur le développe-
ment végétatif du riz: on observe par rapport aux témoins non inoculés
une réduction trés nette du poids sec des plantes (de 1'ordre de 30%
pour les racines et de 40% pour les feuilles). La diminution de 1'ARA
rhizosphérique est considérable: 80% avec H. spinicaudata et 90% avec
H. orizae. La nutrition azotée du riz parait moins affectée par les
nématodes: sa teneur en azote n'est réduite significativement que
dans le cas d'H. orizae (de 1'ordre de 20%).

La fixation de N, dans la rhizosphére de plants de riz de

2
3 semaines dépend essentiellement de 1'exsudation racinaire. On peut
donc supposer que l1‘'infestation du riz par des nématodes provoque de
profondes perturbations du métabolisme de la plante se traduisant
notamment par une forte diminution du taux d‘exsudation. Le contrdle
de cette hypothése nécessiterait que 1'on effectue des expériences

14

complémentaires avec marquage au C.



ARA RHIZOSPHERIQUE

804
150+ 1,59 rw [1
r W
° *
1004 E wd & ;o.! 3
o 2
3 = § n
13 N ~ W
¢ 2 3 $
~
3 N g 5
w 3 - * 1
low By as] < 25W [N
> § 8 :
s 3 s T |E
@ &, ) [} = ~
~ & a [ N
Q o [ o =
E J 8 S < <
o4 & od = ol 3 o

.H. orysae _H_. spinicau- DTdmoin

data

& Significativement différent du témoin & P = 0,01

Fig. 21, Effet des nématodes H. oryzae et H.spinfcaudata
sur V'ARA rhizosphérique et le développement du
riz (systémes “sol de Bel-Air-riz cv. Moroberekan*
de 3 semaines).



4. CONCLUSIONS

La fixation de N2 dans la‘rhizosphére du riz peut varier dans
de grandes proportions suivant le sol ou le cultivar utilisés; de plus,
elle est soumise & T'influence d'un grand nombre de facteurs de
1'environnement, y compris certains é1éments de la microflore ou de
la microfaune du sol, ce qui ajoute & la complexité du systéme "sol-
riz". Un certain nombre de faits toutefois, ont pu &tre mis en
évidence qui permettent de mieux cerner le réle de certaines composan-
tes de ce systéme.

Nous avons tout d'abord observé que 1'ARA rhizosphérique peut
varier de 1 a 5 (tableau 16) suivant la variété de riz utilisé. Des
résultats analogues aux ndtres ont &galement été obtenus par Lee et

Yoshida (1977), Lee et al. (1977), Hirota et al. (1978), Habte et

Alexander (1980), Sano et al. (1981). Le plus souvent, ces criblages
ont été effectués aﬁ stade floraison, alors que les ndtres ont é&tea
faits avec des plantes de 3 semaines. Habte et Alexander (1980) ont
toutefois observé une bonne corrélation entre les ARA rhizosphé&riques
mesurées & 3 semaines et au stade floraison.

Les résultats obtenus avec des mutants des variétés Césariot
et Cigalon (tab]eaux 17 et 18) confirment le contr6le de la fixation
de N2 par le génotype de 1a plante: dans 1'un et 1'autre cas 1'ARA
rhizosphérique varie de 1 3@ 10 suivant le mutant utilisé, Toutefois,
le fait que des mutants Cigalon cultivés sur sol de Camargue donnent
des ARA rhizosphériques extrémes et ne se différencient plus pour ce
caractére quand ils sont cultivés sur sol gris de Casamance (tableau
19), souligne la complexité des relations existant entre la plante,
la microflore fixatrice de N2 et, vraisemblablement d'autres compo-

santes de la microflore rhizosphérique. Il nous parait donc difficile,



en 1'état actuel de nos connaissances de préconiser la manipulation
génétique du végétal en vue d'accroitre la fixation rhizosphérique
de NZ'

La plante fournit & Ta microflore fixatrice des substrats
énergétiques que 1'on peut classer en trois groupes : les exsudats
racinaires, c'est 4 dire les substances 1ibé&rées dans le milieu par
des racines intactes {Rovira, 1969); les lysats racinaires constitués
surtout de cellules de 1'épiderme et du cortex des racines vivantes
(Martin, 1977); 1a litiére racinaire, c'est & dire les matériaux
provenant de racines mortes en voie de décomposition (Waid, 1974).
Nous avons montré que pour des plantes jeunes (3 semaines) la fixation
de N2 dépend pour 1'essentiel de 1'exsudation racinaire (fig. 17).

A des stades plus avancés du développement de la plante, il
est probable que les lysats racinaires puis la litiére racinaire
constituent 1'essentiel des substrats énergétiques disponibles.

Nous avons en effet observé que les activités fixatrices les plus
fortes se situent aprés la floraison (fig. 18). Elles correspondent
donc au stade ultime de dégénérescence des racines décrit par
Martin (1977): envahissement de 1'épiderme et du cortex par la
microflore rhizosphérique puis décomposition de 1'endoderme et mort
des racines.

La répression de 1a synthése de la nitrogénase par 1'ion NH4+
se vérifie dans la rhizosphére du riz, mais n'est que temporaire.

Des apports modérés d'azote combiné ont pour effet de stimuler
1'activité nitrogénasique (fig. 19) en raison d'une part de 1'assi-
milation rapide des ions ammonium par la plante (fig. 20), d'autre
part d'une exsudation plus massive de substrats carbonés. Sur le plan
pratique, ces résultats suggérent que 1'on préconise 1'application

de doses "starter" d'engrais azotés qﬁi sont bénéfiques au dévelop-

pement de la plante sans pour autant nuire & la fixation de NZ‘
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L'engorgement du sol stimule considérablement la fixation
rhizosphérique de N2 (tableau 22). Cette stimulation est probablement
due & un effet interface "aérobie-anaérobie" entre le sol réducteur
et la surface des racines qui laisse diffuser de 1'air (Luxmoore et al.
1970; Armstrong, 1970); dans ce gradient, les différentes composantes
de 1a microflore fixatrice rhizosphérique sont susceptibles de trouver
les potentiels permettant 1'expression optimale de leur activité,
ce qui explique sans doute que la rhizosphére du riz soit 1'un des
systémes rhizosphériques les plus efficients que 1'on connaisse du
point de vue fixation de Nz; Nous avons également observé que le
développement du riz est plus vigoureux en sol inondé qu'en sol
exondé, ce qui se traduit probablement par une exsudation plus massivsz
de substrats énergétiques.

La notion de type de sol est complexe: elle intégre & la fois
les caractéres physico-chimiques du sol et ses composantes biologiquss
Nous avons constaté (mais sans pouvoir 1'expliquer) que 1'ARA rhizos-
phérique est multipliée par un facteur de 20 quand on passe du sol
de Boundoum au sol du Mas Adrien, 1'un et 1'autre é&tant ensemencés
avec la mé&me variété cv, Séfa 319 G (tableau 20). De mé&me nous n'avons
trouvé aucune relation simple entre 1'ARA rhizosphérique et les prin-
cipales caractéristiques physico-chimiques de 21 sols de riziére du
Sénégal (tableau 21). Cette absence de relation s'explique probable-
ment en partie par le fait que la microflore fixatrice de N2 est
extrémement complexe (cf. chapitre I), donc susceptible de s'adapter
aux conditions de milieu les plus variées; elle suggére &galement
1'intervention de facteurs biologiques susceptibles d'interagir avec
la microflore fixatrice. Nous avons donné trois exemples illustrant
ce type d'interaction.

En premier lieu nous avons mis en évidence un effet synergique

dé 1'association entre 1'Azospirillum Sp7 et une bactérie pectinoly-
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tique (RP2), se traduisant par une amélioration significative de
1'ARA rhizosphérique et du développement végétatif du riz (tableau 23).
L'effet bénéfique de cette association nous permet de penser que les
pectinolytiques pourraient favoriser la colonisation du cortex raci-
naire par les fixateurs de N2 et stimuler leur activité en mettant

& leur disposition des composés organiques de bas poids moléculaire
(galacturonate, arabinose, galactose, méthanol) provenant de la
dégradation de l1a pectine. On trouve dans la littérature de nombreux
exemples mettant en évidence des interaction de nature synergique
entre la microflore fixatrice et d'autres microorganismes (Parker,
1955; Okuda et al., 1960; Rubenchik, 1963; Kobayashi et al., 1965;
Dommergues et Mufatschiev, 1965; Florenzano et al., 1968; Line et
Loutit, 1973). Signalons en particulier que Remacle et Rouatt (1968)
ont observé dans la rhizosphére de 1'orge un accroissement du nombre
d'Azotobacter en présence de bactéries pectinolytiques,

Certains travaux suggérent 1'effet antagoniste
d'actinomycétes vis-d-vis de la microflore fixatrice de N2 (Patel,
1974; Diem et al, 1977; Ddbereiner et Baldani, 1979). L'analyse du
systéme "sol gris-riz cv. Moroberekan" que nous avons faite (chapitre
I) nous a amené & émettre 1'hypothése selon léquelle la distribution
des différents groupes de fixateurs de N2 dans les trois compartiments
de la rhizosphére, pourrait &tre contr6lée par des actinomycétes.

Les expériences complémentaires réalisées avec ce systéme "sol-riz"
confirment le r6le antagoniste des actinomycétes vis & vis de la
microflore fixatrice native considérée globatement (tableau 25). Nous
avons montré toutefois que 1'on pouvait mettre a profit 1'aptitude
des actinomycétes & synthétiser des substances antibiotiques, en

sélectionnant des fixateurs de N, résistants aux antibiotiques

2
produits, ce qui permet de réaliser un inoculum mixte "fixateurs de

Nz-actinomycétes" plus efficace que 1'inoculum “"fixateursde NZ seuls",



Nous avons enfin montré que les nématodes parasites du riz
doivent @tre considérés comme un facteur limitant majeur de 1la

fixation de N En 1'espace de trois semaines 1'infestation du riz

2°
par des nématodes du genre Hirschmanniella provoque une diminution

de 1'activité fixatrice trés spectaculaire (de 1'ordre de 90%, fig.
21). I1 convient de rappeler & ce propos que des observations analo-
gues ont été é&galement faites dans le cas de systémes symbiotiques

(Germani et al., 1980).



CHAPITRE III

ORIGINE DE L'EFFET DE LA MICROFLORE FIXATRICE DE N2
SUR LA CROISSANCE DU RIZ :
FIXATION DE N,
ou

SYNTHESE DE PHYTOHORMONES
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1. INTRODUCTION

Les fixateurs de N2 sont tré&s nombreux dans la rhizos-
phére du riz o0 ils constituent une proportion importante de la
microflore totale. Nous T‘avons montré dans le cas du riz cv. Morobe-
rekan cultivé sur sol gris de Casamance ou sur sol de Bel Air;
Trolldenier(1977) ainsi que Watanabe et Barraquio (1979) ont obtenu
des résultats analogues aux nbtres (cf. tableau 26).

La quantité d'azote fix8e en riziére par les hétérotro-
phes rhizosphériques au cours d'un cycle cultural est de l'ordre de
20 kg & 1'hectare (Wetselaar 1981), et 1'on sait qu'une partie de
cet azote est rapidement assimilée par la b]ante (ito et Watanabe,
1981; Eskew gt al., 1981; Maudinas et al., 1981).

Par ailleurs, il a &té montré que certains fixateurs de
N2 sont capables de produire des phytohormones suscentibles

de stimuler le développement des plantes. C'est notamment le

cas d'Azotobacter chroococcum (Vancura, 1961; Brown et Burlingham,

1968), d'Azotobacter paspali (Barea et Brown, 1974) et de nombreuses
souches d'Azospirillum (Gaskins et al., 1977; Reyndersiet Vlassak,
1978; Tien et al., 1979). 11 y a donc tout lieu de supposer que de tels
microorganismes pourraient agir surhla croissance de la plante par

I'azote qu'ils fixent, mais aussi en produisant des phytohormones.
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Tableau 26. Distribution de 1a microflore hetérotrophe atrobie et

des fixateurs de "2 dans la rhizosphére du riz.

Microflore
Systéme totate(T)

Fixateur
de NZ(F)

- x 100
T

Sol gris-riz cv. Moro-
bérékan

S 2,0 x 10
R+ E 3,2 x 10

Sol Bel Afr-riz cv.

Moroberekan
S 2,4 x 10
R+ € 1,6 x 10

w

Sol Philippines -

riz cv. IR26%

s 2,3 x 107
R+ E 12,5 x 107

Sol-riz cv. IR20Q#%

R+ E 1,8 x 10

Sol-riz cv. 1lRB:

R+ E 2,6 x 108

10,6 x 107
6,9 x 107

0,6 x 105
10,0 x 107

8,0 x 10

5,9 x 107

53
22

17
28

80

44

23

Les résultats sont exprimés par gramme de sol sec (S) ou de racines

séches (R+E).

S = sol rhizosphérique, R + E = rhizoplan + endorhizosphére

* Watanabe et Barraquio (1979)
=2Trolldenier (1977).
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Afin de voir dans quelle mesure 1'un et 1'autre de ces
processus agissent sur la croissance de la plante, nous avons proceédé
4 des expériences d'inoculation de systémes "sol-riz" avec 39 souches
fixatrices de N2 de notre collection. A cet effet nous avons choisi
des bactéries isolées de 1'endorhizosphére dont on peut raisonnable-

ment penser qu'elles sont aptes & vivre en assocation avec la plante.

2. MATERIEL ET METHODES

Pour étudier 1'effet d'un microorganisme fixateur de N2
sur la croissance du riz la solution la plus simple consiste &
cultiver le riz en conditions gnotobiotiques en présence de ce micro-
organisme. Maudinas et al. (1981) ont ainsi réussi & cultiver du riz
(cv. Delta) jusqu'd maturité sur milieu dépourvu d'azote combiné en
présence de fixateurs de N2 et montré qu'une partie de 1'azote fixé

était assimilée par la piante; mais les souches utilisé&es, Azotobacter

chroococcum et Rhodopseudomonas capsulata, n'étaient pas des bactéries

rhizosphériques typiques. Les résultats obtenus par Hamad-Farés(1976)
avec son modéle gnotobiotique (culture stérile de riz cvIR8 sur
sable) montrent qu'en présence de fixateurs de N2 rhizosphériques

(Beijerinckia camargensis ou Enterobacter cloacae, tous deux micro-

aérophiles), les fixations de N2 [CZHZJ sont trés faibles (20 fois
plus faibles environ que les activités mesurées en présence d'un
mélange comprenant 9/10 de sable + 1/10 de sol non stérile).

La microflore native du sol contribue donc & I['établis-
sement de conditions favorables & la fixation de NZ' I1 est probable
que cette microflore permet d'une part upe diminution rapide de 1a
pression partielle en oxygeéne du milieu jusqu'd un niveau compatible
avec la fixation de N2 (1la plupart des diazotrophes rhizosphériques

ne fixent N2 qu'en microaérophilie), et stimule d'autre part la libe-

ration de composés énergétiques par la plante (Martin 1977).



Nous avons donc choisi d'effectuer la plupart des
essais d'inoculation auxquels nous avons procédé, sur sol non stérile,
respectant ainsi 1'intégrité du "milieu rhizosphére” dont la micro-

flore native est une composante essentielle.

2.1, Sols et _matériel végétal

Tous les essais ont été effectués sur sol de Bel Air ou
sur sol gris de Casamance, ensemencés le plus souvent avec du riz
cv. Moroberekan.

2.2. Souches fixatrices_de N,

Nous avons utilisé 27 souches d'Azospirillum, six
Alcaligenes (n°51, 54, 56, 57, 61 et 65), trois Pseudomonas (n°52, 50
et 64), un Enterobacter (n°55) et deux Aquaspirillum (n°62 et 66).

Nous avons utilisé également deux mutants de 1'Azospiril-
lum Sp7: la souche Sp7001, streptomycine résistante,qui nous a été
fournie par D. Gauthier (laboratoire de Microbiologie des Sols ,
ORSTOM, Dakar) et l1a souche $p7204, non fixatrice de N2 (mutant fix"),
sélectionnée pour ce caractére dans le service de physiologie cellu-
laire du Pr. Aubert (Institut Pasteur, Paris).

Les sols ont &té inoculés & raison de 2.108 bactéries

par gramme de sol, sous forme d'inoculum sur tourbe.

2.3.1. Systémes "sol-riz'" de 3 semaines
Le microorganisme est cultivésur milieu complet, centri-
fugé puis resuspendu avec du tampon phosphate 0,02M, pH 7. La suspen-
sion obtenue est mélangée intimement & de la tourbe sterile (5.109
bactéries/g tourbe)., On introduit en tubes pyrex de 14 x 220 mm un
mélange "sol non stérile + tourbe" (1 g de tourbe par tube, soit

environ 2.108 bactéries/g sol). Chaque tube est alors ensemencé avec
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un grain de riz prégermé. ARA rhizosphériques et poids secs sont

mesurés & 3 semaines.

Remarques:

- Tous les essais d'inoculation ont comporté des témoins

préparés avec la méme quantité de bactéries autoclavées.

- Nous avons effectué une expérience préliminaire avec la
souche Sp7001 (streptomycine résistante) afin d'estimer le
devenir d'un tel inoculum. Les résultats obtenus aprés 3 semaines
de cultures (tableau 27) montrent : 1) que le nombre total de
bactéries par gramme Pe sol est compris entre 107 et 108, que le
sol soit inoculé ou non, 2) que la proportion d'Azospirillum Sp7001

par rapport & la microflore totale reste relativement forte, sur-

tout au niveau du rhizoplan et de 1'endorhizosphére.

2.3.2. Cultures en pot

Quelques essais ont &té conduits dans des pots en
plastique pouvant contenir 5 kg de sol, donc permettant de

cultiver le riz jusqu'd maturité. Chaque pot regoit 0,7 g K2HP04.

Le riz est tout d'abord cultivé en sachet plastique
sur 200 g d'un mélange "sol + tourbe inoculée" (par sachet : 10 g
de tourbe a raison 5.109 bactéries/g de tourbe ; 3 plants de riz).
Quand les plantes sont dgées de 3 semaines, le sachet est ouvert
avec des ciseaux, et le systéme "sol-riz" mis en place au centre
du pot. Le sol est maintenu sous eau pendant toute la durée de
1'expérimentation. Cette technique a pour but de faciliter 1la

colonisation des racines par le microorganisme introduit au cours

des premiers stades de développement du riz.



Tableau 27. Inoculation de systémes "sol-riz" par Azospirillum Sp7001 ; devenir

de 1'inoculum aprés 3 semaines de culture en tubes de 14 x 220 mm.

Systéme "sol-riz"

Nombre de bactéries & 3 semaines

Sol rhizosphérique
{N/g sol sec)

Rhizoplan + Endorhizosphére
(N/g racines séches)

50) gris-riz cv. Moroberekan

a) non inoculé : microflore totale 5,2 x 107 2,9 x 109

b) inocule : microflore totale 4,8 x 107 1,8 x 109
Azospirillum Sp7001 1,1 x 107 (22 %) 1,0 x 109 (55 %)

Sol de Bel-Afir - riz cv. Moroberekan

a) non inoculé : microflore totale 2,0 x 107 2,1 x 109

b} inoculé : microflore totale 2,2 x 107 3,5 x 109
Azospirillum $p7001 0,2 x 107 (8 %) 0.7 x 109 (21 %)

- Inoculum : 2 x 108 bactéries par gramme de sol sec.

- Les valeurs entre parenthéses représentent

3 1a microflore totale.

1a proportion d'Azospirillum

Sp7001 par rapport

[4A!
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2.3.3. Cultures en parcelles de 2m?

Des fosses de 1 x 2m sur une profondeur de 50 cm,
ont été creusées dans 1'enclos du centre ORSTIM de Bel-Air. Aprés
la mise en place d'une bache plastique (épaisseur 200 ym), la
fosse a &té remplie sur une hauteur de 40cm par du sol de Bel-Air
(horizon de surface : 0-20cm). Les parcelles de 2m2 ainsi obtenues
sont parfaitement étanches et permettent la culture irriguée du

riz.

Chaque parcelle recoit 22 g de supertriple (Ca(H2P04)2),
30 g de KC1 et de 1'urée : une dose starter (6,5 g d'urée soit
15 kg N/ha) ou une dose plus forte (26 g soit 60 kg N/ha). Les
parcelles sont repiquées a partir de pépiniéres de 3 semaines
(pogquets de trois brins, espacement des poquets : 20 cm). L'ino-
culation a lieu au niveau des pépiniédres : celles-ci sont réalisées
dans des bacs en plastique sur un mélange "sol de Bel-Air - tourbe
inoculée" (5% de tourbe inoculée & raison de 5.109 bactéries/g
tourbe). La hauteur du mélange "sol + tourbe" dans les bacs est
faible (environ 3cm) ; on obtient ainsi un enchevétrement trés
dense de racines, en présence d'un inoculum bactérien relativement
important. Ce sont ainsi des plantules préinoculées que 1'on
introduit dans les parcelles lors du repiquage. Le sol est par la

suite maintenu sous eau pendant toute la durée de 1'expérimentation.
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3. RESULTATS

3.1, Effet_de_1'ipoculation_par_des_fixateurs_de N,_sur_la

3.1.1. Systémes "sol-riz" de 3 semaines

Le riz‘cv. Moroberekan a &té cultivé en tubes pyrex de

14 x 220mm. Les Azospirillum ont &té inoculés & la fois sur sol gris

~de Casamance et sur sol de Bel Air. Les autres souches fixatrices de
N2 n'ont &té testées que sur sol de Bel Air. Les résultats obtenus
ont &té reportés & la figure 22 pour 1'ensemble des souches.

Les souches fixatrices de N2 autres qu'Azospirillum
ont relativement peu d'effet sur le développement végétatif du riz.
Seule la souche n°54 (Alcaligenes) provoque une augmentation signifi-
cative du poids sec des plantes.

Les souches de type Azospirillum, par contre, sont
susceptibles de modifier dans de grande proportions le développement
végétatif du riz. Suivant la souche introduite, le poids sec varie
de 74 & 153 mg dans le cas du sol de Bel Air (témoin: 120 mg), et
de 88 a4 243 mg dans le cas du sol gris (témoin: 129 mg). Il est &
remarquer que 1'effet de 1'inoculation par une souche donnée dépend
du sol inoculé. Nous avons réparti les souches d'Azospirillum en
quatre groupes en fonction de leur incidence sur le poids sec des
plantes dans 1'un et 1'autre sol. On constate (tableau 28) que les
souches ne se répartissent pas également entre les quatre groupes
18 souches sur 27 ont un effet bénéfique sur le développement du riz
cultivé sur sol gris, alors qu'on n'en compte que 7 dans le cas du
sol de Bet Air., Les plantes cultivées sur sol gris sont donc, plus
que les plantes cultivées sur sol de Bel-Air, susceptibles de ré&agir

favorablement & 1'inoculation par Azospirillium.
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Fig. 22. Effet de 1'inoculation de systeémes “sol-riz® par diverses

souches fixatrices de Ny, syr le pords sec des plantes a
3 semaines.
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Tableau 28. Inoculation de syst2mes ®sol-riz® par diverses
souches d'Azospirillum: effet sur le développement

végétatif du riz & 3 semafnes (riz cv. Moroberekan).

Inoculunm Effet sur le poids sec du riz
Nombre de N°® des souches Sol de Bel-Air Sol gris
souches
4 1, 2, 4, 14 + +
3 36, 41, 45 +* -
14 10, 11, 15, 17, 20,

22, 23, 24, 25, 35
37, 38, 39, 40 - +

6 3, 5, 6, 13, 21, 31 - -

+ = augmentation du poids sec des plantes par rapport au t2moin

- = diminution du poids sec des plantes par rapport au témoin.
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3.1.2. Systémes sol-riz de 1 mots inoculés par Azospirillum Sp7
(cultures en pots).

11 apparait que 1'Azospirillum Sp7 (souche n°l) améliore
fortement la croissance du riz & la fois sur sol de Bel-Air et sur
sol gris de Casamance (fig. 22); seule la souche n°39 stimule
davantage le développement du riz cultivé sur sol de Bel-Air. Nous
avons testé 1'Azospirillum Sp7 en présence de 7 variétes de riz
cultivées sur sol de Bel-Air. Cette expérience a été réalisée en
pots contenant 5 kg de sol. Les résultats obtenus (tableau 29)
mettent en &vidence 1'aptitude exceptionnelle de cette souche d pro-
mouvoir le développement du riz: par rapport aux plantes témoin,
1’augmentation du poids sec des parties aériennes se situe entre 7%
et 64% (moyenne 29%) et 1‘'augmentation du poids sec des racines entre

0% et 156% (moyenne: 64%).

3.1.3. Systémes "gsol-riz" cultivés jusqu'd maturité

Le riz cv. Moroberekan a &té cultivé sur sol de Bel-Air
jusqu'a maturité (120 j), dans des pots renfermant 5 kg de so1-ainsi
que sur des parcelles de 2m2. Trois souches d'Azospirillum ont été
utilisées: Ta souche Sp7 (n°l) qui, sur ce sol améliore le poids sec
du riz, et les souches BK85 (n°38) et DK 93 (n°40), qui ont au con-
traire un effet dépressif sur la croissance du riz cultivé sur sol
de Bel-Air (cf. fig.22). L'inoculum a é€té apporté sur tourbe (cf.§
2.3).

Nous avons reporté 3 la figure 23 les rendements en
grains obtenus a 1'issue du cycle végétatif des plantes. Nous y avons
également mentionné les résultats obtenus avec des plants de 3
semaines cultives sur tubes de 14 x 220 mm.

Dans le cas de cultures en pots, 1'effet de 1'inoculation
sur les rendements en riz n{est sensible que si 1'on compare les

résultats obtenus avec les souches BK85 et Sp7. Les différences
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Tableau 29.

Effet de 1'inoculation du sol de Bel Air par Azospiril-

lum Sp7, sur le développement végétatif de diverses
variétés de riz (culture en pots contenant 5 kg de sol,

trois plantes par pot).

Poids sec & 1 mois (mg/pot)

Riz Inoculums
Parties aériennes Racines

412 273

cv. Moroberekan 574 {+ 39%) 418 (+ 5»3%)
438 255

cv. I Kong Pao 616 (+ 41%) 484 (+ 90%)
545 223

cv. IR 15 583 (+ 7%} 314 (+ 41%)
480 285

cv. 1R 2071 571 (+ 19%) 371 (+ 30%)
495 335

cv. DJ684D 541 (+ 9%) 334 (0 %)
413 187

cv. Kuang Shi Shang 508 (+ 23%) 338 (+ 81%)
363 189

cv. 1R29 596 (+ 64%) 483 (+ 156%)

Les valeurs entre parenthéses correspondent aux augmentations

de poids sec par rapport au témoin non inoculé (bactéries autocla-
vées).
*Inoculum: Azospirilium Sp? sur tourbe (0: bactéries autoclavées,

+

: bactéries vivantes).
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observées sont toutefois moins marquées que celles que i'on observe

a 3 semaines. Dans le cas de cultures en parcelles de 2m2 par contre,

il n'y a plus d'effet significatif quel qu'ait été 1'apport initial

d'azote urée (dose starter: 15 kg N/ha ou dose plus forte: 60 kg N/ha)
. Cette inefficacité (relative ou totale suivant le cas)de

1'inoculation de plantes cultivées jusqu'a maturité pourrait étre

due & la non prolifération de i'inoculum aprés que les systémes aient

6té transférés dans un volume de sol plus vaste. En effet, durant

les 3 semaines qui précédent ce transfert, la totalité du systéme

racinaire se trouve en présence d'un inoculum bactérien dense, donc

ayant un effet marqué sur la croissance du riz; les résultats obtenus

dans Ie cas de cultures de 3 semaines en tubes de 14 x 220mm sont

parfaitement significatifs a cet égard. Aprés transfert,par contre,

les racines poursuivent leur développement dans du sol dépourvu

d'inoculum bactérien, donc en présence de la seule microflore native.

L'effet de 1'inoculation serait ainsi d'autant moins prononcé que

la proportion de racines mises en présence d'un inoculum dense, est

plus faible.

Devenir de 1'inoculum bactérien au cours du développement du riz

L'objet de cette expérience a été de vérifier ['hypothése
selon laquelle il n'y aurait pas prolifération de 1'inoculum au cours
du développement du riz. Nous avons utilisé le m&me systéme"sol-riz"
(sol de Bel-Air-riz cv. Moroberekan) et choisi 1'Azospirillum Sp7
qui s'est avéré étre le plus efficient dans le cas de plantes de
3 semaines cultivées sur sol de Bel-Air, Plus précisement nous avons
utilisé@ la souche Sp7001, mutant spontané de Sp7 résistant & la strep-
tomycine., L'inoculum a été& introduit dans toute la masse de sol a

raison de 108 bactéries par gramme de sol. Des numérations ont é&té

effectuées a divers stades de croissance du riz, sur le sol environ-



nant (S), ainsi qu'a partir de racines préalablement lavées modére-
ment puis broyées (R). Les comptages ont &té effectués sur milieu
gélosé contenant 1%, de streptomycine.

Les résultats obtenus (fig. 24) confirment notre
hypothése de départ: 1'inoculum introduit ne prolifére pas; bien plus
sa densité décline d'environ trois'puissances de 10 au cours du déve-
loppement de la plante. La colonisation des racines par 1'Azospirillum
Sp7001 (R) est effective mais demeure relativement discréte (de

1'ordre de 106

bactéries/g racines séches). Si 1'on se référe aux
comptages effectués par ailleurs avec le systéme "sol de Bel-Air-riz
cv. Moroberekan" (tableau 26), on constate que le nombre total de
fixateurs de N2 correspondant (rhizoplan + endorhizosphére) est de
1'ordre de 108 bactéries par Qramme de racines séches, Autrement dit

la souche Sp7001 représente seulement 1% des fixateurs de N2 ayant

colonisé les racines.

3.2. Origine _de_l1'effet observé sur_des _plantes_de 3 semaine

L'introduction de fixateurs de N2 dans 1la rhizosphéfe du
riz peut avoir un effet trés marqué sur 1e‘déve10ppement de plants de
3 semaines (§ 3.1.1.); c'est notamment le cas avec certaines souches

d'Azospirillum.

L'objet des expériences que nous présentons maintenant

est de déterminer si cet effet est dit @ la fixation de N2 ou a

1'aptitude des souches & produire des phytohormones.

3.2.1. Relation développement du riz-fixzation de HZ

a - Incidence de |'inoculation sur 1'ARA rhizosphérique

Les souches utilisées sont les mémes qu'au § 3.1.1.
L*inoculation par Azospirillum est susceptible de modifier profonde-

ment fa fixation de N2 (fig. 25): 1'ARA rhizosphérique varie dans
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Fig. 24, Devenir de 1'inoculum Azospirillum Sp7001 dans

le sol (S) et dans la rhizosphére (R= rhizoplan

+ endorhizosph&re) au cours du développement du
riz.

(S : nombresg sol sec, R: nombre/g racines séches,
T : nombre total/pot).
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des proportions considérables (rapport de 1 & 10) suivant la souche
utilisée (de 35 & 322 nmoles C2H4/plante/h dans le cas du sol de
Bel-Air, témoin: 192 nmoles C2H4; de 22 a 158 nmoles C2H4 dans le
cas du sol gris, témoin: 60 nmoles C2H4). L'effet de 1'inoculation
par une souche donnée dépend du sol inoculé. Nous avons réparti les
souches d‘'Azospirillum en quatre groupes, en fonction de 1'incidence
de 1'inoculation sur 1'ARA rhizosphérique dans 1'un et |'autre sol
(tableau 30): on constate que les souches se répartissent & peu prés
également entre les quatre groupes.

Les souches fixatrices de N2 autres qu'Azospirillum
donnent lieu & des résultats analogues (fig. 25) encore que les
variations observées soient moindres que dans le cas des Azospirillum
(1'ARA rhizosphérique varie de 100 a 245 nmoles C2H4/p1ante/h,

témoin: 185 nmoles C2H4).

b - Relation entre 1'ARA rhizosphérique et 1'ARA spéci-

fique "in vitro" des souches introduites.

Nous avons classé ies différentes souches testées en
fonction de leur ARA spécifique optimale in vitro (cf. Chapitre I)
et comparé ces valeurs aux ARA rhizosphériques correspondantes (fig.
26). Il apparait qu'il n'y a aucune relation entre 1'ARA spécifique
des souches, et leur effet sur 1'ARA rhizosphérique, qu'il s'agisse
d'Azospirillum ou des autres souches fixatrices de NZ' Autrement dit,
1'étude in vitro de 1'activité nitrogénasique des souches, ne rensei-
gne pas sur leur activité éventuelle au niveau de la rhizosphére
du riz. Cette absence de relation s'explique par le fait que 1‘effet
de la souche introduite sur 1'ARA rhizosphérique du systéme dépend
non seulement des propriétés intrinséques de cette souche mais
aussi de nombreux autres facteurs (interactions avec¢ les diverses
composantesde la microflore.rhizosphérique, nature des substrats dis-

ponibles, etc...).



Tableau 30, Inoculation de systémes "sol-riz" par diverses
souches d'Azospirillum: effet sur 1'ARA rhizosphé-
rique & 3 semaines (riz cv. Moroberekan).

Inoculum Effet sur 1'ARA rhizosphérique
Nombre de N° des souches S0l de Bel-Air Sol gris
souches
1 13,20,21,24,25,31, + +
35
7 1,5,14,15,36,40, + -
41
6 10,11,17,23,37,38 - +
7 2,3,4,6,22,39,45 - -

+ = augmentation de 1'ARA rhizosphérique par rapport au témoin
- = diminution de 1'ARA rhizosphérique par rapport au témoin.
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c - Relation entre ARA rhizosphérique et développement

végétatif du riz.

Aucune relation simple ne peut &tre mise en évidence
entre 1'ARA rhizosphérique et Te poids sec des plantes mesurés a
3 semaines, que le sol ait &té inoculé avec Azospirillum ou avec
d'autres fixateurs de N, (fig. 27). Afin de faciliter 1'analyse des
résultats obtenus, nous avons dans le cas des seuls Azospirillum,
regroupé les souches en fonction de leur effet sur ['un et 1'autre
de ces paramétres (tableau 31). On observe que la distribution des
souches est trés différente suivant le sol considéré : 10 souches
améliorent & la fois 1'ARA rhizosphérique et-le poids sec des plantes
dans le cas du sol gris, alors que deux souches seulement ont le
méme effet dans le cas du sol de Bel-Air., Si on considére maintenant
1'ensemble des résultats pour les deux sols, on constate que trés
peu de souches peuvent &tre regroupées. En particulier, aucune
souche n'est capable d'améliorer @ la fois 1'ARA rhizosphérique et
le poids sec du riz dans les deux sols. Il est donc clair qu'il n'y a
aucune reiation entre fixation rhizosphérique de N2 et developpement
végétatif du riz & 3 semaines.

Cette conclusion est parfaitement illustrée dans le
cas de la souche Sp7 introduite dans la rhizosphére du riz cv. Moro-
berekan cultivé sur trois sols (tableau 32): 1'Azospirillum Sp7
provoque une trés forte augmentation du poids sec des plantes avec
les trois sols, mais 1'ARA rhizosphérique n'est stimulée que sur

sol de Bel-Air.

3.2.2, Aptitude de diverses souches d'Azospirillum & produire

des phytohormones:effet sur la développement du riz.

Les essais d"inoculation de systémes "sol-riz" par des
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Tableau 31.

Inoculation de systémes “sol-riz" par diverses

souches d'Azospirillum: effet sur 1'ARA rhizospherique
et le développement végetatif du riz 2 trois semaines

(riz cv. Moroberekan)

Sol Inoculum Effet sur 1'ARA Effet sur le
Nombre de N® des souches rhizosphérique poids sec
souches

2 36, 41 + +
= 13 5,13,15,20,21,24,25,26,
< 27,28,31,35,40 + -
v
o
o 3 2, 4, 45 - +
<
3 15 3,6,10,11,12,17,22,23,29
33,34,37,38,39,42 - -
10 10,11,17,20,23,24,25,35
37,38 + +
° 3 13, 21, 31 + -
Y
i 8 1,2,4,14,15,22,39,40 - +
a 7 3,4,5,6,36,41,45 - -
“
- [ 0 - + +
<
o
3L 3 13, 21, 31 + -
m o
[T | 2 2, 4 - +
T o H
=" 2 3, 6 - -
o = I
wy L1

augmentation par rapport au témoin

diminution par rapport au témoin.
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Tableau 32. Influence de 1'inoculation avec Azospirillum Sp7 sur
1'ARA rhizosphérique et le développement végdtatif du
riz cv. Moroberekan cultivé sur différents sols
(mesures & 3 semaines).

ARA Poids sec (mg/plante)
Sol Inoculum# (nmoles CZHA/plante/h) Parties Racines
aériennes
0 60 + 26 48 + 26 68 + 11
Sot gris + 50 = 21 136 + 13 85 + 12
0 200 = 33 75 ¢+ 14 45 + §
8el Air + 322 + 46 106 + 17 47 ¢+ 3
0 61 ¢ 16 62 =+ 15 48 + 6
B8oundoum + 47 + 31 125 + 18 84 + 9

#*Inoculum: Azospirillum Sp7 sur tourbe (0 : bactéries autoclavées,
+ : bactéries vivantes),
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Azospirillum, ont montré qu'il n'y a aucune relation entre le dévelop-
pement végétatif du riz et la fixation rhizosphérique de NZ’ dans
le cas de plantes de 3 semaines.

Par ailleurs il est désormais bien &tabli que de nom-
breuses souches d'Azospirillum sont capables de produire des
phytohormones : acide indole acétique, acide indole lactique,
gibberelline, diverses substances de type cytokinine (Gaskins et al.,
1977, Reynders et Vlassak, 1978; Tien et al., 1979).

Les expériences que nous présentons maintenant ont eu
pour objet de rechercher les relations pouvant exister entre le
développement végétatif du riz et 1'aptitude de quelques souches

d*Azospirillum & synthétiser des phytohormones.

a - Relation entre la production de

phytohormones par Azospirillum et le développement

du riz 3 3 semaines.

Certaines souches d'Azospirillum de notre collection
(070: n°31, S29: n°14, RO7: n°2 et Sp7: n°l), ont &té analysées par
Diem et Tien par chromatographie liquide 3 haute pression (résultats
non publiés) au Département de Science du Sol de 1'Université de
Floride (Gainesville), pour leur aptitude & produire des
phytohormones,

Nous avons reporté & la figure 28 la production d'acide
indole acétique, d'acide gibbérellique et de cytokinine par les
Azospirillum 070, S29, RO7 et Sp7, et & la figure 29 le poids sec
des plantes et 1'ARA rhizosphérique & 3 semaines de systémes "“sol-riz"
inoculés par ces souches.

Nous remarquons & nouveau qu'il n'y a aucune relation
entre poids sec des plantes et ARA rhizosphérique (sur sol gris ou

sur sol de Bel-Air). Par contre, apparait assez nettement une corré-
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lation entre la production d'AIA in vitro et le poids sec des plantes:
le poids sec des plantes inoculées par 1'Azospirillum 070 qui produit
trés peu d'AIA, est nettement plus faible que le poids sec des

plantes inoculées par les trois autres souches d'Azospirillum dont

la production en AIA est forte. Ce résultat se vérifie & la fois sur
sol gris et sur sol de Bel-Air. L'effet béné&fique sur le développement
du riz de 1'inoculation par Azospirillum semble donc &tre 1ié& plus

précisément & cette phytohormone.

b - Inoculation du riz cv. Moroberekan par Azospirillum

Sp? et Azospirillum 7204 (mutant fix de Sp7)

Des graines de riz préalablement axénisées {(2mn dans
HgC]2 1%,) ont été introduites sur un mélange sable (9/10) - sol gris
(1/10) stérile ou non stérile. Ces systémes ont é€té inoculés 3 jours
plus tard par les Azospirillum Sp7 et $p7204 (fix ) introduits &

8

raison de 10~ bactéries par gramme de mélange sable + sol. Nous avons

mesuré 1'ARA rhizosphérique et le poids sec des plantes & 3 semaines.
Les résultats obtenus figurent au tableau 33.

L'introduction des souches Sp7 ou Sp7204 en conditions
non stériles ne modifie pas sensiblement 1'activité nitrogénasique
et le développement végétatif du riz.

Dans le cas des systémes stériles, par contre, des
différences importantes peuvent é€tre observées. Seuls les systémes
inoculés par la souche Sp7 réduisent 1'acétyléne; ce résultat était
aisément prévisible car la souche Sp7204 n'est pas fixatrice de NZ'
On remarquera surtout, que les deux souches provoquent une augmenta-
tion trés significative (environ 75%) du poids sec des plantes. Cette

stimutation du développement du riz est probablement liée & la produc-

tion par ces souches de phytohormones. Le fait que la
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Tableau 33, Inoculation de systémes "sol-riz"® stériles ou non
stériles par Azospirillum Sp7 et un mutant fix",
Azospirillum 7204 : effet sur le poids sec des plantes

et 1'ARA rhizosphérique & 3 semaines.

Inoculum _Systémes non stériles Systémes stériles
ARA Poids sec ARA Poids sec
(nmoles CZH4/h) (mg) (nmoles Cqu/h) (mg)
Témoin 85 a 215 a 0 a 146 a
Sp7 73 a 192 a 8b 235 b
Sp7204 62 a 207 a 0 a 233 b

“4alange sable (9/10) - sol gris {1/10) introduit dans des tubes de
50 x 500mm & raison de 200 g de mélange par tube, ensemencé par du
riz cv. Moroberekan (6 graines par tube)

##Témoin: culture d'Azospirillum autoclavée

AB : Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement

différentes a8 P = 0,05,
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souche Sp7204 provoque sur le riz le méme accroissement de poids sec
que la souche Sp7, semble indiquer que la mutation qui la rend
incapable de fixer NZ’ n'a pas affecté son aptitude & synthétiser des
phytohormones,

La mise en évidence de 1'effet bénéfique sur le dévelop-
pement du riz de deux souches d'Azospirillum dont 1'une (Sp7204)

est incapable de fixer N2. nous parait constituer une preuve supplé-

mentaire en faveur du r6ie des régulateurs de croissance.
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4. CONCLUSIONS

Suivant que 1'on considére des plants de riz jeunes
(3 semaines) ou & maturité, les effets de |'inoculation du sol par
des fixateurs de N2 peuvent &tre trés différents.

Dans le cas de plantes de 3 semaines, 1'introduction de
fixateurs de N2 dans la rhizosphére peut modifier dans des propor-
tions trés importantes le développement de la plante (fig. 22). L'ana-
lyse de 1'ensemble des résultats obtenus, nous permet d'affirmer
que pour des plantes jeunes il n'y a aucune relation entre la fixation
de N2 [Csz] et le développement végétatif du riz (fig. 27). I1 ap-
parait méme que certaines souches peuvent avoir des effets inverses
sur 1'ARA rhizosphérique ou le poids sec des plantes en fonction du
sol utilisé (tableau 31), La variabilité des effets de 1'inoculation
suivant la souche introduite ou le type de sol est probablement
la conséquence d'interactions entre le microorganisme introduit et
la microflore native (dans le chapitre précédent, nous avons donné
quelques exemples illustrant 1'incidence éventuelle de telles
interactions sur les fixateurs de N2).

L*absence de corrélation entre le développement de la
plante et 1'ARA rhizosphérique permet de penser que les augmentations
de rendement pourraient &tre dues a& la production de phytohormones
plutdt qu'a la fixation de NZ' lLes résultats que nous avons obtenus
dans le cas de plants de riz de 3 semaines inoculés avec A. brasilense
Sp7 ou un mutant fix de cette souche (A. brasilense Sp7204),
constituent un argument supplémentaire en faveur du rdle des
phytohormones produites par Azospirillum: on obtient avec I'une
et 1'autre souche une augmentation trés significative (environ 75%)
du poids sec des plantes (tableau 33). L'effet bénéfique de certaines

souches d'Azospirilium sur le développement du riz parait étre lié
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plus précisément & leur aptitude & produire de 1'acide indole-acé-
tique: nous avons observé dans le cas de quatre souches d'Azospirillum
capables de produfre diverses phytohormones une corréla-

tion positive entre leur production d'AIA in vitro (fig. 28), et

les poids secs correspondants de plants de riz de 3 semaines inoculées

par ces souches (fig. 29).

Si 1'on peut dans le cas d'essais de laboratoire concernant
des plantes jeunes, améliorer de facon trés significative le dévelop-
pement végétatif du riz en introduisant dans le sol certaines
souches d'Azospirillum, il n'en va pas de méme in situ avec des
plantes cultivées jusqu'a maturité; 1'effet sur les rendements en
grains est trés 1imité dans le cas de cultures en pots, et nul en
parcelles de 2m? (fig. 23). Nous avons attribué cette inefficacite
de 1'inoculation au déclin du nombre des bactéries introduites
(environ 3 puissances de 10) au cours de la croissance du riz
(fig. 25). L'effet bénéfique de 1'inoculation ne peut &tre durable
que dans Ta mesure ol Te microorganisme introduit vit en étroite
association avec la plante, et se multiplie dans la rhizosphére
au fur et @ mesure du développement racinaire. Or tel n'est pas
le cas. I1 nous parait donc illusoire d'espérer accroitre les
rendements en riz par inoculation bactérienne. Cela ne signifie
évidemment pas que la plante ne tire pas bénéfice de la présence

de fixateurs de NZ rhizosphériques. App et al. (1980) ont estimé

que la fixation de N2 rhizosphérique correspondait & environ 20%

de 1'azote assimilé par la plante, et Ito et Watanabe {1981) ont
montré que l'azote fixe était plus rapidement assimilé par le riz

que 1'azote combiné. I1 est probable qu'au cours de son développement

jusqu'a maturité le riz béneficie & la fois de 1'azote fourni par
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les fixateurs de N2 et de leur aptitude & produire des
phytohormones. Mais en 1‘'&tat actuel de nos connaissances, il nous
est impossible de faire la part de 1'un et 1'autre phénomeénes.

Au cours des toutes derniéres années les essais d'inocu-
lation ont été trés fréquents dans le cas de cultures sur sols
exondés (mais, b1é&, sorgho, graminées fourragéres) inoculées avec
diverses souches d'Azospirillum (cf. notamment Boddey et Ddbereiner,
1982). Comme nous 1'avons nous mé&me constaté avec des plants de riz
de 3 semaines, !'effet de ces inoculation est extré&mement variable.
Ainsi, selon Albrecht et al. (1977), 1'inoculation du ma7s par
A. brasilense n'a aucun effet. A 1'inverse, Okon et al. (1981)
observent que 1'inoculation de divers cultivars de mais, de sorgho
ou de graminées fourragéres par A. brasilense, a un effet trés
marqué 3 la fois sur 1'ARA rhizosphérique et les rendements. Nous
mentionnerons également les travaux effectués par Smith et al. (1976,

1977, 1978) en Floride: sur 40 génotypes appartenant & cing genres

de graminées tropicales, seuls deux génotypes, Digitaria decumbens

var. transvala et Panicum maximum, répondent positivement & 1'inocu-

lation par A. brasilense; bien que 1'inoculation ait apporté dans
certains cas jusqu'a 40 kg d'azote 3 1'hectare (Smith et al., 1977),
aucune corrélation n'a pu &tre mise en évidence entre les rendements
et les ARA rhizosphériques (Smith et al., 1978).

Perspectives agronomigques

Les résultats de nos essais en parcelles de 2m2 paraissent
exclure Ta possibilité d'améliorer les rendements en riz par inocu-
lation.

Dans le cas de graminées cultivées sur sols exondés par

contre, des augmentations significatives de rendements ont parfois
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été obtenus par inoculation avec A. brasilense. Parmi les travaux
les plus récents, citons ceux de Hegazi et al. (1981) concernant
des essais d'inoculation de bl1é en Egypte, ainsi que ceux de

Okon et al.(1981) et Kapulnik et al. (1981) réalisés en Israél
avec le mais, le sorgho, le bl1é et diverses graminées fourragéres
selon ces différents auteurs, 1'inoculation par A. brasilense
aurait un effet marqué a la fois sur les rendements et 1'ARA
rhizosphérigque. Les plantes inoculées bénéficieraient donc & la

fois de 1'azote fixé par Azospirillum et de son aptitude &

produire des phytohormones.

La possibilité d'améliorer les rendements par inocula-
tion avec des fixateurs de N, pourrait étre liée au type de
culture (culture sur sol engorgé ou culture sur sol exondé&). Dans
le cas de culture sur sol exondé, les augmentations de rende-
ments observées par certains auteurs sont probablement Ta consé-
quence d'un accroissement relatif du nombre de fixateurs de N2
dans la rhizosphére des plantes inoculées, phénoméne facilité
par le fait qu'il s'agit de sols sableux n'ayant jamais été
irrigués avant leur mise en culture, et dont la microflore native
est faible. Dans le cas du riz cultivé sur sol engorgé, par
contre, la proportion de fixateurs de N, au sein de 1a microflore
rhizosphérique est si forte qu'il nous parafit illusoire d'espérer
1'améliorer de fagon significative par inoculation. Tout au plus
pourra-t-on modifier sensiblement la composition de la microflore
fixatrice en remplagant certaines composantes de cette microflore
par un microorganisme plus efficient. Les essais d'inoculation

que nous avons effectuéssur parcelles de 2m ont &choué en raison



du déclin de 1'inoculum au sein de la microflore native. Une
solution & ce probl&me pourrait consister & utiliser non plus
un inoculum classique constitu& par une souche fixatrice de N2’
mais un inoculum mixte "fixateurs de Nz-actinomycétes compa-~
tibles", les actinomycétes associés ayant pour effet de faci-
liter 1'introduction des fixateurs de N, dans la rhizosphére

du riz (cf. Chapitre II).



ConcLUSIONS GENERALES
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La fixation de N2 dans la rhizosphére du riz est
d'abord fonction de l1a plante et de la microflore fixatrice
associée aux racines, 1'un et 1'autre des partenaires de cette
association étant sous la dépendance de facteurs de 1'environne-

ment qui agissent sur le systéme.

Le premier objectif du travail présenté ici a consisté
en une analyse détaillée, & la fois qualitative et quantitative,
de 1a microflore hétérotrophe aérobie de la rhizosphére du riz.
Au sein de cette microflore, nous avons bien &videmment &tudié

de fagon plus approfondie les microorganismes fixateurs de NZ'

Dans une seconde é&tape, nous avons étudié quelques uns
des principaux facteurs susceptibles de contrdler la fixation
rhizosphérique de NZ' En particulier, et celd nous paraft im-
portant, nous avons montré& que la rhizosphére du riz &tait le
siege d'interactions entre la microflore fixatrice et d'autres
organismes rhizosphériques ayant pour effet de stimuler ou au
contraire de limiter le développement de cette microflore ;
nous en avons donné divers exemples qui nous paraissent bien

illustrer la complexité du systéme "sol-riz".

Enfin,le dernier volet de notre &tude a consisté 3
préciser 1'effet de la microflore fixatrice de N, sur la crois-

sance du riz, et & rechercher 1'origine de cet effet.



PRINCIPAUX RESULTATS OBTENUS

- Microflore rhizosphérique fixatrice de N,

La microflore fixatrice de N2 est extrémement variée
nous avons isolé des souches appartenant aux genres Azospirillum,

Pseudomonas, Alcaligenes, Enterobacter, Aquaspirillum, Aeromonas,

ainsi que des souches corynéformes.

Une étude taxonomique des souches d'Azospirillum, fondée
sur 1'analyse de 251 caractéres, nous a permis de les subdiviser
en deux ensembles A et B distincts. Cette distinction qui est
due pour 1'essentiel au nombre de substrats carbonés utilisés,
porte &galement sur 1'activité nitrogé&nasique spécifique des
souches ainsi que sur leur contenu nlasmidique. Nos résultats
remettent en cause la subdivision du genre Azospirillum en deux
espéces : A. brasilense et A. lipoferum, proposée par Tarrand
et al. en 1978. Les souches coryné&formes que nous avons isolées
se différencient nettement des corynébactéries déja décrites

comme &tant fixatrices de N2, qu'elles appartiennent aux genres

Corynebacterium ou Arthrobacter. Elles correspondent donc pro-

bablement & une nouvelle espéce. Le genre Pseudomonas a été
longtemps réputé ne pas comprendre d'espéces fixatrices de N2
(Stanier et al., 1966). Notre &tude apporte désormais la preuve
irréfutable de 1'aptitude de souches du genre Pseudomonas &
fixer NZ' Enfin, c'est & notre connaissance la premiére fois que

des souches appartenant aux genres Alcaligenes et Aeromonas sont

décrites comme étant fixatrices de NZ'



La proportion des fixateurs de N2 au sein de la microfliore
flore totale est forte. Toutes les souches isolées ont en
commun la propriété d'étre microaérophiles pour la fixation de
N2. La moitié d'entre elles sont également capables d'utiliser
la pectine comme source de carbone, ce qui facilite probable-
ment leur insertion dans le cortex racinaire au niveau des

espaces intercellulaires.

- Role de l1a plante

La microflore rhizosphérique s'alimente dans une large
mesure & partir des exsudats et des produits de décomposition

des racines.

La plante joue également un rdle essentiel dans la
distribution de la microflore rhizosphérique : nous avons cons-
taté que Ta distribution qualitative et quantitative de cette
microflore est trés différente suivant le compartiment de la
rhizosphére considéré (sol rhizosphérique, rhizoplan, endo-

rhizosphére).

La fixation de N2 (C2H2) peut varier dans de grandes
proportions suivant le cultivar utilisé ; les expériences
effectuées avec des mutants de riz, ont confirmé le contrdle de

la fixation de N2 par le génotype de la plante.

- Répression de la synthése de la nitrogénase par 1'ion NH,,+

Cette répression n'est que temporaire dans la rhizos-

phére du riz en raison de la nutrition azotée de la plante. Des



apports modérés d'azote combiné stimulent au contraite 1'exsu-
dation racinaire, ce qui provoque une amélioration sensible de
la fixation de NZ' Pour une association plante-bactéries,
1'effet de 1'azote combiné sur la fixation de N2 peut donc

étre bénéfique.

- Interactions entre les fixateurs de N, et d'autres orga-
nismes rhizosphériques

Le sol constituant le "milieu" dans lequel se développe
la plante, son incidence sur la fixation rhizosphérique de N2
est évidente. De fait, nous avons observé que 1'ARA rhizosphé-
rique peut varier dans de trés grandes proportions suivant le
type de sol. Toutefois, aucune relation -simple n'a pu étre mise
en évidence entre 1'ARA rhizosphérique et les principales carac-
téristiques physico-chimiques de 21 sols de rizi&re du Sénégal.
Cette absence de relation suggére 1'intervention de facteurs
biologiques susceptibles d'interagir avec cette microflore.

Nous avons donné trois exemples illustrant ce type d'interaction.

1 - L'association entre une bactérie pectinolytique (RP2)
et 1'Azospirillum Sp7 qui est incapable d'utiliser la pectine
comme seule source de carbone mais assimile ses produits de
dégradation, se traduit par une amélioration significative de
1'ARA rhizosphérique et de 1a croissance du riz. Cet effet béné-
fique permet de penser que les bactéries pectinolytiques pour-
raient favoriser la colonisation par les fixateurs de N2 du
cortex racinaire au niveau des espaces intercellulaires composés
de pectine, et stimuler leur activité en mettant 3 leur disposi-

tion des substrats provenant de la dégradation de la pectine.



2 - Nous avons mis en évidence 1'effet antagoniste d'acti-
nomycétes vis @ vis de l1a microflore fixatrice de NZ' IT est
apparu toutefois que 1'on pourrait mettre & profit 1'aptitude
des actinomycétes & synthétiser des substances antibiotiques,
en sélectionnant des fixateurs de N2 résistants aux antibiotiques
produits : nous avons ainsi réalisé un inoculum mixte "fixateurs

de Nz-actinomycétes", plus efficace que 1'inoculum "fixateurs de

N2 seuls".

3 - Nous avons montré que les nématodes parasites du riz du

genre Hirschmanniella doivent é&tre considérés comme un facteur

limitant majeur de 1a fixation de N2.

- Effet de la microflore fixatrice de N, sur la croissance
du riz

Nous avons procédé & des essais d'inoculation de sys-
témes "sol-riz" avec de nombreuses souches fixatrices de N
2

rhizosphériques.

Dans le cas de plantes jeunes (3 semaines) 1'introduction
d'un fort inoculum dans la rhizosphére du riz peut modifier dans
des proportions importantes le développement du riz. Toutefois,
1'effet de 1'inoculation est extrémement variable suivant Ta
souche introduite ou le type de sol, en raison trés probablement

d'interactions entre 1'inoculum et 1a microflore native.

Dans le cas de plantes cultivées jusqu'a maturité,
1'inoculation (effectuée au niveau de la pépiniére) est sans

effet sur les rendements en grains. Nous avons attribué 1'échec
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de cette inoculation au déclin de 1'inoculum au sein de 1la
microflore native au cours du développement du riz. Ce résultat
parait exclure la possibilité d'améliorer les rendements en
riz par inoculation. L'effet bénéfique de 1'inoculation observé
avec certaines souches dans de cas de plantes de 3 semaines, ne
peut en effet &tre durable que dans Ta mesure ol le microorga-
nisme introduit vit en étroite association avec la plante et
se multiplie dans la rhizosphére au fur et & mesure de son dé-
veloppement. Une solution & ce probléme pourrait consister a

utiliser un inoculum mixte "fixateurs de Nz-actinomycétes“.

- Aptitude de certaines souches fixatrices de N, 3 produire

des phytohormones : effet sur la croissance
du riz

Certaines souches fixatrices de N2 (Azospirillum notam-
ment) ont un effet marqué sur la croissance du riz au cours des
trois premiéres semaines de-son développement. Nous n'avons ce-
pendant trouvé aucune relation entre 1'ARA rhizosphérique et le
développement du riz. Par contre, 1'inoculation de systémes
"sol-riz" stériles par 1'Azospirillum Sp7 ou un mutant fix— de
cette souche (S5p7204), s'est traduit dans 1'un et 1'autre cas
par une augmentation trés significative du poids sec des plantes,
ce qui constitue un argument en faveur du rdle des phyto-

hormones produites par Azospirillum.

L'effet bénéfique de certaines souches d'Azospirillum
sur la croissance du riz paraft étre 1ié plus précisément &
leur aptitude & produire de 1'acide indole acétique : nous avons
observé avec quatre souches d'Azospirillum une corrélation

positive entre leur production d'AIA in vitro et les poids secs
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correspondants des plants de riz inoculés par ces souches. I1
convient toutefois, de faire preuve de réserve car ces inocula-

tions ont &té effectuées sur sol non stérile.

Dans le cas de plantes cultivées jusqu'a maturité, il
est probable que le riz bénéficie @ la fois de 1'azote fourni
par les fixateurs de N,, et de leur aptitude a3 produire des

phytohormones. Mais en 1'@tat actuel de nos connaissances,
il nous est impossible de faire la part de 1'un et

1'autre phénoméne.






183
REFERENTCES

ALBRECHT, S.L., OKON, Y. & BURRIS, R.H. (1977).
Effects of light and temperature on the association between
Zea maysand Spirillum lipoferum. Plant Physiol, 60: 528-531

APP, A.A., WATANABE, I., ALEXANDER, M., VANTURA, W., DAEZ, C.,
SANTIAGO, T. & DE DATTA, S.K. (1980).
Non symbiotic nitrogen fixation associated with the rice plant
in flooded soils. Soil sSci. 130: 283-289.

ARMSTRONG, W. (1970). Rnizosphere oxydation in rice and other
species: a mathematical model based on the oxygen flux component.
Physiol. Plant. 23: 623-630.

ASANUMA, S., TANAKA, H. & YATAZAWA, M. (1979).
Rhizoplane microorganisms of rice seedlings as examined by
scanning electron microscopy, Soil Sci. Pi. Nutr.25: 539-551.

BABATOLA, J.0. & BRIDGE, J. (1979). Pathogenicity of Hirschmannieila
oryzae, H. spinicaudata, and H. imamuri on rice. J. Nemato!. 1l1:
128-132.

BALANDREAU, J.P. & DOMMERGUES, Y.R. (1971).
Mesure 1n situ de 1'activité nitrogenasique. C.R. Acad. Sci.
Paris, sér., D 273: 2020-2023.

BALANDREAU, /.. WELNHARD, P., RINAUDO, G. & DOMMERGUES, Y. (1971).
Influence de 1'intensité de 1'éclairement de la plante sur la
fixation non symbiotique de 1'azote dans la rnhizosphére. Oecol.
Plant. 6: 341-351.

BALANDREAU, J., RINAUDO, G., HAMAD-FARES, I. & DOMMERGUES, Y. (1975).
N2 fixation in paddy soils. In: Nitrogen Fixation by Free-living
Microorganisms, W.D.P. Stewart. (ed.), Cambridge University
Press, pp. 57-70.

BALANDREAU, J., RINAUDO, G. OUMAROV, M., & DOMMERGUES, Y. (1976).
Asymbiotic nitrogen fixation in paddy soi1ls., Ln: Proc. Ist

Intern. Symposium N,-Fixation, Pullman, W.E. Newton & C.J. Nyman
(eds), Washington s%ate University Press, pp. 611-628.



184

BALDENSPERGER, J.F. (1980). Heterotrophic nitrogen fixation (acetyiens
reduction) associated to flooded rice : a modified measurement
technique in the field. Plant Soil 5/: 43Y-453,

BARBER, D.A. & MARTIN, J.K. (1976). The release of organic substances
by cereal roots into soil, New Phytol. 76: 69-80.

BAREA, J.M. & BROWN, M.E. (1974). Effects of plant growth produced
by Azotobacter paspali related to synthesis of plant growth
regulating substances. J., Appl. Bacteriot, 37: 583-593.

BARRAQUIO, W.L. & WATANABE, I. (1981). Occurrence of aerobic nitrogen
fixing bacteria in wetiand and dryland plants. Soil Sci. Plant
Nutr. 27: 121-125,

BEIJERINCK, M.W. {1925).Uber ein Spirillum, welches freien Stichstoff
binden kann. Centr. Backteriol. Parasitenk. II. Abt. 63: 353-359,

BERNDT, H., OSTWAL, K.P., LALUCAT, J., SCHUMANN, C., MAYER, F. &
SCHLEZEL, H.G. (1976). Identification and physiological
characterization of the nitrogen fixing bacterium Corynebacterium
autotrophicum GZ29. Arch. Microbiol. 108: 17-26.

BIANCHI, A. (1971). Distribution de certaines bactéries hétérotrophes
" aérobies dans les sédiments profonds de Méditerranée orientale.
Marine Biol, 11: 106.

BIANCHI, A.J.M., BIANCHI, M.A.G., BENSOUSSAN, M.G., BOUDABOUS, A.,
LIZARRAGA, M.L., MARTY, D. & ROUSSOS, S. (1974). Etude des poten-
tialités cataboliques des popuiations bactériennes isolées des
sédiments et des eaux proches du fond en mer de Norgéve. In:
Géochimie Organique des Sediments Marins Profonds, Orgon 1,

Mer de Norvége 15-31, CNRS, 1974,

BODDEY, R.M. QUILT, P. & AHMAD, N. (1978). Acetylene reduction in
the rhizosphere of rice: method of assay. Plant Soil 50:
567-574.



185

BODDEY, R.M. & DOBEREINER, J. (1982). Assocations of Azospirillum
and other diazotrophs with tropical graminae. In: Non-Symbiotic
Nitrogen Fixation and Organic Matter in the Tropics, lzth Int.

Congr. Soil Science, New velhi, India, pp. 28-47.

BONT, J.A.M. (De) & LEITJEN, M.W.M. (1976). Nitrogen fixation by
hydrogen-utiiizing bacteria. Arch. Microbiol. 107: 235-240.

BOYLE, C.D. & PATRIQUIN, D.G. (1981). Endorhizal and exorhizal
acetylene reducing activity in a grass.(Spartina alterniflora
Loisel) - diazotrophe association. Plant Physiol. 66: 276-280.

BROWN, M.E. & BURLINGHAM, S.K. (1968). Production of plant growth
substances by Azotobacter chroococcum. J. Gen. Microbiol. 53:
135-144,

BROWN, M.E. (1976). Role of Azotobacter paspali in association with
Paspalum notatum. J. Appl. Bacteriol. 40: 341-348,.

BUCHANAN, R.E., & GIBBONS, N.E. (1974). Bergey's Manual of Determina-
tive Bacteriology, 8th Ed., The Williams & Wilkins Co., Baltimore.

CACCIARI, I. GIOVANNOZZI-SERMANNI, G., GRAPPELI, A. & LIPPI, D.
(1971). Nitrogen fixation by Arthrobacter sp. I. Taxonomic
study and evidence of nitrogenase activity of two new strains.
Ann. Microbiol.(Roma) 21: 97-105,

CACCIARI, I. & LIPPI, D. (1973). Nitrogen fixation by Arthrobacter
sp.1I. Ability to fix nitrogen by some Arthrobacter sp. isolated
from soil. Ann. Microbiol. (Roma) 23: 69-73,

DAY, J.M., NEVES, M.C.P. & DOBEREINER, J. (197/5). Nitrogenase
activity on roots of tropical grasses. Soil Biol., Biochem. 7:
107-112.

DE, P.K. (1936). The probiem of the nitrogen supply of rice. Part I:
fixation of nitrogen in the rice soils under waterlogged
conditions. Ind. J. Agric. Sci. 6: 1237-1242,

DE, P.K. (1939). The role of blue-green aigae in nitrogen fixation
in rice fields. Proc. R, Soc. London 127 B: 121-139,



186

DIEM, H.G., GODBILLON, G. & SCHMIDT, E.L. (1977). Application of
the fluorescent antibody technique to the study of an isolate
of Beijerinckia in soil. Can J. Microbiol., 23: 161-165,

DIEM, H.G., ROUGIER, M., HAMAD-FARES, I., BALANDREAU, J. & DOMMERGUES,
Y. (1978). Colonization of rice roots by diazotrophic bacteria.
In: Environmental Role of Nitrogen-fixing Blue-green Algae and
Asymbiotic Bacteria. Ecol. Bull, (Stockholm) 26: 305-311,

DIEM, H.G. & DOMMERGUES, Y.R. (1979). Significance and improvement
of rhizospheric nitrogen fixation. In: Recent Advances in
Biological Nitrogen Fixation, N.S. Subba Rao (ed.), Oxford &
IBH Publishing Co., pp. 190-226.

DILWORTH, M.J. (1966). Acetylene reduction by nitrogen-fixing prepa-
rations from Clostridium pasteurianum .. Biochem. Biophys. Acta.
127: 285-294,

DOBEREINER, J., DAY, J.M. & DART, P.J. (1972). Nitrogenase activity
and oxygen sensitivity of the Paspalum notatum -Azotobacter
paspali association. J. Gen. Microbiol. 71: 103-116.

DUOBEREINER, J. & DAY, J.M, (1974). Associative symbioses in tropical
grasses. Characterization of microorganisms and dinitrogen-fixing
sites. In: Proc., Ist Int. Symp. Nitrogen Fixation, Washington
State Univ., pp 513-538.

DOBEREINER, J. & DAY, J.M. (1975). Nitrogen fixation in the rhizos-
phere of tropical!l grasses. In: Nitrogen Fixation by Free-living
Microorganisms, W.D.P Stewart (ed.), Cambridge University Press,
pp. 39-56.

DOBEREINER, J. & DAY, J.M, (1976). Associative symbiosis and
free-living systems. In: Proc. Ist Int. Symp. Nitrogen Fixation,
W.E. Newton & C.J. Nyman (eds), Washington University Press, pp.
513-538.

DOBEREINER, J. & BALDANI, V.L.D. (1979). Selective infection of
maize roots by streptomycin-resistant Azospirillum lipoferum and
other bacteria. Can ., J. Microbiol, 25: 1264-1269.




DOBEREINER, J. & DE POLLI, H. (1981). Diazotrophic rhizocoenosis.
In: Associative N2 fixation, B. Vose & A.P. Ruschel (eds),
Vol. I., CRC Press, Florida.

DOMMERGUES, Y.R. & MUTAFTSCHIEV,S. (1965). Fixation synergique de
1'azote atmosphérique dans les sols tropicaux. Ann. Inst.
Pasteur 109: 112-120.

DOMMERGUES, Y.R. (1978). The plant-microorganism system. In:
Interactions between non-pathogenic soil microorganisms and
Ptants, Y.R. Dommergues & S.V. Krupa (eds), Elsevier, Amsterdam,
pp. 1-36.

DOMMERGUES, Y.R. & RINAUDO, G. (1979). Factors affecting N2 fixation
in the rice rhizosphere. In: Nitrogen and Rice, International
rice Research Institute, Los Banos, Philippines, pp. 241-260.

ESKEW, D.L. EAGLESHAM, R.J, & APP, A.A. (1Y81). Heterotrophic 15N2
fixation and distribution of newly fixed nitrogen in a rice
flooded soil system. Plant Physiol. 68: 48-52.

FIRTH, P., THITIPOCA , H., SUTHIPRADIT , S., WETSELAAR, R. &
BEECH, D.F. (1973). Nitrogen balance studies in the Central
Plain of Thailand. Soil Biol. Biochem. 5: 41-46.

FLORENZANO, G., MATERASSI, R. & FAVILLI, F. (1968). Indagini speri-
mentali sul sinergismo Beijerinckia-Lipomyces neli'azotofissazione,
Ric. Sci. 38: 1273-1276.

FOCHT, D.D. & JOSEPH, H. (1973). An improved method for the enumeration
of denitrifying bacteria. Soil Sci. Soc. Amer. Proc. 37: 6598-699.

FORTUNER, R. & MERNY, G. (1979). Root-parasitic nematodes of rice.
Rev. Nematol. 2: 79-102,

FRANCHE, C. & ELMERICH, C. (1981). Physiological properties and
plasmid content of several strains of Azospirillum brasilense

and A. lipoferum . Ann. Microbiol. 132 A:3-18.



188

FRAZIER, W.C.A. (1926). A method for the detection of changes
in gelatin due to bacteria. J. Infect. Dis. 39: 302-309,

GARCIA, J.L., RAIMBAULT, M. JACQ, V., RINAUDO, G. & ROGER, P.
(1974). Activités microbiennes dans les sols de riziére du
Sénégal: relation avec les caractéristiques physicochimiques
et influence de la rhizosphére. Rev. Ecol. Biol. Sol 11: 169-185.

GASKINS, M.H., GARCIA, M., TIEN, T.M. & HUBBELL, D.H. (1977).
Nz fixation and growth substance production by Spirillum lipoferum

and their effects on plant growth. Plant Pysiol. 59 (Suppl.): 128.

GAUTHIER, D. (1978). Etude de la fixation de 1'azote chez Azospiril-
lum brasiliensis. Thése Doct. Spécialité, Univ., Paris VII.

GERMANI, G., DIEM, H.G. & DOMMERGUES, Y. (1980). Influence of 1,2
dibromo-3-chloropropane fumigation on nematode population,
mycorrhizal infection, N2 fixation and yield of field grown
groundnut. Rev. Nématol. 3: 75-78.

GORDON, R.E., HAYNES, W.C. & HOR-NAY PANG (1973). The genus Bacillus.
Agriculture, Handbook 427, Department of Agriculture, Washington.

HABTE, M., & ALEXANDER, M. (1980). Effect of rice plants on nitrogenase
activity of flooded soils. Appl. Env. Microbiol. 40: 507-510.

HAMAD-FARES, I. (1976). La fixation de 1'azote dans la rhizosphére
du riz., Thése d‘état, Univ. Nancy I.

HARDY, R.W.F. & KNIGHT, E., Jdr. (1967). ATP- dependant reduction
of azide and HCN by N2
and Clostridium pasteurianum. Biochemim. Biophys. Acta
139: 69-90.

~-fixing enzymes of Azotobacter vinelandii

HARDY, R.W.F., HOLSTEN, R.D., JACKSON, E.K. & BURNS, R.C. (1968).
The acetylene ethylene assay for N2 fixation; laboratory and
field evaluation. P1. Physiol. 43: 1185-1207.

HARDY, R.W.F., BURNS, R.C. & HOLSTEN, R.D. (1973). Applications of
the acetylene-ethylene assay for measurement of nitrogen

fixation. Soil Biol. Biochem. 5: 47-81.



189

HEGAZI, N.A., KHAWAS, H. & MONIB, M. (1981). Inoculation of wheat
with Azospirillum under Egyptian conditions. In: Current Perspec-
tives in Nitrogen Fixation, A.H. Gibson & W.E. Newton (eds),
Austr. Acad. Sci., Canberra, p. 493.

HILL, S. & POSTGATE, J.R. (1969). Failure of putative nitrogen-fixing
bacteria to fix nitrogen. J. Gen. Microbiol. 58: 277-285.

HILL, S. (1978). Factors influencing the efficiency of nitrogen
fixation in free-living bacteria. In: Environmental Role of
Nitrogen-fixing Blue-green Algae and Asymbiotic Bacteria, Ecol.
Bull. (Stockholm) 26: 130-136.

HIROTA, Y. FUJII, T., SANO, Y. & IYAMA, S. (1978). Nitrogen fixation
in the rhizosphere of rice. Nature 276: 416-417.

HOLDEN, J. (1975). Use of nuclear staining to assess rates of cell
death in cortices of cereal roots. Soil Biol. Biochem. 7: 333-334.

HUGH, R. & LEIFSON, E. (1953). The taxonomic significance of
fermentative versus oxidative metabolism of carbohydrates by
various Gram-negative bacteria. J. Bact. 66: 24-26.

IRRI (1973). Modern varieties without fertilizer. IRRI Reporter
3/73. International Rice Research Institutes, Los Banos,
Philippines.

ISHIZAWA, S. SUZUKI, T. & ARARAGI, M, (1975). Ecological study of
free-living nitrogen fixers in paddy soil. In: Nitrogen fixation
and Nitrogen cycle, J.I.B.F. synthesis, H. Takahashi (ed.),
Tokyo University Press, pp. 41-50.

iT0, 0., CABRERA, D. & WATANABE, I. (1980). Fixation of dinitrogen-15
associated with rice plants. Appl. Environ. Microbiol. 39:
554-558.

ITO, 0. & WATANABE, I. (1981). Immobilization, mineralisation and
availability to rice plants of nitrogen derived from heterotrophic
nitrogen fixation in flooded soil. Soil Sci. PI. Nutr. 27: 169-176.

JACKSON, M.L. (1960). Soil chemical analysis. Prentice-Hall inc.,
Englewood Cliffs, N.J.



190

JENKINSON, D.S. & RAYNER, J.H. (1977). The turnover of soil organic
matter in some of the Rothamsted classical experiments. Soil
Sci. 123: 298-305.

KAPULNIK, Y., KIGEL, J. OKON, Y., NUR, I. & HENIS, Y. (1981).
Effect of Azospirillum inoculation on some growth parameters
and N-content of wheat, Sorghum and Panicum. Plant Soil 61:
65-70.

KNOWLES, R. (1977). The significance of asymbiotic dinitrogen
fixation by bacteria. In:A treatise on vinitrogen Fixation, Sect.
4: Agronomy, R.W.F. Hardy & A.H, Gibson (eds.), Wiley & Sons
New York, pp. 33-83.

KOBAYASHI, M., KATAYAMA, T. & OKUDA, A. (1965). Nitrogen-fixing
microorganisms in paddy soils. 13,14. Nitrogen fixation in mixed
cuiture of photosynthetic bacteria (R. capsulatus species) with
with other heterotrophic bacteria. (3) Association with B. subtilis
(4) Association with B. megaterium. Soil Sci. Plant Nutr. 11:
74-83.

KOBAYASHI, M., TAKAHASHI, E. & KAWAGUCHI, K. (1967). Distribution
of nitrogen-fixing microorganisms in paddy soils of Southeast
Asia. Soil Sci., 104: 113-118.

KOCH, B. & EVANS, H.J. (1966). Reduction of acetylene to ethylene by
soybean root nodules. P1. Physiol. 41: 1748-1750.

KOVACS, N. (1956). Identification of Pseudomonas pyocyanea by oxidase
reaction. Nature 178: 703.

KOYAMA, T. & APP, A. (1979). Nitrogen balance in flooded rice soils.
In: Nitrogen and Rice, International Rice Kesearch Institute,
Los Banos, Philippines, pp. 95-104,

KRIEG, N.R. (1976). Biology of the chemioheterotrophic. Spirilla
Bacteriol. Rev, 40: 55-115.

KUSTER, E. & WILLIAMS, S.T. (1964). Solution of media for isolation
for streptomycetes. Nature 202: 928-929.



191

LEE, K.K. & WATANABE, I. (1977). Problems of acetylene reduction
technique applied to water- saturated paddy soils. Appl. Environ.
Microbiol. 34: 654-660.

LEE, K.K. & YOSHIDA, T. (1977). An assay technique of measurement
of nitrogenase activity in root zone of rice for varietal
screening by the acetylene reduction method. Plant Soil 46:
127-~134.

LEE, K.K., ALIMAGNO, B. & YOSHIDA, T. (1977a). Field technique
using the acetylene reduction method to assay nitrogenase activity
and its association with the rice rhizosphere. Plant Soil 47:
519-526,

LEE, K.T. CASTRO, T. & YOSHIDA, T. (1977b). Nitrogen fixation
throughout growth, and varietal differences in nitrogen fixation
by the rhizosphere of rice planted in pots. Plant Soil 48:
613-619.

LINE, M.A. & LOUTIT, M.W. (1973)., Nitrogen fixation by mixed cultures
of aerobic and anaerobic microorganisms in an anaerobic
environment . J. Gen., Microbiol, 74: 179-180.

LOVELACE, T.E. & COLWELL, R.R.(1968). A multipoint inoculator for
petri dishes. Appl. Micrebiol. 18: 944-945,

LOWRY, 0.H. ROSEBROUGH, N.J., FARR, A.L. & RANDALL, R.J. (1951).
Protein measurement with the folin phenol reagent. J. Biol.
Chem. 193: 265-275.

LUXMOORE, R.J., STOLZY,L.H.& LETEY, J. (1970). Oxygen diffusion in
the soil-plant system. Agron, J. 62: 317-332,

MAC RAE, I.C. (1975). Effect of applied nitrogen upon acetylene
reduction in the rice rhizosphere. Soil Biol. Biochem. 7: 337-338.

MACURA, J. (1968). Physiological studies of rhizosphere bacteria. In:
The Ecology of Soil Bacteria, T.R.G. Gray & D. Parkinson (eds),
Liverpool University Press, pp. 379-395.



MAGODOFF, F.R. & BOULDIN, D.,R. (1970). Nitrogen fixation in submerged
soil-sand-energy material media and the aerobic-anaerobic
interface. Plant Soil 33: 49-61.

MANDEL, M., SCHILDKRAUT, C.L. & MARMUR, J. (1968). Use of CsCl density
gradient analysis for determining the guanine plus cytosine
content of DNA. In: Methods in Enzymology, vol. 12B, S.P.

Colowick & N.0. Kaplan (eds), Academic Press Inc., New York, pp
184-195,

MARMUR, J. (1961). A procedure for the isolation of deoxyribonucleic
acid from microorganisms. J. Mol. Biol, 3: 208-218,

MARTIN, J.K. (1977). Factors influencing the lossof inorganic carbon
from wheat roots. Soil Biol. Biochem. 9: 1-7.

MATSUGUCHI, T., TANGCHAM, B. & PATIYUTH, S. (1975). Free-living
nitrogen fixers and acetylene reduction in tropical rice field.
Jap. Agric. Res. Q. 8: 253-256.

MATSUGUSHI, T. (1979). Factors affecting heterotrophic nitrogen
fixation in submerged rice soils. In: Nitrogen and Rice, Inter-
national Rice Research Institute, Los Banos, Philippines, pp.
207-222.

MATSUGUCHI, T., SHIMOMURA, T. & LEE, S.K. (1979). Factors regulating
acetylene reduction assay for measuring heterotrophic nitrogen
fixation in waterlogged soils. Soil Sci. Plant Nutr. 25: 333-336.

MATTHEWS, S.W. (1979). A cytological investigation of the association
between Azospirillum brasilense and some C-4 grasses. Ph.D. Thesis,

Univ. Florida, Gainesville.

MAUDINAS, B., CHEMARDIN, M., YOVANOVITCH, E. & GADAL, P. (1981).
Gnotobiotic cultures of rice plants up to ear stage in the
absence of combined nitrogen source but in the presence of free-
living nitrogen fixing bacteria Azotobactervinelandii and Rhodo-

pseudomonas capsulata. Plant Soil 60: 85-97.




193
\

NEAL, J.L., ATKINSON, T.G. & LARSON, R.I. (1970). Changes in the
rhizosphere microflora of spring cheat induced by disomic
substitution of a chromosome. Can. J. Microbiol. 16: 153-158,

NEAL, J.L., RUBY, J.R,, LARSON, R.1. & ATKINSON, T.G. (1973).
Changes in rhizosphere populations of selected physiological
groups of bacteria related to substitution of specific pairs
of chromosomes in spring wheat. Plant Soil 39: 209-212.

NEAL, J.L. (Jr) & LARSON, R.I., (1976). Acetylene reduction by bacteria
isolated from the rnizosphere of wheat, Soil Biol. Biochem. 8:
151-155,

OKON, Y., KAPULNIK, Y., SARIG, S., NUR, I., KIGEL, J. & HENIS, VY.
(1981). Azospirillum increases cereal crop yields in fields of
Israel. In: Current Perspectives in Nitrogen Fixation, A.H.
Gibson & W.E. Newton (eds), Austr. Acad. Sci., Canberra, p. 492.

OKUDA, A., YAMAGUCHI, M. & KOBAYACHI, M. (1960). Nitrogen-fixing
microorganisms in paddy soils. 5., Nitrogen fixation in mixed
culture of photosynthetic bacteria (Rhodopseudomonas capsulatus

species) with other heterotrophic bacteria (1). Soil Plant Food
6: 35-39.

OLD, K.M. & NICOLSON, T.H. (1975). Electron microscopial studies of
the microflora of roots in sand dune grasses. New Phytol. 74:
51-58.

PANTHIER, J.J., DIEM, H.G. & DOMMERGUES, Y.R. (1979). A rapid method
of enumerating and isolating soil actinomycetes antagonistic
towards Rhizobia. Soil Biol. Biochem. 11: 443-445,

PARKER, C.A. (1955). Non-symbiotic nitrogen-fixing bacteria in soil.
II. Studies on Azotobacter. Aust. J. Agric. Res. 6: 388-397.

PATEL, J.J. (1974). Antagonism of actinomycetes against Rhizobia.
Plant Soil 41: 395-402.

PROCTOR, M,H. & WILSON, P.M. (1961), Biotin in nitrogen fixation by
a pseudomonad. Z. Allg. Mikrobiol. 1: 175.



194

RAIMBAULT, M., RINAUDO, G., GARCIA, J-L. & BOUREAU, M, (1977).
A device to study metabolic gases in the rice rhizosphere.
Soil Biol. Biochem. 9: 193-196.

REMACLE, J. & ROUATT, J.W. (1968). Culture mixte d'Azotobacter chroococ
cum et de germes pectinolytiques dans la rhizosphére de 1'orge.
Ann., Inst. Pasteur 115: 745-754,

REYNAUD, P.A., & ROGER, P.A. (1978). Nz-fixing algal biomass in
Senegal rice fields. In: Environmental Role of Nitrogen-fixing
Blue-green algae and Asymbiotic bacteria. Ecol. Bull.
(Stockholm) 26: 148-157.

REYNDERS, L. & VLASSAK, K. (1979). Concersion of tryptophan to indol-
acetic acid by Azospirillum brasilense. Soil Biol. Biochem. 11:
547-548.

RHODES, M.E. (1958). The cytology of Pseudomonas species as revealed
by a silver plating staining method. J. Gen. Microbiol 18: 829-836.

RICE, WA, PAUL, E.A. & WETTER, L.R. (1967). The role of anaerobiosis
in.a symbiotic nitrogen fixation. Can. J. Microbiol. 13: 829-836.

RICHARD, D. (1968). Techniques rapides de recherche des lysine-décar-
boxylase, ornithine-décarboxylase et arginine-dihydrolase dans
les genres Pseudomonas, Alcaligenes et Moraxella. Ann., Inst,
Pasteur 114: 425-430.

RINAUDO, G. (1970). Fixation biologique de 1'azote dans trois
types de sols de riziéres de Cote d'Ivoire, Thése d'Ingénieur
Docteur, Univ. Montpellier.

RINAUDO, G. BALANDREAU, J, & DOMMERGUES, Y. (1971). Algal and
bactérial non symbiotic nitrogen fixation in paddy soils. Plant
Soil, Special Vol.: 471-479.

RINAUDO, G. (1977). La fixation d'azote dans l1a rhizosphére du riz:
importance du type variétal. Cah., ORSTOM, sér. Biol. 12: 117-119.

RINAUDO, G., HAMAD-FARES, I. & DOMMERGUES, Y. (1977). N, fixation in
the rice rhizosphere: methods of measurements; practices suggested
to enhance the process. In: Biological Nz-fixation in Farming

Systems of the Tropics, A. Ayanaba & P.J. Dart (eds), John Wiley
& Sons, pp. 313-324.



195

RINAUDO, G., AUFEUVRE, M.A., & BOUREAU, M. (1978). Dispositif pour
1'estimation de la fixation d'azote rhizosphérique en sol drainé
ou engorgé, Cah, ORSTOM, sér. Biol. 13: 165-170.

RINAUDO, G. & GERMANI, G. (1981). Effect of the nematodes Hirschman-

niella oryzae and H. spinicaudata on the N2 fixation
in the rice rhizosphere, Rev, Nématol. 4: 171-172.

RINAUDO, G., GAUTHIER, D. & DOMMERGUES, Y.R. (1981). Enhancement of
associative N2 fixation through manipulation of the rhizosphere
microflora. In: Associative N2 Fixation, B. Vose & A.P. Ruschel
(eds), Vol. 1, CRC Press, Florida.

ROGER, P.A. & KULASOORIYA, S.A. (1980). Blue-green algae and rice,
International Rice Research Institute, Los Banos, Philippines,
112 p.

ROLAND, F., BOURDON, D. & SZTURM, S. (1947). Différenciation rapide
des Enterobacteriaceae sans action sur le lactose. Ann. Inst.
Pasteur 73: 914-916.

ROUATT, J.W. & KATZNELSON , H. (1960)., Influence of 1ight on bacterial
flora of roots. Nature 86: 659-660.

ROUSSOS, S., GARCIA, J.L., RINAUDO, G. & GAUTHIER, D. (1980).
Distribution de la microflore hétérotrophe aérobie et en particu-
lier des bactéries dénitrifiantes et fixatrices d'azote libres
dans 1a rhizosphére du riz. Ann., Microbiol. 131 A: 197-207.

ROVIRA, A.D. (1959). Root excretions in relation to the rhizosphere
effect, 4. Influence of plant species, age of plant, light,
temperature and calcium nutrition on exudation. Plant Soil 11:
53-64.

ROVIRA, A.D. (1969). Plant root exudates. Bot.Rev. 35: 35-37,.
RUBENCHIK, L.I. (1963). Azotobacter and its use in agriculture.

Israel program for scientific translations, Jerusalem, Oldbourne
Press, London, 278 p.



RUSCHEL, A.P. HENIS, Y. & SALATI, E. (1975). Nitrogen-15 tracing
of N-fixation with soil-grown sugarcane seedlings. Soil Biol.
Biochem., 7: 181-182.

SANO, Y., FUJII, T., IYAMA, S., HIROTA, Y. & KOMAGATA, K. (1981}.
Nitrogen fixation in the rhizosphere of cultivated and wild
rice strains. Crop. Sci. 21: 758-761.

SCHOLLHORN, R. & BURRIS, R.H. (1966). Study of intermediates in
nitrogen fixation. Fed. Proc. 25: 710.

SCHULLHORN, R. & BURRIS, R.H. (1967). Acetylene as a competitive
inhibitor of N2 fixation. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 58: 213-216.

SCHUBERT, K.R. & EVANS, H.J. (1976). Hydrogen evolution: a major
factor affecting the efficiency of nitrogen fixation in nodulated
symbionts. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 73: 1207-1211.

SEN, M.A. (1929). Is bacterial association a factor in nitrogen
assimilation by rice plant. Agric. J. India, 24: 229-231.

SIERRA, G.A. (1957). A simple method for the detection of lipolitic
activity of microorganisms and some observations on the influence
of contact between the cells and fatty acid substances. Antonie
v. Leeuwenhoek 23: 15-22,

SINGH, R.N, (1961). Role of blue-green algae in nitrogen economy of
Indian agriculture. Indian Council of Agricutural Research, New
Delhi, 175 p.

SKERMAN, V.B.D. (1967). A guide to the identification of the genera
of bacteria. Williams and Wilkins Co., Baltimore.

SLOGER, C. & SILVER, W.S. (1967). Biological reduction catalyzed by
symbiotic nitrogen-fixing tissues. Bacteriol. Proc., p 112.

SMITH, L.A., HILL, S. & YATES, M.G. (1976). Inhibition by acetylene
of conventional hydrogenase in nitrogen-fixing bacteria. Nature
262: 209-210.



197

SMITH, R.L., BOUTON, J.H., SCHANK, S.L., QUESENBERRY, K.H.,
TYLER, M.E., MILAM, J.R., GASKINS, M.H. & LITTELL, R.C. (1976).
Nitrogen fixation in grasses inoculated with Spirilium lipoferum.
Science 193: 1003-1005.

SMITH, R.L. BOUTON, J.H. SCHANK, S.C. & QUESENBERRY, K.H. (1977).
Yield increases of tropical grain forage grasses after inoculation
with Spirillum lipoferum in Florida. In: Biological Nitrogen
Fixation in Farming Systems in the Tropics, A. Ayanaba &

P.J. Dart (eds)., John Wiley & Sons, Inc., New York, pp 307-311.

SMITH, R.L., SCHANK, S.C., BOUTON, J.H. & QUESENBERRY, K.H. (1978).
Yield increases of tropical grasses after inoculation with
Spirillum lipoferum. Ecol., Bull, {(Stockholm) 26: 380-385.

SMYK, B. (1970). Fixation of atmospheric nitrogen by the strains of
Arthrobacter. Zentbl., Bakt. Parasitenk. Abt II, 124: 231-237.

STANIER, R.Y. PALLERONI, N.J. & DOUDOROFF, M, (1966).
The aerobic pseudomonads: a taxonomic study. J. Gen. Microbiol.
43: 159-271.

STEWART, W.D.P., FITZGERALD, G.P. & BURRIS, R.H. (1967). In situ
studies on N2 fixation, using the acetylene reduction technique.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 58: 2071-2078.

STRENGTH, W.J., ISANI, B., LINN, D.M,, WILLIAMS, F.D. VANDERMOLEN, G.E.
LAUGHON, B.E. & KRIEG, N.R. (1976). Isolation and characterization
of Aquaspirillum fasciculus sp. nov., a rod-shaped nitrogen-fixing
bacterium having unusual flagella. Int, J. Syst. Bacteriol. 26:
253-268,

TARRAND, J.J. KRIEG, N.R. & DOBEREINER, J. (1978). A taxonomic study
of the Spirillum lipoferum group, with descriptions of a new genus,
Azospirillum gen. nov. and two species, Azospirillum lipoferum
(Beijerinck) comb. nov. and Azospirillum brasilense sp. nov. Can.
J. Microbiol. 24: 967-980.

TIEN, T.M., DIEM, H.G. GASKINS, M.H., & HUBBLELL, D.H. {1981). Produc-
tion of polygalacturonic acid trans-eliminase by Azospirilium
species. Canad. J. Microbiol. 27: 426-431,



198

TROLLDEWIER, G. (1977). Influence of some environmental factors on
nitrogen fixation in the rhizosphere of rice, Plant Soil 47:
203-217.

UMALI-GARCIA, M., HUBBELL, D.HR. & GASKINS, M_H. (1978). Process of
infection of Panicum maximum by Spirillum lipoferum. In: Environ-
mental Role of Nitrogen-fixing Blue-green Algae and Asymbiotic
Bacteria. Ecol. Bull. (Stockholm) 26: 373-379.

VANCURA, V. (1961), Detection of gibberellic acid in Azotobacter
cultures. Nature 192: 88-89,

VENKATESAN, R. & RANGASWAMI, G. (1964). Quantitative and qualitative
studies of actinomycetes population from non-rhizosphere soil
rhizosphere of rice and stubble root surface. Ind., J, Microbiol.4:
110-120.

VOETS, J.B. & DEBACKER, J. (1956). Pseudomonas azotogensis nov. sp.,
a new free-living nitrogen-fixing bacterium. Naturwissenschaften
43: 40-41,

VON BULOW, J.F.W. & DOBEREINER, J. (1975). Potential for nitrogen
fixation in maize genotypes in Brazil. Proc. Nat. Acad. Sci. 72:
2389-2393.

WADA, H., PANICHSAKPATANA, S. KIMURA, M. & TAKAI, Y. (1979).
Organic debris as micro-site for nitrogen fixation. Soil Sci.
Plant Nutr. 25: 453-456.

WAID, J.S. (1974). Decomposition of roots. In: Biology of plant
litter decomposition, C.H. Dickinson & G.J.F. Pugh (eds), vol.
I. Academic Press, London, pp. 175-211.

WATANABE, I., LEE, X.K., ALIMAGNO, B.V, SATO, M,, DEL ROSARIO, D.C.
& De GUZMAN, M.R, (1977). Biological nitrogen fixation studies by
in situ acetylene-reduction assays. IRR Research Paper series N°3,
International Rice Research Institute, Los Banos, Philippines.

WATANABE, I. (1978). Biological nitrogen fixation in rice soils. In:

Soils and Rice, International Rice Research Institute, Los Banos
Philippines, pp. 465-478.



199

WATANABE, I. & BARRAQUIO, W.L. (1979). Low ievels of fixed nitrogen
required for isolation of free-living Nz-fixing organisms from
rice roots. Nature 277: 565-566.

WATANABE, I. & FURUSAKA, C. (1980). Microbial ecology of flooded rice
soils. In: Advances in Microbial Ecology, Vol. 4, M. Alexander
(ed.), Plenum Publishing corporation, pp. 125-168.

WETSELAAR, R. (1981). Nitrogen inputs and outputs of an unfertilized
paddy field. In: Terrestrial Nitrogen Cycles, Ecol. Bull.
(Stockholm) 33: 573-583.

WIEGIEL , J. & SCHLEGEL, H.G. (1976). Enrichment and isolation of
nitrogen fixing hydrogen bacteria. Arch. Microbiol. 107: 139-142.

YAMAGUCHI, M. (1979). Biological nitrogen fixation in flooded rice
field. In: Nitrogen and Rice, International Rice Research
Institute, Los Banos, Philippines, pp. 193-204.

YOSHIDA, T. & ANCAJAS, R.R. (1971). Nitrogen fixation by bacteria
in the root zone of rice. Soil Sci. Soc. Amer. Proc. 35: 156-158.

YOSHIDA, T., ANCAJAS, R.R. & BAUTISTA, E.M, (1973). Atmospheric
nitrogen fixation by photosynthetic microorganisms in a submerged
Philippine soil. Soil Sci. P1. Nutr. 19: 117-123.

YOSHIDA, T. & ANCAJAS, R.R. (1973)., Nitrogen fixing activity in
upland and flooded rice fields. Soil Sci. Soc. Am. Proc. 37:
42-45,

YOSHIDA, T. & RINAUDO, G. (1982). Heterotrophic N2 fixation in paddy
soils In: Microbiology of Tropical soils and Plant Productivity.
Y. Dommergues, & H.G. Diem (eds), Martinus Nijhoff, The Hague, pp.
75-107.

ZUBERER, D.A, & SILVER, W.S. (1979). N2 fixation (acetylene reduction)
and the microbial colonization of mangrove roots. New Phytol. 82:
467-471.






201

ANNEXES






QUELQUES CARACTERISTIQUES DES SOLS UTILISES

203

Sol Texture® € % N % pH
Djibélor LAS 33,0 2, 6,1
Boundoum Sénéga] A 13,5 a, 6,5
Dakar-Bel-Air S 3,0 0,3 7,2
Dianaba (Sol gris) LS 3,1 0,3 6,5
Dabou A 47,0 2,9 »3
Abengourou Cote d'Ivorre A 31,7 2,3 6,6
Yamoussokro SL 17,8 1,5 6,9
Mas Adrien (Camargue) LA 12,0 1,5 7,4
*Texture: A: argile; LA: limon argileux; LS: limon sableux; LAS: Timon

argilo-sableux; S:

sable;

SL: sable limoneux.

#%Le pH a été mesuré sur des sols maintenus 3 semaines en conditions

de submersion.
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