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INTRODUCTION



La fixation biologique de I’azote atmosphérique est le processus par lequel certains
microorganismes utilisent 1’azote moléculaire en le réduisant en ammoniac grace a une
enzyme, la nitrogénase. Les microorganismes fixateurs d’azote sont des bactéries et des
cyanobactéries qui vivent en général, soit a |1’état libre dans le sol, soit en association ou
en symbiose avec une plante.

L’azote est I’un des facteurs limitants les plus fréquents de la production du riz.

Bien que les réserves en azote moléculaire (N2) soient énormes, seules les formes
minérales N H/ et NO3 sont assimilables par la plante (riz). La fixation biologique de
I’azote est donc un atout pour le riz afin de faciliter un maximum d’absorption d’azote
(NIELSEN, 1997).

Le riz constitue la plante alimentaire la plus importante du monde, nourrissant plus de la
moitié de la population du globe (YOBOUE, 1986). L’analyse de la distribution de la
production révele que les rendements les plus faibles se rencontrent dans les pays
tropicaux les moins développés qui comptent surtout parmi les plus gros consommateurs
de cette denrée (2 t/ha).

A Madagascar, devant la croissance démographique qui évolue de I’ordre de 70%
(ANDRIANJAKA, 2001), le riz qui est I’alimentation de base de la population s’avére
insuffisant. Pour cette raison I’état est amené a importer une quantité de plus en plus
importante de riz blanchi allantjusqu’a 200.000 t/an (RAHARISON, 1996).

Face a ces probléemes, certaines techniques sont utilisées pour I’amélioration de la
production rizicole peuvent étre utilisées afin de satisfaire les besoins alimentaires. Parmi
ces techniques, le systeme de riziculture intensive ou S.R.l. est le plus adéquat aux
conditions économiques des paysans malgaches et peut donner un surplus de production
grace a |l’existence de bactéries fixatrices d’azote dans la rhizosphére a savoir les
Azospirillum sp. En effet, le S.R.I est I’'une de technique pour obtenir les Azospirillum sp
au niveau de racines.

Dans le laboratoire de Biotechnologie en amélioration de plantes (Université
d’Antananarivo), de nombreuses études ont été déja réalisées sur I’amélioration du
rendement de riz pluvial. Elles ont été, en général, concentrées sur d’autres domaines
(exemple :androgenése, influencant la réponse en culture d’anthéres, ...).

La présente étude nous permet de montrer I’avantage sur le transfert de la technique du
SRI1 vers la riziculture pluviale, essentiellement I’utilisation des souches spécifiques

comme YAzospirillum sp (LADHA et REDDY, 2000) capable de mettre en solution des



éléments nutritifs (NH/, NOJ), et qui pourrait amener a une augmentation de la

productivité.

Notre étude a comme objectif général I’amélioration de la nutrition azotée du riz pluvial
c’est-a-dire diminution de I’emploi de fertilisant tout en augmentant la productivité par
I’application de la biotechnologie.
Nos objectifs spécifiques consistent a :
trouver une solution au manque d’azote par exploitation des potentialités du riz a se
nourrir par la fixation biologique de I’azote atmosphérique,

optimiser la nutrition minérale du riz pluvial par le systeme de culture « Sous

Couverture Végétale »,
obtenir des inoculum de la souche d'Azospirillum sp.
Pour ce faire, notre travail est divisé en quatre parties distinctes :
la premiére partie : généralités,
- la deuxieme partie : les matériels et méthodes,
la troisieme partie : les résultats et interprétations,

- laquatriéeme et derniére partie : discussions, conclusion, et perspectives.



Premiere partie : GENERALITES



A- GENERALITES SUR LE RIZ

I- Apercu général sur la culture du riz dans le monde (IRRI Rice Almanac, 1997)

Le riz, tient une place non négligeable dans I’économie de nombreux pays tels que la Chine,
le Japon, les Philippines, Madagascar.

Beaucoup de recherches ont déja été effectuées en matiere de riziculture en vue d’améliorer
la productivité du riz tout en essayant de controler les facteurs intervenant dans |’élaboration
du rendement.

A la téte de celles-ci se trouve une conduite culturale qui aide le riz a donner son maximum de
production (gestion de I’eau, fertilisation, densité de plantation, controle des mauvaises
herbes, controle phytosanitaire, age de repiquage etc. ...) et de méme les recherches variétales
basées sur la génétique qui ne cessent de se perfectionner en quéte de souches plus
performantes (trés productives, résistantes aux maladies).

m SV op!

I1- Systématique du riz

Le riz appartient au :
- Régne VEGETAL
- Embranchement :SPERMAPHYTES

- Sous- embranchement : ANGIOSPERMES

- Classe :LILIOPSIDA

- Sous- classe :COMMELINIDAE
- Ordre :POALES

- Famille :POACEAE

- Sous-famille :POOIDEAE

- Tribu :ORYZAE

- Genre :Oryza

- Espéce : sativa

- Sous-espece ‘japénica

- Variétés :FOFIFA 16RX 265



I11- La physiologie du riz

La connaissance de la physiologie du riz est I’élément scientifigue commun de départ de toute
proposition d’amélioration des performances techniques et économiques des riziculteurs.
Combinée aux pratiques en cours et aux conditions de production, elle apporte une bonne
évaluation des méthodes actuelles.
Au cours de son développement, le riz présente deux stades bien distincts (ANDRIANJAKA,
2001):
le stade végétatif au cours du quel le riz constituera son appareil végétatif (racines,
tiges, feuilles) ;
le stade reproducteur pendant lequel le plant de riz met en place les organes de
réserves qui donneront les graines.
Ces deux stades (végétatif, reproducteur) sont la base de I’élaboration du rendement.
En principe, la durée du stade reproducteur reste toujours la méme pour les différentes
variétés de riz et pour les différentes techniques de production mais la différence réside

surtout au niveau de la phase végétative (YOSHIDA, 1985).

1- Stade végétatif

Le stade végétatifcomprend différentes phases qui vont de la levée a la fin du tallage.

1-1- La levée

Cette étape commence par I’émergence du coléoptile hors de la surface de la terre (pépiniere

en milieu exondé) ou de I’eau (submergé). De ce fait, la levée succede directement a la

période de germination.

La germination est favorisée par la température et I’humidité mais elle n’est pas influencée

par la lumiére (température 10 °C a 40 °C, humidité suffisante).

1-2- Le stade plantulaire

C’est la période suivant la levée jusqu’a la formation de la cinquieme feuille. Ce stade peut

durer de 20 a 25 jours a compter de la date de semis.



1-3- Le tallage

Le tallage correspond au phénomene qui permet aux entre-nceuds situés a la base des plants de
donner des talles secondaires, leur formation se déroule de fagcon concentrique et suivant une
direction centrifuge. Chaque talle formée devient par la suite génératrice d’autres talles

(VALLOIS, 2000).

2- Stade reproducteur

Ce stade débute au moment de [’initiation paniculaire et comprend différentes phases
(figure 1) :
I’initiation paniculaire,
la montaison,
I’épiaison,
- la floraison,

- et lamaturation de graines.

L’initiation paniculaire commence par la formation de I’ébauche de la panicule au niveau du
neud supérieur du talle, qui est difficile a reconnaitre a I’eil nu, seules des observations
microscopiques permettent d’identifier les primordia paniculaires.

La montaison est caractérisée par le gonflement de la tige par la suite de la formation et de la
migration des organes de réserves. Elle marque également un changement dans le mode de
gestion de I’eau.

L’épiaison est I’émergence de la panicule hors de la gaine. Elle est assimilée & I’émergence
de la moitié des panicules et s’effectue pendant une période de 10 a 14 jours, variable suivant
la vitesse d’émergence des panicules et le nombre des plants. Elle exige une moyenne de
température de 22 °C.

De I’initiation paniculaire a I’épiaison, il faut compter en général 30 jours (YOSHIDA, 1981).
Au cours de la floraison s’effectue I’anthése, les glumelles s’écartent, permettant la sortie des
étamines. L’anthere s’ouvre, la pollinisation s’effectue durant les heures qui suivent. Puis les
glumelles se referment laissant les étamines a I’extérieur ou elles se dessechent et tombent.
Au sein d’une panicule, I’anthése dure 7 a 10 jours.

En région tropicale, I’anthése a lieu entre 8 het 13 h (ANDRIANJAKA, 2001).



Pendant la phase de maturation, les graines se remplissent de substances de réserves et
acquiérent leur maturité en passant du stade laiteux (graine remplie de substance aqueuse
incolore) au stade pateux (graine remplie de pate molle) et enfin au stade mdr (graine pleine et

résistante).

La maturation des graines dure environ 30 jours (YOSHIDA, 1981) et elle est identifiable au

jaunissement de I’extrém ité de la feuille paniculaire.

LES STADES DE CROISSAIICE

e < ‘B

2t 'hz

*il "‘%AT— \’E Piv,
N oc e
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P hase Pit .aso repro* PHaS g de
v 6getative duc tr ice mur IS? erhe-nt
S3, jours 35 jour s 30 jours

m | a durée «ck la phase végetative diff*?rc* suivant les varietes

0 Locs durées «tes phases <de reproduction €t de mcCirisserneni sont
constantes pour* la plupart des variéetes : 35 jours entre la far
m'ation de- p.anicule et la floraison ; B30 jours entre la floraison
et la r*écoite

-0 Il peut y avoir* plus de 1120 jours entre le semis et la récolte

Figure 1: Exemple de stades de croissance du riz (YOSHIDA, 1981)

B- L’AZOTE ET LE RIZ

L’Azote, du grec « z0& » qui signifie vie, est un élément indispensable a la croissance et a la

vie des plantes. Il fait partie intégrante de la matiere vivante (BALANDREAU, 1975).



Chez la plante, I’azote forme 1% a 4% de son poids sec. Cette teneur varie en fonction de
I’organe végétatif, de 1’age des plantes et de I’espéce végétale. Les feuilles, les tissus jeunes,
les plantes fixatrices d’azote en sont les plus riches (FLORENZANO, 1966)
L’élément azote (N) peut se présenter sous trois formes :

-minérale (azote nitrique),

- protidique dans les chloroplastes des feuilles et dans les graines,

- soluble dans les composées aminées et amides des organes de réserves.

Dans la nature, lI’azote se rencontre soit a |’état libre sous forme gazeuse (N2) soit a I’état

combiné sous forme d’azote organique ou minérale.

I- ROles de I’azote sur le riz

L’azote constitue un élément principal de la croissance du riz. Avec les éléments

fondamentaux C, H, O, il joue un rdle capital dans les mécanismes vitaux. Il assure

principalement :
une croissance rapide des organes végétatifs,
- une activité photosynthétique intense qui se traduit par une production abondante
de matiéres séches,
- la formation des organes reproducteurs et la composition d’un haut rendement,

- une amélioration de la valeur nutritive du riz par l’accroissement du taux de

protéines des graines.

I1- Nutrition azotée du riz

La nutrition azotée du riz s’exerce en deux étapes successives (RAJAOMILISON, 2003) :
> de la germination jusqu’au stade de deux feuilles, le jeune plant de riz se nourrit
exclusivement des réserves des graines, qui sont essentiellement les protéines,
> de la formation de la troisiéme feuille a la fructification, le plant de riz subvient a ses
propres besoins et il se nourrit a partir de son milieu. C’est la phase déterminante du

cycle de riz pendant laquelle il montre des exigences de plus en plus importantes en

azote.

|co



I11- Azote dans le sol

La teneur en azote total dans le sol varie de 0,01 a 0,5% et autour de 0,1% pour les terres
cultivées. Mais cette quantité n’est pas entierement assimilable et utilisée par la plante.
En effet, I’azote sous forme protidique et I’azote organique stable comme I’humus ne sont pas
directement assimilables.
L’azote du sol peut donc se présenter a I’état gazeux, minéral ou organique. Les formes
minérales et organiques majoritaires jouent un role capital dans la nutrition des plantes :
I’azote organique assure le stock, tandis que l’azote minéral constitue la forme d’absorption
(BALANDREAU, 1983 ; MOROT etal 1997-1998).

> L’azote organique provient de la décomposition de la matiére organique du

sol par le processus d’humification.

Ce processus de formation des complexes colloidaux se déroule dans la couche superficielle
du sol ou I’azote organique est représenté par 95% de I’azote total.

> L’azote minéral qui se présente sous deux formes :

m  |’azote ammoniacal, produit par I'ammonification de |’azote
organique. Il peut étre absorbé sur le complexe adsorbant
donc a I’état échangeable.

Dissout dans la solution du sol ou a I’état fixe, il peut passer d’un état a un autre selon la
réaction d’équilibre suivante :
N HA"fixé N H4+échangeable <>NH4+en solution

m  [’azote nitrique issu de la nitrification de 1’azote ammoniacal

sous certaines conditions écologiques.

Il est tres mobile dans le sol et trés soluble dans I’eau, peut étre perdu par lessivage ou par

dénitrification.

C- GENERALITES SUR LE SYSTEME DE RIZICULTURE INTENSIVE ou SRI

I- Historique

Le SRI a été découvert par hasard en 1983-1984 par le Pére Henri de LAULANIE, a

Antsirabe.

Depuis, les recherches d’explication et de perfectionnement de la technique n’ont cessé de

progresser (NORMAN, 2002 ; RANDRIAMIHARISOA, 2002).
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Ainsi, en 1990, le SRI fut introduit chez les paysans et deux ans plus tard, il a été reconnu par
le gouvernement malgache. Il est diffusé partout dans file. En 1994, le systeme, grace a la
collaboration de I’Université de Cornell (Yathaca, New York) est porté a I’échelle
internationale.

Parmi les nombreux pays intéressés, certains se lancent déja actuellement dans cette voie, et
I’année derniére, le SRI vient d’étre reconnu par le plus grand Institut International travaillant

sur le riz I’IRR1 (International Rice Research Institute, Philippines)

I1- Les facteurs responsables du haut rendement en SRI

Les résultats de recherches réalisés auparavant (ANDRIANJAKA, 2001 ; RALIJAONA
2002) nous permettent de dire que les facteurs intervenant dans I’amélioration du rendement
par SRI1 avec leurs importances respectives : le repiquage a un brin de jeunes plants agés de 8
a 12 jours, I’écartement des plants dans un modéle de 30 cm x 30 cm, le sarclage répété, la
parfaite mafitrise d’eau,...

STEWART (1977) et ELAMDI (1982) ont aussi signalé I’existence de différentes sortes de

microorganismes résidant dans la rhizosphere ou a I’intérieur méme des racines qui sont

capables de fixer I’azote atmosphérique.

D- LA FIXATION BIOLOGIQUE DE L’AZOTE ou BNF

La BNF correspond a la réduction de I’azote moléculaire (N2) en ammoniaque par les
microorganismes (libres, associatifs, ou symbiotiques) selon une réaction catalysée par un
complexe enzymatique appelé « nitrogénase ». Sur cette transformation, deux protons sont
réduits en hydrogéne qui s’effectue simultanément d’ou la réaction (GILLER, 1993;

PARAKARN, 2003): N2+ 8H++8e'-> 2NH3+ H2

E- LA BACTERIE :Azospirillum sp

I- Mode d’action de YAzospirillum sp

Comme tous les microorganismes fixateurs d’azote, I’Azospirillum sp est capable de réduire
I’azote moléculaire (N2) en azote assimilable grace a I’enzyme « nitrogénase ». Il augmente

les composés azotés (N H/, NCU) en stimulant I’activité nitrogénasique.
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En plus, d” aprés NICOLAS (1977), YAzospirillum sp transfert 1’azote métabolisable vers la
plante grace a des enzymes, par exemple: la pectinase qui peuvent digérer certains
composants de la paroi des cellules végétales.

V Azospirillum sp peut produire des hormones végétales comme : I’AIA (Acide Indol
Acétique) qui amplifie le développement des racines (le développement racinaires améliore la
prise d’eau et des éléments minéraux) ; les gibbérellines (GA3) qui provoquent I’allongement
des entre- nceuds, accélerent la floraison ; la cytokinine qui entraine la multiplication des

bourgeons.

Les études qui ont été faites auparavant ont montré que YAzospirillum sp peut produire de

I’éthyléne qui accélére la maturité des graines.

I1- Les différentes espéces d’Azospirillum

L Azospirillum est 1’un des microorganismes isolés dans la rhizosphére du riz (GAUTHIER,
1977). Il est largement répandu non seulement dans les riziéres mais aussi dans la rhizosphere
de plusieurs espéces de graminées tropicales et tempérées telles que le blé, le mais, le mil.
Parmi les espéces, nous pouvons citer :
Azospirillum lipoferum,

- Azospirillum brasilense,

- Azospirillum amazonense,

- Azospirillum irakense,

- Azospirillum halopraeferens.

L espéce Azospirillum halopraeferens n’est rencontrée que dans des sols salés, les quatre
autres ont pu étre découvertes dans la rhizosphere du riz.
Les espéces Azospirillum lipoferum et Azospirillum brasilense ont été isolées a partir des

racines et des tiges de riz (LADHA et REDDY, 2000 ; DOMMELEN, 1998). Ces espéces

possédent des caracteres similaires et elles se trouvent souvent ensemble.
L espéce Azospirillum amazonense a été rencontrée plus rarement, avec un taux de présence

dans le sol de 39 a 41%, isolée a partir des racines de riz (PEREIRA etal, 1988 ; LADHA et

REDDY, 2000 ; FABIANO et CARDONA, 1985).
L espéce Azospirillum irakense a été rencontrée dans la rhizosphére et a I’intérieur des racines

du riz. Elle est capable de coloniser les cellules de I’épiderme des racines (KHAMMAS et al,

1989, cités par LADHA et REDDY, 2000).



Deuxieme partie :
MATERIELS ET METHODES



A- MATERIEL BIOLOGIQUE

I- Caractéristiques des variétés de riz utilisées

Deux variétés de riz Oryza sativa, sous-espéce japonica ont été utilisées pour cette étude a
savoir les variétés X 265 et FOFIFA 161. Elles appartiennent a la famille des Poaceae. Les
graines de X265 proviennent du Département de Recherches Rizicoles Tsimbazaza et la

FOFIFA 161 de FURP SCRID MADAGASCAR.

1- Variété X 265 (FOFIFA)

La variété X 265 est la variété adaptée a la culture irriguée, de nom malgache « Mailaka », en
provenance de Philippines. Elle est cultivée dans les régions des Hautes Terres avec le
maximum de rendement de 9,5 t/ ha et résistante au Pyricularia (ANNEXE V).

Cette variété a é6té choisie pour le SRI afin d’en extraire les souches d *Azospirilium sp a partir
de ces racines. Lors de la premiére campagne les Azospirillum sSp seront utilisés pour

I’inoculation du riz pluvial lors d’une deuxiéme campagne.

2-Variété FOFIFA 161

La variété FOFIFA 161 est une variété hybride de I'IRAT 114 et du FOFIFA 133. Elle est
connue pour sa forte adaptation a la culture pluviale a raison de 6,6 t/ ha de rendement. Elle
est rustique, résiste a la verse, tolére la pyriculariose (ANNEXE V).

Les graines de FOFIFA 161 ont servi de matériels pour la bactérisation ou I’inoculation avec

les Azospirillum sp.

I1- Azospirillum sp

Les Azospirillum sp sont les bactéries qui prédominent dans la rhizosphére du riz sous SRI et
qui sont capables de fixer I’azote atmosphérique. Ils appartiennent aux Protistes, sous regne
des Procaryotes, au groupe des Eubactéries, et sous groupe des Protéobactéries (figure 2).
C’est une bactérie gram négatif, un organisme microscopique unicellulaire, de forme

ovoidale, dotée d’une forte mohilité grace a un flagelle polaire. C’est un organisme d’une
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respiration aérobie facultative. Ces especes sont sensibles aux basses températures

(DOBEREINER, 1987 ;BILAL etal, 1990 ; SINGLETON et al, 1984).

Flagelle

Téte

Figure 2: Azospirillum sp

Source: Central Research Institute for Food Crops (CRIFC) New England (1989)

Leur activité fixatrice est optimale entre 32 °C et 40 °C.

VAzospirillum sp (DAY et DOBEREINER, 1976) préfére les milieux & pH neutre ou
légérement basique.

C’est une bactérie hétérotrophe typique qui se nourrit aux dépens des réactions d’oxydo-

réduction et qui appartient aux groupes fixateurs associatifs d’azote en étroite association avec

les racines du riz et s’installe autour des racines.
Comme source d’énergie, VAzoOSpirillum sp utilise les carbones provenant des exsudais et des

débris racinaires. Elle peut fixer 55 a 70 kg / ha d’azote (LADHA et al 1998).

B- PREPARATION DE L’ INOCULUM

L’inoculum est la préparation sous forme liquide contenant la souche utilisée c'est-a-dire les
Azospirillum sp. Ainsi, la souche sélectionnée doit étre effective c’est- a- dire compétitive et
dotée d’une forte capacité de survie dans le sol afin de pouvoir affronter les contraintes

naturelles du milieu. L’inoculum est ensuite réutilisé comme inoculant des graines du riz

pluvial FOFIFA 161.

I- Préparation d’extraits de racines de riz

Les Azospirillum sp sont extraites a partir de racines de plantes de riz cultivées selon le

systeme de culture SRI. Dix touffes de riz avec le maximum de talles (35 a 57 talles) et au
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stade de maturation des graines ont été preélevées (figure 3). Les racines ont été lavées avec
I’eau de robinet, puis avec de I’eau distillée stérile (figure 4). Elles ont été ensuite découpées
en petits morceaux. 5 g de ces morceaux sont broyés avec le mortier bien lavé, versés dans la
fiole jaugée qui contient 50 ml d’eau distillée stérile (EDS) et un barreau aimanté,

passés sur |’agitateur magnétique pour bien les mélanger. Cette solution est dénommée TO.

Figure 3 : Phase de maturation des graines Figure 4: Racine d’une touffe de riz
de la variété X265 avec le systéme SRI

I1- Isolement et purification des souches A*Azospirillum sp

Pour I’isolement et la purification de la souche d’Azospirillum sp, le milieu DOBEREINER a
été utilisé ; il posséde des propriétés spécifiques constituant des substances essentielles,
neécessaires au développement normal de cette bactérie tout en détruisant les autres microbes
indésirables (DOBEREINER, 1976).

Ce milieu est composé de : KH2PO4 ; K2HPO4 ; M gS(\ 7H20 ; NaCl, FeCf ; NaM o004,
2H20 ; glucose (ANNEXE ).

Ensuite, nous avons adopté une série de dilution, c’est-a-dire dilution en cascade de
concentration 10'1 a 10'9, dans le but de connaitre la quantité de bactéries contenues dans
chaque inoculum. A 9 ml d’EDS, 1 ml de solution TO a été ajoutée pour donner la
concentration 10'1; puis a 1ml de cette derniére (10']) est ajoutée 9 ml d’EDS pour donner la
concentration 10* et ainsi de suite jusqu’a la concentration 10 .

Chaque préparation a été mise dans 9 tubes a essai et quelques gouttes de chaque dilution sont
mises dans 9 boites de Pétri (correspondant a chaque dilution) contenant le milieu

DOBEREINER sous forme solide. Ces derniéres sont étalées avec un racloir sur toute la

16



surface pour bien isoler les colonies. Les boftes sont scellées avec du parafilm et portées a

I’incubateur maintenu a 28 °C jusqu’a ce que les colonies bactériennes apparaissent.

I11- Méthodes d’observation

1- Observation macroscopique

Aprés quelques jours (4 a 10 jours) d’incubation a 28 °C, les colonies bactériennes sont
apparues. Et pour chaque dilution, les colonies ont été observées selon leur forme, couleur,

transparence, relief et taille.

2- Observations microscopiques

2-1- Observation a I’état frais

Les colonies bactériennes ont été observées a I’état frais, c'est-a-dire sans colorant, pour la

mobilité de 1" Azospirillum sp.

2-2- Observation apreés coloration

Les colorants utilisés sont le bleu de méthyléne (BM) ou le rouge neutre (RN).

Pour une meilleure observation, trois étapes ont été considérées : Etalement-Fixation-

Coloration
o L’étalement : les lames ont été nettoyées avec I’alcool a 90 °C. L ’anse est placée juste

au dessus de la flamme bleue du bec Bunsen, le fil maintenu vertical, puis elle est

refroidie.
Pour le préléevement, I’anse est posée sur la colonie bactérienne se trouvant dans une bofte de
Pétri choisie. Ce choix est fait selon le nombre et la quantité des colonies bactériennes. Puis

I’anse est transférée au centre de la lame numérotée pour bien identifier les différentes

colonies dans les différentes boftes de Pétri.

L’anse est tournée en stries ovales de plus en plus grandes. Un espace libre doit étre laissé sur

les 4 c6tés de la lame, enfin la lame est séchée a I’air,
o La fixation : la lame est passée trois fois dans la flamme d’un bec Bunsen trés

rapidement, le co6té de I’étalement étant tourné vers la face supérieure.
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o La coloration :
- le bleu de méthylene (BM) colore toutes les bactéries en bleu et permet de bien voir
leur forme.
le rouge neutre (RN) colore aussi toutes les bactéries en rose (pour vérification).
Aprés la fixation, la lame doit étre recouverte par le bleu de méthyléne (BM), ou du rouge
neutre (RN) en laissant agir une minute et elle est rincée a I’'EDS puis séchée.

Aprés toutes ces étapes, I’observation au microscope optique est effectuée.

IV- Multiplication des souches

La multiplication des souches d’Azospirillum Sp a pour but d’avoir une quantité suffisante

pour I’expérimentation.

1- Production de I’inoculum liquide

La souche d "Azospirillum sp est ensemencée dans I’erlenmeyer de 500 ml contenant du milieu
liquide YEM (RANDRIAMBOLOLONA, 2002) composé de: Mannitol; K2HPO04;
Glutamate de Sodium ; NaCl ; MgS04, 7H20 a une concentration de 10g/l ; CaCl2 a 40g/l ;
FeCf, 6H20 a 4g/l, extrait de levure (ANNEXE 1). Ce dernier est stérilisé a I’autoclave

pendant 20 min a 120 °C.

2- Technique de production de I’inoculum liquide

La technique est la suivante : 5 ml d’eau distillée stérile sont versées dans les différentes
boites de Pétri contenant le milieu gélosé de DOBEREINER et les colonies bactériennes
provenant des solutions pour les dilutions 10'6, 10'7, 10'8. (RANDRIAMBOLOLONA, 2002).
Les colonies bactériennes sont détachées avec une Ose stérilisée a la flamme du bec Bunsen
puis refroidie. Les bofites sont agitées pendant une dizaine de secondes. A |’aide d’une pipette
stérile, les suspensions bactériennes de ces trois boftes de Pétri sont transvasées dans un
erlenmeyer de 500 ml contenant 100 ml de milieu YEM liquide. Puis I'inoculum liquide, une
fois bien agité, est incubé a 30 °C pendant 72 h a I’étuve pour que les bactéries se multiplient

bien. Aprés 72 h, le nombre de bactéries c’est-a-dire le nombre d 'Azospirillum sp est évalug.



V- Dénombrement des colonies bactériennes

La méthode de suspension - dilution a été utilisée (BEUNARD, 1983).
Une série de dilution de HT1a 10'9 a été préparée comme suit :
e« 1mlde I’inoculum liquide + 9 mlI d’EDS = 10'1

. 1mlde la solution 10"s+ 9 ml d’EDS = 10'2 et ainsi de suite jusqu’a

1(T9

Les différentes dilutions sont reparties dans 9 tubes a essai bien stériles.
Aprés homogénéisation de la solution contenue dans chaque tube, 1 ml de chaque dilution a
été versé dans 9 boftes de Pétri différentes qui contiennent le milieu YEM avec agar, c’est-a-

dire sous forme solide. Les boftes, une fois recouvertes et scellées, sont incubées a 30 °C

pendant 72 h dans I’étuve.
Le nombre d'Azospirillum sp contenu dans 1 ml d’inoculum de départ peut étre déduit en

multipliant le facteur de dilution correspondant avec le nombre de colonies formées suivant la

formule :

N=n/d

Avec :N=nombre €’Azospirilium sp par millilitre de suspension
N=nombre de colonies comptées

d= dilution

Toutes les manipulations (isolement, purification, multiplication, dénombrement) ont été
faites en milieu stérile a proximité d’un bec Bunsen sous une hotte a flux laminaire. Et tout le
matériel utilisé (verreries...) est stérilisé avant leur utilisation a l’autoclave pendant 20 min, a

120 °C.
C- Evaluation de I’inoculation ou bactérisation

L’inoculation ou bactérisation consiste & introduire dans le sol des souches de bactéries
ciblées (FAGES et al, 1992). Deux modes d’inoculation peuvent étre adoptés : I’inoculation
indirecte ou I'inoculum est appliqué au sol et I'inoculation directe qui consiste a imbiber les
graines de riz avant leur semis avec I’inoculum. Cette derniére a été pratiquée.

Les graines qui n’ont pas été inoculées constituent les témoins.
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1- Technique d’inoculation

1-1- Expérimentation en serre

Les graines adaptées au riz pluvial, FOFIFA 161 ont été utilisées.
D’abord, les graines bien saines et pleines sont passées a |’étuve a une température de 52 °C
pendant 3 jours pour lever la dormance. Puis 10 g de ces graines ont été imbibées par 5 ml de
I’inoculum liquide : ce sont les graines traitées (inoculées) (DOBEREINER, 1976 ;
ANDRIANJAKA, 2001 ; RANDRIAMBOLOLONA, 2002). D’autres graines bien pleines
(10g) ont été imbibées par 5 ml d’eau de robinet et qui vont servir de témoins.
Puis, 10 g de graines traitées (inoculées par I’inoculum liquide) ou non inoculées (témoins)
ont été déposées dans différents sachets plastiques soigneusement lavés de couleur sombre,
bien fermés, selon la dose de I’inoculum liquide ou de I’eau de robinet. Ces sachets sont mis a
I’étuve pendant 36 h a4 30 °C.
Dispositif expérimental
Pour la culture en serre, 16 pots (seau de 10 1) qui contiennent des sols de riziere, ont été
utilisés. lls sont troués a leur base pour I’évacuation d’eau en surplus pendant |’arrosage.
Les traitements sont réalisés comme suit :
» 10 pots contenaient des semences inoculées dont 5 pots paillés et 5 pots non paillés
* 6 pots contenaient de semences non inoculées ou témoins dont 3 pots paillés et 3 pots
non paillés
Chaque pot contient un poquet avec 10 graines selon leur traitement (figures 5 et 6).

Notons que les pailles de riz sont découpées en petits morceaux d’environ 1cm de long



1-2-Expérimentation au champ 6d (rn(yc ;

L’expérimentation est faite sur le terrain d’application de I’ESSA d’Antananarivo dont la

1 . . * * 1
surface totale utilisée est de 109,5 m'% i) éx)/ ~ \b]‘l?y*— c*J H'O
Le dispositif expérimental est une expérimentation jdisposée en parcellg vue le nombre

important de traitements (6 parcelles de 24 m de surface chacune) avec trois répétitions

(figure 7).
V
..o ) 1P
c (49
ai? TP
Sens d’écoulement de |’eau
dans les canaux
4m
A | 2
INP 1P INP 1P INP
TNP TP TNP TP TNP

TP :témoin paillé
IP :inoculé paillé
TNP :témoin non paillé

INP :inoculé non paillé

Figure 7 : Dispositifexpérimental au champ

Nous avons utilisé ici les mémes semences. D ’abord, les graines saines et bien remplies sont
mises dans |’étuve a 52 °C pendant 3 jours pour lever la dormance. De méme que
précédemment :

. 200 g de graines bien pleines inoculées par 100 ml de I’inoculum liquide (traitées),

. 100 g de graines imbibées par 50 ml de I’eau de robinet (témoins).
Les différentes quantités de graines traitées sont enfermées dans des sachets plastiques

sombres bien lavés. Ces derniers sont mis a I’é6tuve a 30 °C pendant 36 h.

Apres 36 h a I’étuve, les graines sont semées en poquet espacé de 30 cm de chaque cdoté ;

10 graines sont enfoncées jusqu’a une profondeur de 3 cm.
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2- Observation directe et suivi

Un suivi de prés est nécessaire en serre et au champ dans le but de :

- s’assurer du bon déroulement du cycle cultural afin d’intervenir immédiatement au cas ou
cela s’imposerait (exemple : constatation de [I’évolution de couleur de feuillage,
développement des organes reproducteurs,...)

- noter les faits et les détails susceptibles d’influencer ou d’agir sur les différents traitements

(exemple :les dégats causés par les cyclones, le rat,...).

3- Les caractéres agronomiques étudiés

Afin d’évaluer les effets et les impacts des différents traitements sur la croissance et le
développement des plants de riz, ainsi que le rendement certains caractéres agronomiques ont
été considérés en prenant leur moyenne. Pour cela 10 pieds de riz ont été prélevés sur une

surface de 1 m ciblée dans chaque parcelle avec trois répétitions pour chaque traitement. Il

s’agit des moyennes :
-du nombre de talles par pied,
- de la longueur de feuilles paniculaires,
-du nombre de panicules,
- du nombre de graines pleines (fertiles)/ le nombre de graines stériles (vides) =
nombre moyen des graines entiéerement développées par panicule,

- du poids de 1000 graines et le nombre de graines dans 100 g de poids,

- et I’évaluation de rendement.
Ce dernier est exprimé en kg/ha d’aprés la formule (ANDRIANARISOA, 2004) :

R= Npa/m2 X E/pa X % GP X P1000G
10000

Avec : R :rendement théorique en kg/ha
Npa/m2:nombre de panicules par métre carré

E/pa :nombre d’épillets par panicule

% GP : pourcentage de graines pleines (fertiles) traduisant la capacité de production

réelle

P1000G :poids de mille graines
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4- Analyse statistique

Nous avons choisi I’analyse de variance dans le but de déterminer la significativité entre les
moyennes observées (tableau 1).
Les données de chaque expérience ont été analysées par le test de FISHER-SNEDECOR.

La significativité des différences a été considérée au seuil de probabilité 5%.

Tableau 1 :Résumé de I’analyse de la variance

(1) (2) (3) Variance Test de

Origine Somme des Nombre de = (2)/ (3) FISHER-
carrés des écarts degré de liberté SNEDECOR

Entre colonne Y(Tidni)-TGA/N c-I S2, S2/S2

Intra colonne ou  YA-'LCTi2/ni) N-c S2

résiduelle

Total Ys 22Tgdn N-I

C:nombre de colonnes
Ni :nombre de mesures dans les colonnes i
N :nombre total de mesures =
Ti :total de mesures dans les colonnes /
Je :total général des mesures = YJi
e Lavariance intra colonne S 2exprime la variance des mesures dans une colonne.
e La variance entre colonne exprime la variabilité d’une mesure d’une colonne a I’autre.
e F désigne le rapport entre la variabilité d’une mesure a l’autre entre les diverses
colonnes et la variabilité des mesures dans une méme colonne.
Les moyennes different significativement dans leur ensemble au risque de 5% si F dépasse la
o Cl . .
limite f N lue dans la table de F « point 5% » pour le degré de liberté (C-I) et (N-C).
Si les valeurs sont significatives, on passe a la comparaison 2 a 2 des .moyennes.
La variance de la moyenne du traitement est S 2/ ¢, la variance de la différence entre les

moyennes de deux traitements est S 2/ ¢ x 2.

L’ écart type est VS22 x 2/c.

23



La différence est significative si la différence de deux moyennes entre deux traitements est

supérieure a t, x fS 22 x 2/c qui est la plus petite différence significative (Ppds) ou ta est
donnée par la table de STUDENT au seuil de probabilité a donné.
Le test est positif si Fc >Ft.
Avec : Fc: F calculé obtenu par I’analyse de variance
Ft: F théorique dans la table F de Snedecor pour p (probabilité) = 0,05 dans le cas
contraire (Fc <Ft), le test est négatif.
Notons que quand le rapport F est inférieur a la limite donnée par les tables, qui est toujours

supérieure a 1, nous pouvons donc conclure d’emblée que les moyennes ne différent pas

significativement.
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Troisieme partie :
RESULTATS ET INTERPRETATIONS
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A- OBSERVATION MICROSCOPIQUE

Dans un premier temps, la présence des bactéries a été observée au microscope grace a leur
mobilité. Les bactéries apparaissent en colonies de forme ronde, de couleur blanche cassée, du
transparence translucide, du reliefbombé et de taille moyenne.

Une fois identifiées, les bactéries sont mises en évidence par la technique étalement- fixation-
coloration. A partir des différentes concentrations (dilutions) les boites de Pétri présentant le
pus grand nombre de colonies bactériennes ont été sélectionnées.

La moyenne du nombre de colonies d'Azospirilium Sp a été calculée pour les concentrations

suivantes : 86 colonies dans la boite contenant la solution de dilution 10'6, 34 colonies pour

10°7et 28 colonies pour 10‘8 (ANNEXE VI).

B- EFFETS DE LA BACTERISATION SUR LES PLANTS DE RIZ

L évaluation des résultats sur la bactérisation du riz par 1 AZOSpirilium sp est exprimée en
fonction du nombre de talles par pied, de la longueur de feuilles paniculaires, du nombre de

graines fertiles (pleines) par panicule du nombre de graines dans 100g de poids et du

rendement du riz obtenu.

I- SUR LE NOMBRE DE TALLES PAR PIED

L histogramme suivant (figure 8) montre I’effet de la bactérisation du riz par Azospirilium
SP sur le nombre de talles par pied selon les différents traitements (TP, IP, TNP, INP).

L’abscisse représente les deux expérimentations (serre, champ) et I’ordonnée le nombre de

talles par pied.
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Nombre de talles par pied

Légendes : n témoin paillé (TP) O témoin non paillé (TNP)
O inoculé paillé (IP) O inoculé non paillé (INP)
Figure 8 : Effet de la bactérisation du riz par YAzospirillum sp sur le nombre de talles

par pied (culture en serre ; culture au champ).

D’apres la figure 8, pour les deux essais, le nombre de talles pour le traitement inoculé paillé
(9 talles en serre, 12 talles au champ) est supérieur au nombre de talles pour le traitement
témoin paillé (8 talles en serre, 5 talles au champ) et ce nombre est supérieur pour le
traitement inoculé non paillé (10 talles en serre, 7 talles au champ) que pour le traitement
témoin non paillé (7 talles en serre, 4 talles au champ).

Or I’analyse des résultats sur le nombre de talles par pied de riz les plus représentatifs, pour
des différents traitements par rapport aux témoins, met en évidence un effet non significatif
pour la culture en serre (Fc= 0,80 <Ft- 3,59) et un effet significatif pour la culture au champ
(Fc= 5,27 >Ft=4,07).

II- SUR LA LONGUEUR DE FEUILLES PANICULAIRES

La figure 9 montre I’histogramme de I’effet de la bactérisation du riz par | Azospirillum sp sur
la longueur des feuilles paniculaires selon les différents traitements (TP, IP, TNP, INP).
L’abscisse représente |’expérimentation en serre, au champ et I’ordonnée la longueur des

feuilles paniculaires en centimétre.
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Longueur des feuilles
paniculaires (cm)

Expérimentation
Légendes : a témoin paillé (TP) 0 témoin non paillé (TNP)
O inoculé paillé (IP) O inoculé non paillé (INP)
Figure 9: Effet de la bactérisation du riz par YAzospirillum sp sur la longueur de feuilles

paniculaires (culture en serre ; culture au champ).

La figure 9 montre que les longueurs de feuilles paniculaires sont plus grandes chez les plants
de riz inoculés paillés (19,68 cm en serre, 29,34 cm au champ) ou non paillés (15,45 cm en
serre et 23,16 cm au champ) par rapport aux témoins, c’est-a-dire les plants de riz non
inoculés paillés (17,84 cm en serre, 20,16 cm au champ) ou non paillés (14 cm en serre et
18,48 cm au champ).

Pour I’expérimentation au champ les figures ci-dessous montrent les différenciations entre le
témoin paillé et le traitement inoculé paillé (figure 10) et entre le traitement inoculé non paillé

et le ttmoin non paillé (figure 11).

Figure 10 : Expérimentation au champ (TP, IP) Figure 11 : Expérimentation au champ (INP, TNP
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Les résultats d’analyse de variance portant sur les longueurs de feuilles paniculaires ont
montré qu’une différence significative existe entre les effets de la bactérisation par
YAzospirillum sp des différents traitements par rapport aux témoins pour la culture au champ
(Fc= 13,31 >Ft= 4,07) et un effet non significatif pour la culture en serre (Fc= 2,11 <Ft=
3,59).

I1l- SURLE NOMBRE DE GRAINES FERTILES (PLEINES) PAR PANICULE

L’histogramme suivant (figure 12) représente I’effet de la bactérisation du riz par
| Azospirillum sp sur le nombre de graines fertiles par panicule selon les différents traitements
(TP, IP, TNP, INP). En abscisse sont rapportées les deux expérimentations (en serre, au

champ) et en ordonnée le nombre de graines fertiles.

Nombre de graines fertiles
160
140
120
100
80
60
40
20

0
serre champ Expérimentation
Légendes : O témoin paillé (TP) O  témoin non paillé (TNP)
O inoculé paillé (IP) O  inoculé non paillé (INP)

Figure 12: Effet de la bactérisation du riz par YAzospirillum sp sur le nombre de graines

fertiles par panicule (culture en serre ; culture au champ)

D’apreés la figure 12, le nombre de graines fertiles est supérieur sur les plants de riz inoculés
paillés (35 graines en serre, 137 graines au champ) ou non paillés (29 graines en serre, 120
graines au champ) par rapport au nombre de graines fertiles sur les plants de riz non inoculés
paillés (27 graines en serre, 79 graines au champ) ou non paillés (21 graines en serre et 75

graines au champ).
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L’analyse de variance a montré qu’il existe une différence significative entre les effets de la
bactérisation par YAzospirillum sp sur le le nombre de graines fertiles (NGF) par rapport aux
témoins pour la culture au champ (Fc= 53,19 >Ft= 4,07) et un effet non significatifpour la

culture en serre (Fc= 1,87 <Ft= 3,59).

VI- SUR LE NOMBRE DE GRAINES DANS 100 g DE POIDS

Le tableau 2 montre le nombre de graines dans 100 g de poids. Ce nombre compléte les

informations sur la phase de remplissage de graines : plus le nombre est élevé, plus les graines

sont moins remplies et vice versa.

Tableau 2 : Tableau montrant le nombre de graines dans 100 g de poids

Traitements Nombre de graines dans 100 g de

poids
Culture en Culture au
serre champ
TP 2941 2778 37 0.
IP 2778 & ,0 2632 ~
TNP 3226 37,0 3125 32,
INP 3030 33,0 2857 ~
Avec :
TP: témoin paillé TNP: témoin non paillé
IP: inoculé paillé INP: inoculé non paillé

D ’apres le tableau 2, pour les deux expérimentations, le nombre de graines dans 100 g de
poids est inférieur pour les traitements inoculés paillés (2778 graines en serre, 2632 graines au
champ) que les témoins paillés (2941 graines en serre, 2778 graines au champ) avec une
différence de 163 graines en serre ; 146 graines au champ et ce nombre est inférieur pour les
plants de riz inoculés, non paillés (3030 graines en serre, 2857 graines au champ) que les

témoins non paillés (3226 graines en serre, 3125 graines au champ) avec une différence de

196 graines en serre ; 268 graines au champ.
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Donc, les graines récoltées a partir des plants bactérisés paillés ou non paillés (IP ; INP) sont

bien remplis par rapport aux témoins paillés ou non paillés (TP ; TNP).
V- SUR LE RENDEMENT DU RIZ

Le rendement théorique en kg/ha (R) est exprimé par la formule

R= Npa/m2 x E/pa x % GP x P 1000 G
10000

Avec : R :rendement théorique en kg/ha
Npa/m2 :nombre de panicules par metre carré
E/pa :nombre d’épillets par panicule

9GP : pourcentage de graines pleines (fertiles) traduisant la capacité de production

réelle

P1000G :poids de mille graines

Tableau 3 : Tableau montrant I'effet de la bactérisation par YAzospirillum sp sur le

rendement du riz
Traitements Rendement en kg/ha Rendement en t/ha

Culture en Culture au Culture en Culture au

serre champ serre champ
TP 1472 1707 1,5 1,7
IP 2245 7316 2,2 7,3
TNP 908 1107 0,9 U
INP 2040 3691 2 3,7
Avec :
TP: témoin paillé TNP: témoin non paillé
IP: inoculé paillé INP: inoculé non paillé

Comme le rendement est le résultat du produit de ses composantes, une simple analyse de
variance sur ce rendement ne révele aucune information sur sa variation suivant un tel ou tel

facteur étudié (tableau 3) :
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* Lerendementest corrélé avec le nombre de panicules par m
C’est-a-dire nombre de talles par pfed pér m ; or d’aprés I’analyse de variance le nombre de

panicules par m2est identique sur les témoins que sur les plants de riz inoculés pour la culture

en serre, c’est-a-dire un effet non significatif. Ce qui entraine aussi un effet non significatif
sur le rendement.
D ’aprés notre expérimentation au champ, la bactérisation par YAzospirillum sp donne des
effets significatifs sur le nombre de panicules par rapport aux témoins. Donc, le nombre élevé
de panicules par m implique un haut rendement.

* Le rendement et le nombre d’épillets par panicule (nombre total de graines)
Le rendement augmente au fur et a mesure que le nombre d’épillets augmente.
Or en serre, la bactérisation par YAzospirillum. Sp donne un effet non significatif sur le nombre
d’épillets que sur les témoins (Fc = 1,26 <Ft = 3,59). Elle agit positivement sur le nombre
d’épillets par panicule au champ (Fc= 9,83 >Ft= 4,07), donc la bactérisation agit aussi sur le
rendement.

* Le rendement et le pourcentage de graines pleines
Le pourcentage de graines pleines (% GP) est la troisieme composante du rendement.
M ais, il n’existe pas une différence significative entre les effets de la bactérisation sur le
pourcentage de graines pleines que sur les témoins pour la culture en serre.
Au champ, cette troisieme composante de rendement est plus élevé chez les plants de riz
bactérisés cultivés dans un terrain paillé ou non paillé que chez les plants de riz non bactérisés
cultivés dans un terrain non paillé ou paillé (le % GP est calculé a partir du nombre total de
graines et du nombre de graines fertiles).

 Le rendement et le poids de 1000 graines
En serre, aucune différence significative n’a été constatée sur les effets de la bactérisation par
YAzospirillum sp sur le P1000G que sur les témoins, mais une différence significative a été

remarquée durant I’expérimentation au champ.

Le tableau 4 représente la récapitulation des effets de la bactérisation du riz par | Azospirillum
SP sur les caractéres étudiés (nombre de talles par pied, longueur des feuilles paniculaires,

nombre de graines fertiles,...) en serre et au champ selon les différents traitements (TP, IP,

TNP, INP).
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Tableau 4 : Tableau récapitulatif des effets de la bactérisation par TAZOSpirilium sp sur le

NT, LFP, NGF... (Culture en serre ; culture au champ)

Traitements Effet sur le nombre de Effet sur la longueur Effet sur le nombre de

talles par pied de feuilles paniculaires graines fertiles par
(cm) panicule
Serre Champ Serre Champ Serre Champ
TP 8 5 17.84 20.16 27 79
IP 9 12 19.68 29.34 35 137
TNP 7 4 14 18.48 21 75
INP 10 7 15.45 23.16 29 120
Avec :
TP: témoin paillé TNP: témoin non paillé
IP: inoculé paillé INP: inoculé non paillé



Quatrieme partie :
DISCUSSIONS, CONCLUSION ET
PERSPECTIVES

34



A- DISCUSSIONS SUR LES EFFETS DE LA BACTERISATION EN FONCTION
DES TRAITEMENTS

D ’apres le tableau 4, pour la culture en serre ou au champ, les effets sont bénéfiques pour les
traitements inoculé paillé (IP) et inoculé non paillé (INP) par rapport aux témoins (les
traitements TP ; TNP), mais ils sont plus intéressants pour le traitement inoculé paillé (IP) que
pour le traitement inoculé non paillé (INP).
En effet, la bactérisation des semences de riz pluvial avec la dose optimale en Azospiriilum sp
(1010 Azospiriilum sp/mi) des semences de riz pluvial conduit: & I’amélioration de la
performance de ces plants c’est- a- dire amélioration du nombre de talles, de la longueur de
feuilles paniculaires, du nombre de panicules, du nombre de graines pleines, du poids de 1000
graines, du nombre de graines dans 100 g de poids et du rendement.
En plus, la pratique du systeme de culture sous couverture végétale (effet du paillage)
renforce le développement des plants de riz pluvial. Ceci a permis de maintenir 1’équilibre
biologique du sol, du fait d’une assimilation réguliére de I’azote suivi d’une réduction de la
dégradation du sol et des attaques pathogénes.
Les résultats d’analyse de la bactérisation par YAzOSpiriilum sSp sur la variét¢é FOFIFA 161
selon les différents traitements ont donné des effets non significatifs sur les caracteres étudiés
(NT, LFP, NGF,...) par rapport aux témoins pour la culture en serre et des changements
significatifs au champ :le rendement augmente, la phase végétative au maturation de graines
est accélérée, novi /(T
Donc, toutes ces observations peuvent étre dues aux différents facteurs suivants :

- la composition des populations microbiennes fixatrices d’azote
Au champ, les Azospiri'l'lum SP peuvent prendre une croissance exponentielle c’est-a-dire
qu’ils sont en nombre élevé, sans compétition avec les autres microorganismes. Le nombre
¢levé d’Azospiriilum Sp conduit a I’augmentation de I’intensité de I’activité réductrice, donc la
quantité d’azote assimilable par le riz est suffisante.
En serre, cette intensité de |’activité réductrice est faible.

- les conditions du milieu environnant
La température de la serre pendant la phase végétative du riz varie entre 16 °C a 30 °C. Or
I"activité fixatrice maximale de YAZzOSpiriillum sp se situe entre 32 °C et 40 °C et la lumiére
qui détermine I’intensité de la photosynthése chez la plante (riz) est insuffisante, ce qui

provoque la diminution de la quantité de carbone disponible.
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Les conditions sont favorables aux Azospirillum sp au champ et en plus le repiquage a été
réalisé pendant la saison de pluie.
La quantité de carbone déposé au sol est nécessaire pour I’alimentation et le développement

de la microflore fixatrice c’est-a-dire les Azospirillum sp.

D’aprés I’étude (HOLGUIN, 2003), les Azospirillum sp sont appelés «plant growth
promoting bacteria » ou PGPB ou bactéries de promotion développement des plantes (riz) en
fournissant directement les éléments nutritifs aux plantes ou facilitant I’absorption de certains
éléments nutritifs dans la rhizosphere. Il a confirmé aussi I’existence des phytohormones
induites par les Azospirillum sp comme : AIA (Acide Indol Acétique) qui favorise la
croissance racinaire, les cytokinines qui provoquent la multiplication des bourgeons, les

gibbérellines qui entrainent I’allongement des entre-nceuds, préfloraison et I’éthyléne qui

accélere la maturation des graines.

Toutes ces observations confirment les résultats (ANDRIANJAKA, 2001) qui ont mis en
exergue l’activité de la fixation biologique de I’azote en riziculture. ANDRIANJAKA a
affirmé que plus la concentration bactérienne (Azospirillum sp) est importante, plus I’azote

assimilable (N H/, NOs") est suffisant, et plus les caractéres agronomiques sont développés,

donc le rendement est amélioré.

B- CONCLUSION

La fixation biologique de I’azote est le résultat d’un équilibre entre une plante supérieure et
une bactérie. Il est important de bien connaitre les conditions optimales pour pouvoir en faire
bénéficier la plante : la bonne structure du sol (sol aéré), peu d’azote combiné, la présence de
souches en nombre suffisant et les conditions favorables de développement de la plante
(climat, techniques culturales, variétés adaptées, absence de maladies,...)

La présente étude a pu confirmer I’existence de bactéries fixatrices d’azote dans les racines du
riz sous SRI et mettre en évidence I’action de ces souches bactériennes qui sont les
« Azospirillum sp ».

En effet, la bactérisation par les Azospirillum sp sur les semences du riz pluvial FOFIFA 161,
engendre une augmentation du rendement rizicole sur I’expérimentation au champ de 3,7 t/ha
a 7,3 t/ha qui dépasse son rendement habituel de 2,6 t/ha a 6,6 t/ha et du rendement non

significatif sur I’expérimentation en serre de 2 t/ha a 2,2 t/ha vu les causes biologiques,

climatiques, édaphiques ...
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Actuellement, nous sommes donc en mesure de soutenir la possibilité de remplacer les
fertilisants minéraux par la bactérisation par 1/Azospirillum Sp tout en augmentant la
productivité.

Par ailleurs, la pratique du systeme de culture sous couverture végétale (SCV) qui entraine le
développement racinaire, latéralement et en profondeur et donc d’une grande capacité des
plantes (riz) a explorer le sol pour I’eau et les nutriments est aussi un atout pour I’amélioration
de ce rendement. Il restaure la fertilité du sol et assure I’optimisation de la production d’une
maniére durable.

Enfin, cette étude a également permis d’ouvrir une nouvelle approche a la vulgarisation de la
bactérisation par VAzospirillum sp et a contribuer au développement agricole en général du
pays, en mettant a la portée des riziculteurs la dose optimale de la bactérisation en
Azospirillum sp pour cette pratique (1010 Azospirillum sp/m1) ainsi que les différentes étapes

de la technologie. Cette dose optimale a été obtenue en broyant 5 g de racines que I’on dilue

dans 50 ml d’eau.
C- PERSPECTIVES

D ’apres les résultats de la présente recherche, il reste encore des questionnements qui méritent
d’étre traités en tant que théme de recherche.

Les sujets suivants nous paraissent prioritaires pour la suite :

- L’isolement et I’identification des souches d’Azospirillum sSp issues de la bactérisation
directe.

- Malgré les résultats positifs découverts par ces travaux de recherche, il est difficile de faire
I'inventaire des différentes espéces aAzospirillum trouvées a Madagascar qui est due au
manque de souches de référence.

- A part Azospirillum sp, il est nécessaire de faire I’indentification des autres microorganismes
présents au niveau du cortege racinaire.

- Lamesure de la quantité d’azote fixée ou transformée par YAzospirillum sp.

- L’isolement et I’'identification des souches a partir des racines du riz pluvial et réutiliser
I’inoculum avec les mé&mes semences pour une prochaine campagne.

- Sensibilisation des paysans pour I’utilisation de la bactérisation par Azospirillum sp dans Ia

culture du riz pluvial.

- La fabrication de I’inoculum pour une plus large diffusion commerciale.

- Mise au point de la banque de donnée.
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ANNEXES



ANNEXE I: Composition des milieux utilisés (RANDRIAMBOLOLONA, 2002)

0o Composition du milieu DOBEREINER pour 1000 ml

KH2P 04 0.4 9
K2HPO4 0,19

M gS047H20 0,1g
NacCl 0,02¢g
FeCl3 0,01g
NaMo04, 2H 20 0,002 g
Glucose 1,09
H20(qsp) 1000 ml
pH 7

Agar 155 ¢

0 Composition du milieu YEM pour 1000 ml

Mannitol 10 g

K2HPO 4 059
Glutamate de Sodium 0,549
NacCl 0,05 ¢

Solution T (M gS04, 7H20 & 10 g/1) 10 ml
Solution U (CaCl20 40 g/1) 1,0 ml

Solution V (FeClI3;6H20 a 4 g/1) 1,0 ml

Extrait de levure 109
H20 (qgsp) 1000 ml
pH 6,8

Agar 20 g



ANNEXE Il : Tableau montrant les effets de la bactérisation par I’ Azospirillum sp

suivant le stade d’évolution du riz

0 Surlenombre de talles

Traitements 15 jours 30 jours 45 jours 60 jours 75 jours 90 jours 105 jours
S Ch S Ch S Ch S Ch S Ch S Ch S Ch
TP 10 4 10 5 10 5 11 5 11 8 8
1P 10 8 10 10 10 12 9 12 9 9 9
TNP 10 4 10 4 10 4 7 4 7 7 7
INP 10 7 10 7 10 7 10 7 10 10 10
S :serre TP :témoin paillé
Ch :champ IP :inoculé paillé
TNP :témoin non paillé
INP :inoculé non paillé
ANNEXE Il : Tableau récapitulant les composantes de rendement du riz
Traitements Npa/m2 E/pa % GP P 1000 G
serre champ serre champ serre champ serre champ
TP 163 60 30 88 88,48 89,79 34 36
IP 175 140 39 143 91,37 96,17 36 38
TNP 143 46 23 85 89,05 88,47 31 32
INP 208 88 32 127 92,87 94,35 33 35

Npa/nT :nombre de panicule par m
E/pa :nombre d’épillet par panicule

% GP :pourcentage de graines pleines

P 1000G :poids de 1000 graines

TP :témoin paillé
IP :inoculé paillé
TNP :témoin non paillé

INP :inoculé non paillé



ANNEXE IV : Analyses statistiques des données

1-Nombre de talles du riz par pied (Fof

Traitements TP IP TNP INP Total
S Ch S Ch S Ch S Ch S Ch
X, 8 3 9 5 5 n 10
X2 6 7 13 16 9 2 12 5
X3 10 6 10 10 5 1 6
x4 9 6
Xs 7 n
Ti 24 16 43 35 14 12 51 2l TGIR =8
Moyenne 8 5 9 12 7 4 10 7
Ecarttype 16 17 3 3 2 14 21 21
Ti2 576 256 1849 1225 1% 144 2601 @ 441 5222 2066
Ti2Zni 12 & 370 408 98 48 520 147 1180 688

200 9 415 437 106 A 43 161 1264 746

TP :témoin paillé IP :inoculé paillé S : Serre
TNP :témoin non paillé INP :inoculé non paillé Ch :Champ
Origine Somme des Nombre de Variance Test de Fisher-
carrés des degré de liberté Snedecor
écarts

Serre  Champ Serre Champ Serre Champ Serre Champ
Entre colonne 18,40 108,35 3 3 6,13 36,11 0,80 5,26

Intra colonne ou

résiduelle & 5485 1 8 763 685

Total 10240 163,20 14 n



Traite

ments
Xi
X2
X3
X4
X5
Ti

Moy

enne

Ecart

type
T?

ATi"/ni

1x2

2-Longueur de feuilles paniculaires (cm) du riz (Fofifa 161)

Total

TG257,1

19294,57

4345,36

459331

Ch

Tg=273"

19306,41

6435,46

6476,66

TNP INP
S Ch S Ch S Ch S Ch
15,58 1714 2538 31,84 1420 1946 14,78 24,22
2305 2350 1828 27,74 1380 19,86 1552 23,36
14,89 19,84 1594 2844 16,12 1405 21,90
21,18 19,35
17,60 13,55
5352 6048 98,38 88,02 28 5544 77,25 69,48
1784 20,16 1968 29,34 14 18,48 1545 23,16
37 2,6 33 18 0,6 17 21 09
2864,39 3657,83 967862 77475 784 30735 59675 48274
2 9 6 7
954,80 121927 193572 25825 2613 10245 11935 16091
0 3 3 1 6
995,75 123965 1990,73 25921 3920 10329 12147 16119
3 8 7 5 1
TP :témoin paillé IP :inoculé paillé
TNP :témoin non paillé INP :inoculé non paillé
Origine Somme des Nombre de Variance
carrés des degré de liberté
écarts
Serre  Champ Serre Champ Serre Champ
Entre colonne 67,64 20559 3 22,54 68,53
Intra colonne 117,28 41,18 1 8 10,66 4,14
ou résiduelle
Total 184,92 246,77 14 n

S : Serre
Ch : Champ

Test de Fisher-

Snedecor

Serre
211

Champ
1331



3-Nombre de graines fertiles par panicule du riz (Fofifa 161)

Traitements TP

S Ch S

Xi 28 80 47
X2 30 71 29
X3 22 87 30
x4 3
X5 38
Ti 8 238 177
Moyenne 27 79 35
Ecarttype 34 7 6,6
Ti2 6400 56644 31329
TiZni 2133 18881 6266
Zx2 2168 19010 6483

TP :témoin paillé

TNP :témoin non paillé

Origine Somme des
carrés des écarts
Serre  Champ
Entre 355,77 845811
colonne
Intra colonne 69598 424,08

ou résiduelle

Total 1051,75 8882,19

TNP INP
Ch S Ch S Ch
125 21 75 24 12
149 20 72 26 119
138 78 27 120
48
23
412 41 225 148 361
137 21 I 30 120
10 05 25 93 13
169744 1681 50625 21904 130321
56581 841 16875 4381 43440
56870 841 16893 4814 43445

IP :inoculé paillé

INP :inoculé non paillé

Nombre de Variance
degré de liberté
Serre  Champ Serre Champ
3 3 11859  2819,37

14

8 63,27 53,01

Total

Tg=446 Tg=1236

61314
13621
14306

407334
135777
136218

S : Serre

Ch :Champ

Test de Fisher-

Snedecor
Serre  Champ
187 53,18



4-Nombre total de graines du riz par panicule (Fofifa 161)

Traitements

X,
X2
X3
x4
X5
Ti
Moyenne
Ecart type
Ti2
TiZni

i*z

32

25

a

30
39

TP

Ch

129

301
100
20,3

TP :témoin paillé

4
3
32
34
4
194
39
82

7866

TNP :témoin non paillé

Origine

Entre

colonne

Intra colonne
ou résiduelle

Total

carrés des écarts

Somme des

Serre
395,75

1149,40  1648,69

154515 7726,64

Champ
6077,95

Ch
130
1%
143

428
143
10,2

61061

1058 21675 4993 48641
61374 1060 21713 5750 48654
IP :inoculé paillé
INP :inoculé non paillé
Variance

Nombre de

24
22

46
23
1

TNP
Ch S
83 25
82 26
0 28
56
23
255 158
8 32
3,6 123

degré de liberté

Serre

3

14

Champ  Serre
3 131,91
8 63,27
n

INP
Ch
130

127

382
127

21

8281 90601 37636 183184 2116 65025 24964 145924
2760 30200 7527
2805 31441

Champ
2025,98

206,08

Total

TG489 Tg=1366

72997 484734
16338 161577
17481 163182

S : Serre

Ch: Champ

Test de Fisher-
Snedecor

Serre  Champ
1,26 983



ANNEXE V: Caractéristiques d’Oryza sativa, variétés Mailaka et Mahefa
MAILAKA n° 3914 ou X265 (FOFIFA)
Origine: Philippines (IRRI)

Cycle cultural: 160-165 jours

Région de culture: Haute Terre

Adaptation a la culture irriguée

Graines: demi-rondes

Supporte le déficit hydrique et inondation
Résistant au Pyricularia

Plus productive quand on apporte du fertilisant
Egrenage: peu difficile

Productivité moyenne: 5t/ ha

Maximum de production: 9,5 t/ ha

MAHEFA n° 488 ou FOFIFA 161

Origine: IRAT 114 x FOFIFA 133 (URP SCRID MADAGASCAR)
Cycle cultural: 155 jours

Région de culture: Haute Altitude

Adaptation a la culture pluviale

Graines demi- rondes grosses

Rustique, résiste a la verse, tolere la pyriculariose
Egrenage: peu sensible

Productivité moyenne: 2,61/ ha

Maximum de production: 6,6 t/ha

ANNEXE VI : Nombre de colonies d” AzospiriUum sp dans les boites

de pétri choisies

Dilutions Nombre de colonies d’ AzospiriUum sp

premier essai deuxiéme essai
KF6 80 92
107 31 37

KF5 26 30



du riz pluvial par fa fixation biologique

mMm

\ Recherche des bactéries Azospirillum sp.

au niveau des racines du riz X 265 en SRI

A |dentification des souches

Nombre de graines Longueurdes feuilles Nombre de talles
Traitements X10 paniculairesencm
serre Champ Serre Champ Seme Champ

Témoin paillé

w4 8 178 202 8 8
40 140197 294 9 11
B 14 185 7 3
et 312 154 23,2 10 7

INP

Tableau montrant les effets de la bactérisation

par Azospirillum Sp.

xperinieniatioo en serre

Multiplication des souches d’Azospirillum sp.
Inoculation de ces souches sur la variété
de riz pluvial Fofifa 161

, Analyse du cortege racinaire

Phase de maturation

des graines du systéme SRI Racine de riz
sur la variété X265

TRIP TNP.INP

Le traitement « inoculé paillé » a donné les meilleures réponses:
-pour le nombre de graines par panicule
-pour la longueur des feuilles paniculaires
-pour le nombre de talles par touffe.
L’expérimentation au champ confirme bien les résultats obtenus en serre

La bactérisation par Azospirillum sp. améliore le rendement
du riz pluvial par conséquent la nutrition azotée.
L

Les résultats vont permettre d’orienter le choix des systemes
adévelopper et a diffuser selon les conditions pédoclimatiques
et socio-économiques des fertilisants organiques et minéraux.

Cette étude a ét€ supportée grace a la collaboration
de la Faculté des Sciences d’Antananarivo (Laboratoire de Physiologie végétale),
I avec 'URP-SCRID le CIRAD et I'IRD.
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