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Science du sol
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Résumé &mdash; Des essais d’inoculation du riz par une souche bactérienne fixatrice d’azote, Burkholderia vietnamiensis
TVV75, ont été menés en pots sur un sol sulfaté acide du Viêt-nam, en conditions extérieures. L’effet de cette bactérie
a été testé à 3 niveaux d’azote : 0, 45 et 90 U. La souche utilisée avait été au préalable isolée parmi les bactéries fixa-
trices d’azote les plus abondantes de la rhizosphère du riz cultivé sur ce même sol, et sélectionnée pour son activité
réductrice d’acétylène et son activité de promotion de croissance sur jeune plante. Dans cet essai, l’azote était bien le
facteur limitant, comme le montre clairement la réponse de la culture du riz à la fertilisation azotée. Dans ces condi-
tions, l’inoculation bactérienne a entraîné des augmentations significatives du tallage (12%) et de la hauteur des plan-
tules (8%) du peuplement herbacé en pépinière, et un accroissement significatif de la production de matières sèches
racinaires et aériennes tout au long de la culture. Cette augmentation de la biomasse végétale s’est accompagnée
d’une augmentation du rendement final de 20% à la récolte, expliquée par un effet de l’inoculation sur toutes les com-
posantes du rendement. Ces résultats ouvrent la voie à des applications agronomiques très prometteuses.

promotion de croissance / Oryza sativa L = riz / Burkholderia vietnamiensis sp nov / inoculation / sol sulfaté
acide / composantes du rendement / fixation d’azote / PGPR / Viêt-nam

Summary &mdash; Growth promotion of rice after inoculation with a nitrogen-fixing bacteria Burkholderia viet-
namiensis isolated from an acid-sulfate soil in Vietnam. Inoculation of rice with TVV75, an N2-fixing strain of
Burkholderia vietnamiensis, was conducted in a Vietnamese acid-sulfate soil in pot trials. The effect of this bacterial
strain was tested for 3 nitrogen fertilizer rates, 0, 45 and 90 U under outdoor conditions. The inoculated strain has
been isolated as a member of the dominant N2-fixing microflora in the rhizosphere of rice growing on the above-men-
tioned soil. It was selected because it exhibited a high acetylene reduction rate and high growth promotion on young
plants. In the present experiment, nitrogen availability was the limiting factor for the growth of rice, which is clearly
shown by the response of the plant to nitrogen fertilizer application in control pots. Under these conditions, bacterial
inoculation resulted in significant increases in tiller number (12%) and plant height (8%) in nursery beds, and significant
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increases were also observed in both shoot and root dry weights, throughout the growth cycle, leading to a higher final
yield (20%). These results are promising for further applications.

plant growth promotion / Oryza sativa L = rice / Burkholderia vietnamiensis sp nov / inoculation / acid-sulfate
soil / yield components / nitrogen fixation / PGPR / Vietnam

INTRODUCTION

De nombreux travaux ont été consacrés, ces der-
nières années, à l’utilisation de bactéries du sol
pour l’amélioration de la croissance des plantes
et la diminution des intrants coûteux et potentiel-
lement polluants en agriculture. Ces bactéries
promotrices de croissance (PGPR pour «Plant-
growth-promoting rhizobacteria») appartiennent à
différents genres tels que Pseudomonas,
Azospirillum, Azotobacter et Bacillus (Gaskins et
al, 1985). La fixation non symbiotique de l’azote
a été l’un des premiers mécanismes bactériens
identifiés dans la rhizosphère des végétaux
comme susceptible d’induire une augmentation
de la croissance des plantes (Boddey et

Döbereiner, 1988). Aussi, de nombreuses
souches bactériennes fixatrices d’azote ont été
isolées du sol et de la rhizosphère et inoculées à
diverses espèces végétales (Jagnow, 1987 ;
Rajaramamohan et al, 1987). Cependant, l’im-

portance de la fixation d’azote non symbiotique
comme source d’azote pour les plantes non légu-
mineuses a fait l’objet de controverses ulté-
rieures (Michiels et al, 1989). D’autres méca-
nismes bactériens ont alors été proposés pour
expliquer la stimulation de la croissance des
plantes. Ils comprennent la production de phyto-
hormones de croissance (Lesinger et Margraff,
1979 ; Lin et al, 1983), l’induction d’une augmen-
tation de prélèvement de phosphore (Lifshitz et
al, 1987) et l’antagonisme vis-à-vis de micro-
organismes phytopathogènes (Kloepper et al,
1989 ; Hebbar et al, 1992), en particulier, par le
biais de la compétition pour le fer (Jukevitch et al,
1992 ; Lemanceau, 1992).

Le riz (Oryza sativa L) est l’une des céréales
les plus cultivées dans le monde. De nombreux
auteurs ont montré que l’inoculation du riz par
des bactéries PGPR (fixatrices d’azote ou non)
pouvait entraîner une augmentation significative
de la hauteur des plantes, des biomasses raci-
naires et aériennes et du rendement en grains
(Subba Rao et al, 1979; Balasubramania et
Kumar, 1987). Cependant, les résultats de l’ino-
culation apparaissaient très variables (Roger et
Ladha, 1992), jusqu’à ce qu’Omar et al (1992)
montrent l’importance d’une approche plus écolo-
gique, avec en particulier la nécessité de prendre

en compte l’origine de la bactérie à inoculer, et le
facteur qui limite effectivement la croissance de
la plante dans les conditions utilisées. Ces
auteurs ont montré, en Égypte, qu’on ne pouvait
attendre un effet bénéfique de l’inoculation par
des bactéries fixatrices d’azote qu’avec des
souches adaptées aux conditions locales, et seu-
lement lorsque le facteur limitant est l’azote.

Bien que le Viêt-nam soit parmi les premiers
producteurs de riz, très peu d’études ont été

entreprises jusqu’ici sur l’utilisation des bactéries
PGPR en riziculture dans ce pays.

L’extrapolation au Viêt-nam des travaux égyp-
tiens semblait a priori hasardeuse, faute de
connaissances précises sur les bactéries asso-
ciées au riz dans les sols vietnamiens. Ceci était

particulièrement vrai en ce qui concerne le milieu
écologique très particulier des sols sulfatés
acides qui portent une fraction importante des
rizières du sud du Viêt-nam.

Avant toute chose, il a donc fallu déterminer

quelles étaient les bactéries fixatrices d’azote les
plus abondantes dans la rhizosphère du riz culti-
vé dans un sol sulfaté acide du Viêt-nam (Trân
Van, 1989). Elles diffèrent des bactéries fixa-
trices d’azote décrites jusqu’alors. Leur étude
taxonomique a conduit à la création d’une nou-
velle espèce, Burkholderia vietnamiensis (Gillis
et al, 1995). La capacité de la souche B vietna-
miensis TVV75 à augmenter la fixation d’azote et
la croissance des plantes a été démontrée sur le
riz à un stade jeune, au phytotron (Trân Van,
1994). L’objectif de ce travail était d’étudier, dans
des conditions plus proches des conditions natu-
relles, l’effet de l’inoculation du riz par la souche

TVV75 de B vietnamiensis ; nous rapportons ici

les résultats obtenus dans des essais en pots,
utilisant un sol sulfaté acide du Viêt-nam, du
même type que le sol ayant servi à l’isolement de
la souche.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Le sol

L’essai a été réalisé à la station agronomique rizicole
de Thanh Lôc, située à 13 km au nord de Hô Chi Minh



Ville. Le sol a été prélevé après la première récolte du
riz au mois d’août, tamisé à 5 mm, puis réparti dans
des pots de 32,5 cm de diamètre et 37 cm de hauteur,
à raison de 5 kg de sol sec par pot. Ce sol est sulfaté
acide (Sulfi-Thionic-Fluvisol selon la classification
FAO) de texture argilo-limoneuse (tableau I).

La souche bactérienne

La souche fixatrice d’azote TVV75 a été isolée de la

rhizosphère de plantes de riz âgées de 8 j et cultivées
en tubes sur le sol sulfaté acide en chambre climati-
sée. Le dénombrement et l’isolement des bactéries
fixatrices d’azote de la rhizosphère (racines et sol
adhérent) ont été effectués selon la méthodologie utili-
sant le modèle spermosphère, et décrite par Omar et
al (1989). La taille du peuplement de fixateurs d’azote
a été estimée à 108 UFC (unité formant colonie)/g de
matière sèche de sol rhizosphérique. Douze souches
bactériennes fixatrices d’azote, dont la TVV75, ont été
isolées à la dilution la plus élevée. Ces souches appar-
tiennent donc à l’espèce dominante au sein du peuple-
ment fixateur d’azote. Ces souches ont été récemment
identifiées à une nouvelle espèce Burkholderia vietna-
miensis (Gillis et al, 1995) apparentée à Pseudomonas
cepacia, qui a été récemment rebaptisée Burkholderia
cepacia (Yabuuchi et al, 1992).

Préparation de l’inoculum bactérien

La culture de la souche bactérienne a été réalisée
dans des flacons de 250 ml contenant 100 ml de
milieu LB modifié (bactotryptone 10 g, extrait de levure
5 g, NaCl 5 g, eau 1 000 ml, autoclavage : 20 min à
120°C). Les flacons ont été incubés à 30°C sous agita-
tion pendant 24 h. La culture était alors en fin de
phase logarithmique de croissance et a été centrifugée

20 min à 7000 rpm. Le culot bactérien a été lavé et mis
en suspension dans une solution de KCI (0,85%). La
concentration bactérienne estimée par comptage au
microscope a été ajustée à 4 x 108 bact/ml. Le contrô-
le de pureté de l’inoculum a été effectué par dilution -
étalement sur milieu PCAT : acide azélaïque 2,0 g,
tryptamine (Aldrich) 0,2 g, MgSO4 0,1 g, KH2PO4
4,0 g, extrait de levure 0,02 g, gélose 15 g, eau 1 000

ml, pH 5,7, autoclavage : 20 min à 120°C. Ce milieu a
été décrit comme sélectif pour l’espèce B cepacia et
permet aussi la croissance de quelques espèces
apparentées, comme B vietnamiensis (Burbage et
Sasser, 1982).

Inoculation et conduite de la culture

des plantes

Le riz a été cultivé de la façon traditionnelle au Viêt-
nam avec le semis en pépinière et le repiquage
manuels, ce qui permet d’inoculer la plante 2 fois pen-
dant la saison : au semis et au repiquage. Nous avons
utilisé un cultivar hybride OM 5971 à cycle court (110 j)
inscrit au catalogue en 1982 par l’Institut du riz du

delta du Mékong. Après gonflement dans l’eau pen-
dant 24 h, les semences de riz ont été placées dans
des sacs en lin qui ont été ensuite immergés dans
l’eau. Après 48 h, les semences prégermées avaient
des racines séminales de 1 à 2 cm. Elles ont alors été
sorties des sacs et mises en contact avec l’inoculum
bactérien à raison de 107 bactéries/semence et 25
ml/1 000 graines pendant 18 h à la température du
laboratoire, avant d’être semées à la volée directement
en pépinière en plein champ. Le nombre de B vietna-
miensis par graine a été contrôlé par dénombrement
des UFC sur milieu PCAT après broyage. Le calcul
montre que chaque semence a reçu environ 5 x 107
UFC. Les semences du traitement témoin ont été

trempées dans une solution stérile de KCl (0,85%).
Après 3 sem de croissance en pépinière, les jeunes



plants ont été arrachés pour être repiqués. Bien que
des différences de croissance entre les plantes inocu-
lées et les témoins aient été visibles à l’&oelig;il, des
plantes de taille et de stade comparables ont été choi-
sies pour le repiquage afin de mesurer l’effet de la
deuxième inoculation. En effet, à ce stade, les racines
ont été à nouveau trempées dans l’inoculum bactérien
dans les mêmes conditions qu’au semis (107 bacté-

ries/plante) et 3 plants par pot ont été repiqués.

Plan d’expérience

Le plan d’expérience est un plan complet à 2 facteurs
croisés : le facteur inoculation à 2 modalités, inoculé et
non inoculé, et le facteur azote à 3 niveaux : dose
maximale recommandée (90 kg N/ha), demi-dose
(45 kg N/ha) et témoin sans azote. Les 2 facteurs croi-
sés conduisent à 6 traitements. Chaque traitement a
été réalisé en 10 répétitions, soit un total de 60 pots
(180 plantes). Le dispositif adopté est la randomisation
totale. Les pots, espacés de 15 cm, ont été placés par
lignes de 10 sur une aire jouxtant les parcelles expéri-
mentales. Les paramètres climatiques mesurés au
cours des 4 mois de culture sont rapportés dans le
tableau Il.

Fertilisation

Les doses de fertilisants utilisées correspondent à
celles couramment appliquées en culture rizicole dans
la région de la station expérimentale, où s’est déroulée
l’expérience. Chaque pot a reçu l’équivalent de 0, 45
ou 90 unités d’N (sous forme d’urée) rapportées à la
surface du pot, 71 unités de P (P2O5) et 108 unités de
K (sous forme de KCI). La totalité du phosphore et 1/3
du potassium ont été apportés au sol avant le remplis-
sage des pots et les 2/3 du potassium restants, en
début de floraison. L’apport de l’urée a été fractionné
en trois apports : 1/3 au repiquage, 1/3 au dixième jour
après le repiquage (10 JAR) et 1/3 au début de la flo-
raison (40 JAR). Une dose de 12 g de chaux par pot a
été apportée, au moment du repiquage, pour élever le
pH du sol jusqu’à pH 6,0.

Mesures des variables

Les variables qui expriment la croissance du riz, ont
été mesurées à différents stades du développement.
Au moment du repiquage (début du tallage), la hauteur
des plantes et le nombre de talles ont été mesurés
respectivement sur 100 plantes par traitement. La bio-
masse végétale a été estimée aux stades tallage (30
JAR), début floraison (45 JAR), pleine floraison 65
(JAR), et enfin à la récolte (85 JAR), par le poids de
matière sèche (PMS) des racines et des parties
aériennes mesurés à chaque fois sur les plantes
issues de 2 pots par traitement. De plus, à la récolte,
le nombre de panicules, de grains pleins et le poids de
1 000 grains (PMG) (14% d’humidité) ont été détermi-
nés sur les 4 pots restants par traitement. Le rende-
ment (g/pot) a été calculé à partir des 2 variables,
PMG et nombre de grains par pot. L’effet des 2 fac-
teurs, apport d’engrais azoté et inoculation, a été testé
sur toutes ces variables. Le traitement des données a

été effectué par l’analyse de variance ou test du &chi;2, à
l’aide du logiciel Statgraphics (Release 5.0, Uniware
STSC, Inc). L’effet d’un facteur est déclaré significatif
quand P < 0,05 ou exceptionnellement quand 0,05 < P
< 0,10 lorsque cela est précisé dans le texte ou dans
les tableaux.

RÉSULTATS

Effet précoce de l’inoculation en pépinière

L’inoculation a augmenté significativement la
hauteur et le nombre de talles des plantes en
pépinière (tableaux IIIa et b). En effet, à ce stade,
la hauteur des plantes inoculées est en moyenne
plus élevée de 8,6% que celle des témoins non
inoculés. De même, à cette date, le tallage her-
bacé est nettement augmenté par l’inoculation,
puisque 72% des plantes inoculées ont produit 2
ou 3 talles contre 60% pour les plantes témoins
non inoculées.



Effet de la fertilisation azotée sur
le développement du riz après repiquage

L’interaction entre les 2 facteurs, azote et inocu-
lation, n’est significative pour aucune des
variables mesurées sauf le poids de matière
sèche de racines à la récolte (85 JAR) (tableaux
IV et V), ce qui nous conduit à présenter d’abord
l’effet de l’azote puis l’effet de l’inoculation.
L’effet de l’azote sur ces variables est présenté
dans les tableaux IV et V, alors que les valeurs
obtenues sont présentées dans les tableaux VI
et VII.

Les résultats reportés dans les tableaux VI et
VII font apparaître nettement l’effet positif des
apports d’azote sur le développement des plants
de riz : l’effet de l’azote est significatif à tous les
stades (P < 0,05), sauf au premier prélèvement
(30 j après le repiquage) où seul le poids de
racines est augmenté significativement par l’ap-
port d’azote. Des augmentations ont été égale-
ment obtenues à la récolte (tableau VII) sur le
nombre de panicules par pot qui est significative-
ment augmenté (+44% entre les valeurs

extrêmes). De même, l’apport d’azote a significa-

tivement augmenté le nombre de grains pleins
par pot (+21% entre les valeurs extrêmes), mais
avec une probabilité d’erreur P = 8,3%. En
revanche, la fertilisation azotée n’a aucun effet

sur le poids de 1 000 grains qui est une variable
peu sensible à l’azote (tableau V). En consé-
quence, le rendement calculé est significative-
ment augmenté (+22%) par la fertilisation azotée,
avec une probabilité d’erreur P = 7,2%.

Effet de l’inoculation sur la biomasse

du riz après repiquage

Les valeurs de biomasses racinaires et

aériennes sont présentées dans le tableau VIII et
l’effet de l’inoculation sur ces variables est pré-
senté dans le tableau IV. L’inoculation a eu un

effet plus tardif que l’engrais azoté sur ces
variables. C’est seulement à la pleine floraison
que les parties aériennes sont augmentées signi-
ficativement (+23%). L’effet de l’inoculation sur
les biomasses racinaires n’est significatif qu’à
partir de la pleine floraison (+32%) et se main-
tient à la récolte (+27%) (tableau VIII).







Effet de l’inoculation sur le rendement

et ses composantes à la récolte

Les résultats concernant les composantes du
rendement à la récolte apparaissent dans le
tableau IX et l’effet de l’inoculation est présenté
dans le tableau V. Contrairement à l’azote-

engrais, l’inoculation a entraîné une augmenta-
tion significative (P < 0,05) du poids de 1 000

grains (+7%). Le nombre de grains pleins par pot
est augmenté significativement (P = 6,2%), ainsi
que le nombre de panicules (P = 5,6%). En
conséquence, le rendement calculé est significa-
tivement plus élevé (P < 0,05) pour le traitement
inoculé (+20%) que pour le témoin. Bien que l’in-
teraction «azote x inoculation» ne soit pas signifi-
cative (tableau V), nous avons présenté, sur la
figure 1, les rendements calculés pour les 6 trai-
tements. Cette figure illustre bien le gain de ren-
dement à tous les niveaux d’azote, mais égale-

ment l’économie potentielle que l’inoculation per-
met de réaliser. Pour un rendement de 45,5 g par
pot, l’économie est environ de 50 unités d’azote,
ce qui est considérable.

DISCUSSION ET CONCLUSION

À tous les stades de développement du riz, la

fertilisation azotée a eu un effet sur les variables
de croissance et de rendement mesurées, sauf
sur le poids de 1 000 grains. La croissance et les
rendements calculés des plantes fertilisées sont
plus élevées que ceux des témoins, ce qui
indique que l’azote est le facteur limitant principal
de la croissance du riz dans les conditions expé-
rimentales utilisées.

L’ensemble des variables de développment du
riz et la plupart des composantes du rendement
sont augmentés significativement par l’inocula-



tion avec B vietnamiensis TVV75. Cet effet positif
de l’inoculation est déjà significatif au stade jeune
plantule en pépinière. La hauteur des plantules et
le nombre de talles herbacées sont nettement

augmentés, de 8 et 12% respectivement. Ces
plantes inoculées, plus vigoureuses, pourraient
avoir un avantage sur les autres pour résister au
stress du repiquage. Ceci n’a toutefois pas été
testé dans cet essai, puisque des plantes compa-
rables ont été choisies et réinoculées, avant

d’être repiquées en pots. Après le repiquage, il

semble que l’effet de l’inoculation ne soit pas
immédiat et soit plus tardif que l’effet de l’engrais
azoté puisqu’il faudra attendre la floraison pour
que l’effet de l’inoculation soit significatif. Outre
l’effet direct de l’inoculation bactérienne sur la

croissance des racines, un effet indirect consécu-
tif à une augmentation de la photosynthèse ne
doit pas être écarté. L’effet précoce de l’inocula-
tion sur les poids secs des racines et des tiges
de plantules de maïs a pourtant déjà été rapporté
consécutivement à l’introduction d’Azospirillum
(Arsac et al, 1990). Ces auteurs ont également
montré que la concentration bactérienne de l’ino-

culum affectait le bénéfice de l’inoculation avec

un optimum à 2,5 x 107 UFC/plante. Dans notre
expérience, nous n’avons pas testé cette
variable. Bien que la concentration de 5 x 107

UFC/plante de nos conditions expérimentales
semble donner des résultats, il conviendrait d’op-
timiser ce paramètre, en particulier pour envisa-
ger des applications agronomiques.

Nos données montrent que l’effet de l’inocula-

tion sur la biomasse végétale demeure obser-
vable jusqu’à la récolte. Cependant, cet effet
bénéfique n’apparaît pas au tallage ni en début

de floraison. La mesure des biomasses

aériennes et racinaires est, à ces stades actifs de

croissance, plus sensible aux variations biolo-
giques puisqu’elle intègre la hauteur des plantes
et le nombre de talles. Les résultats apparaissent
alors plus variables et statistiquement non signifi-
catifs.

Le résultat le plus notable est la traduction, en
rendement final à la récolte, des effets positifs de
l’inoculation observés au cours du développe-
ment du riz. En plus du nombre de panicules et
du nombre de grains, le poids de 1 000 grains
est significativement augmenté, ce qui aboutit à



un gain de 20% du rendement calculé des
plantes inoculées par rapport au témoin.

Dans notre expérience, l’interaction entre l’ino-
culation et l’azote n’est pas significative, alors
que, généralement, une augmentation plus
importante est observée aux doses intermé-
diaires ou fortes. Cette observation a déjà été
faite par de nombreux auteurs sur différentes

céréales comme le riz à des niveaux de 80 à 120

unités d’azote (Kannaiyan et al, 1980 ; Omar et
al, 1989 ; Omar et al, 1992), le maïs (Kalpunik et
al, 1982) et le blé (Rai et Gaur, 1982).
Le riz cultivé dans nos conditions expérimen-
tales en pots et à l’extérieur répond favorable-
ment à l’inoculation par B vietnamiensis TVV75.

Les effets positifs précoces de l’inoculation per-
sistent jusqu’à la récolte. Bien que le dénombre-
ment de la souche inoculée n’ait pas été effectué

aux différents stades de mesure des variables du

rendement, il est très probable que c’est bien elle
qui est responsable des effets observés, puis-
qu’elle possède un bon pouvoir colonisateur (elle
appartient à la flore dominante). La méthodologie
d’isolement de bactéries fixatrices et de leur ino-

culation à des plantes cultivées sur le même sol
est très encourageante. La suite du travail, en
cours de publication, concerne l’utilisation de
l’inoculation du riz au champ en conditions
réelles de riziculture intensive dans les sols sulfa-

tés acides du Viêt-nam.
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