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TITlE

NITROGEN FIXATION BY CASUARINAS : IMPROVEMENT THROUGH CLONAL

SELECTION AND QUANTIFICATION USING DIFFERENT METHODS

SUMMARY

An experimental study of the Casuarina Frankia symbiosis was carried out in the

laboratory and in the field in Senegal, aiming at improving the N-fixing potential of this

symbiotic association.

Both root symbiotic microorganisms (Frankia and ectomycorrhizal fungi) and host

plants were studied.

Two groups of Frankia strains are considered :

- large host spectrum strains which nodulate species of Casuarina and Allocasuarina

genera.

- narrow host spectrum strains which nodulate only species of the genus Casuarina .

ln the case of the Casuarina equisetifolia symbiosis on which the investigations were

focused , strains belonged to the second group.

By exploiting the variability of the strains, we selected the most effective strain,

ORS021üü1 (syn : Cj-1-82).

Casuarinacea exhibit great variation in their ability to fix N2 for a given Frankia strain a

characteristic which allowed to propose the followingt strategy to improve the N2
fixing potential and productivity of Casuarina equisetifolia grown in N-deficient soils :

(i) in a first step, young individual trees are screeninp in taking into account nodule dry

weight, plant dry weight, N2-fixation potential as measured by acetylene reduction

method (ARA), the total N difference method (TND) and the isotopie methods (ID and

AV). By the same time, total N content of the plants is also estimated.

(ii) in a second step individual trees selected for their performances are vegetatively

multiplied by mocropropagation techniques using explants form assimilatory

branchlets (young individual trees) or immature female inflorescences (IFI) (mature

trees).

(iii) in a third step the clones thus obtained are inoculated with alginate inoculant

containing effective Frankia strains.



There are three kinds of people in this world. Those who

know Casuarinas and love them. Those who want to get the

selected clones and the specifie Frankia polymerie inoculum

and heven't. And the poor benighted seuls who aon't know what

they are missing.

(Thoughts from Gorgui Sr.)

Except during the nine months before he draws his first

breath, no man manages his affairs as weil as a Casuarina tree

does.

(Atter George Bernard Shaw)
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1- INTRODUCTION

Jusqu'au milieu du XXe siècle, la fertilité et la productivité des sols des pays tro

picaux ont été maintenus grâce à la pratique de la jachère herbacée ou fores

tière. C'est pourquoi les cultures vivrières ont pu conserver pendant longtemps

des rendements constants bien que relativement faibles. Lorsqu 'il a fallu ac

croître la production alimentaire de façon à pouvoir répondre aux exigences

d'une croissance démographique, ce système de la jachère a dû être aban

donné. Les terres cultivées, sous l'effet d'une agriculture minière (les restitutions

en éléments minéraux et en matières organiques étant insuffisantes), ont subi un

processus de dégradation , de fléchissement rapide de sa productivité, accéléré

par les aléas climatiques (sécheresse, notamment).

Etant donné que l'azote est avec l'eau, le facteur limitant de la productivité vé

gétale, fort heureusement il est venu l'idée d'exploiter rationnellement les pro

cessus de la fixation biologique de l'azote pour limiter la consommation des en

grais azotés dont les trois inconvénients majeurs sont leur prix de revient élevé,

leur rendement souvent défectueux et leur contribution à la pollution des eaux et

des sols.

Une telle idée n'est pas utopique, puisque les travaux récents effectués au Sé

négal ont montré :

- que l'utilisation comme engrais vert d'une légumineuse à nodules caulinaires

Sesbania rostrata a permis de doubler le rendement des rizières;

- qu'en ayant recours à des espèces fixatrices de N2 telles que Casuarina equi

seutotte , il a été possible d'établir des plantations forestières sur un sol dunaire

pratiquement dépourvu d'azote (stabilisation des dunes du littoral sénégalais).

A côté de l'emploi des engrais verts, qui est souvent limité à certains types de

culture, ou à l'utilisation de Casuarina equisetifolia pour la réhabilitation de

zones dégradées , on a actuellement tendance, en milieu tropical , à faire appel à

des systèmes culturaux où les plantes vivrières sont étroitement associées à des
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plantes pérennes, de préférence fixatrices de N2. Ces systèmes culturaux

mixtes qui constituent le fondement de l'agroforesterie participent puissamment

à la protection , ou même à la régénération des sols en permettant le redresse

ment de la production agricole (Felker et Clark, 1980 ; Allen et Allen, 1981 ;

Brewbaker, 1983 ; Tiagalingam, 1983 ; Dommergues, 1987).

Ces espèces ligneuses fixatrices de N2, qui sont appelées à jouer un rôle de

plus en plus important en milieu tropical , peuvent appartenir à la famille des lé

gumineuses, comme par exemple les acacias, ou faire partie d'autres familles

végétales non légumineuses, comme par exemple les Casuarinacées (Tableau

1). Toutefois on se rend progressivement compte que ces dernières présentent

par rapport aux autres systèmes biologiques pérennes utilisées en agriculture

deux avantages : (1) elles sont moins exigeantes sur le plan nutritionnel et ex

ceptionnellement tolérantes à certaines déficiences de sols ; cette raison tient à

l'efficacité de sa symbiose avec un microorganisme fixateur de N2, Frankia et à

des endo et ectomycorhizes ; (2) leurs performances peuvent être améliorées

par des méthodes simples fondées sur l'exploitation de la variabilité phénoty

pique naturelle.

Tableau 1 - Les arbres fixateurs de N2 en foresterie et agroforesterie tropicales

1. Usage des arbres fixateurs de N2
Bois de construction, de menuiserie et bois de service
Bois de chauffage et charbon de bois
Amélioration de la fertilité du sol
Fourrage et alimentation humaine

2. Introduction dans les agrosystèmes
CLOTURES ET HAIES VIVANTES ex. Pithecellobium du/ce, Casuarina sp .
BRISE-VENT ex. Erythrina variegata, Casuarina sp .
CULTURE EN COULOIRS (alley farming , intercropping) ex. F/emingia macrophylla,
Casuarina sp.
OMBRAGE ET SUPPORT ex. Inga jinicui/, Casuarina equisetifo/ia, Gliricidia sepium
FOURRAGE ex. Leucaena /eucocepha/a, Prosopis ju/iflora, Casuarina equisetifolia
AMELIORATION DES PATURAGES ex. Acacias africains, A/nus acuminata, Casuarina
cunninghamiana
JARDINS DE CASE ex. Parkia sp.
REBOISEMENTS ex. Calliandra callothyrsus, Casuarina sp .
JACHERES AMELIOREES ex. Acacia decurrens, Sesbania sesban, Casuarina oligodon
REHABILITATION DES SITES DEGRADES ex. Casuarina sp.
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TAXONOMIE ET DISTRIBUTION DES CASUARINACEES

Les Casuarinacées forment un groupe de 90 espèces d'arbres et d'arbrisseaux,

s'étendant de l'Australie, aux TIes du Pacifique et au Sud-Est de l'Asie.

Jadis, toutes les espèces appartenant à cette famille ont été regroupées sous le

seul genre Casuarina, mais progressivement des études taxonomiques ont

conduit à la subdivision du genre Casuarina en quatre genres Allocasuarina

(Johnson, 1982), Casuarina et Ceuthostoma (Johnson, 1988) et Gymnostoma

(Johnson, 1980).

Casuarina

Le genre Casuarina comprend 17 espèces. On les rencontre en Asie du Sud

Est, en Malaisie, en Mélanésie, en Polynésie, en Nouvelle-Calédonie et en Aus

tralie.

Allocasuarina

Ce genre comprend 53 espèces endémiques à l'Australie principalement en

Australie du Sud. Cependant Wilson et Johnson (1989) ont remarqué la pré

sence de quatre espèces au Nord-Est de Queensland et une espèce (A. decais

neana) en milieu aride, au centre de l'Australie.

Gymnostoma

Le genre Gymnostoma comprend 18 espèces. On les rencontre en Malaisie, aux

îles Fiji, en Nouvelle-Calédonie et au Nord-Est d'Australie où il n'existe qu'une

seule espèce G. australianum. Ailleurs, c'est le G. sumatrana qui devient locale

ment important (Browne, 1955).
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Ceuthostoma

Jadis, ce genre était inclus dans celui de Gymnostoma. A présent le genre

Ceuthostoma ne compte que deux espèces (C. palawanse et C. terminale) qui

poussent en Malaisie, de Palawan (Philippines) à Bornéo en Nouvelle-Guinée.

*
* *

L'adaptation remarquable des Casuarinacées à des sols marginaux, jointe à leur

aptitude à croître sous des climats arides dans l'hinterland (A. decaisneana) ou

en bordure de mer (C. equisetitolia) font que ces arbres sont susceptibles

d'avoir des rendements très honorables même dans des conditions défavo

rables.

Dès lors, on comprend facilement que la diffusion des Casuarinacées en dehors

de leur aire d'origine soit très souhaitable. Mais jusqu'à présent, hormis le cas

particulier de trois Casuarina (C. equisetitolia, C. glauca et C. cunninghamiana)

les introductions qui ont été tentées se sont soldées par des échecs probable

ment dans bien des cas en raison de l'absence dans le sol de souches spé

cifiques de Frankia. C'est pourquoi l'administration forestière au Sénégal attache

une importance particulière à la connaissance des Casuarinacées. En collabo

ration avec l'Institut de Recherche pour le Développement en Coopération

(ORSTOM), un programme de recherche sur les arbres de cette famille a été

mis en place depuis 1980. Ce programme qui présente à la fois un caractère

fondamental et appliqué porte non seulement sur Casuarina equisetitolia (var.

equisetitolia), espèce répandue dans pratiquement tous les pays tropicaux et

subtropicaux, mais également sur un certain nombre d'espèces de Casuarina

cées non encore introduites au Sénégal.

Notre travail, résumé dans ce mémoire, s'inscrit dans le cadre de ce programme

avec comme objectif l'exploitation optimale de la fixation de N2 chez Casuarina

equisetitolia.
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Une telle étude doit nécessairement prendre en compte la présence de deux

symbiotes et propose une approche méthodologique de l'amélioration de la

productivité des Casuarina fondée sur l'exploitation de la variabilité génétique

naturelle à la fois de la plante hôte et du microorganisme.

La première partie de notre mémoire traite de la méthodologie.

La deuxième partie présente les approches mises en oeuvre pour améliorer la

fixation de N2 chez les Casuarinacées. Cette partie comporte 7 chapitres qui

nous ont conduit à étudier successivement:

A. Le spectre d'hôte de quatre souches de Frankia isolées d'Allocasuarina sp.

B. La synthèse mycorhizienne in vitro de Casuarina senso stricto et

d'Allocasuarina sp. avec Pisolithus tinctorius (infectivité).

C. La réponse de Casuarina equisetifolia à l'inoculation au champ avec une

souche de Frankia ORS021001 incluse dans une matrice polymérique.

O. La sélection clonale de Casuarina equisetifolia avec:

01. dans une première phase, la mise au point de techniques originales de

bouturage et de micropropagation à partir d'explants sous forme de frag

ments de rameaux photosynthétiques et d'inflorescences femelles immatures

(IFI) afin d'obtenir des clones,

02 . dans une seconde phase, l'amélioration de la fixation de N2 par sélection

clonale de la plante hôte.

E. Les meilleures combinaisons "souches de Frankia x clones de Casuarina".

F. L'estimation de la fixation de N2 chez les différents clones obtenus en faisant

appel à la méthode de l'activité réductrice d'acétylène (ARA), à la méthode par

différence (TNO), à la méthode de culture sur un milieu sans N et à la méthode

isotopique (10 et AV).

G. Le choix des critères de sélection chez Casuarina equisetifolia.

Ces résultats nous ont amené dans une dernière partie à proposer une stratégie

de sélection et d'amélioration de la productivité de Casuarina equisetifolia.
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Il . MATERIELS ET METHOD ES

1 - MATERIEL VEGETAL

Nos travaux ont porté sur des arbres de la famille des Casuarinacées, principa

lement Casuarina equisetifolia Forst dont les semences nous ont été fournies

par la Direction des Recherches sur les Productions forestières

(86/1398/ISRA/DRPF) (Sénégal) et le Dr. J. Roskowski (Hawaï), et accessoire

ment sur Casuarina cristata F. Muell. ex Miq., Casuarina cunninghamiana Miq.,

Casuarina g/auca Sieb ex Spreng., Casuarina obesa Miq., Allocasuarina cam

pestris (Diels) L. Johnson, Allocasuarina decaisneana (F. Muell) L. Johnson, A/

/ocasuarina /uehmannii (A.T. Bak) L. Johnson, Allocasuarina toru/osa (Ait.) L.

Johnson et Allocasuarina verticillata (Lam) L. Johnson dont les semences nous

ont été fournies par Kimberely Seeds PtY Ltd (Australie). Le matériel de base a

été constitué soit de jeunes plantes, soit de fragments de rameaux photosynthé

tiques [terminologie recommandée par Flores (1978), Johnson (1982), Torrey et

Berg (1988), le terme cladode étant inapproprié] et d'inflorescences femelles

immatures (IFI).

2 - SOUCHES DE MICROORGANISMES

2.1.- Souches de Frankia

La liste des souches utilisées est donnée au tableau 2. Les cinq souches de

Frankia (Br, Cef, Cj, TA et ALlI1) nous ont été fournies par les laboratoires de

microbiologie des sols du centre ORSTOM de Dakar Sénégal et de biotech

nologie des symbioses forestières tropicales de Nogent-sur-Marne, France. Les

deux autres souches de Frankia (Dec et URU2) ont été isolées par nous-mêmes

suivant la technique H.G. Diem. Nous avons cultivé toutes ces souches de Fran

kia à 28°C pendant 3 à 4 semaines dans un milieu QMOD ou BAP complet li

quide ou solid ifié au Bitek Agar Difco à 0,8%. Les compositions des milieux

QMOD et BAP complet figurent aux tableaux 3.2 et 4.3 .
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Tableau 2 - Liste des souches de Frankia utilisées

Souches Nom HÔted'origine Provenance Laboratoire d 'isolement Références

Br ORS020608 C. equisetifolia Brésil ORSTOM (1) Dakar, Sénégal H.G. Diem

(non publié)

CaF oRS020607 C. equisetiîoti« Floride ORSTOM Dakar, Sénégal H.G. Diem

(non publié)

CJ.1.82 ORS021001 C. equisetifolia Thaïlande ORSTOM Dakar, Sénégal Diem et al., (1983)

AUi1 HFP022801 A. lehmann iana Australie Harvard Forest, Massachu. Zhang et Torrey,

(1985)

Dec CFN022901 A. deeaisneana Sénégal(*) BSFT (2) Nogent a/Marne B. Sougoufara et

H.G. Diem

(non publié)

TA ORS022602 A. torulosa Austral ie ORSTOM Dakar, Sénégal H.G. Diem

(non pub lié)

URU2 CFN022302 A. verticillata Uruguay(*) BSFT Nogent s/Marne B. Sougoufara et

(= C. strie ta) H.G. Diem

(non publ ié)

(1) ORSTOM ; Institut Français Scientifique pou r le Développement en Coopération

(2) BSFT : Laborato ire de biotechnologie des symbioses forestières trop icales

(*) Souches de Frankia isolées d'Allocasuarina sp . par nous-mêmes.

Tableau 3 - Solution oligo éléments utilisés dans le milieu QMOD et BAP

Concentration en 9
dans un litre d'eau

H3 803

Mn C12' 4H20

Zn S04 ' 7H20

Cu S04' 5H20
Na2 0 4 Mo, 2H20
CoS04, 7H20

Tableau 3.1 - Tampon utili sé dans le milieu QMOD

2,86

1,81

0,22

0,08

0,025

0,001

Concentration en 9
dans un litre d'eau

30
20
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Tableau 3.2 - Milieu QMOD utili sé comme milieu de culture de Frankia (Lalond e et Calvert
en 1979)

Concentration
en 9 dans

un litre d'eau

Dose en ml/I

Extrait de levure 0,5
Bactopeptone 5,0
Glucose 10,0
Mg S04,7H20 0,2
KCI 0,2
Lécithine 0,005
Fe Na EDTA 0,01
Oligo éléments (tableau3) 1
Tampon QMOD (tableau 3.1) 10

NB : Lorsque nécessaire, ajouter 0,1 g/I de charbon actif Merck 2186. Pour solidifier, ajouter du
Bitek agar Difco à 0,8%.

Tableau 4 - Solution de vitamin es M6S utilisée dans la culture de Frankia

Concentration en g/100 ml
d'eau distillée

Thiamine
Acide nicotinique
Pyridoxine

Tableau 4.1 - Solution de vitamines utilisée dans le milieu SAP

Ajouter à 100 ml de la solution de vitamines M6B (tableau 4)

- 1 ml de biotine en solution à 4,5 mg/2 ml d'eau
- 1 ml d'acide folique en solution à 5 mg/1 ml d'eau
- 1 ml de pantothénatede Ca à 5 mg/5 ml d'eau

Tableau 4.2 - Tampon SAP utilisé dans le milieu SAP

1
5
5

Concentration en 9
dans un litre d'eau

KH2 P0 4 136,09 (1 )
K2HP0 4 174,18(2)

NB : Ensuite mélanger 560 ml de (1) et 320 ml de (2), puis ajuster le pH à 6,7 à l'aide des deux
solutions.
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Tableau 4.3 - Milieu SAP utilisé comm e milieu de culture de Frankia (d'après Murry et al.,
1984)

Concentration
en 9 dans

un litre d'eau

Dose en mlIl

Mg 504, 7H20 0,05

Ca CI2' 2H20 0,01
NH4 CI 0,267

Propionatede Na 0,48

Fe Na EDTA 0,01

Oligo éléments (tableau 3) 1

Vitamines BAP (tableau 4.1) 1

Tampon BAP (tableau 4.2) 10

NB : Le tampon BAP doit être stérilisé à part. Ajuster le pH à 6-7-6-8. Pour solidifier, ajouter du
Bitek agar Difco à 0,8%. Lorsque nécessaire, ajouter 0,1 g/' de charbon actif Merck 2186.

2.2.- Souches de champignons ectomyco rhiziens

La liste des souches utilisées est donnée au tableau 5. La première, PR86 nous

a été fournie par Paul Reddell de Davies Laboratory Aitkenvale, Townsville, OLS.

Les deux autres PSK1 et PS3 nous ont été fournies par le laboratoire de micro 

biologie du centre ORSTOM de Dakar, Sénégal.

En outre nous avons isolé deux souches de champignons ectomycorhiziens ré

coltés sous un Casuarina equisetifolia à Notto et à Diama, au Sénégal.

Nous avons cultivé toutes ces souches de Pisolithus sp. à 28°C dans un milieu

MNM (1969) dont la composition figure au tableau 6.

Tableau 5 - Liste des souches de champignons ectomycorhiziens utilisées

Souches Nom Hôte d 'origine Provenance Laboratoire d 'isolement Références

PR86 PR86 Eucalyptus sp. Lobethal Davies Lab. Aitkenvale P. Reddell

Townsville, QLD (non publié)

PS3 ORSXOO4 E. camaldulensis Djibélor ORSTOM Dakar, Sénégal D. Thoen (non publié)

PSK1 ORS7870 R. holosericeum Sangalkam ORSTOM Dakar, Sénégal M. Ducousso

(non publié)

PSD1 nd. (1) C. equisetifolia Diama ORSTOM Dakar, Sénégal B. Sougoufara

(non publié)

PSN1 nd . C. equisetifo lia Notto ORSTOM Dakar, Sénégal B. Sougoufara

(non publié)

(1) nd : non détermi né, souches de champignons ectomycorhiziens isolées par nous-mêmes.
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Tableau 6 - Milieu de culture Melin et Norkrans modifié par Marx (1969)

Concentration en g
dans un litre d'eau

(NH4)2HP04

Extrait de malt
Glucose
CaC12,2H20

KH2P04
MgS047H20

NaCI
Thiamine-HCI 1mg/ml
Citrate ferrique 1%
Agar
Ajuster le pH à 5,5

3· SOLS

0,25

3
10
0,05

0,5

0,15

0,025
1 ml
1,2 ml

16

Nous avons axé notre étude sur trois types de sol : un sol dior de surface pré

levé à Bel-Air à la station ORSTOM, un sol dunaire dit sol de Cambérène prélevé

sur les dunes vives de Cambérène au Sénégal et un sol interdunaire situé au

lieu-dit Natta ayant servi de site de plantation. Les principales caractéristiques

physico-chimiques sont résumées aux tableaux 7 et 8.

Tableau 7 - Caractéristiques physico-chimiqu es des sols de Bel-Air et Cambérène
(Sénégal)

Bel-Air Cambérène

Argile % 4,40 0,75
Limon fin % 0,90 0,75
Sable fin % 92,70 96,97
Carbone % 0,30 0,12
Azote % 0,027 0,010
P ass. ppm 0,105 0,022
P total ppm 0,276 0,080
pH 7,0 6,0

NB : Le sol de Bel-Air est un sol peu évolué issu d'une roche mère constituée de sable duna ire
quaternaire (Sable de Cambérène).
- l'azote total a été dosé après minéralisation à l'acid e sulfurique concentré ;
- le P assimilable (Bel-Air) a été dosé après extraction à NaHC03 0,5 M selon la méthode Olsen
(Jackson, 1958) ;
- le P total a été dosé après minéralisation à HN03 ;
- le pH a été mesuré dans un mélange Sol-Solution de KCI 1N (1 /2,5 ; VjV) .
Toutes ces analyses ont été effectuées au laboratoire de chim ie de l'ORSTOM de Dakar
(Sénégal).
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Tableau 8 - Caractéristiques physico-chimiques du sol de Notto (Sénégal)

Fl (1) F2 F3 F4 Tl (2) T2 T3 T4

Argile % 1,9 2,5 1,7 1,8 1,3 2,1 1,5 2,3
Limon fin % 0,5 0,5 1,2 1,3 0,8 1,3 1,0 1,3
Sable fin % 33,0 34,8 34,7 27,2 31,4 35,0 28,7 33,4
Carbone 0/00 5,8 7,8 6,8 6,4 6,8 12,2 5,4 7,0
Azote 0/00 0,47 0,71 0,65 0,55 0,57 1,21 0,65 0,57
P.ass.ppm 25 13 13 13 13 61 21 36
P.total ppm 170 180 200 170 170 320 160 210
pH 5,7 5,1 5,7 5,2 6,0 5,9 6,0 5,3

(1) Fl , F2, F3, ,:4 : parcelles inoculées avec Frankia.
(2) Tl , T2, T3, T4 : parcelles non inoculées - (témoin).

NB : Toutes ces ana lyses ont été effectuées au laboratoire de chimie de l'ORSTOM de Dakar (Sénégal).

4 - METHO DES D'ISOLEMENT DE FRANKIA

4.1.- Historique de l'isolement de Frankia

Les symbioses actinorhiziennes sont connues depuis très longtemps , puisque

dès 1866 un microbiologiste russe publiait une étude sur ces symbioses dans

les Mémoires de l'Académie Impériale des Sciences de Saint-Pétersbourg 0No
ronin, 1866). Pendant de nombreuses années, on a pensé qu 'il était impossible

d'isoler en culture pure l'endophyte Frankia des nodules de plantes actinorhi

ziennes et que Frankia était un symbiote obligatoire. Mais curieusement il a fallu

plus d'un siècle avant que l'on parvienne à isoler et cultiver le microorganisme

symbiotique Frankia. C'est à un groupe de l'Université de Harvard au Massa

chussetts que revient le mérite d'avoir réalisé le premier isolement de Frankia à

partir de nodules de Comptonia peregrina (Callaham et al., 1978). Ce succès

obtenu a été le point de départ de nombreuses tentatives d'isolement y compris

celui de Frankia de Casuarina (Diem et al., 1982 ; 1983).

Contrairement à l'isolement de Rhizobium, l'isolement de Frankia est difficile en

raison :

- de la croissance très lente de Frankia et de ses exigences nutrltlonnelles:

- de l'invasion très fréquente des milieux de culture par des agents contami-

nants, notamment champignons,
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- probablement aussi de la difficulté du passage du stade symbiotique (dans le

nodule) au stade saprophytique (dans le milieu de culture) (H.G. Diem, commu

nication personnelle).

Quant à l'isolement de souches de Frankia infectives et compatibles, la difficulté

d'isolement semble varier avec la plante hôte. Ainsi il est relativement facile

d'isoler Frankia de Comptonia sp. ou Col/etia sp. Mais il est beaucoup plus diffi

cile d'isoler Frankia de Casuarinacées. L'isolement de Frankia de Coriaria sp.

n'a pas encore été réalisé.

4.2.- Piégeage de Frankia d'AI/ocasuarina

Ainsi que nous l'avons déjà indiqué au paragraphe 2.1 , sur les sept souches de

Frankia utilisées, personnellement nous en avons isolé deux à partir de nodules

frais. Il s'agit des souches de Frankia isolées d'AI/ocasuarina sp. (CFN022901 :

syn Dec) et (CFN022302 : syn URU2).

Pour disposer de nodules jeunes, nous avons utilisé une méthode de piégeage

classique qui a consisté à cultiver séparément deux lots de plantes hôtes

constitués par AI/ocasuarina decaisneana et AI/ocasuarina verticillata dans une

dizaine de pots de Sien terre cuite, contenant chacun du sol sableux stérile dit

sol de Bel-Air de la station ORSTOM de Dakar, Sénégal.

L'inoculation a été effectuée en apportant respectivement, au premier lot une

suspension de nodules broyés de Casuarina equtseutotie récolté dans le parc

forestier de Hann et au second lot une suspension de nodules broyés de AI/o

casuarina verticillata en provenance d'Uruguay. Pour obtenir cette suspension,

nous avons broyé dans 500 ml d'eau distillée stérile, 100 g de nodules frais

préalablement lavés et abondamment rincés avec de l'eau déminéralisée. Pen

dant toute la durée du piégeage, les plantes hôtes ont été arrosées quotidienne

ment à l'eau stérile; en outre une fois par semaine, on a apporté à chaque

plante 50 ml d'une solution Hoagland (Hoagland et Arnon, 1938) diluée au 1/4

sans azote (Tableau 9).
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Après 6 mois de culture, on a enlevé des pots les jeunes plantes de Allocasua

rina decaisneana et Allocasuarina verticillata pour observer les systèmes raci

naires. Toutes les plantes ont nodulé. Les nodules ainsi obtenus ont été utilisés

pour l'isolement de Frankia.

Tableau 9 - Le milieu de Hoagland et Arnon (1938) dilué au 1/4 sans azote (H.A.)

Concentration en 9
dans un litre d'eau

K2S0 4

MgS04, 7H20

Ca(H2P04)2

CaS04,2H20

FeNa EDTA 0,2%

Solution oligo éléments (tableau 3)

Ajuster le pH à 6,8

0,109

0,123

0,029

0,086

2ml

0,25 ml

NB : Pour avoir le milieu nutritif azoté, ajouter 17 mg de (NH4)2S04 au milieu HA
La composition du milieu gélosé incliné en culture hydroponique a été la suivante :
- Solution H.A 1 litre
- Bitek Agar Difco 16 g
- Charbon actif Merck référence 2186 20 9
- CaC03 1 9
Stériliser à 120°C pendant 20 minutes.

4.3.- Isolement de Frankia

L'isolement de Frankia a été effectué suivant la technique de H.G. Diem fondée

sur la méthode des fragments de nodules superficiellement stérilisés au té

troxyde d'osmium (Lalonde et al. 1981).

Sitôt prélevés, les lobes des nodules de chaque plante hôte ont été lavés puis

stérilisés superficiellement avec une solution aqueuse de OS04 à 3% pendant 2

à 3 min. Après plusieurs rinçages à l'eau distillée stérile, ces lobes ont été dé

coupés aseptiquement en fragments minuscu les. On a ensuite fait une sus

pension de ces fragments dans 3-5 ml d'eau distillée stérile que l'on a étalée sur

3 à 6 boîtes de Petri contenant un milieu de croissance QMOD ou SAP complet

gélosé fondu à 40°C. Immédiatement après on a coulé à 45°C une petite quan-
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tité (environ 2 ml) du même milieu OMOD ou SAP complet gélosé. Les boîtes de

Petri ainsi ensemencées ont été scellées avec du parafilm et incubées à 28°C.

4.4.- Observations des colonies de Frankia

Les observations ont été faites à la loupe au bout de 5 à 6 semaines. Après deux

mois d'incubation à température constante , les fragments (environ 8%) non

contaminés ayant apparu comme porteurs d'une colonie de Frankia ont été ex

traits aseptiquement de la boîte de Petri et introduits dans des piluliers de 15 ml

contenant 5 ml de milieu OMOD ou SAP complet liquide. Les colonies encore

fixées aux fragments de lobes et à la gélose adhérente se sont développées

lentement. Au bout de 1-2 mois on a introduit stérilement dans les piluliers des

barreaux aimantés de 1 cm de long de façon à disperser par agitation les colo

nies. Les suspensions ainsi obtenues ont constitué des précultures qui ont été

utilisées pour ensemencer un milieu neuf OMOD ou SAP complet gélosé ou li

quide.

5 - CULTURE IN VITRO DE FRANKIA

Pour multiplier et entretenir la collection de souches de Frankia avec laquelle

nous avons procédé aux épreuves d'infectivité et d'effectivité , on est parti de

100 ml d'une culture âgée de 4 semaines, par souche de Frankia, que l'on a fait

décanter de façon à conserver seulement 5-10 ml de milieu de culture. Le vo

lume restant a été transféré stérilement dans un tube de centrifugation de 25 ml.

Puis on a remis en suspension le culot de centrifugation dans un flacon sérum

de 140 ml contenant 10-20 ml d'eau physiologique (8 g/l de NaCI) et un barreau

aimanté stérile long de 5 cm pour homogénéiser. La suspension ainsi obtenue

constituant une pré-culture a été introduite à la dose de 5 ml au moyen d'une pi

pette stérile dans 2-4 flacons Erlenmeyer de 250 ml contenant 20 ml de milieu

OMOD ou SAP complet liquide.
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6 - ETUDE PRELIMINAIRE DE LA CROISSANCE DE FRANKIA IN VITRO

Afin de disposer d'une technique d'inoculation fiable, nous avons étudié la crois

sance in vitro de deux souches de Frankia du genre Casuarina : la souche

Cj.1.82 (syn : ORS021001) et la souche Br (syn : ORS020608).

Nous avons cultivé ces souches dans le milieu BAP complet liquide et périodi

quement on a déterminé la teneur en protéines totales, le nombre d'unités ca

pables de conduire à la formation de colonies de Frankia in vitro (par dilution et

étalement sur milieu BAP complet gélosé) ou in planta (nombre le plus probable

d'après le test d'infection sur plante).

Les précultures obtenues comme indiqué au paragraphe 4.3.3. à partir des

souches de Frankia Cj.1.82 et Br âgées de 4 semaines ont été réparties sépa

rément dans deux lots constitués de tubes de verre de (20 x 150 mm) à raison

de 2 ml par tube. Ensuite les tubes ont été incubés à 28°C en conditions non

agitées. Les observations ont été faites à 3, 5 et 8 semaines.

A chaque date d'observation, on a prélevé 4 tubes par lot et par souche de

Frankia. Après centrifugation, le culot cellulaire de chaque tube a été récupéré,

lavé puis remis en suspension dans 3 ml d'eau stérile. La suspension ainsi obte

nue a été répartie comme suit : 1 ml pour faire le dosage des protéines suivant

la méthode de Lowry et al. (1951), 1 ml pour le dénombrement sur boîte de Petri

et 1 ml pour le test d'infection (Alexander, 1965), ces deux dernières opérations

ayant fait l'objet d'une dilution allant de 10-1 à 10-4.

Pour chaque dilution, on a ensemencé huit boîtes de Petri à raison de 1 ml par

boîte par mélange avec 9 ml de BAP complet gélosé fondu à 40°C, une moitié

contenant le milieu BAP, l'autre moitié contenant le même milieu auquel on a

ajouté du charbon actif (tableau 4.3) et inoculé environ huit jeunes plantes culti

vées dans des gaines de polyéthylène (23 x 11 cm) suivant la méthodologie dé

crite au paragraphe 10.1.4. Toutes les 2 semaines, on a effectué le dénombre

ment des colonies sur boîte et au bout de 2 mois le comptage des nodules sur

les systèmes racinaires.
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7 • METHODE DE PRODUCTION EN MASSE DE LA CULTURE DE FRANKIA

Jusqu'à présent, on a utilisé surtout la culture en batch sans agitation et sans

aération. Etant donné qu'on ne peut pas utiliser cette méthode pour produire les

quantités importantes de Frankia nécessaires à la production d'inoculum, nous

avons utilisé la méthode de culture biphasique mise au point par Diem et Dom

mergues (1990). Ce dispositif de culture massive de Frankia a été reproduit à la

figure 1.

8 • METHODE D'INCLUSION DU MICROORGANISM E FRANKIA DANS UNE

MATRICE POLYMERIQUE (PEM)

On peut utiliser divers polymères pour inclure les cellules microbiennes dans

une matrice polymérique, le produit obtenu étant désigné sous le terme

d'inoculum polymérique PEM ou plus brièvement inoculum PEM (Polymer-en

trapped microbial cells) (Diem et al., 1988).

Comme polymère, nous avons utilisé l'alginate de sodium S 170(1). Nous avons

préparé une solution à 5% (poids/volume) de ce composé dans l'eau distillée ;

et nous avons mélangé cette solution avec le même volume de la culture de

Frankia âgée de 3 semaines. Nous avons fait tomber goutte à goutte le mélange

obtenu dans une solution 0,1-0,2 M de CaCI2 sous agitation magnétique. En

entrant en contact avec la solution de CaCI2, chaque goutte forme une bille in

dépendante (diamètre 1-4 mm) résultant du pontage de l'alginate par les ions

Ca2+. On a maintenu les billes dans la solution de CaCI2 pendant 45 min, puis

on les a récoltées pour les laver plusieurs fois dans l'eau distillée stérile avant de

les faire sécher pendant 48 h sous une hotte à flux laminaire.

(1) Alginate S170, SATIA, 15 avenue d 'Eylan, 751 16 Paris, France.
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Figure 1 - Protocole retenu pour la culture massive de Frankia (d'après Diem et Dom
mergues, 1990)

Prop osed sch ème for the mass production of Frallkia inoc ula n ts for lar ge-scale
inocu lation trials of Casuarina. a , Frankia cu ltured on aga r nu trient medium; b , pieces of
agar medium conta ining Frnnkia colonies; c r s terile water ; d , War ing blcnder: t' , co tton
waal plu g; f , Rou x bott le: g , Fra nkia cultu re in Iiquid nu trient medium; h , s tirring bar ; i '
gro wt h vessel: i , glass tubing; k , magn et ic s tirrer: l , Tygon tubing ; m , collan wool
filte red outlet tu be; n , rub ber s top pe r; 0 , separa to ry bottl e: p . screw clam p; q , co llection
bot tle: r , separa to ry fun nel; s , con centra ted suspension of Frankia ce lls: t , cultu re med ium
(liquid phase); u , lû-rnm-mesh screen . The ca pita l le lle rs A,I3,C,D,E refcr to the di fferen t
step s of the pro cedure (sel' text).
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L'inoculum ainsi fabriqué a été conservé dans les récipients fermés à la

température ambiante. L'inoculum PME à base d'alginate présente trois avan

tages:

1) Son faible poids qui le rend facile à manipuler et à transporter jusqu'au site

d'application;

2) Il peut facilement être mélangé avec différents produits chimiques tels que les

substances protectrices de type argile (kaolin) ;

3) Après un séchage à l'air de l'inoculum, Frankia peut encore survivre long

temps, environ 3-5 ans.

9 - METHODE D'ISOLEMENT DES SOUCHES DE CHAMPIGNONS ECTO

MYCORHIZIENS

Les isolements ont été effectués sur des carpophores fermes et à l'état jeune.

Les individus âgés et imbibés d'eau comme cela a été souvent le cas en saison

des pluies Uuillet à septembre) sont éliminés. Sur les lieux de récolte, les carpo

phores ont été soigneusement débarrassés du sol adhérent puis conservés

dans des sachets plastiques.

Au laboratoire, on a prélevé de manière aseptique des fragments charnus du

chapeau qu'on a déposés sur le milieu nutritif gélosé MNM (1969) contenu dans

des boîtes de Petri. Les boîtes de Petri ont été ensuite scellées avec du Parafilm

puis incubées à 28°C.

En ce qui concerne l'observation de la structure des ectomycorhizes, le système

racinaire a été d'abord soigneusement rincé à l'eau distillée. Les racines enro

bées de mycélium ont été traitées de la manière suivante: des coupes transver

sales et longitudinales ont été effectuées à main-levée, éclaircies à l'hypochlorite

de sodium à 20% pendant 2 à 3 minutes et rincées à l'acide acétique à 1% avant

d'être colorées au rouge Congo glycériné 0,5%. Les coupes ont été observées

au microscope photonique en lumière artificielle ou en contraste de phase

interférentiel.
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10 - METHODES DE CULTURE DES PLANTES

10.1.- Les plantes issues de semis

10.1.1.- Stérilisation et germination des graines

Afin d'obtenir de jeunes plantes désinfectées, on a traité les graines par immer

sion dans de l'acide sulfurique concentré pendant 2 à 3 minutes , puis on les a

rincées abondamment à l'eau distillée stérile.

Les graines ainsi obtenues ont été mises à germer à 28°C et à l'obscurité dans

des boîtes de Petri contenant environ 10 ml d'eau gélosée à 1,6%.

Au bout d'une semaine, les jeunes plantes ainsi obtenues ont été repiquées en

tubes de gélose inclinée et en tubes de verre en conditions aseptiques.

10.1.2.- Culture des plantes en tubes de gélose inclinée

La technique utilisée a été celle mise au point par Gibson (Vincent, 1970).

Après germination des graines, chaque jeune plante a été mise en culture sur un

tube de (22 x 220 mm) contenant une gélose nutritivée (Hoagland et Arnon ,

1938) et muni d'un capuchon constitué par une feuille d'aluminium percée d'un

trou. La radicule a été introduite dans le tube de façon à être en contact avec la

gélose, la tige restant à l'air libre (figure 2).

Le tout a été ensuite placé dans une chambre de culture de 28°C sous une lu

mière incidente d'environ 50 JLE.m-2.s-2, assurée par des tubes fluorescents au

néon (Philips-TL. 40 W/55). La photopériode a été de 17 h par jour.

Le milieu de Hoagland et Arnon (1938) a été utilisé aussi bien pour les tubes de

gélose inclinée que pour la culture en tube des plantes.
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Figure 2 • Dispositif de Gibson pour tester l'infectivité (aptitude à noduler) et l'effectivité
(aptitude à fixer N2) des souches de Frankia

a : bouchon pour arrosage,
b : feuille d 'alumin ium,
c : ruban adhésif,
d : solution nutritive pour la plante (solut ion sans N),
e : gélose inclinée
(Vincent modifié, 1970).
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10.1.3.- Culture des plantes dans les tubes de verre

Les synthèses mycorhiziennes ont été réalisées en tubes de verre (125 x 4 cm)

dans 90 ml d'un mélange homogène composé de perlite, tourbe (1) et d'eau

distillée (90 : 5 : 17.5 ; V/V). Les tubes ont été stérilisés deux fois pendant 20

min à 120°C à un jour d'intervalle. Dans chaque tube, on a repiqué les jeunes

plantes obtenues comme indiqué au paragraphe 10.1.1. à raison d'une plante

par tube. En outre on a apporté à chaque tube, 50 ml de milieu MNM (1969) sté

rile. Puis les tubes ont été placés en chambre de culture. Au fur et à mesure de

l'évaporation de la solution nutritive, on a ajouté la quantité nécessaire pour ré

tablir le niveau initial.

10.1.4.- Culture des plantes dans les gaines de polyéthylène

Le sol utilisé a été le sol de Bel-Air. Après stérilisation à l'autoclave pendant 1 h à

120°C, le sol légèrement humidifié et additionné de billes de polystyrène de 2

mm de diamètre (1/4 billes, 3/4 sol en volume) a été soigneusement réparti

dans des gaines en polyéthylène ("polybags") (23 x 11 cm). Puis on a semé des

graines de Casuarina préalablement traitées à l'acide sulfurique, comme indiqué

au paragraphe 10.1.1. dans les gaines de polyéthylène à raison de deux graines

par gaine.

Durant toute la durée de leur séjour en pépinière, les jeunes plantes ont été quo

tidiennement arrosées à l'eau du robinet. En outre, une fois par semaine, on a

apporté à chaque plante 50 ml d'une solution nutritive Hoagland et Arnon (1938)

diluée au 1/4 sans azote.

(1) Le tourbe utilisée est une tourbe brune , récoltée à Mboro (Sénégal) .



22

10.2.- Plantes issues de multiplication végétative par les techniques

conventionnelles

10.2.1.- Isolement des clones de Casuarina equisetitolia

A partir d'un lot de graines en provenance d'Hawaï, on a ensemencé environ

400.000 gaines en polyéthylène contenant du sol de Cambérène non stérile

additionné de billes de polystyrène. L'inoculation a été effectuée avec une sus

pension de nodules broyés obtenue suivant la méthode décrite au paragraphe

11.2. En outre, on a apporté toutes les deux semaines dans chaque gaine 50 ml

d'une solution nutritive Hoagland et Arnon (1938) diluée au 1/4 sans azote.

Après 7 mois de culture, on a déterré les jeunes plantes pour observer les sys

tèmes racinaires. En définitive, 76 jeunes plants de Casuarina equisetitolia ont

été retenus, puis classés en quatre niveaux de nodulation : 19 individus hy

pernodulés (nombre de nodules > 200) ; 49 individus moyennement nodulés

(nombre de nodules compris entre 80 et 120) ; 5 individus hyponodulés

(nombre de nodules compris entre 50 et 30) ; 3 individus pauvrement nodulés

(nombre de nodules < 15).

Ensuite on a multiplié par bouturage les individus d'arbres représentatifs des

quatre catégories à partir de fragments de rameaux photosynthétiques (environ

une trentaine par individu représentatif) de 4-5 cm prélevés sur les axes d'ordre

1 et 2 au 1/3 supérieur de chacune des jeunes plantes choisies.

10.2.2.- Bouturage en milieu solide

Les explants soigneusement lavés à l'eau du robinet , puis abondamment rincés

à l'eau distillée stérile, ont été d'abord traités à la "Rootone F" (1), complexe

d'hormones végétales de synthèse. Le traitement a consisté à enfoncer la base

humide de chaque expiant dans la "Rootone F" sur une longueur de 3 mm. En

suite les explants ont été mis en culture dans des cuvettes en plastique conte-

(1) Compagnie Française de produits industriels - 28, bd Gamelinat - BP 125 - 92233 Gennevilliers
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nant du sol stérile de Cambérène additionné de billes de polystyrène suivant la

méthode décrite au paragraphe 9.1.4. Toutes les deux semaines, on a apporté à

chaque bouture 50 ml d'une solution nutritive de Hoagland et Arnon (1938) sté

rile, diluée au 1/4 sans azote. En outre, on a ajouté, lorsque nécessaire, de l'eau

distillée stérile en quantité suffisante pour maintenir l'humidité du sol à la capa

cité au champ. Les cuvettes ont été recouvertes d'une feuille de polyéthylène

transparente, puis placées dans une chambre de culture.

Après un mois de culture environ, 90% des boutures ont été enracinées. La lon

gueur des racines formées était comprise entre 10 et 14 cm, le nombre de ra

cines par bouture variant entre 1 et 3.

10.2.3.- Bouturage en milieu liquide (boutures flottantes)

Les explants ont été traités à la "Rootone F" puis insérés à égale distance les

uns des autres dans une plaque de polystyrène expansé de 90 mm d'épaisseur,

en prenant soin de faire dépasser leur base de 1 cm.

Au préalable, la plaque de polystyrène a été percée de trous au moyen d'une ai

guille chauffée, puis stérilisée par trempage pendant 3 h dans de l'eau de javel

(1 1d'hypochlorite de soude 12,5% de chlore actif, dilué dans 31 d'eau). Ensuite

la plaque de polystyrène a été posée sur une solution nutritive de Hoagland et

Arnon (1938) stérile, diluée au 1/4 sans azote contenue dans une cuvette en

plastique stérile. L'ensemble a été recouvert d'une feuille de polyéthylène puis

placé dans une chambre de culture (figure 3). La solution nutritive a été re

nouvelée chaque semaine.
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10.2.4.- Culture des plantes dans les récipients de 151 et 501

On a utilisé deux sols: le sol de Cambérène (récipients de 15 1), le sol de Bel-Air

et le sol de Cambérène (récipients de 15 1et de 50 1). La stérilisation et l'apport

de billes de polystyrène ont été effectués suivant la méthode décrite au para

graphe 10.1.4. Quand les boutures de chacun des clones obtenus comme indi

qué au paragraphe 10.2.2.1. ont été âgées de 3 mois, on les a plantées dans les

récipients à raison d'une bouture par récipient. Suivant l'une et l'autre des expé

riences effectuées, on a utilisé trois clones Q, B et S ensemble et B seul. Etant

donné que les sols utilisés sont pauvres en éléments minéraux, on a apporté au

début de l'expérience 5 g de K2HP04 par récipient. En outre, toutes les deux

semaines on a apporté à chaque plante 50 ml de la solution Hewitt (1966) dont

la composition figure au tableau 10.

Tableau 10- Le milieu de Hewitt (1966)

Concentration Doses
en 9 dans rnl/l

un litre d'eau

MnS04,4H20
CuS04,5H20
ZnS04,7H20
H3S03
NaCI
Na2Mo04,2H20

2,230
0,250
0,29
3,100
5,850
0,121

10.2.5.- Culture des plantes dans les microparcelles de 1mg

Il s'agit de cuves en ciment de 1 m3 (de 1 m de profondeur et de section 1 x

1 m) avec un fond étanche. Ces cuves ont été construites sur place de sorte

qu'elles soient enfoncées de 85 cm dans le sol et le dépassent de 15 cm. On les

a remplies avec du sol de Cambérène non stérile additionné de billes de polysty

rène de 2 mm de diamètre (1/4 billes - 3/4 sol en volume). Après remplissage ,

la stérilisation a été effectuée par fumigation au bromure de méthyle (1) à raison

de 113 g par m3 de sol.

(1) Dow FUME M. C-2 penetrat ing fumigant : the Dow Chemical Company, Midland Michigan 48640.
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Quand les boutures du clone B obtenues comme indiqué au paragraphe 10.2.2.

ont été âgées de 3 mois, on les a plantées dans les microparcelles à raison

d'une bouture par microparcelle. En outre on a apporté au début de

l'expérience, à chaque microparcelle, une fertilisation Pet K et une solution nu

tritive dans les proportions indiquées au paragraphe 10.2.4.

10.3.-Plantes issues de multiplication végétative par les techniques de mi
cropropagation

En fait, nous avons multiplié végétativement les individus d'arbres sélectionnés

en fonction de leurs caractéristiques particulières (par exemple, aptitude à la

nodulation). La multiplication végétative a été assurée par les techniques de mi

cropropagation à partir d'explants sous forme de fragments de rameaux photo

synthétiques (Torrey et Berg, 1988) ou d'inflorescences femelles immatures

(IFI).

10.3.1.- Micropropagation à partir d'explants sous forme de rameaux

photosynthétigues de Casuarina equisetifolia

Des fragments d'une longueur de 10 à 12 mm constitués chacun de trois verti

cilles squamiformes ont été soigneusement lavés à l'eau courante. Ensuite les

fragments ont été désinfectés pendant 30 min dans une solution aqueuse de

SDS (2) 0,01%, ce détergent facilitant la désinfection ultérieure. Celle-ci a été

effectuée par trempage des explants pendant 1 min dans une solution aqueuse

de HgCI2 0,1%. Les explants ont été rincés abondamment à l'eau distillée stérile

avant d'être introduits dans des tubes de culture de (24 x 150 mm) contenant

20 ml d'une solution nutritive gélosée. Les paniers contenant les tubes ont été

entreposés dans une chambre de culture de 28°C sous une lumière incidente

d'environ 50 J,LE.m-2s-2 assurée par des tubes fluorescents au néon (Philips-TL.

40W 55) avec une photopériode de 17 h par jour.
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10.3.2.- Micropropagation à partir d'inflorescences femelles immatures (IFI)

Les explants ont été constitués par des inflorescences femelles immatures dési

gnées sous le terme de IFI. Les IFI sont récoltées 3-4 semaines avant leur florai

son sur un arbre femelle, âgé de 10 à 15 ans et cultivé à la station ORSTOM,

Dakar, Sénégal. Une IFI mesure 6 mm et comprend 2 régions: la partie supé

rieure ovoïde de 1 mm de large, composée de nombreuses bractées, chacune

ayant à l'aisselle un méristème floral (Flores et Moseley, 1982) et une partie ba

sale cylindrique qui porte des méristèmes végétatifs à l'aisselle de chaque

bractée. Dans les conditions climatiques de Dakar, la floraison a lieu en février

mars. Celle-ci peut être prolongée pendant 6 à 8 mois en arrosant régulièrement

les arbres, ce qui permet une récolte des IFI pendant une longue période de

l'année. Sitôt prélevées, le lavage et la désinfection des IFI ont été effectués sui

vant la méthode décrite au paragraphe 10.3.1 . Ensuite les IFI ont été placées

verticalement, apex vers le haut, dans des boîtes de Petri (environ 20 par boîte)

contenant le milieu de culture gélosé. Les boîtes scellées au Parafilm ont été en

treposées dans une chambre de culture .

10.3.3.- Milieux de culture

Quatre milieux de culture ont été utilisés:

10.3.3.1.- Le milieu (A) d'induction de la caulogénèse : le milieu de Murashige et

Skoog (1962) additionné de vitamines (Nitsch et Nitsch, 1965), 30 g.litre-1 de

saccharose, 0,01 mg.litre-1 d'acide a-naphtalène acétique (ANA), 6

benzylaminopurine (BAP de 2 à 3 mg.litre-1 (tableau 11).

10.3.3.2.- Le milieu (B) d'élongation : c'est le milieu (A) additionné de charbon

actif Merck (2186) à raison de 20 g.litre-1.

10.3.3.3.- Le milieu (C) d'enracinement: c'est le milieu (A) dépourvu de BAP et

de charbon actif. Les essais de rhizogénèse ont été tentés avec de l'ANA aux

concentrations suivantes: 0,01 ; 0,02 ; 0,03 et 0,05 mg.litre-1.

Tous les milieux ont été ajustés à pH 5,5 avant d'être solidifiés avec du Bitek

Agar difco à 0,8%. La stérilisation a été effectuée pendant 30 min à 11 DoC.
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Tableau 11 - Le mili eu de Murashige et Skoog (1962) utili sé comm e milieu de culture in vi
tro

A - Solutions de base

Macro-éléments de Murashige et Skoog
(solution 1)

NH4N03
KN03
CaC12,2H20
MgS04,7H20
KH2P04

Micro-éléments de Murashige et Skoog
(solution 2)

H3B0 3
MnS04.4H20
ZnS0 4.4H20
KI
Na2Mo04·2H20
CuS04·5H20
CoCL2·6H20

Fe.EDTA d'après Lin et Staba (1961)
(solution 3)

Na2EDTA
FeS0 4·7H20

Solution de vitamines
d'après Nitsch et Nitsch (1965) (X 10)

(solution 4)

Mésoinositol
Glycine
Acide nicotinique
Pyridoxine HCI
Thiamine HCI
Acide fol ique
Biotine
Pantothénate de Ca

Concentration en 9 dans 1,5 litre
d'eau distillée

20,62
23,75

5,5
4,62
2,12

Concentration en mg dans 1 litre d 'eau

620
2230

86
83
25
2,5
2,5

Concentration en mg dans 100 ml
d 'eau distillée

74
55,7

Concentration en mg dans 50 ml
d 'eau distillée

1000
20
50

5
5
5
0,5

10

NB : Pour dissoudre, ajouter quelques gouttes de NaOH 1N

B - Milieu de culture

Solut ion 1 macro-éléments
Solut ion 2 micro-él éments
Solution 3 FeEDTA
Solution 4 solution de vitamines
Saccharose
Charbon act if référence Merck 2186
- ANA, BAP
- Agar
- Eau distillée
Ajuster le pH à 5,6

200 mlll
10 rnl/l
5 mlll
5 mlll

30 g/l
20 g/l

q.s.p.
8 g/l
1 litre
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11 - METHODES D'INOCULATION

11.1. - Inoculation avec unesuspension de nodules broyés

Préalablement au semis, l'inoculation a été réalisée en arrosant le milieu de cul

ture avec une suspension obtenue en broyant finement dans 40 litres d'eau dis

tillée 2 kg de nodules frais récoltés dans le parc forestier de Hann, Dakar, Séné

gal.

11.2.- Inoculation avec lessouches de Frankia

Au moment de la mise en place des semis ou des boutures, on a procédé à

l'inoculation en apportant sur les racines de chaque jeune plante ou bouture

2 ml d'une culture de Frankia âgée de 3 semaines équivalente à 20 /-lg de pro

téines (Lowry et aL, 1951). L'inoculation a été réalisée de la même manière pour

les tubes, les gaines de polyéthylène, les récipients de culture et les buses.

11.3.- Inoculation avec les billes d'alginate

L'inoculum PEM a été appliqué aux plantes soit sous forme séchée, soit sous

forme d'une pseudo-solution obtenue en mettant les billes d'alginate (cf. para

graphe 8) dans une solution tampon (0,03 M KH2P04 plus 0,17 M K2HP04, pH

7,4) pendant 4-8 h.

11.4.- Inoculation avec lessouches de champignons ectomycorhiziens

L'inoculation a eu lieu lorsque les jeunes plantes ont bien développé leur sys

tème racinaire. Deux implants mycéliens préalablement régénérés par repiquage

sont déposés à la surface du substrat contenu dans les tubes de verre.
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12 - METH ODES D'ANALYSE

12.1.- Echantillonnage et pesée des parties aériennes et souterraines des

plantes

Les plantes âgées de 6 à 12 mois, ont été récoltées séparément : rameaux

photosynthétiques, tiges, racines et nodules dans le cas des plantes inoculées.

Par contre, avec les plantes âgées de plus d'un an, l'échantillonnage a été ef

fectué suivant la méthode préconisée par C.B. Davey figurant au tableau 12.

Tableau 12 - Biomass sampling technique (C.B. Davey and C.A. Schenck, personal com
munication)

1. A random sample of trees should be taken from the planting. If the trees are uniform only
5 ta 10 trees need ta be sampled. If the planting is highly variable, the number of trees ta
be sampied may be as high as 25. Therefore if the trees are uniform and the plot size is
small, 3 trees per plots should be taken. With four replications this will give 12 trees per
treatment. If only a separate plot is ta be used for destructive sampling, the 5 random trees
will be taken at randam.

2. Basic measurements ta be taken for each sample tree :
a. DOB (diameter outside bark) at ground line
b. BBH (DOB at 1.4 m) above graund line
c. Total height of the tree
d. DOB at 1/ 4, 1/2, 3/4 of total height.

3. Sample disks, appraximately 5 cm long should be taken at the 1/4, 1/2, and 3/ 4 total
height points. These are used for obtaining the dry weight and weighted average moisture
content of the whole tree.

4. The disk taken at 1/2 total height is also used for nutrient and energy analyses. This disk
gives the best estimate of these variables for the entire baie (stem wood plus bark).

5. Cut ail branches from the stem and determine their total green weight. Keep branches
separate fram the upper, mid, and lower 1/3 of the crawn. Select an averagebranch from
each third and weigh it separately with and without leaves attached.

6. Composite foUage and branch samples should be taken for moisture, nutrient, and energy
content analysis.

7. Yield equations ta predict tree and plantation weights, nutrient and energ~ contents may
be developed using least squares regression. Equations based on DBH x total height
work weil for trees with DBH ranging fram 2 ta 18 cm.

Additional reading and references on this subject may be found in the following paper :

Messina, M.G., R. Ballard, D.J. Frederick, and A. Clark, III. 1983. A test of a single disk for
estimation of hardwood baie and branch nutrient concentrations . Forest Science 29:618
626.
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Quel que soit l'âge, après la récolte, nous avons séché les différentes parties aé

riennes et souterraines des plantes à l'étuve pendant 72 h à 70°C jusqu'à poids

constant avant de déterminer les masses de matière sèche, la teneur en N total

et l'excès isotopique, cette dernière analyse ayant été effectuée au laboratoire

de l'A.I.E.A. à Seibersdort, Autriche, avec un spectromètre de masse VG 602

(Fied1er et Proksch, 1975).

12.2.- Evaluation de la fixation symbiotique

" existe plusieurs méthodes pour estimer la fixation de N2 dans les conditions

réelles de culture au champ (Larue et Patterson, 1981 ; Peoples et al., 1989).

Nous avons fait appel ici à trois méthodes.

12.2.1. - Dosage de l'activité nitrogénase (Postgate, 1972)

Lorsqu'un nodule fixateur de N2 est incubé dans une atmosphère contenant au

moins 10% de C2H2 pendant 30-120 min, les autres substrats de la nitrogénase

sont inhibés par l'acétylène (Koch et al., 1967 ; Hardy et al., 1968). La quantité

d'éthylène formé dans ces conditions pendant un temps donné, correspond

donc au flux total d'électrons transférés par la nitrogénase ; cette dernière réduit

l'acétylène en éthylène suivant la réaction:

(1 )

La quantité d'acétylène réduit est une mesure de l'activité réductrice de la nitro

génase, abrégée ARA (Activité Réductrice d'Acétylène).

Pendant longtemps on a admis que la réaction de fixation de N2 était la suivante

(figA).

N2 + 6H+ + 6e-----------> 2NH3 (2)
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En conséquence à une mole de N2 réduit correspond 3 moles d'éthylène

(Hardy et aL, 1973), le rapport de conversion C2H2 : N2 étant alors de 6 : 2. En

réalité la réaction de fixation de N2 est plus complexe et implique les deux réac

tions suivantes :

N2 + 6e- + 6H+ ------ - - > 2NH3

ne- + nH+ > _n_ H2
2

En additionnant les équations (2) et (2'), on obtient

N2 + (6 + n)e- + (6 + n)H+ ----- >~ H2 + 2NH3
2

(2)

(2')

(3)

le nombre d'électrons mis en jeu n'est pas de 6, mais de (6 + n), le rapport de

conversion de C2H2 : N2 est donc (6 + n)/2, c'est -à-dire (6 + n)e- pour une

mole de N2 réduite (équation 3) et 2 e- pour une mole de C2H2 réduite

(équation 1). Suivant les systèmes fixateurs (par ex. plantes hôtes) et les

conditions d'incubation (par ex. température, irradiation, flux d'électrons) la

valeur de n varie de 4 à 6 (Witty et Minchin, 1988).

Dans notre travail, nous n'avons pas cherché à utiliser l'ARA pour quantifier la

fixation de N2, mais pour classer les activités nitrogénasiques comparées de

différents systèmes symbiotiques, de sorte que nous n'avons pas eu à détermi

ner la valeur exacte du coefficient de conversion.
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12.2.1.1.- Incubation sous acétylène et mesures

Le système racinaire portant les nodules a été enfermé de façon étanche dans

un flacon sérum de 140 ml dans lequel nous avons injecté en surpression 12 ml

d'acétylène. Après 30 et SO min d'incubation à 28°e, nous avons effectué des

prélèvements gazeux de 0,5 ml que nous avons analysés au moyen d'un chro

matographe à ionisation de flamme Varian Aerograph 1400, équipé d'un détec

teur à ionisation de flamme.

Le chromatographe était équipé d'une colonne en acier inoxydable de 150 x

0,3 cm remplie de Spherosil x 013 075, 80-100 mesh (Girdel) imprégné de 10%

Na2HP04'

Les gaz apparaissent au niveau du détecteur dans l'ordre suivant: méthane,

éthylène, propane et acétylène. Les débits et températures ont été ajustés de

manière à obtenir une séparation correcte des constituants du mélange gazeux

injecté, avec un temps de rétention minimal.

Températures:

- injecteur. 2Soe

- four colonne sooe
- détecteur 1500 e

Débit:

- azote 40 ml/min

- hydrogène 30 ml/min

- air 3S0 ml/min

Dans ces conditions, les pics d'éthylène et d'acétylène apparaissent 40 et 50

secondes après l'injection.
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12.2.1.2.- Mode de calcul

La transformation des hauteurs de pics d'éthylène en nmoles C2H 4 se fait par

référence à un étalon. Une dilution étalon d'éthylène est préparée par introduc

tion de 0,57 ml d'éthylène dans un flacon sérum de 140 ml (dilution 1/1000). La

concentration de cette dilution étalon est de 106/22400 nmoles C2H 4/ml.

L'injection au chromatographe de 0,5 ml de cette dilution donne un pic de hau

teur:

h x A (A = facteur d'atténuation; h = pic mesuré en cm).

Les hauteurs des pics étant proportionnelles aux quantités injectées, un pic de

1 cm correspond à :

106 x 0,5

22400

1
x h x A nmoles C2H4 / cm de pic

Etant donné un échantillon de volume V (ml), si l'on prélève un volume v(ml)

qu'on injecte au chromatographe, on obtient un pic correspondant à X = h1 x

A1. La quantité d'éthylène totale produite est donc:

106 x 0,5

22400

h1 = hauteur du pic C2H 4 en cm.

h = hauteur du pic standard en cm.

A1 = atténuation due à l'échantillon.

A = atténuation due au témoin standard

V = volume du flacon d'incubation en ml.

v = volume injecté dans le chromatographe = 0,5 ml.
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L'ARA totale est expnmee en lmoles de C2H 4/h/plante. L'ARA spécifique

(SARA) est exprimée par unité de poids sec de nodules (nmoles C2H4/h/g de

nodules).

12.2.2.- Méthode par différence (Weber, 1966)

On peut admettre que N2 fixé est représenté par la différence entre la quantité

totale de N contenu dans la biomasse d'une plante fixatrice de N2 et la quantité

totale de N contenu dans une plante non fixatrice de N2, à condition que les

plantes inoculées et les plantes non inoculées absorbent des quantités de N du

sol identiques. Cette condition n'étant pas toujours remplie, on s'en rapproche

toutefois sensiblement lorsque le sol utilisé est très pauvre en azote minéral ou

minéralisable. Cependant dans le cas d'une culture sur un milieu absolument

dépourvu en N combiné (par exemple, un sol lavé à l'acide chlorhydrique), le

témoin non inoculé ne pousse pas. Les plantes inoculées tirent l'azote néces

saire à leur développement de N2 de l'air ; leur teneur en N total représente la

quantité de N2 fixé.

12.2.2.1.- Dosage de l'azote total

Le matériel végétal à doser a été préalablement séché pendant 72 h à l'étuve à

70°C puis broyé. Le dosage a été effectué par la méthode Kjeldhal à l'aide d'un

système de dosage Büchi.

La minéralisation a été réalisée dans des tubes Büchi (50 à 100 mg de matière

sèche broyée par tube) en présence de 1 ml de la solution de minéralisation sui

vante: 1,6 g de sélénium amorphe, 1,6 sulfate de cuivre anhydre et 97 g de sul

fate de sodium dissous dans 1 litre d'acide sulfurique concentré (Guiraud,

1984). Les tubes sont placés pendant 3 h dans un digesteur (Büchi 430) muni

de calottes à chauffage infrarouge.
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12.2.2.1.1.- Distillation et titration

Après refroidissement, le tube contenant le digestat est placé dans un distillateur

(Büchi 322). Cet appareil permet d'effectuer automatiquement les opérations

suivantes: adjonction d'eau et de soude au digestat, distillation puis aspiration

des résidus de distillation. La titration est réalisée avec une solution d'acide

chlorhydrique N/28 apportée par une burette à piston (Schott Gerate T100),

contrôlée par un titrimètre à point final (Schott Geràte TR156).

12.2.2.1 .2.- Calculs

Minéralisation, distillation et dosage correspondent aux réactions chimiques sui

vantes:

N + H2S04 (NH4)2S04

(NH4)2S04 + 2NaOH 2NH40H + Na2S04

NH40H + HCI NH4CI + H20

1 mole d'azote (soit 14 g) est neutralisée par 1 mole HCI. On peut donc écrire

que 1 ml (Nj28) HCI correspond à 14 mg N.

Compte tenu des petites quantités d'azote contenues dans les échantillons

analysés, la solution d'acide utilisée pour le dosage est très diluée:

1 ml HCI N/28 correspond à 14/28 = 0,5 mg-N

Soit p le poids sec de l'échantillon (en mg) et v le volume de la solution HCI utili

sée (en ml).

La teneur en azote de l'échantillon se calcule ainsi :

N% = 50 VjP
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12.2.3.- Méthodes isotopiques

Deux types de méthodes basées sur l'apport d'engrais marqué au 15N ont été

développées.

12.2.3.1.- Méthode de dilution isotopique

Cette méthode permet d'estimer avec précision la fixation de N2 chez les légu

mineuses (Bremner, 1975 ; Rennie et al., 1978 ; Rennie, 1979 ; Vase et al., 1981)

et les non légumineuses fixatrices de N2 (Rennie, 1980).

Le principe de la méthode est que la plante non fixatrice et la plante fixatrice de

N2 utilisent dans les mêmes proportions l'azote du sol et l'azote marqué prove

nant de l'engrais (Fried et Broeshart, 1975 ; Fried et Middleboe, 1977). Les

plantes fixatrices utilisent en plus N2 de l'air, cette source d'azote supplémen

taire entraînant une dilution de l'azote marqué au sein du système fixateur de

N2·

On a cultivé simultanément dans des récipients de 15 1des plantes fixatrices de

N2 (Casuarina inoculés) et des plantes témoins (Casuarina non inoculés), le sol

ayant reçu dans les deux cas une même quantité d'engrais marqué au 15N.

Si l'on apporte la même quantité d'azote au système fixateur et au système non

fixateur de N2, le calcul de N2 fixé découle des relations suivantes (Rennie et al.,

1976; Bardin et al., 1977 ; Fried et Middleboe, 1977).

Si l'on désigne d'une part :

%Ndfso : "percent plant N derived from sail" : pourcentage de l'azote de la

plante provenant du sol pour les plantes non fixatrices de N2.

%Ndffo : "percent plant N derived from fertilizer" : pourcentage de l'azote de la

plante provenant de l'engrais pour les plantes non fixatrices de N2.
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On peut écrire pour la plante non fixatrice de N2 :

% Ndfso + % Ndffo = 1

et d'autre part,

(1 )

% Ndfsn : pourcentage de l'azote de la plante provenant du sol pour la plante

fixatrice de N2,

% Ndffn : pourcentage de l'azote de la plante provenant de l'engrais pour la

plante fixatrice de N2'

% Ndfa : pourcentage de l'azote de la plante dérivée de l'atmosphère (N2 fixé),

On peut écrire pour la plante fixatrice de N2 :

% Ndfsn + % Ndffn + % Ndfa = 1 (2)

En admettant que N du sol et N de l'engrais sont absorbés dans les mêmes

proportions par les plantes fixatrices et non fixatrices de N2, on peut donc

écrire:

% Ndffo % Ndffn
=

% Ndfso % Ndffsn

On tire des trois équations (1), (2) et (3)

)1 Ndf % Ndffn
~o a=1-

=%,.....,N-:-d~fs-n--

(3)

Etant donné que les mêmes quantités d'engrais marqué ont été appliquées aux

plantes fixatrices et non fixatrices, on peut écrire :

% Ndffn % 15N en excès dans la plante
--- - =-------------

% Ndfsn % 15N en excès dans l'engrais

% 15N en excès dans la plante fixatrice
le pourcentage de N2 fixé = 1 ----------------

% 15N en excès dans l'engrais
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% 15N en excès dans la plante fixatrice
et donc la quantité de N2 fixé (g.plante-1) = (1 - ) x N

% 15N en excès dans "engrais

N étant la teneur en N total de la plante fixatrice de N2.

En outre on a calculé pour les plantes fixatrices et non fixatrices de N2, le pour

centage Ndfs :

% Ndfs = Ntotal (plante) - (N2 fixé) - [Ntotal (plante). % Nff(fraction)]

12.2.3.2.- Méthode de la valeur "A" (availability index)

Cette méthode est en fait une variante de la méthode de dilution isotopique ; elle

consiste à appliquer des petites doses d'engrais marqué au 15N aux plantes

fixatrices et des doses d'engrais marqué au 15N plus importantes aux plantes

témoins (Fried et Broeshart, 1975). L'avantage de cette méthode est lié au fait

que les témoins grâce à un apport d'engrais plus important, ont des croissances

semblables aux plantes fixatrices de N2.

La méthode de la valeur "A" est basée sur un postulat qui suppose que

l'absorption de N à partir des différentes sources (N du sol, N2 de l'air, N de

l'engrais) est directement proportionnelle à la quantité de N disponible dans

chaque source, cette quantité étant mesurée par la même unité, la valeur "A".

% Ndff % Ndfa
=

A (fertilizer) A (fixation)

% Ndfs

A (soil)

On a cultivé simultanément dans des microparcelles de 1 m2 et dans des réci

pients de 15 1 et 50 1 des plantes fixatrices d'azote (Casuarina inoculés) et des

plantes non fixatrices d'azote (Casuarina non inoculés), les doses d'engrais

marqué au 15N appliquées étant plus importantes chez les plantes non fixatrices

de N2.
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Si l'on désigne par:

Ao, la valeur "A" de la plante non fixatrice de N2,

An, la valeur "A" de la plante fixatrice de N2.

on peut écrire :

- pour la plante non fixatrice de N2.

100 - % Ndffo

% Ndffo

Nfo étant la quantité d'engrais marqué au 15N appliqué aux plantes non fixa

trices de N2.

- pour la plante fixatrice d'azote:

100 - % Ndffo

% Ndffo

Nfn étant la quantité d'engrais marqué au 15N appliquée aux plantes fixatrices

de N2.

Etant donné que les quantités d'engrais marqué au 15N appliquées aux plantes

non fixatrices et aux plantes fixatrices de N2 ne sont pas identiques, la valeur "A"

de N2 fixé que l'on a désigné par Afix est obtenue comme suit:

Afix = An - Ao

La quantité de N2 fixé par la méthode de la valeur "A" est donnée par la formule:

Q . , , 1 % Ndffn N
uantité de N2 fixe (q.plante ) = Afix x . , . ; x

quantite d'engrais marque

N étant la teneur en azote de la plante fixatrice de N2.

En outre, on a calculé pour les plantes fixatrices et non fixatrices de N2. le coef

ficient d'utilisation de l'engrais en pourcentage (FUE = fertilizer use efficiency)
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FUE _ % Ndff (fraction) x N
- . , . , x 100,

quantité d'engrais applique

N étant la teneur en azote de la plante considérée

N étant la teneur en azote de la plante considérée.

13 - ANALYSES STATISTIQUES

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées sur microordinateur avec un

logiciel STATITCF.
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A. Le spectre d'hôte de quatre souches de Frankia isolées d'Allocasuarina sp
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(Note à l'état de projet)

ETUDE DE L'INFECTIVITE, DE L'EFFECTIVITE
ET DU SPECTRE D'HOTE DE

QUATRE SOUCHES DE FRANKIA ISOLEES
D'ALLOCASUARINA SP.

RESUM E

L'infectivité, l'effectivité et le spectre d'hôte de quatre souches de Frankia Allo

casuarina - compatibles CFN 022901 (syn : Dec), ORS 022602 (syn : TA), CFN

022302 (syn : URU2) et HFP 022801 (syn : ALL1) isolées respectivement

d'Allocasuarina decaisneana , Allocasuarina toru/osa, Allocasuarina venticillata

et Allocasuarina /ehmanniana ont été étudiés chez six espèces appartenant à la

famille des Casuarinacées : trois Casuarina senso stricto (C. cunninghamiana,

C. equisetifo/ia, C. g/auca) et trois Allocasuarina sp. (A. decaisneana, A. toru

/osa, A. verticillata) cultivés séparément pendant cinq mois en tubes de gélose

inclinée et en vase de végétation. En fonct ion des réponses à l'inoculation on a

constaté que :

- Les souches de Frankia d'Allocasuarina - ORS 022602 et CFN 022302 ont été

infectives et effectives pour toutes les espèces de Casuarinacées testées, à

l'exception de Allocasuarina torùtose pour laquelle elles ont été seulement infec

tives.

- Les souches de Frankia d'Allocasuarina - CFN 022901 et HFP 022801 ont été

infectives et effectives pour toutes les espèces de Casuarinacées testées, à

l'exception de Allocasuarina torutese qu'elles n'ont pas nodulé .

Mots-clés Allocasuarina, Casuarina , Effectivité, Frankia , Infectivité, Spectre

d'hôte.
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INTRODUCTION

Les Frankia présentent une grande diversité génétique que l'on commence

seulement à explorer. En se fondant sur une des méthodes d'identification de

Frankia , le concept d'inoculation croisée, on distingue avec Tjepkema et al.

(1986) trois groupes principaux : un premier groupe constitué de souches no

dulant A/nus et Myrica (y compris Comptonia) , un second groupe composé de

souches nodulant les Elaeagnacées (E/aeagnus, Sherpherdia et Hippophae)

ainsi que les Rhamnacées et un troisième groupe englobant les souches com

patibles avec les Casuarinacées. Cependant il y a des transgressions d'un

groupe à l'autre. Une classification un peu différente vient d'être proposée par

Baker (1987).

En ce qui concerne la seule famille des Casuarinacées, il s'agit là d'un modèle

de relation plante-endophyte d'une grande complexité. Cette famille est divisée

en quatre genres: le genre Casuarina, le genre Allocasuarina, le genre Gymno

stoma et le genre Ceuthostoma (Johnson, 1988). Sur les 90 espèces connues,

on sait seulement que 30 espèces nodulent (Bond, 1976 ; Lawrie, 1982, 1983 ;

Reddell et al., 1986).

Afin d'étudier la compatibilité entre la plante-hôte et le microorganisme, les pre

mières investigations ont concerné la réalisation d'inoculation croisée avec des

suspensions de nodules broyés (Coynes, 1983 ; Gauthier, 1984 ; Reddell et

Bowen, 1986). Une telle étude n'est cependant pas sans critique étant donné

que les nodules des Casuarinacées peuvent contenir différentes souches de

Frankia, chacune d'elles ayant des degrés de compatibilité variables avec diffé

rentes plantes (Reddell et Bowen, 1985). Antérieurement les expériences que

nous avons effectuées en collaboration avec D. Gauthier (1983) ainsi que les

travaux menés sur l'étude de l'infectivité et de l'effectivité des souches de Fran

kia isolée des Casuarinacées nous ont conduit à définir trois groupes de Fran

kie.
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- Le groupe 1 : groupe des Frankia à spectre d'hôte large: c'est le cas des

souches HFP022801 (syn : ALlI1) et HFP020203 (syn : Cc13) isolées respecti

vement de Allocasuarina /ehmanniana et Casuarina cunninghamiana et nodu

lant certaines espèces appartenant au genre Casuarina sense stricto, au genre

Allocasuarina, une espèce appartenant au genre Gymnostoma (G. papuanum)

(Zhang et Torrey, 1985 ; Torrey et Racette, 1989) et une espèce appartenant au

genre Myrica (M. gale).

- Le groupe 2 : le groupe des Frankia à spectre restreint: c'est le cas de la

souche ORS021001 (syn : Cj.1 .82) isolée de Casuarina junghuhniana (Diem et

al., 1983), nodulant uniquement les espèces appartenant au genre Casuarina

sense stricto (Sougoufara, 1983).

- Le groupe 3 : le groupe des Frankia à spectre aberrant: c'est le cas des

souches HFP020202 (syn : Cc12) et ORS020S02 (syn : 011) isolées respective

ment de Casuarina cunninghamiana (Zhang et al., 1984) et Casuarina equiseti

toue (Diem et al., 1982) ne nodulant pas leur hôte d'origine, mais nodulent cer

taines espèces appartenant à "ordre des rhamnales (Hippophaë, E/aeagnus,

Colletia).

Dans ce travail, notre objectif est de définir des groupes d'inoculation croisée à

travers l'étude d'un spectre d'hôte testant quatre souches de Frankia

d'Allocasuarina - CFN022901 (syn : Dec), ORS022S02 (syn : TA), CFN022302

(syn: URU2), HFP022801 (syn : ALlI1) isolées respectivement de Allocasuarina

decaisneana, Allocasuarina tonüose, Allocasuarina verticillata et Allocasuarina

/ehmanniana , sur 3 espèces de Casuarina sense stricto (C. equisetifofia, C.

cunninghamiana, C. g/auca) et 3 espèces d'Allocasuarina (A. decaisneana, A.

totutose, A. verticillata).
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2 - MATERIELS ET METHODES

2.1.- Matériel végétal

La liste des Casuarinacées étudiées est la suivante:

Genres

Casuarina

Allocasuarina

2.2.- Souches de Frankia

Espèces

equisetifo/ia

cunninghamiana

g/auca

decaisneana

toru/osa

verticillata (= C. stricta)

La liste des souches utilisées est donnée au tableau (1). Parmi ces souches,

deux (Dec et URU2) ont été isolées par nous-mêmes suivant la technique de

H.G. Diem. Les deux autres font partie de la collection du laboratoire de micro

biologie des sols de l'ORSTOM de Dakar.

2.2.1.- Isolement des souches de Frankia

Afin d'isoler Frankia, il est nécessaire de disposer de nodules jeunes. Pour cela,

nous avons utilisé une méthode de piégeage classique consistant à cultiver sé

parément les plantes hôtes, constituées par Allocasuarina decaisneana et Allo

casuarina verticillata, dans un sol stérile respectivement inoculé avec une sus

pension de nodules broyés de Casuarina equisetifolia du parc forestier de Hann

et d'Allocasuarina verticillata d'Uruguay.

L'isolement de Frankia a été effectué suivant la technique de H.G. Diem. Sitôt

prélevés, les lobes des nodules de chaque plante hôte ont été lavés et stérilisés

superficiellement avec une solution aqueuse de Os04 à 3% pendant 2 à 3 min.
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Après plusieurs rinçages à l'eau distillée stérile, ces lobes ont été découpés

aseptiquement en fragments minuscules.

On a ensuite fait une suspension de ces fragments dans 3-5 ml d'eau distillée

stérile que l'on a étalée sur 3 à 6 boîtes de Petri contenant un milieu de crois

sance SAP gélosé à 0,8% (poids/volume) fondu à 40°C.

Les boîtes de Petri ainsi ensemencées ont été scellées avec du Parafilm et incu

bées à 28-30°C. Après 2 mois d'incubation, les fragments non contaminés ayant

apparu comme porteurs d'une colonie de Frankia ont été prélevés puis disper

sés par agitation (30-60 min) dans un flacon sérum de 125 ml contenant 50 ml

de milieu SAP liquide et un barreau aimanté. La suspension ainsi obtenue a servi

à ensemencer un milieu SAP complet neuf liquide ou gélosé dans lequel les co

lonies de Frankia se sont développées lentement (planche 1, fig. 1 et 2).

2.2.- Milieu de culture pour Frankia

Le milieu complet appelé SAP a été utilisé pour la croissance des souches de

Frankia (Murry et al., 1984) (Tableau 2).

2.3.- Milieu de culture pour les plantes hôtes

2.3.1.- Stérilisation et germination des graines

On a désinfecté les graines par immersion dans l'acide sulfurique concentré

pendant 3 min. Puis on les a rincées abondamment à l'eau distillée stérile. Les

graines ont été mises à germer à 28° C et à l'obscurité dans des boîtes de Petri

contenant 10 ml d'eau gélosée à 1,6%, les boîtes étant renversées afin que la

radicelle ne s'enfonce pas dans l'agar. Les jeunes plantes de 1 à 2 cm de long

ont été repiquées dans le sol en pots ou en culture hydroponique dans des

tubes de gélose au charbon (20 g/litre) inclinée.
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2.3.2.- Milieu de culture des plantes

Le milieu Hoagland et Arnon (1938) dilué au 1/4 a été utilisé pour les cultures en

tube des plantes (Tableau 3).

Le pH étant ajusté à 6,8, on a autoclavé le milieu pendant 20 min à 120° C.

2.4.-Culture des plantes

2.4.1.- Culture en vases de végétation (pots en terre cuite)

Le sol utilisé est un sol dunaire dit sol de Cambérène. Il a été stérilisé à

l'autoclave pendant 1 h à 120°C. Ce sol, très sableux (98% de sable), acide (pH

eau = 5,0) très pauvre en N (0,01 %) et en C (0,12 %), a été additionné de billes

de polystyrène de 2 mm de diamètre (1/4 billes, 3/4 sol en volume), puis réparti

dans des pots en terre cuite de 18 cm de diamètre à raison de 2 kg de mélange

par pot. Les jeunes plantes stériles obtenues comme indiqué au paragraphe

2.3.1. ont été repiquées dans les pots à raison de 1 plante par pot. Durant leur

séjour en pépinière les plantes ont été quotidiennement arrosées à l'eau du ro

binet. En outre, une fois par semaine, on a apporté à chaque plante 50 ml de mi

lieu Hoagland et Arnon (1938) dilué au 1/4 sans azote.

2.4.2.- Cultures en tubes

La technique utilisée est celle mise au point par Gibson (Vincent, 1970). Après

germination des graines, chaque jeune plante a été mise en culture sur un tube

de (22 x 220) mm contenant une gélose nutritive inclinée (Hoagland et Arnon,

1938) muni d'un capuchon constitué par une feuille d'aluminium percée d'un

trou. La radicule a été introduite dans le tube de façon à être en contact avec la

gélose, la tige restant à l'air libre. Pendant 60 jours, la plante a été cultivée sur le

milieu Hoagland et Arnon (1938) dilué au 1/4 auquel on a ajouté 17 mg de

(NH4)2S04' Lorsque les plantes ont été âgées de 2 mois environ, on a remplacé

le milieu Hoagland et Arnon (1938) dilué au 1/4 avec azote par le même milieu

sans azote et on a procédé 1 semaine plus tard à l'inoculation. Les plantes ont
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été placées dans une chambre de culture (température 28°C ; éclairage

50 fLE.m-2.s-2 ; photopériode 17/24 h). Tous les 3-5 jours on a ajouté lorsque

nécessaire une quantité suffisante de solut ion nutritive.

La culture hydroponique telle qu'on l'a adoptée présente trois avantages:

1) L'élimination partielle de certaines contaminations, notamment les algues,

2) le contrôle plus strict de l'inoculation du fait de la limpidité du milieu,

3) l'obtention de nodules propres utilisables pour la microscopie électronique.

2.5.- Inoculation des plantes

Pour chaque condition de culture, les essais ont comporté:

- 24 traitements non inoculés avec 3 répétitions.

- 24 traitements inoculés avec 9 répétitions.

L'inoculation a été effectuée en apportant sur les racines de chaque plante 2 ml

d'une culture de Frankia âgée de 3 semaines, équivalente à 20 fL9 de protéines

(Lowry et al., 1951). L'inoculation a été réalisée de la même manière pour les

tubes de gélose inclinée et les vases de végétation .

2.6.- Contrôle de la nodulatton et évaluation de la fixation de N2

Cinq mois après le repiquage, on a récolté les plantes cultivées en vases de vé

gétation sur lesquelles on a effectué des mesures d'activité réductice

d'acétylène (ARA), les plantes cultivées en tubes ayant servi au contrôle de la

nodulation, et à l'étude ultrastructurale ultérieure des nodules (planche 2, fig. 1).



58

3 - RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1.- Isolement des souches de Frankia

Nous avons isolé deux souches de Frankia (Dec) et (URU2) respectivement à

partir de nodules d'Allocasuarina decaisneana et Allocasuarina verticillata.

Les cultures de ces souches, comme les autres souches de Frankia forment au

bout de 3 semaines dans le milieu de culture des colonies floconneuses qui se

rassemblent au fond des récipients de culture. Sous le microscope, on distingue

classiquement trois structures:

- les hyphes : elles sont constituées de filaments septés ramifiés, ce sont des

structures végétatives (planche 1, fig. 3).

- les sporanges : très polymorphes, elles sont productrices de spores qui assu

rent la dispersion et la conservation de la bactérie. Ce sont des structures de

survie (planche 1, fig. 4).

- les vésicules: ce sont des sphères cloisonnées apparaissant à l'extrémité de

certains hyphes. Elles sont le siège de la fixation d'azote atmosphérique

(planche 1, fig. 5).

Il existe une quatrième structure qui n'est pas représentée ici et qu'on peut ob

server dans certaines conditions de cultures âgées. Elle est désignée par Diem

et Dommergues (1985) sous le nom d'hyphes toruleuses reproductives qui ré

sultent de l'élargissement suivi de cloisonnement multiple des hyphes normales.

Selon ces auteurs, ces hyphes toruloses reproductives permettraient à Frankia

de survivre au moment de la lyse des hyphes végétatives et joueraient un rôle

important dans la régénération de Frankia.

3.2.- Spectre d'hôte, infectivité et effectivité

3.2.1 .- Infectivité

Quatre faits ressortent du tableau 4 :
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1) Les quatre souches de Frankia CFN 022901, ORS 022602, CFN 022302 et

HFP 022801 isolées de différentes espèces d'Allocasuarina induisent une no

dulation sur toutes les espèces de Casuarinacées testées à l'exclusion de CFN

022901 et HFP 022801 qui n'infectent pas Allocasuarina toru/osa, ceci quelles

que soient les conditions de culture (planche 2, fig. 2, 3, 4 et 5).

2) Allocasuarina toru/osa semble noduler difficilement et être très spécifique,

contrairement à Gymnostoma papuanum, espèce "promiscous" qui est nodulée

par une large gamme de souches de Frankia (Zhang et Torrey, 1989).

3) Les Casuarina sense stricto forment plus facilement des nodules que les Allo

casuarina, ce fait pouvant être rapproché aux observations in situ de Lawrie

(1982) et Reddell et al. (1986) suivant lesquelles le nombre de Casuarina senso

stricto qui nodulent spontanément est plus élevé que celui d'Allocasuarina sp.

4) Si l'on compare le pourcentage des plantes ayant nodulé après inoculation

dans les deux cas de conditions de culture parallèlement menées, on constate

que le pourcentage de nodulation positive est souvent plus élevé en tubes de

gélose inclinée qu'en vases de végétation, alors que Torrey et Racette (1989)

avaient obtenu l'inverse.

Ces résultats confirment le fait que contrairement aux souches à spectre res

treint isolées de Casuarina sp. qui nodulent seulement les Casuarina sense

stricto, les souches à spectre large isolées d'Allocasuarina sp. nodulent à la fois

les Casuarina sense stricto et les Allocasuarina (Zhang et Torrey, 1985 ; Torrey

et Racette, 1989).

3.2.2.- Effectivité

Pour étudier l'effectivité, nous avons fait appel à quatre souches de Frankia iso- .

lées d'Allocasuarina dont l'infectivité a été étudiée au paragraphe 3.2.1 et aux

quelles on a ajouté la souche ORS 021001 (syn : Cj.1.82) étudiée antérieure

ment (Sougoufara, 1983) et utilisée ici à titre de comparaison. Le tableau 5

montre que:
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1) La souche ORS 021001 est efficiente seulement lorsqu'elle est associée aux

espèces appartenant au genre Casuarina. Le caractère spécifique de cette

souche déjà noté en ce qui concerne son infectivité se retrouve en ce qui

concerne son effectivité.

2) Les souches de Frankia isolées d'Allocasuarina CFN 022901, ORS 022602,

CFN 022302 et HFP 022801 sont infectives et effectives pour les espèces de

Casuarinacées testées à l'exclusion de Allocasuarina toru/osa qu'elles ne nodu

lent pas. Cependant il faut retenir le cas particulier des souches ORS 022602 et

CFN 022302 qui, bien qu'ineffectives, sont infectives pour Allocasuarina toru

/osa.

Ces résultats apportent une confirmation à la classification en 3 groupes des

souches de Frankia, proposé dans l'introduction.

En ce qui concerne la spécificité des souches de Frankia :

- les souches isolées d'Allocasuarina sp. se classent dans le groupe des Frankia

à spectre large (groupe 1) ;

- la souche ORS 021001 appartient au groupe des Frankia à spectre restreint

(groupe 2).

Nous n'avons pas eu l'occasion dans notre étude d'isoler des souches apparte

nant au groupe de Frankia à spectre aberrant (groupe 3).

En ce qui concerne la spécificité des plantes hôtes:

- on constate que Allocasuarina toru/osa se distingue par sa spécificité remar

quable se traduisant par le fait que nous n'avons pu noduler cette espèce que

par deux souches de Frankia, encore sont-elles ineffectives,

- la classification récente des Casuarinacées proposée par Johnson (1988), qui

aboutit à la séparation des genres Casuarina, Allocasuarina, Gymnostoma et

Ceuthostoma trouve dans notre étude une confirmation en ce qui concerne la

séparation des genres Casuarina et Allocasuarina ; les Casuarina senso stricto

présentent des caractéristiques symbiotiques nettement différentes de celles

des Allocasuarina sp.
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4. CONCLUSION

Les résultats obtenus nous ont amenés à faire une distinction entre la spécificité

relative à la nodulation et la spécificité relative au potentiel fixateur de N2.

L'intérêt d'une telle étude réside dans le fait que leur connaissance précise est

nécessaire avant toute tentative d'introduction des espèces hors de leur aire

d'origine. Il est probable que l'échec de l'introduction au Sénégal de Allocasua

rina decaisneana (arbre remarquable par sa résistance à la sécheresse) soit

due à l'absence de l'endophyte propre à cette espèce.
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Tableau 1 - Liste des souches de Frankia isolées d'Allocasuarina utilisées

Souches Nom Hôte d 'origine Provenance Laboratoire d' isolement Références

AUI1 HFP022801 A. /ehmannia Australie Harvard Forest, Massachu . Zhang et Torrey,

(1985)
Dac CFN022901 A. deca isneana Sénégal BSFT (2) Nogent s/Mame B. Sougo ufara et

H.G.Diem
(non publié)

TA ORS022602 A. torulose Australie ORSTOM Dakar, Sénégal H.G. Diem
(non publié)

URU2 CFN022302 A.verticillata Uruguay BSFT Nogent s/MarneB. Sougoufara et

(= C.stricta) H.G.Diem
(non publié)

(2) BSFT : Laborato ire de biotechnologie des symbioses forest ières trop icales

Tableau 2 - Milieu SAP utilisé comme milieu de culture de Frankia (d'après Murry et al.,
1984)

Concentration
en 9 dans 1
litre d'eau

Dose en mlll

Mg S04' 7H20 0,05

Ca C12' 2H20 0,01

NH4 CI 0,267

Propionate de Na 0,48

Fe Na EDTA 0,01

Oligo éléments 1

Vitamines BAP 1

Tampon BAP 10

NB : Le tampon BAP doit être stérilisé à part. Ajuster le pH à 6-7-6-8. Pour solidifier, ajouter du
Bitek agar Difco à 0,8%.

Tableau 3 - Le milieu de Hoagland et Arnon (1938) dilué au 1/4 sans azote

Concentration en 9
dans 1 litre d'eau

K2S0 4

MgS04 , 7H20

Ca(H2P04)2

CaS04, 2H20

FeNa EDTA 0,2%

Solution oligo éléments (tableau 2.1)

Ajuster le pH à 6,8

NB : Pour avoir le milieu nutritif azoté, ajouter 17 mg de (NH4)2S04'

0,109

0,123

0,029

0,086

2ml

0,25 ml
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Tableau 4 - Pourcentage de plants de Casuarinacées âgés de 5 mois cultivés en tubes de
gélose inclinée et en vases de végétation nodulant après inoculation avec les souches de
Frankia CFN 022901, ORS 022602, CFN 022302 et ALlI1

Inoculation avec la souche (+)

Plantes CFN 022901 ORS 022602 CFN 022302 ALlI1

testées (A. decaisneana) (A. toru/osa) (A. verticillata) (A. /ehmanniana)

Tubes Pots Tubes Pots Tubes Pots Tubes r ots

Casuarina

C. equisetifolia 88 100 55 44 66 55 77 66

C. cunninghamiana 100 88 44 55 77 77 88 100

C. g/auca 100 77 66 55 77 88 88 77

Allocasuarina

A. decaisneana 66 88 33 44 88 66 77 66

A. toru/osa 0 0 22 11 11 11 0 0

A. verticillata 77 77 88 88 100 77 66 88

(+) entre parenthèses sous la référence de chaq ue souche , l'hôte d 'origine.

Tableau 5 - Nodulation et fixation de N2 mesurée par l'Activité Réductrice d'Acétylène
(ARA) chez trois Casuarina senso stricto et trois Allocasuarina sp âgés de 5 mois cultivés en
vase de végétation et inoculés avec quatre souches de Frankia isolées d'Allocasuarina CFN
022901 (syn : Dec), ORS 022602 (syn : TA), CFN 022302 (syn : URU2) et HFP 022801 (syn :
ALII1)

Plantes testées

Souches de Hôte

Frankia isolées d'origine

d'Allocasuarina C. C. C. A. A. A.

et de Casuarina (1) equisetifolia cunninghamiana glauc a decaisneana torutose verlic illata

CFN 022901 A. decaisneana E E E E 0 E

ORS 022602 A. toru/osa E E E E 1 . E

CFN 022801 A. verticillata E E E E 1 E

HFP 022801 A. /ehmanniana E E E E 0 E

ORS 021001 (1) C. iunghuhniana E E E 0 0 0

(1) Essai effectué antérieurement (Sougoufara, 1983).

E = nodulation effect ive ; 1 = nodu lation ineffective ; 0 = pas de nodulation .
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PLANCHE 1

Fig. 1 Une colonie de Frankia d'Allocasuarina decaisneana issue d'un fragment

de lobe après 7 semaines d'incubation à 28°C dans le milieu BAP complet

gélosé (Barre = 50 tLm).

Fig. 2 Une colonie de Frankia d'Allocasuarina verticillata après 2 semaines de

culture dans le milieu BAP complet gélosé (Barre = 100 tLm).

Fig. 3 Hyphes (H) obtenues après 3 semaines de culture de la souche

CFN 022901 (syn : Dec) dans le milieu BAP complet liquide (Barre =

50 tLm).

Fig. 4 Sporanges (Sp) obtenues après 1 semaine de culture de la souche

CFN 022901 (syn : Dec) dans le milieu BAP liquide sans N (Barre =

10 tLm).

Fig. 5 Vésicules (V) obtenues après 3 semaines de culture de la souche

CFN 022901 (syn : Dec) dans le milieu BAP complet gélosé (Barre =

10 tLm).
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PLANCHE 2

Fig. 1 Dispositif de Gibson (Vincent modifié, 1970) pour tester l'infectivité

(aptitude à noduler) des souches de Frankia (Barre = 5 cm).

Fig. 2 Nodule de Casuarina equisetitolia obtenu 21 jours après inocula

tion avec la souche de Frankia ORS 022602 (syn : TA) (Barre = 1 mm).

Fig. 3 Nodule de Casuarina glauca obtenu 21 jours après inoculation avec la

souche de Frankia ORS022602 (syn : TA) (Barre = 1 mm).

Fig. 4 Nodule de Allocasuarina decaisneana obtenu 45 jours après inoculation

avec la souche de Frankia ORS 022602 (syn : TA) (Barre = 1 mm).

Fig. 5 Nodule de Allocasuarina verticillata obtenu 45 jours après inoculation

avec la souche de Frankia CFN 022901 (syn : Dec) (Barre = 1 mm).
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B. La synthèse mycorhizienne in vitro de Casuarina sense stricto et

d'Allocasuarina sp avec Pisolithus tinctorius
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Summary

Five Casuarina species and five AIIocasuarina species

were inoculated in vitro with three isolates of Pisolithus sp.

(ORS.X004 and ORS.7870 from Senegal. PR86 from AustraIia) to test

their ability to form ectomycorrhizas. The mycorrhiza-forming

ability varied between fungal isolates. ~he greatest differences

occured between Casuarina and Allocasuarina species. On Casuarina

species. Pisolithus isolates formed only a fungal sheath. However

ORS .X004 induced well-developed ectomycorrhizas on Casuarina

eguisetifolia. PR86 failed to form any fungal sheath on Casuarina

cunninghamiana. On AIIocasuarina species Pisolithus isolates

formed generally well-developed ectomycorrhizas. In addition

isolates ORS.7870 and PR86 invaded the cortical cells

respectively of Allocasuarina luehmannii and AIIocasuarina

decaisneana. thus forming ectendomycorrhizas. Epidermal ceIIs of

both Casuarina and Allocasuarina mycorrhizas showed tannin

deposits. In fully developed ectomycorhizas. the epidermal ceIIs

were radiaIIy elongated and Hartig net never developed beyond the

epidermal cells. In general the ability to form ectomycorrhizas

was more common with the genus Allocasuarina than the genus

Casuarina.

Key words Casuarina. Allocasuarina. Pisolithus.

ectomycorrhi zas.

1
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Résumé

Cinq espèces de Casuarina et cinq espèces d'Allocasuarina

ont été inoculées in vitro par trois isolats de Pisolithus sp.

(ORS.X004 et ORS.7870 du Sénégal. PR86 d'Australie) afin de

tester leur infectivité et leur aptitude à former des

ectomycorhizes. L'infectivité des isolats de Pisolithus est

variable. Les plus importantes différences d'infectivité ont été

observées entre les espèces de Casuarina et d'Allocasuarina. Chez

les Casuarina les isolats de Pisolithus forment généralement un

manteau fongique et pas de réseau de Hartig. Néanmoins l'isolat

ORS.X004 a formé des ectomycorhizes complètes sur Casuarina

eguisetifolia. tandis que l'isolat PR86 n'a formé aucune

mycorhize sur Casuarina cunninghamiana. Sur les espèces

d'Allocasuarina. les isolats de Pisolithus forment généralement

des ectomycorhizes bien dévelopées. Les isolats ORS.7870 et PR86

ont envahi des cellules corticales respectivement d'Allocasuarina

luehmannii et d'Allocasuarina decaisneana. formant donc des

ectendomycorhizes. Les cellules épidermiques des mycorhizes de

Casuarina et d'Allocasuarina sont remplies de tannins. Chez les

ectomycorhizes bien dévelopées. le réseau de Hartig est limité

aux cellules épidermiques . qui sont allongées radialement.

L'aptitude à former des ectomycorhizes est plus grande dans le

genre Allocasuarina que dans le genre Casuarina

Mots clés Casuarina. Allocasuarina. Pisolithus, ectomycorhizes.
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Introduction

The Casuarinaceae comprise about 80 species of shrubs and

trees native to the southern hemisphere. mostly to Australia and

Malaysia. They occur in tropical. subtropical and temperate

coastal regions as weIl as in the arid inland (National Research

Council. 19f4). Sorne species are widely used in affo:.estation

programs of adverse sites.

Among

Allocasuarina

the

are

Casuarinaceae. the

known to possess

genera Casuarina and

ectomycorrhizal species

(Tandy. 1975j Bamber et ll., 1980j Warcup. 1980j National

Research Council, 1984 j Reddel et al., 1986 j Ba et al .• 1987).

The fungi involved in the ectomycorrhizas of the Casuarinaceae

are, however, not weIl documented. To our knowledge. the only

experimental ectornycorrhizas obtained in the Casuarinaceae with

an identified fungus are those of Allocasuarina di styla with

Pisoli thus tinctorius (Barnber et al.. 1980) . In s en e ç e L, field

observations of sporocarps, rhizomorphs and mycorrhizas led to

the conclusion that Casuarina eguisetifolia was naturally

e-ct-omycorrh-i-z-a-l-w-i-th-P-isolithus sp_._( Ba et al., 1987).
=-- - - - - - - - -

According to Reddel et al. (1986) ectomycorrhizas are more common

in Allocasuarina than in Casuarina.

The objective of the study reported here was to test the

ability of three isolates of Pisolithus sp. to form mycorrhizas

in five species of Casuarina and five species of Allocasuarina.

Materials and methods

Origin of Pisolithus isolates

PR86 isolated by P. Reddel from sporocarp growing under

Eucalyptus spp. at Lobethal, South Australiaj

3
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isolated in 1986, from sporocarp fruiting under

Eucalyptus camaldulensis Dehn, at Djibélor, Senegal;

ORS.7870 isolated in 1987, from sporocarp fruiting under

Racosperma holosericea (Cunn. ex G. Don) Pedley (syn. Acacia

holosericea Cunn. ex G. Don), at Sangalkam, Senegal.

The isolates ORS.X004, ORS.7870 and PR86 have been deposited at

the B.S.S·.F.T. (Nogent sur Marne, France).

The Pisolithus strains were isolated on MNM agar (Marx,

1969) and subcultured on the same medium before inoculating the

host trees. They originated from sporocarps which differed from

Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch (syn. ~ arhizus

(Pers.) Rausch) by thestraight ornementation of the spores and

by the white colour of the peridium of young sporocarps (Demoulin

& Dring, 1974; Thoen, 1985). As far as is known, these forms of

Pisolithus are confined to tropical regions where they mainly

grow under introduced Eucalyptus spp.

Origin of the seeds

(Thoen, 1985).

Certified seeds of Casuarina cristata F. Muell. ex Miq.,

C.cunninghamiana Miq., ~ glauca Sieb ex Spreng., ~ obesa Miq.,

Allocasuarina campestris (Diels) L. Johnson, 8...:... decaisneana (F.

Muell.) L. Johnson, 8...:... luehmannii (R.T. Bak.) L. Johnson, 8...:...

torulosa (Ait.) L. Johnson and 8...:... verticillata (Lam.) L. Johnson
( + )

were provided by Kimberely seeds PtY Ltd The seeds of

Casuarina equisetifolia Forst. were collected at Kayar (Senegal)

in May 1986 (86/1398/ISRA/CNRF).

(+)
51 King Edward Road, Osborne Park, W.A., 6017 Australia.

4
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Seeds were surface sterilized by immersion for 3 min in

concentrated sul furie acid and rinsed five times in sterile

distilled water. The seeds were allowed to germinate in the dark
-1

at 30°C for 5d in Petri dishes filled with water agar (8 9 l ).

The germinants were transferred in 125 x 4cm test tubes filled

with 90ml of a perlite, peat and water mixture (90/5/17.5 by

vol.) previously autoclaved twice at 120°C for 20 min.

Seedlings were placed for 5 to 6 weeks in a growth chamber (28°C

day 18°C night; day lenght 16 h; light intensity 107 E m-2 s-1).

Before inoculation 50 ml sterile liquid HNH medium was added to

the tubes. Agar plugs 8 mm diam of actively growing Pisolithus

sp . were put for 4 d on fresh agar HNH medium to stimulate the

regeneration of the hyphal tips. Three plugs were then

transferred to each test tube. Inoculations were replicate three

times. Two months after inoculation, the seedlings were carefully

removed from the test tubes and gently washed under running tap

water. Root tips were examined under the dissecting microscope

for fungal sheath formation. Root tips showing a fungal sheath

were hand sectioned, cleared in 15% sodium hypochloride, rinsed

in d~stilled water and stained with 0.5% Congo red. Root sections

were examined under a differential interference contrast (DIC)

microscope. Tannin deposits in epidermal and cortical cells were

located by examining uncleared root sections under the

stereoscopie microscope.

Results

Table 1 shows the degree of mycorrhiza formation two months

5
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after inoculation of three Pisolithus isolates on five Casuarina

and five Allocasuarina species . The isolates behaved differently

on Casuarina vs. Allocasuarina species.

On Casuarina eguisetifolia, only isolate ORS.X004 formed weIl

developed ectomycorrhizas, viz. with fungal sheath and Hartig net

(Fig. la ), whereas ORS.7870 and PR86 formed only a fungal sheath.

On the other Casuarina species, the three Pisolithus isolates

achieved a weIl developed fungal sheath but no Hartig net, except

for PR86, which failed to form any sheath on ~ cunninghamiana.

On the five Allocasuarina species, aIl Pisolithus isolates

formed weIl developed ectomycorrhizas. Isolates ORS.7870 and PR86

invaded sorne cortical ce Ils of ~ luehmannii and ~ decaisneana

to form ectendomycorrhizas (Fig . lb).

Ectomycorrhizas occurred on single root tips as weIl as on

ramified roots (Fig. lc ).

yellow, felty with numerous

The surface of the fungal sheath

emanating hyphae ( F i g . id).

was

Table 2 shows the main anatomical characteristics of Casua

rina and Allocasuarina mycorrhizas. The values of the table are

established on single observations and the mean values of columns

A, B, C, D, E are only indicative. Sections of mycorrhizas are

illustrated in figures 1 and 2. Epidermal cells of mycorrhizas

devoid of Hartig net were not radially elongated (Fig. le, f, g)

whereas those of mycorrhizas with Hartig net were more or less

radially elongated (Fig. lh, Fig.2), sometimes forming a palisade

layer ( F i g . 2a, b, c, d). The radial penetration of the Hartig

net never exceeded the epidermal cells and ranged from lO~m to

29~m. Thickening of the epidermal cell wall in direct contact

6
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with the fungal sheath was observed in sorne Casuarina (Fig. 19)

as weIl as in sorne Allocasuarina mycorrhizas. Tannin deposits

were present in the epidermal cells of mycorrhizas of both

genera. Tannins were also observed in cortical cells of aIl

Casuarina species and of Allocasuarina luehmannii and

verticillata. The fungal sheath was prosenchymatous (Fig.1 and 2)

with radiating hyphae (Fig. la. el. In Casuarina eguisetifolia

mycorrhizas. the emerging hyphae of the sheath were incrusted by

small crystals of calcium oxalate (Fig. la). The sheath thickness

varied considerably on the same host-tree according to the fungal

isolate (e.g .• from 24~m to 57~m in Casuarina cristata; from 36~m

to 90~m in Allocasuarina decaisneana). The diameter of the

mycorrhizas varied but the mean was close to 300~m in both host

genera. The mean percent of cross-sectional area of the sheath

reached 48% for both Casuarina and Allocasuarina mycorrhizas. In

Allocasuarina ectomycorrhizas. the mean depth of the Hartig net

was 17.2~m which is approximatively the third of the mean

thickness of the fungal sheath (46.9~m). The number of xylem

poles varied from 2 to 3 in Casuarina and from 2 to 4 in

Allocasuarina. It was rather constant within species and might be

a specific characteristic.

Discussion

The results confirmed field observations by Reddel et al.

(1986) showing that Allocasuarina species formed ectomycorrhizas

more commonly than did Casuarina species.

Pisolithus sp. has a broad host range. since in addition

to Casuarina and Allocasuarina. it is also associated in Senegal

7
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with the genera Eucalyptus. Melaleuca and Racosperma (Thoen &

Ducousso. 1990).

Tannin deposits were obse rved in the epidermal cells of aIl

the synthesized mycorrhizas. Such deposits are common in natural

ectomycorrhizas in the tropics (e.g. Alexander & HOgberg. 1986;

Thoen ~ al .• 1990; Thoen & Ducousso. 1990). Tannins also occured

in cortical cells of sorne synthesized mycorrhizas. The role of

tannins in mycorrhizal roots is not yet fully elucidated (Molina

& Trappe. 1982). Tannin deposits are host reactions allowing.

presumably. control of fungal aggressivness. Thickening of the

epidermal wall close to the fungal sheath was observed in sorne

mycorrhizas. Host cell wall thickening may indicate

incompatibility between ho st and fungus but occurs also in well

developed ectomycorrhi zas (Molina & Trappe. 1982). Thickening of

host cell wall might be another mechanism allowing to control

penetration of the fungus.

The artificial conditions of our experimental design did

not show benefical influence of the fungal isolates on seedling

growth. because the substrate was not deficient in P or other

non-mobile nutrients. Benefical influences of endomycorrhizas on

nodulation and growth of Casuarina eguisetifolia have been

demonstrated (Diem & Gauthier. 1982; Gauthier et al.. 1983).

Further research is planed to study the efficiency of

ectomycorrhizal Pisolithus isolates to promote growth. P-uptake

and nodulation of Casuarinaceae. The effectiveness of mycorrhizas

lacking a Hartig net also needs to be compared with that of

fully -developed ectomycorhizas.

8
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!;lfe::::ivs::1ess 0: isolates of

s~. on five Casuarin~ and fi ve Allocasuarina spe~ies after

two months growth ~ ~ vitro.

Pisolithus isolates

Host spec~es ORS.X004 ORS.7870 PR86

Casuar ina crista~a

Casuar ina cunningharnian~

Cas~arina eq~isetifolia

Casuarina glauca
CaSUar:l.;la obesa

.~llocasué:rina

?llocasuari::1a
Allocasuarina
p.llocasuarinê..
;'.llocasuarina

campestris
è.ecaisneê..::1ê..
luer::nannii
torulosa
ve r t.d c i L'l a t a

(+ ) (+ ) (+ )
( + ) (+ ) 0
+ (+ ) ( + )

(+ ) NT pm....
( -'- \ (..J... \ (+)• J ' 1

-+- + +
+ + /+/
+ /+/ +
+ + -'-

+ + +

+ rnycorrhiza with fungal sheath and Hartig net; (+ )

mycorrhiza with fungal sheath only~ /+/ mycorrhiza Kl~h

fungal sheath and endocellular invasion of cortical cells;

0, no rnycorrhiza ; NT , isolate not tested.
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---'C-C'_.6.. _~_

se::~io::s

A~atomical characteristics
( (3 )

Host species

Casuarina cristata

C. cunninghaniana

c. equisetifolia

f _ ,
, ..... /

Isolate

1

3

1
..l.

2

1

3

1...

P.

280
300
180

280
280

340
440
250

B

57
41
24

38
44

45
42
') /1
.J'::

c

65
47
4 ~_b

45
53

45
34
47

D

o
o
o

o
a

13
o
o

n

E

60
72
46

58
48

80
100

69

60

F

3
3
3

2

3
3
3

3

G

++
++
++

++
++

++
++
++

++

H

+
+

+

c. obesa 1

')
..J

240
230
280

32
32
25

46
48
34

o
o
o

64
70
80

')
.J

3
3

++ ....
++
++

Mean value
SEM

280.0 38.9
64.0 9.9

48.2
9.9

68.1
14.7

.:;'110 cas u a r i n a
campestris

A. decaisneana

A. l uehmanni i

A. torulosa

A. verticillata

1
2
3

1
2
3

1
2
3

1
2
3

1

368
370
376

240
270
640

340
290
260

210
240
280

220
334
320

50
60
54

45
36
90

62
22
54

24
24
28

24
55

47
54
49

61
46
48

68
28
66

40
36
36

39
55
54

16
19
17

14
18
16

15
o

16

16
12
18

25
10
29

96
90

100

82
76
95

64
64
60

60
80
50

64
90
95

3
3
3

3
3
3

2
3
2

3
3
2

4
4
4

+
+
+

+
+
+ +

++
++ +
+

+ +
+
+

++
++ +
+

Mean value
SEM

317.2 46.9
105.0 18.8

48.5 17.2 77.8
11.5 4.8 16.4
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-• r-. r. l' '") Il r , 3 : 5 Ci ..., ""\ 5.,J v .. . '::~ . :J ':: U . . ~. i .
C' C t: "1 =: c ,.., ::: ( 4 C' ) lE· .,
'- -' ~. --' . ~. .i \".. . - . u . -

(c )
Is olate s 1, ORS. X00 4; 2 , ORS.787 0; 3, PR8 6 .

1 r' \
\ t-' 1

A, diameter of mycorrhiz2 (pm) ; B , fungal sheath thicJ.:ness

(pm) c, percent of cross-sectional area of the fungal sheath

( %) D, radial dept h of Hartig net (pm) ; E , stele diRmeter ( p~);

F, ~~m~e~ of ~:ylem poles ; G, t ~~~in deposit in Epidermi s ( +) ,

epidermis and co~tical cel~s (~+ ) ; H, pres ence (+ ) or absence (-)

of wall t h i ck e n i.nç 0: epide~wic c e L'l s .
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Figure 1. Sy~thes~=2~ ny~orrhizas of :as~ar~~a and

Allocasuarina species ~ith Pisolithus isolates.

(a) T.S. Casuarina eü~is2tifolië. + ORS.X004. (b ) T.S.

Allocasuarina de::::aisnea:1ë. + PR86. (c ) and (d )

Stereomi~rographs 0: Allocasuarina verti~illata + ORS.X004.

(e) L.S. Casuarina alauca + ORS.X004. T. S. Casuarina

cristata + ORS.7870. (g) T. S. Casuarina obesa + ORS.X004.

(h) L.S. Allocasuarina ve~tic;llata+ ORS.X004.

Key: Sh, sheath; Ih, in~rusted hyphae; Rn, Hartig net; L~,

labyrinthine cells of Bartig net; Hco, intracellular hyphae

in cortical cells; Ep, epidermal cells; Co, cortical cells;

Th, wall thickening; St, stele; bar = 20pm except for (c)

and (d) where bar

Abbreviations ~. S., tra~sverse sections; L. S. ,

longitudi~al secticns.

Figure Transverse sections of synthesized

ectomycorrhizas of Allocasuarina species with Pisolithus

isolates.

(a) Allocasuarina campestris + PR86. (b) and (c )

Allocasuarina verticillata + ORS.X004. (d) and ( e )

Allocasuarina camnestris + ORS.7870. (f) Allocasuarina

decaisneana + ORS.7870. (g) Allocasuarina luehrnannii +

ORS.X004. (h ) Allocasuarina torulosa + ORS.X004. (i) and (j)

Allocasuarina torulosa + PR86.

Key: as for figure 1. Bar = 20~~.
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C. La réponse de Casuarina equisetifolia à l'inoculation au champ avec une

souche de Frankia ORS 021001 (syn : Cj-1-82)

incluse dans une matrice polymérique
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Piani and Soil 11 8. 133-13 7. 191<9.
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Response of field-grown Casuarina equisetifolia to inoculation with Frankia
strain ORS 021001 entrapped in alginate beads

B. SOUGOU FARA 1
• H.G . DI EM ~ and Y.R . DOMMERGUES~

1Ministère de la Protectio n de la Na ture et 0 RS TOM . B.P . 1386. Dak ar . Sé négal and ~ BS S FT
(O RSTO M /C T FT/CNRSJ . 45 bis, aven ue de la Belle Gabr ielle. F-94 736 Nogent-sur-Marne C édex ,
Fran ce

Key words: Casuarina equisetifolia , Frankia. algina te beads, N~ fi xation . Sénégal

Abstract
A large scale field experiment (ca 1 ha) was carried out in Senegal, to evaluate the response of Casuarina

equisctifo lia to inocula tion with Frankia strai n ORS 021001 entrapped in alginate beads. Biomasses (ex
pressed as dr y weight or total nitrogen) of assimilatory branchlets. wood and roots, and nodules were
measured in uninoculat ed and inoculated trees, rand omly sampled 1, 2 and 3 years after transplantat ion in
the field. When biomasses were expressed as dry weight . increases due to inoculation were similar at the three
sampling dates. 45.36 and 40%. respectively. When biomasses were expre ssed as tot al nitrogen, the response
to inoculation with time was much higher in the 2nd year than in the 1st and 3rd year. N 2 fi xat ion. estima ted
using the difference meth od reached 2.48. 12.25 and 13.44g N~ fixed annually per tree. Corre spond ingly,
nodule dry weight s, expressed in g per tree, were 2.5, 12.18 and 22.75 at the end of the Ist, 2nd and 3rd year,
respectively. In spite of the positive respo nse of fi eld-grown Casuarina equisetifo lia to inoculation. the
decrease of N~ fixation observed in the thir d year was probably due to unfavorable c1imatic conditions
cou pIed with insect a ttack s a t the beginnin g of the third year.

Introduction

ln the last few years, trials carried out under
co ntro lled conditions. in greenho uses and on
microp lots have demonstra ted that various species
of Casuarinaceae can become more productive if
young plant s are inoculated with a Frankia stra in
(Ga uthier et al., 1985; Redd ell and Bowen , 1985).

Unt il recent yea rs, no fi eld trials were initiat ed to
confirm the success of the trial practices if used
und er pract ical forestry condition s. For this
reason , experiments were orga nized in Au stralia
and Zimbabw e by P. Redd ell and his group (Red
dell et al., 1988)) and at the same lime by the
authors in Senegal.

Th is report present s the resul ts of a trial. es
tabli shed in 1984. in the interdune zone north of
Dak ar, Senegal.

133

Material and methods

Preparation of plants in the gree nhouse

Casuarina equisetifolia seeds collected at Mbao,
near Dak ar , were sown on 16 April 1984 at Bel Air
where the soil (O.4% C, 0.026% N ) was first
sterilized with meth yl brom ide. On 15 May 1984
the young plant s were planted in polyeth ylene bags
filled with the sterilized soil. At the same time half
the plants (300 plant s) were inoculated with a sus
pension which was obtained as follows: 15g of
air-dried algin ate bead s, contain ing Frankia , were
rehydrated in ph osph ate buffer for a few hour s and
then crushed in 1.5 liters of distilled water.

The air-dr ied alginate beads were prep ared by
ent rappi ng hyphae and sporangia of Frankia strai n
ORS 021 001 (Diem et al.. 1982) in an alginate



88

134 Sougoufara et a l.

Table J. Characteristics o f the sa il in the eight plOIS a l Non o. Sen egal
~. .- - - - --

FI F2 FJ F4 TI T2 T3 T4
-- -----~-------- ----- - --- - - - - - - - - - --- - - - - -- _._ ._-----
C lay ( °'0) 1.9 2.5 1.7 1.8 1.3 2. 1 1.5 2.3
Fine silt t °'0) 0 .5 0 .5 1.2 1.3 0.8 1.3 1.0 1.3
Fi ne sa nd (%) 33 .0 34.K 34.7 27.2 3 1.4 35.0 28.7 33.4
Nitrogen ( ~ o) 0.047 0.07 1 0 .065 0.055 0.057 0. 121 0.065 0.05 7
Avail P ppm 25 13 13 13 13 6 1 2 1 36
Tal ai P pprn 170 180 200 170 170 320 160 210
pH 5.7 5.1 5.7 5.2 6.0 5.9 6.0 5.3
---- -_._ - - _. ..._- ---- - -- - -_.._-------- .- - - - - - ---- --- - - _. _-- -
FI. F2 . F 3. F4 = plots plan ted with inoculated Cas uarina equise tifo lia .
T I. T 2. T3 . T4 = plots planted with uninoculated Casuarina equisetifolia .

solution according to the method used for micro
bial immobilization (Diem e l al .. 1988). The beads
were then air-dried and sto red for ca 2 years before
being used. While in the greenhouse, the plantlets
received 100ml o f Hoagland solution (1/4th dilu
tion) once a week .

Transplanting 10 the fie ld

On 23 July 1984. when the greenhouse p lants
were about 30 cm high , they were transplanted to
the permanent plantation site at Notto, 80 km
north of Dakar and 5 km from the coast. Soil
characteristics are shown in Table 1. The plan
tation was esta blished after rain had wetted the soil
to a depth of 30-40 cm. Throughout the first year of
the experiment each plant was give n 200 liters of
water. T he plants were divided over 8 plots. 4 J6 m'
eac h (4 controls and 4 inoculated plots). 84 plants
per plot, which amounts to 2.500 trees ha - 1 . T he
plots were sur ro unded by a row of Eucalyptus cam
aldulensis to reduce contamination and later to
make an estimate o f nitrogen fixat ion usin g the
natural abundance technique.

To avoid contamination. plots with each of the
two treatments were laid out on both sides of an
axi s th at fo llowed the fertility gradient line. The
result was tha t comparisons between plots needed
to be calc ula ted in pa irs, the F plots were in
ocu lated, the T plots were the con troi s : couple
FI-TI. couple F2-T2. couple F3-T3 and couple
F4 -T4 .

Fertil ization and rainfall

1n the first year 5 g K, H PO~ were applied to each

tree. In the second and the thi rd years , the amo un ts
were increased to lOg and lS g respectively.

Annual rainfall : 215 mm in 1985. 375 mm in
1986 and 463 mm in 1987. Except a t th e first yea r of
planting o ut . the trees wer e not given supplernental
irrigation.

Sampling

For three consecutive years (Jul y 1985-Ju ly 1986
and July 1987), five randomly selected tree s were
pulled out from specially planted row s in each o f
the 8 plot s. After being mea sured and weighted , the
tree s were div ided int o four parts: assi mila to ry
branchlets, branches, ro ot s and nodules. These
parts were dri ed and then gr ound to a powder.
Tota l nitro gen was det ermined o n subsamples o f
the ground powders .

Result s and discussion

Emph asis could be placed o n the fact that , except
for a few trees in control plots T4 and T 2. no
control plot tree s were nodu lateu , which sho ws th at
the so il had no. or at least very few, Frankia stra ins
infective for Casuarina . During sarnpling . a il nodu
lated trees found in the contro l p lot s were di scar
ded . There were very few : one in 1985, two in 1986
and two in 1987.

Table 2 sho ws that, except for height. the re
spo nse of Casuarina equisetifolia to inocula tion was
significant (P :( 0.05) to very significa nt
(P :( 0.01) . The be nefici al effect of inoculati on re
lated to the biom ass of the differen t fract ion s o f the
trees, whether it was expressed in terms of dry
weight or total N . The shoo t/roo t rat io ca lcula ted
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T"M.. ::. Eflccts of inocu lati on wit h Frankia stra in ORS O~ IOOI on the height a nd the biomass. expresscd as dr y wcigh: or total nitrogcn.
of the assirnil.uory brunch lcts. bran ches (including trunk s, and root s) and the nodul es of Cusuurina cquiscti joliu 1.2 and 3 ycars aftcr
!Jeing tran splam ed il~th e fi ~ld (!,, ~I~~._ .~ene~~II) . . .. _ _

Inocu lation Height Dry weight (g trec - ' ) Total 1" (g i ree ') Shoot root
(cm) expr essed on

-- - - - - - ---- ---- --- ------- --_._--- - .. .._-
bran . a .b. roots nad. bran. a .b. roots nod. Weight To tal !'

basis basi s
-- -- - "_4 _ 0. _ _ _ _ .. _.. - -- ._-- -- -- ..

Jul) 19X5 ( 1yr . aftcr transplant ation)
0 151 163 X9 206 0 0.63 l.4h 1.24 0 0.95 1.69

+ I X~ 324 11 9 309 2.55 1.99 2.17 1.60 0.04 1.42 2.54
•• •• •• •• ..

J ul) 19X6 (~yrs aftcr tran splantation )
0 291 X90 62X 507 0 5.64 9.03 2.52 0 2.99 5 . X~

+ 313 1349 871 626 12.18 9.39 16.24 3.21 0.20 3.4X 7 .5~

NS •• •• •• •• •• ••
Jul) 19li7 (3yrs after tran splantation )
0 500 1451 1000 X40 0 7 .3~ 15.57 4.74 0 2.91 4.85

+ 575 ~~~O 1356 1031 22.75 12.20 23.35 5.12 0.40 3.39 6.47
NS .. •• •• NS

Signiticancc levet : • (1' .s; 0.05) : •• ( 1' .s; 0.01) : NS = not significant.
a .b. = assimilutory brunchlets.
bran . = branches and trunks,
nod . = nod ules.
o = unin oculatcd plant s, + = inoc ulutcd plan ts.

on dry weight or tot al N basis was favorably affec
ted a t the three sampling times.

Assuming that N~ fixati on ca n be measured by
the difference between the total N content of in
oculated trees (that fix N~) and the total N content
of uninoculated trees (that do not). N~ fixed by the
end of the first year (Ju ly 1985) can be estimated at
an average 5.80-3 .32 = 2.48 g N~ per tree. By the
end of the second year (July 1986) the aver age N ~

fixed per tree was 29.44- 17. 19 = 12.25g N ~ . By
the end of the third year (July 1987) the average N~

fixed was 41.07-27 .63 = 13.44g N~ .

Annual N ~ fixed rose from a low 2.48 g per tree
in the first year, by 9.38 g in the second year and
decreased sharply to 1.19 g in the th ird year. Corre-

lati on matrices obtained at each sampling time
showed high coefficients of correl ati on (ca 0.90l
between nodul es and tree biomass and also be
tween percentage of N in assimilato ry branchlets
and tree biomass. By contras t, the coe ffi cient of
correlation between percen tage of N in branch es
and biomass was much lower (Table 3).

Conclusion

The present pap er report s for the first time the
successful use of entra pped Frankie in alginate
beads as an inoculant for field grown Casuarin a
and that Frankia beads seern to be still effective

Table 3. Co rrelations bciwecn nodule biomass cxpressed in ternis of dry (wigh t tNODW) or total N (NODN). and percenta ge of N
in the ussirnilatory branchl ets (E) or branches (F! expresscd in ierrns of arc sin on the one hand and bioma ss of acria l part s oft he tre"
(assimilat o ry branchlers + bran ches) cxpresscd in tcrrns of dry weight (DW) or total N (TOT N) on the other hand

'l'ca r

3

Coefficient of correla tion

NODW DW NO DW TOT N NODN DW NO DNTOTN E DW E TOT~ F DW F TOT~

0.94 0.95 0.93 0.95 0.X5 tl.X5 0.03 tl.97
0.93 0.90 0.9~ 0.X9 o.se 0 .9 ~ 0.67 0 . 7~

0.9~ 0.9 1 0 .9~ 0.91 0 .9~ 0.93 0 .~7 0.37
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afte r a two year sto rage a t room temperat ure .
Instead of using an inocu lant made of a Frankia
culture merely entra ppe d in algina te bead s, a
procedure followed in th e experime nt rep orted
here, D iem et al. ( 1985) (quo ted by Diern et al..
1988) a nd Burleigh et al. (1988) proposed to im
pr ove thi s type of inoc ulant by allowing Frankia to
gro w within th e a lgina te bead s, a pr oced ure which
also appca red to be most successful.

In oculat ing Casuarina equisetifolia wit h Frankia
significa ntly improved tree biorn ass. expressed as
dry weight for tot al N. and the shoo t/roo t rati o,
expressed as dry weight or to ta l N .

Th e posi tive response of Casuarina equise tifolia
to inoc ula tion a t No tt o ca n be expla ined by the fac t
th at th e soi l. like most so ils in Western Africa, is
devoid of Frankia o r co ntai ns a very low num ber o f
na tive Frankia. The nod ulate d trees found in the
con trol (uninocu la ted) were probabl y infected
throu gh co ntaminat ion in the nursery. However.
the hypothesis th at Frankia preexis ted in the so il
cannot be enti re ly rejected. F ur ther studies are
planned to verify whe ther the nodulat ed trees in th e
co ntro l plot were infected by unknown nat ive
stra ins or by 0 RS 02 1001.

Hei gh t was not significa ntly increased by ino
culatio n. a result showi ng th a t. whe n dea ling with
trees, th e use o f height as the sole crite rio n for
assess ing the effect o f inocul ati on may not be suf
ficient.

T he response to inoc ula tio n in th e Notto trial
was less spec ta cula r th an th at rep orted in the ex
periment carri ed ou t recen tly in Zimbabwe by Red
dell et al. (1988) which is th e only o ther field trial
repor ted , to date . usi ng liqu id cu ltures o f Frankia
as inoc ulant for Casua rinaceae.

The reason fo r th is dissimil arit y is pr obabl y be
ca use a t Notto d rough t limited N 2 fixati on and
plant growth, whe reas in Zimba bwe th e env iro n
ment al co ndi tio ns were mu ch mor e fav or abl e.

N2 fixat ion as sessed by the differen ce method , a
meth od which we found to probabl y overes timate
th e act ua l N 2 fixation in soi ls simila r to that of
N otto (So ugoufa ra et al. , \989b ) wa s much higher
in the seco nd year th an in the first and third year s.
Th ese differen ces ca n be a tt ributed either to soi l
chemica l sta tus (the preserice of co mbined N poss
ibly inhibi ting N 2 fixat ion during th e first yea r and
nutrient deficiencies being po ssibly involved in th e
th ird yea r) and/o r insect a ttacks from borers (co-
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leopters of bostrychidae). In absolu te value. the
amoun t o f N2 fixed was in the ran ge of that obser
ved in field-s imula ting co nditions. th at is 3 g per
tree in 6,6 months (Gauthier et al, 1985) with Cas
uarina equisetifolia of the same origin. However it
was mu ch lower than th at obtai ned with a selected
clon e of Casuarina equisetifo lia which fixed as
mu ch as 40-70 g of N2 in 2 years (So ugo ufara et al.,
1989b).

As was obse rved in other experiments, ca rried
o ut in co nta iners (So ugo ufara et al., 1989a), in
ocula tion with Frankia significa ntly increa sed the
shoot /roo t rat io. the relati ve increases for ra tio s
calculated from total N being 50. 29 and 33% at th e
end of Ist , 2nd and 3rd yea r respecti vely.

Co rrelations between th e different pa rame ters
were exa mined in or de r to find out whe ther some of
the m could be used to predict the effect of inocu 
lat ion on the relat ive incre ase of tree bio mass ex
pressed as dry weight or total N. From Table 3 it is
c1ear that there was a significan t positive co rre 
lati on between tree biomass and nodule biornass. a
co rrelation th at we have already obse rved in ail
o the r tri al s, with Casuarina equisetifo lia
(Sou gou far a et al., 1989a). As sugges ted by rece nt
tr ial s, nodul at ion is not necessaril y co rrelat ed with
N 2 fixation per se. Th is absence of correlation is
illustrated here by th e fact th at N2 fixat ion sha rply
decrease during the 3rd year in spite o f th e doubl ing
of the nod ule weight during the same yea r.

The fac t that tree biom ass was co rrelated with
the N % in th e ass imila to ry branchlets-and not
that of the bran ches-is of int erest becau se a non
destructi ve N ana lysis of th e assi mi lato ry bran ch
lets m igh t be used as an indica to r o f th e response of
trees to inoc ula tio n.

From thi s experime nt, which co nce rne d ca 0.5 ha
(surface o f inoculated plots) . and Reddell' s expe ri
ment in Zimb abwe, it ca n be inferred th a t th e tech 
nology of inocul at ion with cultures of Frankia or
Frank ia entr apped in algina te bead s is realistic and
feasibl e on a lar ge sca le in the tropics.

Acknowledgements

Finan cial suppo rt fo r the st udy has been
provided by ORSTOM , Internat ion al Founda tio n
for Science and Ministère de la Pr ot ection de la
Nat ure du Sénégal. We a re gra teful to Marc Du-



91

Response of Casuarina 10 inoculation with Frankia 137

coussa for performing sta tistical ana lyses on the
data and Jean Bakh oum for technical assistance.

References

Burlcigh S. Baker D and Torrcy J G 1991\ Mass inoculum
pr odu ction prorocol fo r Ca suar ina . /11 Abst racts 7th Inter
na tion al Meet ing on Frank ia and actinor hizal plant s. Storrs.
Conn. Augu st 7- 10.

Diem H G . Ga uthier D and Dornrnergues Y R 1982 Isolement
et culture ill vitrn d 'un e souche infectivc de Frank ie isolée de
nodules de Cas ua rina . C R. Acad. Sci. Par is Série C 295.
759-76."\.

Dicrn H G . Duh oux E. Simonet P and Dommcrgucs Y R 1999
Act ino rhiza l syrnbiosis biotcchnology : the present and the
futur e. /11 8th lnrernationul Biotcchnology Symposium. Proc,

Vol. Il. Eds G Durand . L Bobichon and J Floren t. pp 91n 
995 Société Franca ise de Microbiologie. Par is.

Ga uthier D. Diern H G. Domrnergues Y R and Ga nry F 1985
Assessment of N~ fixat ion by Cas uarinu equisctifolia in
oculated with Frankia OR S 021001 using ' ~ N meth ods. Soil
Biol. Biochem. 17. ."\7 5-379 .

Redd cll P and Bowcn G D 1985 Frankia source affects growth ,
nod ulation and nitrogen fixation in Casuarinu spccics. :"ew
Phylol. 100. 115-122 .

Reddell P. Rosbrook P A. Bowen G D and Gwa zc D 19l\x
Growth response in Casuarina cunninghumianu plan tings 10

inoculation with Frank ia. Plant and Soil 108. 79-86 .
Sougoufara B. Duh oux E and Domrncrgu cs Y R 1989a Choix

des crit ères de sélection chez un arbre fixateur de !': ~ : Cusu uri 
na cquisctitolia. Oecol, Plan t. 10. 215- 224.

Sougoufa ra B. Da nse S K A. Dicm H Ga nd Domm ergues Y R
198% Estima ring !': ~ fixation and !': derived from soil b~

Casiutrinu equisetifolia using labelled " !': fert ilizcr : Sorne
problerns and solutions. Soil. Biol. Biochem. (submiucd) .



92

1

o. La sélection clonale de Casuarina equisetifolia
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D1. Mise au point de techniques originales de bouturage et de

micropropagation



(Note à l'état de projet)
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MULTIPLICATION VEGETATIVE DE

CASUARINA EQUISETIFOLIA (FORST.)

PAR LES TECHNIQUES DE BOUTURAGE FLOTTANT

ET DE MICROPROPAGATION

RESUME

Nous avons mis au point deux méthodes de multiplication végétative de

l'espèce Casuarina equisetifolia : une méthode fondée sur une technique de

bouturage flottant et une méthode fondée sur une technique de

micropropagat ion. Dans les deux cas, l'expiant originel est constitué par des

fragments de rameaux photosynthétiques peu lignifiés, prélevés sur des

individus d'arbres sélectionnés.

Dans le cas du bouturage flottant, les explants sont placés sur une plaque de

polystyrène que l'on fait flotter sur un milieu nutritif (Hoagland et Arnon) liquide

contenu dans un bac en plastique, l'enracinement est obtenu après 4 semaines

de culture.

Dans le cas du microbouturage, la mise en culture des explants sur un milieu

minéral de base (Murashige et Skoog) gélosé contenant une cytok inine (2,5

mg/I de BAP) et une auxine (0,01 mg/I d'ANA) permet le débourrement des

bourgeons axillaires. Après un transfert sur le même milieu minéral de base enri

chi en charbon actif, à raison de 20 g/I, les bourgeons axillaires évoluent en ra

meaux végétatifs qu'il est possible d'enraciner dans un milieu de rhizogénèse

contenant seulement une auxine (0,03 mg/I d'ANA).

Les boutures et les microboutures enracinées sont repiquées en pots puis éle

vées en serre afin de vérifier leur aptitude au développement orthotrope.

Mots-clés: Bouturage, Casuarina equisetifolia , Micropropaçation, Multiplication

végétative.
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INTRODUCTION

Comme nombre d'espèces ligneuses, les Casuarinacées n'ont jamais fait l'objet

d'une sélection. Chaque espèce de cette famille est caractérisée par une grande

variabilité génétique et physiologique dans son aptitude à croître et à fixer N2

(Gauthier et al., 1985 ; Sougoufara et al., 1987). Etant donné que les pro

grammes d'amélioration des ligneux fondés sur des expériences d'hybridation

sexuée sont nécessairement des programmes de longue durée, il apparaît judi

cieux de faire appel à des méthodes à court terme simples pour exploiter la va

riabilité naturelle de ces arbres.

La méthode de sélection clonale fondée sur les techniques de bouturage clas

sique (bouturage flottant) et de micropropagation des phénotypes d'arbres sé

lectionnés peut répondre à cet objectif et donc constituer une méthode suscep

tible de donner des résultats dans des délais relativement courts. Il y a quelques

années, on a eu recours au bouturage pour multiplier certaines espèces de Ca

suarina (Somadundaran et Jagadees, 1987 ; Lundquist et Torrey, 1984 ; El La

kany et Shepherd, 1984 ; Husain et Ponnuswamy, 1980). Récemment quelques

groupes de chercheurs ont tenté d'exploiter la variabilité génétique naturelle

chez d'autres espèces actinorhiziennes telles que les Aulnes (Simon et al., 1987

; Tremblay et Lalonde, 1984 ; Huss-Danell, 1980) ou les Elaeagnus (Bertrand et

Lalonde, 1985) ou chez les légumineuses telles que Acacia albida (Gassama et

Duhoux, 1986) ou Acacia mangium (A. Galiana, communication personnelle)

pour améliorer le potentiel fixateur de N2 de ces arbres.

Afin de pouvoir expérimenter sur du matériel homogène permettant une étude

plus rigoureuse des interactions symbiotiques, nous avons mis au point parallè

lement deux méthodes de multiplication végétative de l'espèce Casuarina equi

setifolia, une méthode conventionnelle de bouturage classique conçu en milieu

liquide (bouturage flottant) et une méthode de micropropagation.
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Dans chaque cas nous avons utilisé comme expiant, des fragments de rameaux

photosynthétiques peu lignifiés, prélevés sur les branches d'ordre 1 et 2 au 1/3

supérieur des individus retenus.

2 - MATERIELS ET METHODES

2.1.- Technique de bouturage en milieu liquide (bouturage flottant)

Les explants (environ une cinquantaine) d'une longueur de 5-6 cm chacun sont

d'abord trempés pendant SO min dans une solution aqueuse de SDS (1) 0,01 %,

puis rincés abondamment à l'eau distillée stérile avant d'être traités à la

"Rootone F" (2), complexe d'hormones végétales de synthèse. Ce traitement

s'est effectué en enfonçant la base humide de chaque expiant dans la "Rootone

F" sur une longueur de 3 mm. Ensuite les explants sont insérés à égale distance

les uns des autres dans une plaque de polystyrène expansé de 90 mm

d'épaisseur, en prenant soin de faire dépasser leur base de 1 cm. La plaque de

polystyrène au préalable est percée de trous au moyen d'une aiguille chauffée,

puis stérilisée par trempage pendant 3 h dans de l'eau de javel (1 1

d'hypochlorite de soude 12,5% de chlore actif, dilué dans 3 1d'eau).

Puis la plaque de polystyrène est posée sur une solution nutritive stérile de Hoa

gland et Arnon (1938) (Tableau 1), diluée au 1/4 sans azote, contenu dans une

cuvette en plastique stérile. L'ensemble est recouvert d'une feuille de polyéthy

lène et placé dans une chambre de culture (Fig. 1). La solution nutritive est re

nouvelée chaque semaine.

2.2.- Technique de micropropagation

L'expiant utilisé mesure 10-12 mm de long. Il est constitué de trois verticilles

squamiformes. La désinfection du matériel végétal est obtenue par le trempage

des explants pendant 1 min dans une solution de HgCI2 0,1%, suivi de 5 rin-

(1) Dodecyl Sodium Sulfate réf. Sigma L 5750.

(2) Compagnie Française de produits industriels, 28, bd Gamelinat - BP 125 - 92233 Gennevilliers.
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çages successifs à l'eau distillée stérile. Les explants sont ensuite introduits

dans les tubes de culture (24 x 150 mm) contenant 20 ml d'une solution nutritive

gélosée à raison d'un expiant par tube (planche 1, fig. 1). En ce qui concerne les

conditions de culture, nous avons utilisé trois milieux de culture.

2.2.1.- Milieu (A) d'induction de la caulogénèse

La solution minérale de Murashige et Skoog (1962) additionnée de vitamines

(Nitsch et Nitsch, 1965), 30 g/l de saccharose, 0,01 mg/l d'acide o-naphtalène

acétique (ANA), 6-benzylaminopurine (BAP) de 0 à 3 mg/l (Tableau 2).

2.2.2.- Milieu (B) d'élongation

C'est le milieu (A) additionné de charbon actif à raison de 20 g/l (Merck 2186).

2.2.3.- Milieu (C) d'enracinement

C'est le milieu (A) dépourvu de BAP et de charbon actif. Nous avons tenté des

essais de rhizogénèse avec l'ANA, en utilisant les concentrations suivantes :

0,01 ; 0,02 ; 0,03 et 0,05 mg/l.

Tous les milieux sont ajustés à pH 5,5. L'agar (Bitek Agar Difco) est introduit à

raison de 8 g/l. Les milieux sont ensuite stérilisés à l'autoclave pendant 30 min à

110° C. L'ensemble des cultures est placé dans une chambre de culture de 28°C

sous une lumière incidente d'environ 50 /LE.m-2.s-2 assurée par des tubes fluo

rescents au néon (Philips-TL. 40W 55) avec une photopériode de 17 h par jour.

3 - RESULTATS ET DISCUSSION

3.1.- Technique de bouturage en milieu liquide (bouturage flottant)

Après 4 semaines de culture, toutes les boutures sont enracinées. La longueur

des racines formées est comprise entre 0,5-1 cm, le nombre de racines par
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bouture variant entre 2 et 4 (planche 2, fig. 1). Ce mode de propagation simple,

peu coûteux, classé parmi les techniques conventionnelles de multiplication vé

gétative, présente trois avantages :

1) la base de l'expiant reste toujours immergée,

2) il n'est pas nécessaire d'utiliser une chambre humide, le récipient jouant ce

rôle à condition de le recouvrir d'une feuille de polyéthylène,

3) il est possible de produire un nombre élevé de boutures sur une petite

surface (environ 100 boutures par dm2).

3.2.-Technique de micropropagation

3.2.1.- Expression morphogénétique des explants

Après 2 semaines de culture sur le milieu d'induction à la caulogénèse (milieu

A), on observe à l'aisselle des verticilles de chaque expiant un débourrement

des bourgeons axillaires. A la 4ème semaine, on constate que le nombre de

bourgeons axillaires développés par expiant a augmenté, atteignant en

moyenne 3 ; le maximum étant obtenu avec la combinaison ANA/BAP (0,01/2,5

mg Iitre-1) (planche 1, fig. 2). En outre, le plus fort pourcentage d'explants ayant

réagi est également obtenu avec cette combinaison hormonale (Tableau 3). Il

semble donc que la reprise d'activité de l'expiant mis en culture conduisant à la

production de nouvelles unités végétales ne soit pas simplement liée à une sup

pression de la dominance apicale par ablation de l'apex, mais nécessite aussi

une balance hormonale précise.

3.2.2.- Elongation des bourgeons axillaires

A ce stade, l'expiant portant les bourgeons axillaires de taille relativement petite,

environ 2-3 mm, est transféré sur le milieu d'élongation (milieu B). Après 5 se

maines de culture sur ce milieu, on a observé un développement des bourgeons

en des rameaux verts et vigoureux de 1-2 cm de long qui peuvent constituer

autant de microboutures (planche 1, fig. 3). Ce résultat suggère que l'apport du
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charbon actif au milieu de culture initial non modifié s'est révélé bénéfique à la

phase d'élongation. Selon Anagnostakis (1974), l'adjonction de charbon au mi

lieu de culture immobiliserait et/ou rendrait inassimilables les substances

toxiques provenant du matériel frais ou apportées dans le milieu de culture. Par

son action adsorbante, le charbon actif participerait au maintien du pH des mi

lieux nutritifs et régulerait les balances entre régulateurs de croissance (Ernst,

1974). Il pourrait même entretenir et relâcher des substances favorables à la

croissance et au développement, telles des monophénylamines (Boulay, 1979).

3.2.3.- Enracinement des rameaux néoformés

Les rameaux néoformés sont excisés puis transplantés dans le milieu de rhizo

génèse (milieu C). Deux semaines après le transfert, 60% des rameaux sont en

racinés (planche 1, fig. 4). Etant donné que l'enracinement des rameaux néo

formés n'a pas posé de difficultés majeures, on n'a pas cherché à distinguer la

phase d'induction de celle d'initiation et de croissance des racines; ces der

nières peu abondantes et très fines se sont développées à partir d'un petit cal

cicatriciel blanchâtre. La longueur des racines est comprise entre 5-6 cm

(Tableau 4).

3.3.- Sevrage et acclimatation

Au moment du passage en condition de culture autotrophe les vitroplants et les

boutures classiques âgés respectivement de 3 mois et 1 mois sont cultivés sé

parément pendant 3 semaines dans une mini-serre contenant un support drai

nant constitué d'un mélange stérile perlite-vermiculite (1/2 perlite - 1/2 vermicu

lite, en volume). Lorsque les plantes ont bien développé leur système racinaire,

elles sont repiquées dans des pots en plastique ou dans des gaines en poly

éthylène contenant un sol stérile additionné de billes de polystyrène de 2 mm de

diamètre (1/4 billes, 3/4 sol, en volume). En outre, on a apporté lorsque néces

saire, à chaque plant enraciné, 50 ml d'une solution nutritive Hoagland et Arnon

(1938) diluée au 1/4 avec N. Au bout de 4 mois de séjour en pépinière, on a dé

celé sur une partie relativement importante environ 40% des nouvelles plantes
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obtenues par la technique de bouturage flottant une tendance à la plagiotropie.

Par contre, chez les nouvelles plantes obtenues par la technique de micropro

pagation, on a constaté une aptitude au développement orthotrope (planche 2,

fig. 2).

CONCLUSIONS

Ces résultats ont permis de montrer qu'à partir d'explants sous forme de frag

ments de rameaux photosynthétiques :

- la multiplication végétative par la technique conventionnelle de bouturage flot

tant est possible chez Casuarina equisetifolia et s'avère être une méthode ra

pide de propagation d'individus d'arbres sélectionnés, mais les nouvelles

plantes obtenues présentent souvent des degrés variables de plagiotropisme,

d'aspect mature et de faible croissance.

- la multiplication végétative par la technique de micropropagation est également

possible chez Casuarina equisetitotte et n'engendre aucune perte progressive

de l'aptitude au développement orthotrope des nouvelles plantes obtenues. La

caulogénèse induite sur le milieu de multiplication ne nous a pas permis

d'obtenir un coefficient de multiplication élevé (en moyenne 3 par expiant),

Cependant Aboe-Nii (1987) a montré qu'on pouvait stimuler la formation d'un

grand nombre de bourgeons axillaires en utilisant une combinaison 2ip (1)/ANA

(5,0/0,005 lM) adaptée à l'espèce Casuarina equisetitotie. Cet auteur serait par

venu à propager des phénotypes d'arbres adultes sélectionnés sans utiliser une

technique de rajeunissement, mais il n'a pas indiqué si les clones obtenus pré

sentaient le défaut de plagiotropisme que nous avons constaté de notre côté.

Nous n'avons pas adopté cette approche pour obtenir un coefficient de multipli

cation plus élevé, mais nous nous sommes intéressé à une autre fondée sur

l'utilisation d'explants constitués d'inflorescences femelles immatures qui sera

présentée au sous-chapitre suivant.

(1) 2ip : N6. [2-lsopentenyl] adenine · c'est une cytokinine.
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Tableau 1 - Le milieu de Hoagland et Arnon (1938) dilué au 1/4 sans azote

Concentration en 9
dans un litre d'eau (HA)

K2S04
MgS04,7H20
Ca(H2P04)2

CaS04,2H20

FeNa EDTA 0,2%

Solution oligo éléments

Ajuster le pH à 6,8

0,109

0,123

0,029

0,086

2ml

0,25 ml

NB : Pour avoir le milieu nutritif azoté, ajouter 17 mg de (NH4)2S04.

Tableau 2 - Le milieu de Murashige et Skoog (1962) utilisé comme milieu de culture in vitro

A - Solution de base

Macro-éléments de
Murashige et Skoog

Solution 1

NH4N03
KN03
CaC12,2H20
MgS04,7H20
KH2P04

Micro-éléments de
Murashige et Skoog

Solution 2

H3B03
MnS04.4H20
ZnS04.4H20
KI
Na2Mo04·2H20
CuS04· 5H20
CoCL2·6H20

Fe.EDTA d'après Lin
et Staba (1961)

Solution 3

Na2EDTA
FeS04· 7H20

Concentration en 9 dans 1,5 litre
d'eau distillée

20.62
23.75
5,5
4,62
2,12

Concentration en mg
dans 1 litre d'eau

620
2230
860

83
25

2.5
2,5

Concentration en mg dans 100 ml
d'eau distillée

74
55,7



Solution de vitamines
d 'après Nitsch et Nitsch

(1965) (X 10)
Solution 4

Mésoinositol
Glycine
Acide nicotinique
Pyridoxine HCI
Thiamine HCI
Acide folique
Biotine
Pantothénate de Ca

104

Concentration en mg
dans 50 ml

d'eau distillée

1000
20
50
5
5
5
0,5

10

NB : Pour dissoudre, ajouter quelques gouttes de NaOH 1N

B - Milieu de culture

Solution 1 macro-éléments
Solution 2 micro-éléments
Solut ion 3 FeEDTA
Solut ion 4 solution de vitamines
Saccharose
Charbon actif référence Merck 2186

- ANA, BAP
- Agar
- Eau distillée

Ajuster le pH à 5,6

200 mlll
10 rnl/l
5 mlll
5 rnl/l
30 gll
20 gll

q.s.p.
8 gll

1 litre

Tableau 3 - Influence de la concentration de SAP et d'ANA sur le débourrement des bour
geons axillaires de fragments de rameaux photosynthétiques de Casuarina equisetifolia

Concentration
en mgIlde BAP

avec ANA =

0,01 mg/ l

o
2
2,5
3

Nombre
d'explants

utilisés

40
41
45
39

(%) explants
ayant réagi

0,15
73
97
53

Nombre moyen
de bourgeons

axilla ires
néoformés par

expiant

0,18
2,23 ±O,35a (1)
2,75 ±0,40a
1,56 ±O,35b

(1) Dans la colonne de droite les données suiv ies de la même lettre ne d iffèrent pas significative
ment (P < 0,01).
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Tableau 4 - Influence de la concentration d'ANA sur l'enracinement des rameaux néofor
més de Casuarina equisetifolia

Concentration Nombre (%) rameaux Nombre moyen
en mg/I d 'explants néoformés de racines par
d'ANA utilisés enracinés rameau néoformé

0 39 0 0
0,01 38 0 0
0,02 42 11 1
0,03 40 60 2
0,05 45 33 1,5
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PLANCHE 1

Fig. 1 Expiant de Casuarina equisetifolia mis en culture dans le milieu de multi

plication de Murashige et Skoog (milieu A). Chaque expiant est composé

d'un rameau photosynthétique de 10-12 mm de long (Barre = 0,5 cm).

Fig. 2 Débourrement des bourgeons axillaires d'un expiant âgé de 3 semaines

dans le milieu (A). Les bourgeons axillaires sont situés à l'aisselle des

écailles (E) disposées en verticilles (Barre = 1 mm).

Fig. 3 Elongation comparée de deux explants, 5 semaines après la mise en

culture dans le milieu de Murashige et Skoog. Celui de droite sans char

bon actif dans le milieu (A) et celui de gauche dans le milieu (B) avec

charbon actif (Barre = 1 cm).

Fig. 4 Rameau néoformé enraciné, 2 semaines après le transfert sur le milieu de

rhizogénèse (Barre = 0,5 cm) .
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PLANCHE 2

Fig. 1 Explants matures de Casuarina equisetifolia sous forme de fragments de

rameaux photosynthétiques insérés dans une plaque de culture expansé

et enracinés 4 semaines après la mise en culture suivant le dispositif du

bouturage flottant (Barre = 1 cm).

Fig. 2 Au bout de quatre mois en pépinière, on constate l'aptitude au dévelop

pement orthotrope du vitroplants (Vp) et la tendance à la plagiotropie et

d'aspect mature des boutures matures enracinées suivant le dispositif du

bouturage flottant (Bf) (Barre = 10 cm).
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Ab str act

The s t udy of th e ac t i norh iza l sy mbios is in Ca
suar i na e qui set i fo 1ia r equires an homogen ous pl an t
mate ri a l . Consequent ly , we devi s ed a method of mi
c ro pro paga t i on bas ed on th e ' us e of i mmature f emale
i nflores ce nces (IFI ) as ex pl ant s . IFI exc ised f r om
an adul t t r ee fo r med mu l t ip le buds af t e r 4-week i n
cuba tion on Muras hi p,e and Skoog medium wi th 0 .05
umo l 1- 1 NAA and 11.1 umol 1- 1 BAP . The axilla r y
buds evo l ved int o 5-6 cm 10n p, shoo t s 5 weeks aft er
t he tr ansfer of I FI on a s i mi la r med i um ex cep t fo r
th e additi on of act i va te d cha r coa l . Root i ng of t he
s hoo ts was obt a i ned on a third med i um, without BAP
or cha r coa l , but with 1 Umol 1- 1 NAA . The plant let s
were tran s f erred into s oi l . Thei r growt h was sa t is 
fa ctory and no plagi otropi c t en dency was obs e rved .

Abbrevi at ions
BAP : 6- benzylaminopur i ne ; 2 , 4-0 : 2 ,4 -d ichlo

r ophenoxyaceti c ac id ; I AA : 3-i ndoleacet ic ac i d ;
IFI : i mma t ure fema le i nf lor escences ; NAA : a -naph
ta leneace t ic acid .

Int rodu cti on

Casuar i na e quise t i f o1i a i s wid ely us ed in tr op
ica l and subtropi cal count r i es f or dune s tabi l i za
tion, e s t ab l i s hment of she l t e r be l t s and pro duct i on
of f ue l wood (Nat i ona l Academy of Sc i ences 19R4 ;
Mi dgl ey e t a l 1983). The abi l i ty of C. equiseti f o 1i a
t o grow on n i trogen -poor so i l s i s due t a its as s o
c i a t i on with Frankia, t he symb i oti c ~ - f i x inp, ac t i 
nomy cete fo rmi ng nodul es on its ro o ts . We have a l 
r eady sh own t hat th e N2-f ixi ng po t ent i a l of C. e qui 
setifo1ia exhibi t ed l arge va r iat i ons (Gauth ie r et a l
1985) . Such a va r iab il i t y i s undes irable when one
need s an homogen ous pl ant materi al fo r ex per i me nt a l
purp oses , s uch a s compar i ng the e f fec t i vi ty of Fran 
kia strains ; th e s ol ution is then t o ob t a in copies
of a give n individual, using proper methods of ve ge
tati ve propagati on . On t he othe r hand, one can at tempt
t o exp loi t t he l ar ge va r iab i l i ty of C. e quis e t i f o1ia
populat ions by se l ec t i ng fa s t - growi ng and ac t ive ly
N2- f ixing s pec i me ns and mu lti ply ing t hem us ing a lso
prope r met hods of vege t at ive propagati on . Convent ion
al vege t a t ive propagati on us ing cut t ings has be en
used f or severa l years (Somasunda ran and Jagadees ,
1977; Hus s ain and Ponnus wamy , 1980) . Rece nt ly El 
Lakany and Shephe rd ( 19R4) su cce s sful 1y us ed s t ump
propa gati on ; Lundqui st and Torr ey ( 1984) ob t ained
sa t isfac t or y r es ult s with mat ure s of twood s tem c ut -
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tin gs. Our experiment s (no t r ep ort ed he r e ) a lso i ndi 
ca te d that cut t i ngs of C. eq ui se t i f o1i a wer e abl e t o
f orm r oot s, but we fo und that cut t i ngs fr om ma ture
t r ees of te n showed var y i ng de gr ee s of pl agi otr opi c
gro wt h . Taki ng i n t o acc oun t t he conce pt that "most
tr ees ha ve zones t hat r et ain a de gr ee of juvenility
l onge r t han other areas of t he tree" (Bonga and Dur 
an 1982) , we us ed i mmat ur e female inf lorescences as
exp 'an ts , h~?othesizing t ha t t he s c organ s ha d re
tained , a t l eas t parti ally , th i s juvenility cha rac 
t er . To dat e , no ot her t yp e of ex pI an t has been t e s 
t ed.

Mat er i al and Met hods

Explants wer e co l l ec t ed on the same tree , 10-} 5
year - ol d Cas uari na e qui se ti î ol i a , gro wi ng a t ORSTO~I

r e se ar ch s t a t i on Be l Ai r , Dakar , Se nega l . The ex
plants cons is ted of immature f ema l e infl or e s cence s
( IF I) a t the s tage pr ecedi ng flowerin g by at l ea s t
3 weeks (Fig . }) . An IF I compris e s t wo par t s : an
ovo i d head 1 mm of d i amet e r bearing whorl s of bra cts
with a cymule i n t he axil of ea ch brac t (F l ores and
Moseley 1982) and a ba sal cyl i ndr ic a l peduncle be ar 
i ng whor ls of brac t s wi t h a ve ge t a t ive meri s t em on
the axi l of eac h br ac t .

In the c l i ma t ic condi t i ons prevailing i n th e
nei ghborhood of Dakar, flowering of C. e qui setifo1i a
occ urs i n Februar y, whi ch sh oul d r estrict t he per i od
when I FI can be sampl ed t o a f ew we eks i n Feb ruary .
However, we f ound that th e fl owering s tage of C. e qui 
s e t i f o 1ia co ul d be ex t ended up t o 6-8 mon t hs by wa
t er i ng t he t r ees, t hus pe r mi t t i n g t he co l lec t ion of
I FI t hr oughout a l ong pe ri od of t he ye a r . However ,
the deve l opment ofaxi l l ary buds was de l ayed whe n IFI
we re samp l ed l a t e r than February .

To fac i l i t a te the tr an s por t a t i on of IFI t o t he
l ab, ser,ments of bran ch l e t s bea r ing IF I were seve red
f r om th e t r ees and th e I FI we r e ex c i s ed in th e l ab
just be f ore b ei n~ wash ed i n r unning t ap wate r and
irnmers ed in 0 . 01 % (V/ V) SDS (do decy l so d i um s ulfa t e,
SI GMA L 5750) f or 30 mi n . Fo l l owi ng s ur fa ce s t er ili
za ti on in 0 . 1 % HgCl f or 1 mi n , I FI wer e r ins ed
th oroughl y in s t er i le di s t i l led wate r .

To e l i mi na te t he ti s s ues th at cou l d have been
i nj ur ed dur i ng th e s te r i l iza t ion procedure , t he 10
wer ext remi tv ( 1-2 mm f or e ac h IFI ) was c ut off . IF1
were the n p l~ced ver tica l l y onto t he nutr i ent medium,
their base being drive n i nt o i t 2-3 mm deep .

Thr ee cu l t ure med i a wer e seque nt ia l l y us ed .
A medi um for ce ul o qe ne s i s : ~Iu rashige and Skoog

( 1962) ba sa l medi um wi th vi tami ns (Ni t sch and Ni t sc h
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1965) JO g 1-1 s uc r ose , 0 .05 umo l 1-1 SAA, di f fe r e nt
amounts o f BAP r anging fro m a t o 13. 2 umo l 1- ' (Ta 
b le 1) a nd 8 mg 1- 1 Difco Ba c t o a gar .

B me di um f or s hoo t e l onqa t i on : s ame as A
me d ium bu t wi t h 20 g 1- 1 ac t ivat ed charc oa l (~le rck

2186 ) .
C me d i um fo r rh i s oqe ne s i s : s ame as A me d i um

but wi t ho u t BAP or ac t iva ted cha rcoa l ; we compa red
t he Eol lowi ng co nce nt ra t i ons o E SAA : 0 .05 , 0 . 15 ,
0 .25 , 0 . 5 , 1 umo l 1- 1 (Ta b le 2) .

.'Il l t hree med ia were adj us te d t o r H 5 . 5 beEor e
a ut oc l av i rrg a t 110 °C Eor JO mi n .

Fo l l owi np, s t e r i l i za t i on IF I we r e as ep t i ca l ly
p l aced i n l a cm pe t r i d is ~e s ( l a IFI pe r d is h ) con
t aining 20 ml oE A med ium . AEte r ~ weeks I FI we re
tr an s Eerred into 23 x 15 ~m t ubes (o ne IFI pe r t ube )
co nta i n i ng 25 ml oE B medi um .

~ i ne we eks l at er t he e lo nga t ed s hoo t s or lg l 
nat ing Er om t he axi llary buds Eo r me d in A med i um a nd
deve lo pped i n B me d i um were exc ised t hu s gi vi ng mi 
c roc u t t i ng s . The mi c r oc ut t i np, s were p lace d ve r t ica l 
Iv in 23 x 15 ~ tubes (o ne pe r tube) cont a i ni ng 15
:nI oE C ~e d i um .

.'Il l t ypes o f c u l t ur e s were i ncubat ed in a gr owt h
cha mbe r a t 28=l oC wi t h a 17 h pho to pe r iod (~ ,OOO

lux ) .

B - Shoo t e l onqa t i on

Five wee ks a Ete r be i ng t r ansferred ont o B med i um
ax i l la rv buds evo l ved int o gre e n , vi gor ous -Iooking
5- 6 cm i on g s hoo t s (Fi g . 3) . Howeve r in t he abse nce
oE act i vated cha r c oa l no bud de velopme nt nor s hoo t
e lo nga t io n were obse r ve d .

Tab l e 1 s hows th a t add i t ion o f a cv tok i n i n (BAP)
t o the medium co nt a i ni ng an au xi n (~AA , 0'.05 umo l 1- 1 )
ma r ked ly a fE e c t ed bud i ni t i a ti on . The most favor ab le
me d i um cont a i ned I l .1 umol 1- 1 BAP and 0 .05 umo l 1- 1

~AA . In t he e xr e r ime nt r ep orted i n Tab le 1 we Eound
t ha t a I l the I FI r eact ed , that i s, gave buds , th e mean
numbe r oE b uds be i ng a l ways in t he range o E 5- 6 per
IF I , in t he me d i um wi t h 11.1 umol 1- 1 BAP .

C - Root f or mati on

AEte r be i ng e xci s ed , s hoot s ob t a i ned i n B me 
d i um wi t h 11 . \ umo l 1- 1 BAP , we re use d as mi c r ocu t >

t i ngs a nd p l a ced on to C me d i um (Tab l e 2) .
Wi t h 0 .5 t o 1 umo l 1- 1 ~AA , a Eew t h ick , pi nk ,

adve nt i t i ous r oo ts were fo rmed (F ig . ~ ) . ~ e ne vèr
obse r ve d any ca l l us pr o li Ee ra t i on a t t he base oE t he
mic roc ut t i ngs .

~ume rous ax i l la ry buds Eormed a t t he base
o f the IFI a Et e r 4 weeks on A me d i um (Ba r
= 1 mm ) .

Fi g 0

I mmature Eema le i nEl o r e s cence ( IFI) o E
Cùs uù r i nù equise t i f o l i a used as e xp Ian t .
A, ovoi d apex wi t h f lo re t me r is t ems ; P,
pe ndu nc le (Ba r = 1 mm ) .

Fig . 1

Results

',:he n p laced i n A me d i um , IFI e xh i b i t ed the f ol 
l owing tr a ns f orma t i ons. Af te r 2 weeks t he ovo id he ad
fo rmed a ve ~e ta ti ve a xis whi le t he bas al cv l ind r i ca l
?cdunc l c swe l led . La te r , i .e. af t e r ~ weeks , 5-6
ve ge t a t ive buds a ppeared a t t he base of t he IFI
( F i S; . 2) .

D - IjJ /) ~p lJn ~j(}Q .l nd dcc l imat i nq

Roo t e d rnic r ocu t t i ng s g':'"~" !~'T\ l n C me d i um we r e
r emo ved f r om the tes t tubes a f t e r 4 we eks ~ nd t rans 
p la n ted f rom t he a ~ar med i um i nt o so i l in pot s p l a ced
i n a gree nho use unde r warm and h i gh l v humid co ndi 
t i ons . The a ut ot r ophi c devel opment oE t he pla nt le t s
was sa t isfac t orv , a nd no pl agi o t r opi c t en de ncy was
ob se r ve d .
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0 .0 5 40 0 0
0 . 15 50 0 0
0.25 47 0 0
0 .5 43 14 2
1.0 83 21 2

Concent ra t ion Number of Numbe r of Ne an no of
of BAP r ep l i - re ac t ing bud s per
( ~mo l 1-1) ca t i ons 1FT 1FT

0 47 47 2 . 59 ±0 .29
4 .4 49 49 1. 53 ±0. 17
8 . 8 47 47 3 . 76 ±0 .35

Il .1 47 47 5 . 78 ±0 . 68
13 . 2 46 46 4 . 22 ±0 . 34

Di scussi on and Concl usion

Root fo rma t ion on a microc u t t i ng 2 weeks
a f te r pl acement onto C medi um (Ba r = 1 mm)

Fi g . 4

The ab i lity t o vege t a t i ve ly prop a ga t e tr e e s i s
assoc ia ted wi t h juven i li t y (F ranc le t 1979 ; Franc l e t
et a l 1980) . Si nce i t i s r e co gni zed t hat so rne pa r ts
of th e tr ee s mav be matu re or se ne scen t whi le o the r
porti ons s t i l l ~ isp la y juveni le charac te r isti cs (Bon 
ga and Durzan 1982) , i t c an be hypothe s i zed t hat ex 
pl ants wi t h t hi s desi rab le char a c ter is t ic s ho ul d be
more eas i ly pr opagat e d . Ass umi ng th at IFI o f C. e qui 
se t i fo l ia e xh ib i t t hi s pr operty , we i n i ti at ed t he
invest i gat ions whose r e s u lt s a re r ep or ted he r e . The
s uccess of our e xpe r i me n ts indi cate t ha t IFI of C.
pnuispt i f o l ia land nrohab l v a lso of ot he r Casuar i 
n~cea) cons t i t~ t e s~ tisfactory exp lan ts when deal ing
wi th ma ture trees . In te r estingl y enou gh it ha s be e n
s hown t hat t he pe r i od of time durin g whi ch mature
tr ee s be ar I FI co u l d he d r ama t ic a l l v !' " ...e nded , j us t
by i rri p,ating th e o lants .

I n th e case o f herb ace ous pl an t s , it i s kno~~

th a t fl or al meri stems gr own i n vi t.ro c an r eve r t back
t o ve ge ta t ive mer i s te ms; s uch a r eversi on ha s bee n
r ep or t ed in Ni c o t i ana tabacum and N. glutin os a ( ~a r

ti n et a l 1967 ) , Beta vu lgari s and Bras s i ca oleracea
(Mar gara 1982), Al l i um po r um (Doré and Schweis guth
1980). The ve ge ta ti ve sh oot s ori gi na t i ng f rom IFI of
C. e qui set i fo l ia are not a r e s ult of su ch a proces s ,
s i nce ve ge ta t ive buds a l r eadv ex is t a t a l atent s t a ge
a t t he s te r i le base o f t he I FI , th e deve l opment o f
the s e bud s i n t o s hoo ts be i ng induced by th e nut ri e nt
medi um whe r e IF ! a re placed . ~i t h C. eq uiset i fo l ia ,
on ly l ow amoun t s of auxins a re r equir e d t a init i at e
t he developme nt o f ve getati ve meris t e ms , wherea s rnuch
l ar ge r additi on s of I~~ (4 5 umol 1- 1) or t he us e o f
a s trong auxin (2 ,4 - 0 ) ar e r equ i r ed to ge t th e r eve r
s ion of f l ora l mer i stems of herba ce ous plan t s .

Elonga t ion of newly f orme d s hoo ts occur re ~ on l v
when a c t iva ted charcoa l was add ed to th e nut r i ent

~ l e a n no of
r oot s per mi 
c roc ut t i np,s

Numbe r o f
r oot e d mi
c ro cutt i ngs

~umbe r o f
r ep l i c at e s

Ef fe c t o f BAP c onc en t r a t ion on t he me an
numbe r o f bu ds or i gina t i ng f r om e ac h I FI
of Ca sua ri na e qui se t i fo l i a c ul t i va te d on
A med ium (0.0 5 ~mol 1- 1 NAA i n a I l medi a )

Eff e c t of ~AA concen t ra t ion on r ooti ng of
mic rocut ti ngs 3 -~ we eks af ter placeme nt
on t o C me di um (no BAP added) .

Elonga ted shoo t s or l gl na t i ng f r on
a xi l lar y buds 5 week s a f t e r t rans 
f er t o B medi um (B~r = 1 mm) .

Mean values ±SE i n las t aol ur.;n diffel'
signi; i aant lp , P = 0 .0 5 ( t es t of Ne~an

ani Keuls i n Snedeaor and Coahran , 1971) .

Tab l e 1

Fi g . 3

Conce nt ra t ion
of ':<AA
( umo l 1 - 1)

Tab l e 2
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me di um. The bene f i cia l e f fec t of s uch an add i t io n i s
not ye t c le a r an d seve ra l hypothe ses t o e xpl ain it
have bee n pro posed (~ l iss ion e t a l 1983; Bonga and
Durzan 1982).

The me t hod of mic rop ropagat ion of C. e qui s e ti 
f o l ia based on t he us e of ex plants co ns i s t i ng o f IF I
t ha t i s prese nted here i s easy to handle and cou l d
proba b ly be ado , .ed on a l a r ge sca l e when th e r oo t>

ing of t he shoo t s i s i mproved. I nve s t i ga tions are
upder way t o impr ove the shoot bran ching and the
deve lopme nt of the r oot s ys tem of the mic rocut t i ngs ,
t o f i nd out th e most appr opr ia t e s tage f or exc is ing
IFI f rom th e trees and t o check the nodul ating abi l i 
t y of the plant le ts whe n t r ansp l anted to pot s .

So fa r , the ty pe of exp Iant us ed he re f or mi c ro 
pro paga tion of Cas uar i na e quise t i fo l ia has never
bee n exper imented exce pt by Bonga ( 1984) . However,
i f t h i s au t hor ob ta i ned the f ormati on of adventi t ious
shoo ts in cul t u re s of sec t i ons of immature cones of
l.a r ix deci dua , he di d not obse r ve r ooting in any of
t he shoo t s .
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SUMMARY

Two main approaches were investigated to improve sorne species of
Casuarinaceae : Casuarina equisetifolia, Casuarina glauca, Casuarina obesa
and Allocasuarina verticillata . The objective being not only to increase
the amount of N2 fixed by the host plant in association with its symbiotic
microorganism, but also to · improve the tolerance of the whole Nj-fi x in g
system to environmental stresses.

The first approach is based on the exploitation of the natural genetic
variability. The selected phenotypes are vegetatively propagated. Ex plants
as diverse as young shoots, young roots, and immature female
inflorescences were successfully used for rn i cr o p r e p a g a t i on .
Appropriate nutritional conditions were developed to gi ve efficient shoots
and to obtain true-to-type copies. A high clonai multiplication coefficient
was obtained with A. verticillata when cultivated in Murashige and Skoog
medium supplemented with maltose.

The second approach is based on the artificial increase of genetic
variability. Three techniques were investigated
1 ) somaclonal variation : regenetation of A. verticillata, C. glauca and
C . obesa were obtained through callogenesis. Genetic characteristics of the
new plants are currently under studied.
2 ) protoplast technology : protoplasts of A. verticillata were obtained
which could be used for somatic hybridizations.
3 ) genetic transformation transgenic plants of A. verticillata were
produced using wild strains ( A 4 and 2659 ) of Agrobacterium
rhizogenes.

AIl vitroplants were transfered with success from aseptic to autotrophic
conditions in greenhouse.

These preliminary results show that in vitro methods are prormsing tools
to improve not only Casuarinaceae but also other Nj-f'ix ing trees.
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Casuarin aceae are important tree species because of their good potenti al for
afforestation in subtropical and tropical areas (Turnbull, this book ) as
evidenced by several recent re search programs on their int rodu ction (El
Lakany 1983a, 1983b). Up to now Casuarinaceae have been mainly
propagated by seed. Tre e improvement work started with provenan ce trial s
usin g seed from wild or improved populations and developed into cycl es of
selection and breeding. Vegetative propagation through cuttings wa s tested
in the 1970s (Som asundaran and Jagadees, 1977 ; Hussain and Ponnu swamy
1980, Torrey, 1983). Recently El -Lakany and Shepherd ( 1?84 )
successfull y used stump propagation ; Lundqui st and Torrey ( 1984 )
obt ain ed sati sfactory results with mature softwood stem cuttings .

Because of diffi cuIti es in vegetatively propagating in forest tree spec ies and
because of the long time required by the breedin g cycles, con siderable
attention has been given to in vitro techniques such as micropropagati on,
so maclona l vari ati on, pr otopla st technology and geneti c transform ati on
( Bonga and Durzan, 1987 ; Ahuja, 1988a ). Recently so rne uncoord inated
brief accounts of in vitro culture of Casua rina ceae spec ies have been
publi shed (Aboel-Nil, 1987 ; Duhoux et al. 1986 , Cao et al. 1989 ).

Thi s paper discusses the use of in vitro meth ods for genetic improvement
of Casuarin ace ae sp.

l Plant se lect ion and microprop a eation.

The fir st app roach to plant improvement was based on optimal use of
natural ge netic variability. Desirabl e phenotypes were identifi ed and
subseq uen tl y rn icr opr opa gated.

1 1 Selecti on

Selecti on foll owed by micropr opagati on can lead to imprcssive yield
increases of up to 60 m3 per ha per year in the most recent stand s on the
be st sites. However, yicld is not the on Iy criterion that dcscr vcs --attention in
for cst trees improvement programs ( Morandini , 1989 ). Since soil Icrt ility
conserva tio n and regenerati on are esse ntial in ag rofores try system s, due
acc ount must be given to both the atrnos pheric Nj-f'ixing potenti al of trocs
and also N assimil ation from the soil. Sougoufara et al. (19 89 ) tested
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isotope methods to compare three clones ( a, ~ et S ) of Cas uar in a
equ isetifolia , uninoculated or inocul ated with Fra nkia strain ORS 0 21001
by measuring the N2-fixing potential and the ability to utilize soil N.
Inoculated clon es were the most produ ctiv e;inoculatin g clone S did twice as
weIl as uninocul ated clon e S, fixed
more atmospheric N2 and assimilated more soil N. The most produ ctive
clone clone ~) was the one which exhibited than the uninoculated clon es
both the highest N2-fixing potential and the highest ability to absorb soil N.
The potenti al of Nj-fixing was not correlat ed with the ability to utili ze soil N.
In con clu sion, to exploit spontan eous variation require s sound data not only
on the N2-fixing potential but also on the trees ability to absorb soil N.

1 2 Micropropagation

Selection requires the use of rel iabl e true -to-type propagation meth ods.
Sorne in 'vi tro meth ods can maint ain the sources of germplas m and rapidl y
proliferate the materi al se lected to sufficient level s for adequ ate
ex ploitation in the vari ous tradition al forestry impr ovement work.
The foll owin g two methods can be used to micropropagate cert ain Casuarin a
sp.: . micropr opagation by indu cin g the proliferation of axill ary bud s from
shoot s, and adve ntitious buds in roots seg ments of ju venil e seedl ings, and
micropropagarion based on immature female inflorescence (IFI ). The fir st
meth od ca n be used on hybrid seed and the second on mature Ca suar in a
equise tifo lia trees.

1 2 1 Explants

Se edIin2 ex p la n ts . Seeds of C. equise tifo lia, Allocas uarina verticillata
were surface disinfected with 5% calc ium hypochl orit e ( 200-220° ) for 20
min. and then rin sed three times with steril e wat er. Seeds were germin ated
in ase ptic conditi ons on gelified aga r. Ont month after germination, epico tyls
and roots from plantl ets were used as explants .
IFI from mature trec s. The explant s consisted of IFI (Fig . 1). When
collected it was at 3 w cek s from flowerin g. An IFI comprise s two part s: an
ovoid head 1 mm in diameter bearin g whorls of bracts with a cymul e in the
axil of each bract ( Flores and Moseley 1982 ) and a basal cylindri cal
pedun cle bearin g whor ls of bract s with a vegetativ e meristern on the axil of
each bract.

1 2 2 Establi shment of cultures
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The basal Murashige and Skoog ( 1962 ) mineraI solution ( MS ) was used .
Three culture media supplemented with various organic compounds were
sequentially tested.

4

A medium for caulogcncsls : Caulogenesis in IFIs was obtained with MS
supplemented with vitamins ( Nitsch and Nitsch 1965 ), an aux in 0.05 um 0 1
1- 1 NAA (a-naphtaleneacetic acid) different amounts of a cytokinin BAP
( 6-benzylaminopurine) ranging from a to 13.2 urnol 1- 1. For explants from
seedlings, caulogenesis was obtained by adding IAA ( 0.57 umol 1- 1 ) instead
of NAA.
With IFI used as explants, sucrose 30 gl-1 and four types of gelifiant agar
were used : 8 g. 1- 1 of Agarose 1 ( Indubiose, A 37 HAA, IBF Biotechnics )
Agarose 2 ( N° A- 6877, Type II, Sigma ), Difco Bitek Agar and Difco Agar
Noble.
With roots and shoots explants, maltose 3 or 6% was introduced instead of
sucrose . The medium was solidified by 8 g 1 -1 Difco Bacto Agar for shoots
as explants and wi th Gclrite ( 3.5 g 1- 1 ) for excised roots .

B medium for shoot elongation : for elongation of shoots from IFIs
medium A was supplemented with 20 g 1-1 activated charcoal ( Merck
2186 ).

C medium for rhizogenesis : this medium was the same as A medium
without BAP or acti vated charcoal and supplemented with NAA or IBA
( indolbutyric acid ) at 0.5 and 1.0 Il mol 1-1.

Ali these media were adjusted to pH 5.5 before autoclaving at 110 "C for 30
min. Ali the culture types were incubated in a growth chamber at 28 + 1 oC
with a 16 h photoperiod (50 uE. m-2 s-2 ).

2 3 Rcsu Its

2 3 Shoot regcncration and multiplication

- Imlllj]furc [(,Illille inflorescences ( IFI )

Ncoforrncd bucls appe arcd on IFI cultured in vitro after 5 weeks of culture
on a nutricnt medium ( Fig. 2). The number of neoformed buds from the IFI
depcnded upon the nature of the gclifiant agent ( agaroses, Bitek agar, Agar
Noble). Agaroses 1 and 2 were substrates that increased the number . of
buds by 12 after 5 wccks, and by up to 31 after Il weeks of culture.
Furthcrmore the origin of the neoformed buds differed and depended on
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the nature of gelifiant agent ( Table 1 ).Whereas vegetative meristems of
the basal IFI peduncle always evolved into new shoots (IFI typel) other
meristems, namely florets (1 FI type 2) and apical meristems (IFI type3)
gave vegetative buds only when a gelifiant agent, such as agaroses, was
added to the medium.

ii seedJines ex plants .

5

After 5 weeks of culture, shoot clusters ( up to 30. neoformed shoots ) were
induced ( Fig. 3 ) from a young shoot expiant composed of a 2-3 cm long
green branch. An explant of A. verticillata was introduced in A medium
supplemented with BAP ( O. 22 umol 1- 1 ) and indole-3-acetic acid ( IAA,
0.57 umol 1- 1 ). The unusual high multiplication coefficient could be traced to
the original structure of Casuarinaceae. The nodes of the green branch were
made of several scale-like leaves found in whorls at one node. In culture,
when the explants were placed in the culture medium, the axillary buds
under the leaves at one node grew first and then developed in numerous
branchlets. Each new branchlet developed other buds at the level of other
whorls. Adding of maltose instead of sucrose to the medium resulted in a
higher rate of shoot multiplication, improved biomass and chlorophyll
content and reduced caulogenesis ( Cao et al., 1989 ).

Roots from seedlings of A. verticillata were excised and cultivated on A
medium supplemented with NAA ( 1 u mol 1 -1 ) and BAP ( O. 4 urnol 1 - 1 ).

After 6 wccks of culture 85 % of the explants had developed adventitious
buds. After two or three subcultures the clusters of shoots had grown up to
30 neoformed shoots.

1 2 3 2 Rhizogenesis

After bcing excised, shoots obtained either from juvenile or mature explants
were used as microcuttings and placed on C medium. Roots were forrncd
without callus on media containing NAA or IBA. In C. cquisetifolia and A.
vert icillata 100% rooting was obtaincd within 2 wecks of culture.
Establishcd plantlets were transferred to the greenhouse.

2 - Cenetic transformation

A second method to improve plants IS through genetic cngmcermg.
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A genetic transformation and regeneration system has been developed for
Allocasuarina verticillata (Phelep et al., ). The use of Ag rob act er i um
tumefaciens or rhizogenes , as vectors for plant transformation has been
weIl described and is increasingly successful ( Gheysen et al., 1985, Klee et
al., 1987, Weising et al., 1988 ). Agrobacterium rhizog enes is a plant
pathogenic bacteriurn responsible of the "hairy root'' disease. Plant infection
by the wild type of A . rhizog enes results in the production of rapidly
growing roots at the inoculation site. The roots produced are genetically
transformed. A portion of DNA, the T-DNA, localized on a large bacterial
plasrnid called Ri ( for root inducing ) is transferred to the plant genome
( Chilton et al., 1982, White et al., 1982 ). Integration and expression of the
T-DNA results in root production and opine synthesis in the transformed
cells ( Tepfer and Tempé, 1981 ; Petit et al., 1983 ).

2 1 Obtention of transformed roots

One month after germination, removed aseptic plantlets were inoculated
with A. rhizog enes by wounding different organs: epicotyl, hypocotyl and
cotyledons, with instruments dipped in an A. rhiz ogenes culture.
Hairy roots production was obtained by inoculating A. verticillata wi th
two strains of A. rhi zogenes. 2659 and A4. ( Phelep et al., ). The transgenic
nature of the roots was confirmed by the presence of specifie opine or by
Southern blot analysis.

2 2 Regeneration of tran sgenic plants

Roots initiated at the inoculation site were excised and then cultivated on a
half strength Murashige and Skoog mineral solution ( 1962 ) supplernented
with Nitsch and Nitsch vitamins ( 1965 ) and sucrose ( 20 g }-1 ) and
solidified with Gclrite ( 3. 5 g 1- 1 ). Carbcnicillin, an antibiotic against A.
rhiz ogenes , was added to the medium all throughout the first two or three
subcultures.
Shoot regeneration from A4 tran sforrned roots was obtained by adding
NAA ( O. 25 mg 1- 1 ) and BAP ( 0.1 mg 1- 1 ) to the mcdi um. Buds de vclope d
in 2 months on sorne of the transfonned roots. Shoot regeneration from A .
rhiz og enes strain 2659 transformed roots was spontaneous on hormone
free medium. Multiplication and rooting of neoformed shoots wcre obtained
using the procedure described for micropropagation.

The transgenic regenerants ( transformed with A4 or 2659 ) had root
systems that were more deve lopcd, plagi otr opic and branched than the
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normal ( non transformed ) regenerants ( Fig 4 ). Furthermore the growth
rate of regenerant Tl A4 transformed with strain A4 after 2 months of
culture in rooting medium was higher than that of the normal regenerant.
The root dry weight of the transgenic regenerant was 5 times higher than
that of the normal regenerant. The aerial dry weight of the transgenic
regenerant was two times higher than that the normal regenerant and Tl
A4 aerial system showed reduced apical dominance with highly branched
shoots ( Phelep et al., ).

3 • Stratceies for applications of in vitro ' propaeatjoD

The development of the in vitro propagation provides new tools for the
potential improvement of Casu arinace ae species.

Clon i ng

7

Plants produced through axillary buds culture in vitro are uniform in
quality and can be produced more rapidly than by conventional methods.
Micropropagation of C. equisetifolia can produce clones differing in their
ability to fix N2 and to absorb soil N ( Sougoufara et al ., 1989 ). The main
advantage of micropropagation over conventional propagation techniques is
the reduction in the time required for mass propagation. A
micropropagation technique could be effectively used on hybrids, especially
sterile hybrids such as C equisetifolia x C junghuhniana ( Kondas, 1983 ).
Propagation in aseptic conditions ensures optimal healthy condition for the
plant materi al. Rooted material of in vitro plants may be shipped with
naked roots, i.e. without a gelifiant agent. It is estirnated thar 40, 000 plants
packed in small boxes weigh about 15 kg , and usually survive several days
of transportation
( Boxus, 1987 ).
Another advantage of micropropagation techniques is the production of
rejuvenated in plant materiaI. Rejuvenarion is straightforward when using
IFI which is by nature a juvenile expIant. The multiplication coefficient can
reach 30 after Il weeks of culture. The efficiency of the method is thanks
to fact that floret meristcms grown in vitro in sorne cases revert back to
being vegetative meristems, which facilitates successful use of IFI in
propagating adult trees.

g e n et i c transformation

Foreign genes of agronomie intcrest have been introduced and expressed in
a number of plant species e.g . Nicotiana tabacum , Nicotiana plumbaginifolia ,
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Lycop ersicum esculenturn, Arabidopsis thaliana, Brassica napus ( Ahuja,
1988b ). As far as trees as concerned, only one species was improved by
gene transfer : herbicide tolerance has been transferred and expressed in
transgenic Pop ulu s plants (Riemenschneider et al., 1988).

8

Do Casuarinaceae have important genes available that could be transferred
to the plants? Most of the economically important traits, such as growth,
vigor, yield, height are quantitative traits controlled by polygenes. At the
present time, N2 fixation can be improve by clonaI selection of both host
plant and microsymbiont better than by attempting to introduce foreign
gene. Nevertheless there are sorne traits that might be considered for gene
transfer in Casuarinaceae sp., e.g. herbicide resistance in A. verticillata . The
insect toxie gene from Bacillus thuringiensis is already being transferred in
tobacco and could possibly be introduced in sorne Casuarinaceae to develop
resistance to Lymantria xylina . The gene transfer technclogy could also be
apply to dcvelop resistance of Casuarina to Pseudornonas solanacearum
( Dénarié, personal communication ).

Conclusions

Since Casuarinaceae appear to be an easy plant material to handle in vitro
two new approaches are worth developing .
The first approach is based on exploiting natural genetic variability.
Casuarinaceae species was found to be easy to micropropagate and an
original method was developed for mature trees. Application of rapid in
vitro propagation of elite Ca su ar in a trees with saline or drought tolerance
and a high ability to fix atmospheric N2, would have a tremendous impact
on the afforestation of arid and serni-arid zones and would significantly
improve forest productivi ty.
The second approach is based on the artificial increase of genetic variability:

somaclonal variation, protoplast technology, and genetic transformation.
This papcr on ly discussed the latter. Among the tree species, transgcnic
plants have been produced in Pop ulus (Fillati et al., 1987 ) , in J ug la ns
( Mc Granahan et al., 1988 ) and in apple trees ( James et al., 1988 ). l'hus.
with Casuarina there are now four successfully regenerated transgenic trees,
but Casuarina is the only one that also fixes N. However up to new fore ign
gene transfer has only been applied to the populus tree.
Wi th regard to gene transfer, much remains to be done to identify and
isolate genes that can be used to improve plant quality. This cxciting area
will surely lead to application work in the near future, and Casuarinaceae
seem to be the best candidate.
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Table 1 . Effect of the gelifiant agent on the type of IFI obtained .

Gelifiant agent % of each type of IFI

Agarose 1

Agarose 2

Bitek Agar

Nobl e Agar

Type 1

17.3 c

13.8 cd

11.7 cd

13.1 cd

Type 2

9.1 cd

14.8 cd

3.0 e

7.3 cd

Type 3

73.5 b

70.6 b

84.1 a

79.5 ab

IFI type 1 = dcvelopm ent of basal vege tative axill ary buds
IFI type 2 = devclopmcnt of basal vegetative axill ary buds + floret
m cri s te ms
IFI type 2 = dcvcl oprnent of basal vege tative axilla ry buds + api cal
meri st em

For eac h t rcat rnent 84 IFI were used . AlI of them reacted positi vcl y to the
tr e atm ent
Percent ages of each IFI folJowcd by thc same lett er are not significantly
diffcrent acco rding 10 the Newman & Keul s' test ( P < 0.05 ).



126

Fig.l. Immature female inflorescence ( IF! ) of C. equisetifolia used as
expl an t.
A ; ovoid 'apex with fi oret meristem.
P ; peduncle ( Bar =1 mm ).

Fig. 2. Numerous axillary buds of C . equisetifolia formed on the axil of
bracts of the IF!. Neoformed buds came from either vegetative meristems
( V ) or from floret meri sterns ( F ). Bar = 1 mm.

Fig. 3. Clusters of neoformed shoots of A. verticillata after 6 weeks of
culture. The expIant was an epicotyl of a seedling. Bar = 1 cm.

FigA . . Tran sgenic A. verticillata clone TIA4 (right and middle) compared
with a normal regenerant ( left ). Plants had been cuItured for 6 weeks.
Bar = 1 cm.

9
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D2. Amélioration de la fixation de N2 par sélection clonale de la plante hôte
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Abstract Two individuel see dlings of Casuarina equisetifolia exhib iting (,(J/ISpiCII OII,1
differences ill their nodule numbers \l'l'rI' iden tified i ll a prelim inary screcning cxp eri
me nt , Theil , these individuels \l'l'rI' vegetatively propagated as cuttings, Olle of the
cloues thus obtained 11'0.1' shawn 10 fix / ,6 limes more nitrogen and produce a biomass
2 ,6 limes higlier thun the othe r clone. the inoculation ha ving been achieved with the
samc stra in (!f Frankia . To a vold plagiotropism and other def ects obse rved ill cutt ings.
\1'1' devi sed W I orig ina l method of micropropagat ion based 0 11 the lise of immature

[emule inflorescences as exp lants.

Résumé Ali co urs d' II/le exp érience préliminaire de criblage de semis de Casuarina
cquisctifol ia. 0 11 a ide ntifi é deux individus prés entan t des différe nces évidentes dan s
leur nodulation , 0 11 a ensuite boutur é ces deux indi vidus . 0 11 a montré que l' 1I11 des
clones ain si obtenus Fra i l / .6 f ois p/IIS dazote 'Ille l 'out re el prod uisa it II/ le biomasse
2 .6 / ois plus élevée, l' inoculation ava nt l'lé elll'd llée avec la même so uche de Frankia.
POlir éviter 1I1le croissa nce plagiotrope el d 'outres defect uosites se manifestan t che:

/1'.1' boutures, 0 11 a mis au point 11111' m éthod e originale de micro propo gationIond éc sur
l' utilisation d'exp lants constitu és par des inflorescences f emelles immatures.

Keywords nitrogen fixatio n: Casua rina equisctifolia : vegetative propagation: clonai
selection: soil rehabilitation,

Many Casuarina species are known to be adaptable to adverse environments in
c1 uding infert ile arid and semiarid sites, Their ability to grow vigorously in N-deficient
soils is due to their symbioses with an actinomyc ète. Frankia. that enables them to fix
atmospheric N2 . Casuarinas are therefore ideal candidates for rehabilitating marginal
lands. especially in the serniarid tropics, provided thar their N2-fixing capacity is ade-

Rccc ivcd Scptcmbcr 2·l, 1986: acccptcd Octobcr 14 . 1986
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quate. Atternpting to enhance this cupacity appears to be most desirable. One promising
strategy to achieve this goal is to improve the host plant ability to fix N2 in association
with its symbiont. The host 's role in the N2-fixing symbiosis of crop legumes was recog
nized many years ago (Caldwell and Vest 1977). However, only a few research groups
have recently atternpted to exploit this characteristic to improve the N2-fixing potential
(e.g.. Attewell and Bliss 1985: Phillips and Teuber 1985: Gresshoff et al. 1985). ln the
case of N2· fixing woody plants (legumes or actinorhizal plants). this possibility has not
yet been explored.

In the course of recent investigations on N2 fixation by Casuarina equisetifolia car
ried out at the ORSTOM Research Station in Dakar. Senegal (Gauthier et al. 1985). we
noted thar the seedlings of this species exhibited large variations in their growth rate and
nodulation . Consequently. we initiated a screening experiment to identify individuals
with various N2·fixing potentials. Concomitantly. we devised a rnethod of micropropaga
tion specifically adapted to Casuarina equisetifo lia in order to ensure successful large
scale multiplication of the clones selected for their high N2-fixing potential. ln this com
munication . a comparative study of the Ny-fixing potential of two clones of Casuarina
equisetifolia that have been selected and separated. and of our method of micropropaga
tion for Casuarina equisetifolia are presented.

From a preliminary screening . we selected two individual seedlings that apparently
differed by their nodulating ability. These individuais were vegetatively propagated using
4-5 cm cuttings thar exhibited a satisfactory rooting ability. Resulting clones. named ex
and ~ ' were tested for their nodulation and N2 fixation ability by growing them in a
sterile N-def icient so il. One set of cuttings was inocul ated with Frankia stra in
ORS02 1001 (Diern et al. 1983). and the other set rernained uninoculated. From rneasure
rnents made of 7-month-old cuttings (Table 1). it appeared that clones ex and ~ grew very
poorly when they had not been inoculated. By contrast, the growth of inoculated cuttings
was satisfactory, but differed markedly with the clone. Clone ~ produced 2.6 times more
biornass (expressed in terrns of dry weight and total N) than clone ex . Concomitantly. the

Ta ble 1
Comparison of two clones of Casuarina equisetifolia '

Shoot Nodule
d .wt . N total d .wt . ARA2

(mg per N (mg per (mg per per per g
Treatrnent plant) (9c) plant) plant) plant nodule

Uninoculated
Clone ex 130 a 0.73 a 0.95 a oa Oa NA4

Clone ~ 90 a 1.02 a 0.92 a oa Oa NA
Inoculated

with Frankia'
Clone ex 660 b 1.71 b 11.29 b 54 b 2.88 b 54 b
Clone ~ 1730 c 2.02 c 34.93 c 88 c 4.58 c 56 b

1 7 month-old cuttings. nine replicates.
2 Acetylene reducing activity. cxpressed as urnol C2H. per plant or pcr g nodule . dry wcight

(d .w t .) .
3 Each cutting was inoculatcd with 2 ml, (20 J.Lg of proteins) of a 4-wcek-old culture of Frank ie

strain ORS02 l00 1. Values in columns followed by the sarne letter are Ilot significantly different.
P = 0.05 (nodule dry weight: ARA). P = 0.0 1 (shoot dry wcight. total N and N'lé) .

• NA- not applicable.
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nodule weight and the N2-fixing activity [expressed as acetylene reducing activity (ARA)
per plant] of clone 13 were 1.6 times significantly higher than the same characteristics of
clone a . lnterestingly. the specifie N2-fi xing activity (that is the activity expressed on the
nodule weight basis) of both clones did not differ significantly, which could be expected ,
since this latter characteristic was probably conditioned by the genotype of the Fra nkie
strain used .

This experiment clearly showed that the difference in the N2-fixing potential of clones
a and 13 was related to the nodulation ability of the clones. Field trials present ly un
derway seem to confirm the superior N-fixing potential of clone a .

Sorne species of Ca suarina have been successfully propagated using cuttings for sev
eral years Sumasundaran and Jagadees 1977; Husain and Ponnuswamy 1980: El-Lakany
and Shephe rd 1984; Lundquist and Torrey 1984). Our experiments confirmed these re
sults , but we found that cuttings from mature Cas uar ina equisetifolia often showed
varying degrees of plagiotropic growth. Consequently, we atternpted to devise a method
giving plantlets without such a defect. Taking into account the concept that " most trees
have zones that retain a degree of juvenil ity longer than other areas of the tree" (Bonga
and Durzan 1982). we used immature female inflorescences (If'l) as explants, hoping that
these orga ris had retained . at least partially, this juvenility character.

IFI excised from an adult tree formed multiple buds after 4-week incubation on Mur
ashige and Skoog ( 1962) medium with 0.05 p.rnol L - 1 o- naphtaleneacetic acid and 11 .1
urn ol L - ) 6-benzylaminopurine . The axillary buds evo lved into 5 to ô-cm long shoots 5
weeks after the transfer of IFI on a similar medium except for the addition of activated
charcoal. Rooting of the shoots was obtained on a third medium. without ô-benzylarn ino
purine or charcoal, but with 1 urnol L - 1 o-naphtaleneacetic acid. The plantlets were then
transferred into soil . Their growth was satisfactory and no plagiotropic tendency was
observed (Duhoux et al. 1986). These results indicate that IFI of Casuarina equisetijo lia
(and probably also of other Casuarinaceae) constitute good explants when dealing with
mature trees.

Investigations are under way to irnprove the shoot branching and the development of
the root system of the microcuttings. to find out the most appropriate stage for excising
IFI from the trees and to check the nodulating ability of the plantlets when transplanted to
pots.

Increased N2 fixation is usually achieved by selecting the associated strains of Rhi:o
bium or Fra nkia with the highest effectivity. but the approach consisting in selecting the
host plant for its symbiotic performances is still largely over looked. Prelirninary results
presented here clearly indicate that the second approach is most promising in the case of
species characterized by an extensive genetic variability such as Casuarina equisetifolia .
We found that this variabiIity concerned not only the growth rate. but also the N2-fixing
potent ial of this tree species . Exploiting this variability by identifying superior genotypes
should substantially increase the yield of plantations established in N-deficient soils.

The selection of superior genotypes should obviously be coupled with the improve
ment of the methods of vegetative propagation. allowing the production of a large and
continuous supply of planting stock. Recent advances made in the micropropagation of
Ca suarina equise tifo lia will facilitate the worldwide dissemination of the clones with a
high Ny-fixing potent ial.
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NODULATION ET FIXATION DE N2

CHEZ NEUF COMBINAISONS CLONES DE

CASUARINA X SOUCHES DE FRANKIA

RESUME

Trois clones de Casuarina equisetifolia (a, fi et L) inoculés avec trois souches de

Frankia ORS 021001 (syn : Cj.1 .82), ORS 020608 (syn : Br) et ORS 020607

(syn : Cef) ont été cultivés pendant 10 mois sur du sable lavé à l'acide et arrosés

régulièrement avec une solution nutritive Hoagland et Arnon diluée au 1/4 sans

N. Différents paramètres ont été analysés : la biomasse totale exprimée en

masse de matière sèche et en N total , le poids sec des nodules et le N total des

nodules. L'analyse factorielle de la réponse des différents clones aux différentes

souches de Frankia a mis en évidence:

- Un effet significatif majeur des clones dans la symbiose , ceux-ci se classant

dans l'ordre décro issant: fi > a > L.

- Un effet significatif des souches : tous clones confondus, la souche (Cj.1 .82)

apparaissant comme beaucoup plus effective que les souches (Cef) et (Br) qui

se différencient très peu.

- Une absence d'interaction forte "clones de Casuarina x souches de Frankia".

Mots-clés: Casuarina equisetifolia , Fixation de N2, Frankia , Nodulat ion.
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INTRODUCTION

L'objectif d'améliorer la potentialité de fixer N2 dans l'association symbiotique

Casuarina equisetifolia-Frankia à travers la sélection des deux partenaires est

complexe, puisqu'il s'agit de considérer les deux composantes du système :

(i) la plante-hôte, (ii) le microorganisme fixateur de N2, Frankia. Nous avons

montré précédemment (Sougoufara et al., 1987) que la quantité de N2 fixé dé

pendait dans une large mesure du clone de Casuarina equisetifolia avec lequel

Frankia était associé, l'expérimentation ayant été conduite avec une seule

souche de Frankia.

Cependant nombre de travaux menés sur la fixation symbiotique de N2chez les

Casuarinacées montrent que la souche de Frankia régit dans une certaine me

sure l'aptitude du système à noduler et à fixer N2. Il s'agit soit d'expériences uti

lisant des suspensions de nodules broyés (Coynes, 1983 ; Gauthier, 1984 ;

Reddell et Sowen, 1986) ; soit d'expériences utilisant des cultures pures (Diem

et al., 1982 ; 1983 ; Zhang et Torrey, 1985 ; Torrey et Racette, 1989 ; Rosbrook

et Sowen, 1987 ; Steele et al., 1989 ; Sougoufara et al., 1989), soit des expé

riences utilisant à la fois des cultures pures et des suspensions de nodules

broyés (Reddell et al., 1988; Selstedt, 1988).

La question qui se posait à nous était de savoir quelle était la souche de Frankia

à associer au clone de Casuarina equisetifolia choisi? En d'autres termes,

quelle était la meilleure combinaison "clone de Casuarina x souche de Frankia" ?

Etant donné qu'aucune investigation n'avait été faite antérieurement sur le choix

des meilleures combinaisons "clones de Casuarina x souches de Frankia", nous

avons conçu une expérience factorielle ayant porté sur l'étude de l'influence de

deux facteurs à trois niveaux

- un facteur clone: clone a, clone B, clone L

- un facteur souche : ORS021001 (syn : Cj.1.82), ORS020608 (syn: Sr),

ORS020607 (syn : Cef),

sur la nodulation et la fixation de N2. Il s'agissait donc de la comparaison de neuf

combinaisons "clones de Casuarina x souches de Frankia" .
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METHODOLOGIE

On a utilisé un sol dunaire dit sol de Cambérène lavé au préalable à l'acide

chlorhydrique (1/4 HCI ; 3/4 sol en volume). Le sol a été stérilisé à l'autoclave

pendant 1 h à 120°C, puis additionné de billes de polystyrène de 2 mm de dia

mètre (1/4 billes; 3/4 sol en volume). Avec ce sol, on a rempli S1 récipients de

10 1 chacun en plastique. Quand les boutures de chacun des trois clones a, B et

L ont été âgées de 3 mois, on les a plantées dans les récipients à raison d'une

bouture par récipient. Etant donné que le sol utilisé était totalement dépourvu en

éléments nutritifs, toutes les deux semaines on a apporté à chaque plante 50 ml

de la solution nutritive de Hewitt (1966) contenant par litre : MnS04, 4H20 :

2,230 9 ; CUS04,5H20 : 0,250 9 ; ZnS04' 7H20 : 0,290 9 ; H3S03 : 3,100 9 ;

NaCI : 5,850 9 ; Na2Mo04,2H20 : 0,121 9 ; H20 : 1 litre.

L'expérience a comporté neuf traitements, avec neuf répétitions.

- traitement 1, clones a inoculés avec ORS021001

- traitement 2, clones a inoculés avec ORS020607

- traitement 3, clones a inoculés avec ORS02060S

- traitement 4, clones B inoculés avec ORS021001

- traitement 5, clones B inoculés avec ORS020607

- traitement 6, clones B inoculés avec ORS02060S

- traitement 7, clones L inoculés avec ORS021001

- traitement S, clones L inoculés avec ORS020607

- traitement 9, clones L inoculés avec ORS02060S

Compte tenu du fait que le sol et la solution nutritive ne contenaient absolument

pas d'azote, on n'a pas introduit dans le dispositif un traitement de la plante non

inoculée, l'expérience ayant montré que, sans azote, les plantes dépérissaient

très rapidement. L'inoculation des boutures a eu lieu au moment de leur mise en

place dans les récipients en apportant à chaque plante pour chaque traitement

une quantité de culture de Frankia âgée de 3 semaines équivalente à 20 tLg de

protéines (Lowry et al., 1951).
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Tous les récipients ont été placés en plein air sur une table (h = 1 m). Durant

toute la durée de l'expérience les plantes ont été arrosées régulièrement à l'eau

du robinet.

Sept mois après leur transplantation dans les récipients, les plantes ont été sa

crifiées et on a récolté séparément les rameaux photosynthétiques, les tiges , les

racines et les nodules. Pour chaque plante, on a déterminé la biomasse entière

de la plante exprimée en masse de matière sèche et en N total , la biomasse des

nodules exprimée en masse de matière sèche et le N total des nodules.

Etant donné que les plantes avaient poussé en l'absence de N combiné et que

leur seule source de N avait été N2 de l'air, la teneur en N des plantes mesurée à

la fin de l'expérience a représenté la quantité de N2 fixé.

3 - RESULTATS

L'analyse statistique portant sur les données transformées en log ont montré

que les effets principaux "clones de Casuarina" et "souches de Frankia" ont été

hautement significatifs (P = 0,000) et que l'interaction "Clones de Casuarina x

souches de Frankia" calculée à partir des données transformées en log a été

peu significative (P = 0,05).

3.1.- Effet des souches

La souche Cj.1.82, comparée aux souches Cef et Br, accroît significativement la

fixation de N2 de 17%, ce qui correspond à un accroissement de 11 % et de 17%

pour la biomasse des nodules exprimée en poids sec, ou 42% pour la biomasse

des nodules exprimée en N total (Tableau 1).
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3.2.- Effet des clones

La biomasse du clone B exprimée en azote total est 1,5 fois plus importante que

celle du clone a, qui elle-même, est 1,6 fois plus élevée que celle du clone L. Ces

résultats démontrent clairement que l'effet "clone" est plus important que l'effet

"souche".

L'accroissement de la biomasse des nodules exprimée en poids sec est de 43%

(B versus a) et 175% (B versus L) ; et pour la biomasse des nodules exprimée en

N total, cet accroissement est de 50% (B versus a) et 300% (B versus L) (tableau

1).

3.3.- Comparaison des combinaisons

Lorsqu'on ne tient pas compte du clone L, qui est un clone défectueux, et si l'on

prend comme référence le clone a qui est assez représentatif de la moyenne

des génotypes de Casuarina equisetifolia que nous avons étudiés, on constate

qu'en choisissant la meilleure combinaison (Cj.1.82 x B) , on augmente la fixation

de N2 de 83% par rapport au moins bon couple (Br x a), ce qui est spectaculaire

(Fig. 1).

Lorsque cette comparaison est maintenant fondée sur la biomasse des nodules ,

on a respectivement un accroissement de 70% si la biomasse des nodules est

exprimée en poids sec et de 112% si la biomasse des nodules est exprimée en

N total (Tableau 1).

3.4.- Absence d'interaction forte "clones de Casuarina x souches de Fran-

kia"

Le classement des clones n'est pas modifié quelle que soit la souche de Frankia

impliquée dans la combinaison "clone de Casuarina x souche de Frankia "

(Tableau 1). Une telle situation d'après Gomez et Gomez (1976) s'interprète

comme résultant d'une absence d'interaction forte entre les deux facteurs

"clone" et "souche".
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Cette conclusion est en conformité avec les résultats obtenus par Simon et al.

(1985), Galiana (communication personnelle).

L'absence d'interaction forte peut être mise à profit dans les programmes de

sélection ayant pour objet l'identification de clones performants en ce qui

concerne l'aptitude à fixer N2.

3.5.- Remarque concernant le choix des critères ayant pour objet la sélec

tion des combinaisons "clones de Casuarina x souches de Frankia" les plus

performantes

Lorsqu'on fait appel, toutes combinaisons "clones Casuarina x souches de

Frankia" confondues, aux critères simples "biomasse des plantes inoculées, ex

primée en poids sec (OW) ou en N total (TOTN)" et "biomasse des nodules, ex

primée en poids sec (NOOW) et en N total (NOON)", on observe une corrélation

positive hautement significative correspondant à (P = 0,000)), entre la biomasse

des nodules et la quantité de N2 fixé (0.936, P < 0,001), ce qui permet

d'envisager l'utilisation du critère simple biomasse des nodules pour

sélectionner les couples les plus performants.

4 - DISCUSSION ET CONCLUSION

Dans les conditions expérimentales adoptées , il apparaît clairement que l'effet

"clone" est plus important que l'effet "souche" qu'il ne faut cependant pas négli

ger. En effet, certains auteurs, en étudiant la spécificité d'hôte relative au poten

tiel fixateur de N2 au sein d'un nombre élevé de combinaisons "espèces de Ca

suarina x souches de Frankia" n'ont pas trouvé de différence dans l'effectivité

des souches de Frankia utilisées (Rosbrook et Bowen, 1987). D'autres par

contre ont décelé des différences avec des expériences utilisant des cultures

pures de Frankia ou des suspensions de nodules broyés conduites aussi bien

au champ (Reddell et al., 1988) qu'en serre (Steele et al., 1989 ; Sellstedt, 1988).

Malheureusement leur étude diffère de la notre par le fait que ces auteurs ont

utilisé différentes espèces de Casuarina issues de semis, ce qui augmente
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l'erreur expérimentale par suite d'une variabilité interspécifique et

intraspécifique.

M. la lumière des résultats présentés ici et ceux obtenus par ailleurs chez de

nombreuses associations légumineuses - Rhizobium, Pisum (Cousin et al.,

1985), Trifolium (Nutman, 1971), Medicago (Viands et al., 1981), Cicer et Vigna

(Phillips et Teuber, 1985), il apparaît qu'en plus du microorganisme la nature gé

notypique de la plante hôte est déterminante dans l'aptitude à fixer N2.

Ces résultats suggèrent donc que pour améliorer la fixation de N2 , il ne s'agit

pas seulement de sélectionner le matériel végétal mais également de faire appel

à une approche consistant à identifier les couples plantes-symbiotes les plus

performants.
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Tableau 1 - Poids sec des plantes entières âgées de 7 mois et des nodules, N total des
nodules et N2 fixé dans le cas de neuf combinaisons "clones de Casuarina equiset ifolia x
souches de Frankia" cultivés sur un milieu dépourvu de N combiné

Poids se~ N2 fixé Poids sec N total
(q.plante" ) (g.plante-1) nodules

(g.plante-1)(g.plante -1)

Effet principal "souches"

ORS021001 (syn : Cj.1.82) 195,08 a 1,70 a 6,62 a 0,10 a
ORS 020608 (syn : Br) 182,48 b 1,45 b 5,98 b 0,07 b
ORS 020607 (syn : Cef) 178,21 c 1,44 b 5,63 b 0,07 b

Effet principal "clones"

Clone f3 239,56 a 2,23 a 8,84 a 0,12 a
Clone a 199,97 b 1,49 b 6,1 7 b 0,08 b
Clone L 116,25 c 0,87 c 3,21 c 0,03 c

L'analyse statistique a été effectuée sur des données transformées en log .
Niveau de significat ion : *** P = 0,000 ; * P = 0,05 ; NS = non significatif

- Facteur souches *** * * * * * * * * *
- Facteur clones *** *** *** * * *
- Intéraction
"clones x souches" * * NS *

Les chiffres dans une même colonne suivis d 'une même lettre ne diffèrent pas significativement
(P < 0,01).
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Figure 1 - N2 fixé par trois clones a, f3 et L de Casuarina equiset ifolia inoculés avec trois
souches de Frankia (Cj.1.82, Cef, Br)



145

F. Estimation de la fixation de N2

!
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Summary-Three experiments were ca rr ied out in Senegal to assess the effect of four factors , clone, soil
typ e. volume of containe rs and plant age, on N2 fixat ion by Casuarina equisetifo lia using isotope dilution
(ID), A valu e (AV) and tot al N differen ce (T ND ) methods. Three clones grown in 151. containers differed
sign ificantly in their ability to fix N2 and also to absorb soi! N, the best clone (fi) fixing 3.27 (ID) and
3.85 (AV) and the less active 2.51 (ID) and 2.73 (AV) g N 2 per tree during 1 yr. N2 fixation by clone fi
was mark edly affected by so il N: it decreased from 7.60 (AV) in Camberene soil (0.010% N) down to
4.64 (AV) g N1 fixed per tree in Bel Air soif (0.025-{).030% N) during 1 yr. The amount of N2 fixed was
much higher in lar ger containers. In the case of 1 m) containers with Camberene soil, the amount of N2
fixed (AV) per tree (clon e fi) was 40.44 g during the first year and 84.43 g during the 2 first years of growth.
ln exper iments 1 and 2. ID and AV estimati on s were significantly less than ID or AV estimations, but ,
in exper iment 3, AV and TND estimat ion s were similar. Problems raised by the estimation of N2 fixation
are discussed . Inocul ati on with Frankia strain ORS 021001 always markedly increased plant biomass
expressed as d ry weight and total N .

INTRODUCTION

Attention is focused worldwide on the exploitati on of
Ny-fi xing trees-wood y legumes or actinorhizal
plants-as pr oducers of wood, fuel-wo od and
biomass or as soil improvers. Suspected Ny-fixing
trees have however often been introduced into differ
ent ecosy stem s. with out first ver ifying th at they fix
significant amo unts of N 1 (D ornmergues, 1987). Il is
essent ial to qu antify N 1 fixat ion in different species
a nd provenan ces before promoting thei r extensive
use. Thi s kn owledge would assis t in designing better
man agement pr actices for improving the N1 fixed in
vari ous system s.

Sorne pr actic al problems are bound to ari se in the
initia l a ttempts to evalu at e the N j-fixing potentials of
trees. for which so lutio ns will have to be sought. Our
aim was to ide ntify sorne of the se potential problems
and to pr opose possible solutio ns.

Three meth od s, isot ope diluti on (ID) and A value
(AY) (both isot opi e methods). and the total N differ
ence method (TND) were used to evaluate N l fixat ion
in Casuar ina equisetifo lia and to compare the effect of
the following factors on the plant biom ass and N 1
fixat ion : tree clone, soil type, size of containers for
grow ing trees and plant age. Th e las t part of the
paper is devoted to discu ssion s on ways lO improve
N 1 fixat ion measurement s a nd also to enh ance the

°T o whom ail correspo ndence sho uld be addressed .

Ny-fixing potential of C. equisetifolia , chosen as a
model of fast-growing Ny-fixing trees .

MATERIALS AND METHODS

Soil and plant material

The experiments were made in 1985 and 1986 at the
ORSTOM Bel Air station in Dakar Senegal , using
two types of soil: Camberene soil, a dune soi! (97%
sand), poor in nutrients, s!ightly acid ic (pH 6.0), with
0.10 and 0.010 % C and N respectively; and Bel Air
soi l, a sandy (93% sand), neutral (pH 7.0) soil , with
C and N contents of 0.30 and 0.025-0.030% respec
tively . Each soil type was carefully homogenized, and
fumigated with methylbromide. Three types of con
tainers were used : 15 and 501. plasti c containers
which were fitted into holes dug out in the soil of the
experimental field a t 1.5 x 1.5 m intervals, and con
crete 1 ml containers (vol: 10001.) th at were also
fitted into the soil. .

Cuttings of three clones of C. equisetifo lia which
had been shown (Sougoufara et al., 1989) to have
different Ny-fixing potentials were used . These
were: clone S (a relatively-poor nodulator); clone ':1.

(an intermediate nodulator); and clone P (a very
good nodulator). The explants were p!aced in
sterile Camberene soil in a growth ch amber. After
1 month the rooted plantlets were transferred in
pol yethylene bags into the nursery. Two months
later, the 3-month-old cutt ings were placed in the

695
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containers (two plant s per container). and inoculated
at the base with a 3-week-old liquid culture of
Frankia strain ORS021001 (equivalent to 20t /g
protein plant - 1). Later they were thinned to 1 plant
per container.

Treatments

In experirnent 1 the three treatments indicated in
Table 1 were applied to clones S. :l . p. with 6
replicat ions. In this experirnent the two isotope meth
ods were used to estimate N~ fixation : the isotope
dilution method (ID) with treatment 1 (uninoculated
plant s) as the reference crop (Fried and Middelboe,
1977). and the AV method with a higher 'SN rate
applied (treatment 2) to the uninoculated reference
crop (Fried and Broeshart, 1975; Danso, 1986). Trees
were grown in 151. containers containing Camberene
soil. Other experimental details are given in Tab le 1.

ln experirnent 2 only clone pwas used to study the
effects of inoculation (no inoculation and inocula
tion). soil type (Camberene and Bel Air). and volume
of container (15 vs 501.) on N~ fix ation (using only
the AV and TND methods). Each treatmen t was
replicated three times, Other experimental details are
given in Table 1.

In experirnent 3. as in experiment 2. clone p of C.
equisetifolia was used as plant material. Two factors
at two levels each were studied : inoculation (no
inoculation and inoculatio n). and plant age (12 and
24 months) . Treatment s were replicated five or six
times. Trees were grown in 10001. containers contain
ing Camberene soil. Other experimental details are
given in Table 1. As in experiment 2. only the AV and
TND methods were used to evaluate N ~ fixat ion.

In experiments 1 and 2. P and K were added to the
soil as 5 g K~ HPO~ before plantin g. In experiment 3.
P and K were added to the soil as 20 g K~ HP04

before planting .
In the three experiments, plants were carefully

irrigated throughout growth and. in add ition , re
ceived 50 ml (15 and 50 1. conta iners) or 200 ml

(10001. con tainers) of N-free Hewitt ([966) solution
every week. Plants were harvested at 9 months after
transp lanting [experiments 1. 2 and 3 (treatments 1
and 2)] or 21 months after transplanting [experirnent
3 (treatments 3 and 4)], when they were 12- or
24-months-old. respectively.

Estimation of N! fixa/ion

In experiments 1 and 2, the following plant parts
were sampied separately:

(i) photo synthetic branchlets [terminology recom
mended by Flores ([978); Johnson (1982);
Torrey and Berg (1988). the term cladode
previously used being inappropriate];

(ii) branchlets, branches and trunk;
(iii) roors: and
(iv) nodules.

In experiment 3. because the trees were much larger
than in experiments 1 and 2. the branchlets (dia
< 4 mm) were further separated from branches and
trunk (dia > 4 mm) so that there were five par ts.

Each plant part was dried to constant weight at
70°C and ground into 100 pm powder. Subsamples of
each powdered plant part were analysed for total N
and IsN. Isotopie 'SN analyses were carried out at
Seibersdorf Labora tory (IAEA) using Dumas'
method and a va 602 mass spectrometer (Fiedler
and Proksch, 1975). For each individua l tree, N and
'SN values for the whole plant were calculated by first
weighting the atom % 'SN excess of the different plant
parts (including nodules in inoculated plants) (Fried
1'/ al., 1983).

In experiment 1. because the amount of urea
applied in treatment s 1 and 3 was the same. each
estimate of N, fixation by the TND was simply based
on the difference between the average total N content
of each inoculated plant and that of the uninoculated
control (Bergersen, 1980). In experiment 1(treatrnent
2 vs treatment 3) and in experiments 2 and 3, the
principle of TND calculation was sirnilar, but a

Table 1. Treatrnent s in experiments 1. 2 and 3

Factors studied

Trearrneru
No.

Ap plicat ion Atorn %
of '~ N urea '~N excess Soil

(g N pian i -, )' in urea Inoc.' type'

Volume of Age at
containers harvest

(1) (rnonths)

Experiment / (clone.. S. ' . P)
1 0.232 9.19 0
2 IAOO 1.89 0
3 0.232 9.19 +

Experime m :! (cioIle P)
1 1.400 1.89 0 C 15

0.232 9.19 + C 15
3 1.400 1.89 0 C 50
4 0.232 9.19 + C 50
5 1.400 1.89 0 B 15
6 0.232 9.19 + B 15
7 IAOO 1.89 0 B 50
8 0.232 9.19 + B 50

Exp erimen! J « lone Il)
1 5.590 1.89 0 12

0.930 9.19 + 12
3 5.590 1.89 0 24
4 0.930 9.19 + 24

' In ail cases. " ;-: urea applied al plant ing. In additi on , in experirneru 3. trea trnent 3. 5.590 g
of non-lubelled urea was ap plied 12 mont hs after plaruing.

' 0: no inocu lation: + : inoculation with Frankia serain ORS 021001 (Diern et 01.. 1983).
'C: Camberene soil: B: Bel Air soil.
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Table 2. Experiment 1. compar ison of the following par am eters in three 12·mo nth· old uninoculated (trea tment
1) and inoc ulated (trea tment 3) clones (S. 1. p) of C. equisetifolia

Plant bio rnass
(g plant " ) Estirnates of N, fixation

(g plan t")

Clones
Dry

weight
Tot al

N
A tom %1
liN excess

NDFS
(g plant " ')

No du le
dry weight
rs plant " ) ID AV TND

1.48c
2.14b
3.25a

Treatm ent 1 (uninoculated plants, 1011' rare of urea)
S 204c 1.5le 0.211a

295h 2.18b 0.139a
fi 417a 3.3 la 0.167a

Treatment 2 (uninoculat ed plan/s. h(E: /1 rote C?( urea )
S 379c 2.25c 0.285a 1.91c

421b 2.75b 0.156b 2.52b
fi 534a 3.35a 0.222ab 2.95a

Treatm ent J (inoculated plants , JOme raie al urea 0 5 in treatment 1)
S 417c 4.540 0.095a 1.99c 11.5c
, 534b 5.62b O.092a 3.69b 17.3b
fi 943a 8.513 0.103a 5.14a 27.5a

2.51ab
1.87c
3.27a

2.73b
1.540
3.85a

3.03b
3.45b
5.20a

Soil used : Ca rnberene: volume of conta iners in which plant s were grow n: 151.
With in each treatm en t. da ta in each column fo l lowed by the same leller are not significantly different accordi ng

10 Newrnan-Keuls' test (P < 0.05).
Plant biornass expressed as dr y weight or tota l N. ato m % "N excess. NDFS. nodule dry weight and N, fixed

measured by the ID . the AV and the TND rneth ods.

correction facto r was applied taking int o acco unt th e
am ount of N der ived from fertili zer in N:-fixing,
i.e. inoculat ed (N D F Finoc .) and non-N i-fixing i.e.
un inoculat ed (N D FFuninoc .) plant s, thi s co rrec tion
factor being : + (N DFFuninoc ~ NDFFinoc.).

Estimation of N derired from sail

For the non-N y-fi xing plant , N deri ved fro m so il
(NDFS) was estim ated as th e difference in tot al N
uptak e in each plant and N der ived from fertili zer.
For the Ny-fixing plant , NDFS was the difference
between tot al N upt ake and N der ived from fert ilizer
plu s N: fixed .

RESL'LT S

No control was contaminat ed by Frank ia.

Experim ent 1

Plant biomass. The biom ass of uninocul at ed and
inocula ted clones differed significantly in term s of dry
weight or tot al N (Ta ble 2). For dry weight and tot al
N they ran ked S < ri. < p. The biom ass increases
resulting from inoc ula tio n were significant ( P < 0.05);
the mean dry weight of un inocul at ed plants (trea t
ment 1) was 305 compared to 762 g plant - 1 in th e
inoculated ones (tre atment 3) with corresponding
valu es for tot al N being 2.33 and 6.23 g plant '' ,
resp ecti vely.

Nodule weight and N:fixa tion. Th e ranking of th e
clon es based on nodule biom ass expressed in dr y
weight or tot al N was simi la r to tha t based on plant

dr y weight or to ta l N. Clone p was superior in N:
fixati on and, except for the TND estimate, clon e S
deriv ed mor e N from N: fixati on th an clone z ,

For clones ri. and p amounts of N: fixed were
significan tly higher by the TND th an the iso to pie
meth od s (ID and AV) (Table 2).

The mean estim ate s of N: fixed for the three
method s were: ID = 2.55, AV = 2.70 and TND
= 3.90 g N: fixed plant - 1. The statistical an alysis (no t
presented here ) showed th at the ID and AV method s
assessed sta tistica lly similar N : fixed , but that the
TND gave significantly higher estim ati on s
(P < 0.05).

Tabl e 3 shows th at the A value s of the soi l did
not differ significantly (P < 0.05) with the rat e of
fert ilizer appl ied . In contras t, th e AVs of soil differed
significantly with the clone s.

N dericed fr om sail (g plan t - 1). Th e amo unt of
NDFS differed sign ificantly (P < 0.05) between the
clones, their ranki ng based on thi s trait being similar
to that based on the biom ass.

Exp eriment 2

Plant biomass. For each treatment , mean s are given
in Table 4. Inte rpretati on of th e dat a orga nized
fact ori ally is as follows.

- Soil typ e significantly IP < 0.01) affected plant
biom ass expressed as tot al N (g plant - 1), the
means being 8.93 and 8.36 for the Camberene
and Bel Air soils, respectivel y.

-Volume of container affected significantly
( P < 0.01 ) plant dr y weight and tot al N. The

Experiment 1. A values of soil in treat ments 1 (lo w rate of urea) and
2 (high rate of urea ). unin oculate d plant s

Treatm ent

App licat ion Clones
of ' ~N urea

ts N plant ") S fi
Mean

(t reatme nt 1 vs 2)

Mean (clones)

0.232
1.400

11.7
8.8

10.28

21.3
16.4
18.9A

14.3
11.1
12.78

15.8a
12.l a

Treatment s 1 and 2. whose rneans are followed by the sarne srnall leuer. do not
differ significarnly ( P < 0.051.

Clones whose means are [ollowed by the sarne cap ital letter, do not differ
significantly ( P < 0.05).
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Table 4. Experiment ~ . effect of inoc ula tio n (In oc .) . soil type a nd volume o f conta iners o n the following paramet ers of
! ~·month·old uninoculated a nd inoc ula ted C. equisetifo lia, clo ne p

Estima tes
Pla nt bio mass of N,

Fac tor s studied (g plan t " ) Nodu le fixal io~J
At orn % d ry (g pla nt " )

Treal. Soi l Dry T ot a l ' lN N D FS weight
No . Inoc. ' type? Volume ' weigh t N excess (g plan t") (g plant " ) AV TN D

0 C 15 453 3.14 0.2 14 ~ .78

+ C 15 953 8.51t 0.097 4.57 18.3 3.85 5.64
3 0 C 50 958 4.86 0.203 4.34
4 + C 50 ~3 86 19.~Ot omo 7.66 32.0 11.36 14.67
5 0 B 15 522 3.45 0.19 1 3.11
6 + B 15 882 6.95t 0. 105 4.49 15.0 2.38 3.80
7 a B 50 10~0 5.12 0. 121 4.79
8 + B 50 ~2 50 17.92t 0 . 06~ 10.90 25.3 6.90 13.02

- Facto r inoculat ion
- Facto r so il type NS NS
- Facto r vo lume ••
- [nie ract ions

Inoc . x soil NS
lnoc, x vo lume NS
Soi l x vo lume NS NS NS NS
1noe, x so il x vo lume NS NS NS NS

NS

NS NS NS

Plan t biom ass expressed as dry weight o r to ta l N. at om % " N excess, N DFS. nodule dry weight, N, fixed mea su red
by the AV a nd the TND meth ods.

Significance level: ..P < 0.0 1: • P < 0.05: NS = not sign ificanl.
t lnclud ing nodules.
'0: no inocula tio n: + : inoc ula tio n with Frankia stra in O RS 02100 1.
'e: Ca mberene soil: B: Bel Air So il.
JEslima tes of N, fixa tion using AV and TN D meth ods.

mean dry weights were 702 and 1653 g plant - \
for 15 and 501. co ntai ners, respect ively, with
correspo nding total N va lues of 5.51 and I I. 77.

- Inocula tion significa ntly (P < 0.0 1) affected
plant dry weight and to ta l N, the mean dr y
weights of uninocula ted and inoculated plants
being 738 and 1617 g respect ively. Th e mean
tot al N conten ts were 4.14 an d 13.14 for un
inocula ted and inoculated plants, respectively
(Ta ble 4).

Nodulation and N~fixation . Treatment mean s are
given in Table 4. Interpretat ion of the data orga nized
factorially is as follows.

- No d ule dr y weight (g plant - \ ) was not affected
by so il type, but was significantly (P < 0.01)
higher in larger th an in sma ller co nta iners, the
mean nodule d ry weights being 16.7 and 28.7 g
plant - 1 in the 15 and 50 1. co ntai ners, respec
tively.

-Ato m % Is N excess was not significa ntly affected
by soil type. but it was significa ntly a ffected by
volume of co nta iners. the mea n ato rn % ISN
excess values being 0.152 and 0.114 in the 15 and
50 1. contai ner s. respectively.

- Nitrogen fixed using the A V rnethod was
significa ntly ( P < 0.05) affected by soi l type ,
wit h mea ns of 7.60 and 4.64 g plant - I fo r the
Camberene a nd Bel Ai r soi ls respect ively. Nitro
gen fixed using the AV meth od was significantly
( P < 0.01) higher in the la rge r than in the sma ller
conta iners. with rnea ns of 3.15 an d 9.13 g plant - I

for 15 and 501. containers. respectively.
- Soil type signific an tly (P < 0.0 1) affec ted N:

fixed as measur ed with T N D meth od, TN D
mea ns bein g 10.24 and 8.54 g plant - \ for the
Ca mberene a nd Bel Air soi ls, respec tively, TND
was also significantly (P < 0.01) higher in the

larger co ntai ners than in the smaller ones, with
means of 4.82 and 13.96 g plant - 1 in 15 and 50 1.
co nta iners, respec tively.

- Simi la r to the observa tion in experiment l , AV
values were significa ntly (P < 0.01) sma ller than
TND va lues, the mean values for N2 fixed (ca lcu
la ted in a facto ria l design including data from
both method s) being 6.12 when using AV and
9.28 g plant - I when using TND.

N dericed fr om sail. Treatment means are given in
Tab le 4. Interpretation of the dat a organized fac to ri
ally is as follows.

- T he effect of soil type on N derived from soil
(N D FS) was significant (P < 0.05), with mean s
of 4.83 and 5.82 g plant - \ for the Camberene
and Bel Air soi ls, respe ct ively.

- T he effect o f the volume of containers was
significa nt (P < 0.01), N D FS mean s being 3.73
and 6.92 g plant - ( for the 15 an d 501. containers,
respectively.

- T he effect o f ino cula tion was significant
( P < 0.01), the means N DFS being 3.67 a nd
6.66 g plant - 1 for uninoculat ed and inoculated
plants, respec tively (Table 4).

Distrib ution of J5N in the different plant parts. The
a tom % ISN excess differed within the different plan t
parts with the following ranking , observed bo th in
experiments 1 and 2: ph ot osynthetic branchlets
< br anches < roo ts. The ranking based on to tal N
was the opposite: ph otosynthet ic bra nchlets
> br an che s > roots. The ato rn % 1sN excess in
the nodules was simila r (P < 0.05) to tha t of the
phot osynthetic bra nchlets (Ta ble 5).

Experiment 3

In treat ments 1 and 2 there were 6 replica tio ns. In
treatments 3 and 4 there were 5 replicat io ns beca use
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T a ble 5. Mean atom % " N excess an d mean to tal N co ntent (g plan t ' 1) in the differ ent piani
pa rts of C. equisetifolio, experimeni s 1 (means o f clo nes S. , an d P) a nd 2 (mea ns of

treatmerus 2. 4. 6 a nd 8)

Experiment 1 Exper iment 2

Ai om % Atom °/0
Plant part " N excess Tot al N " N excess Tot al N

Phot o synthetic br an ch lets 0.0460 2.50a 0.033c 5.83a
Bra nch es 0 .089b 1.95b 0.0 84b 3.54b
Roo lS 0. 197a I.5 lc 0.174a 3.5 1b
N odul es 0.059c 0.26d 0.04Oc 0.34<:

Dai a in each co lumn followed by the same leuer a re not significantly different acco rdi ng to
Newm an -Keuls' lest (P < 0.05).

699

one tr ee in trea tment 4 gave a negative value of N~
fixed and one tree in trea tmen t 3 was eliminated to get
a balanced desig n for trea tm ent s 3 and 4. Means of
data fo r the four treatments are given in Ta ble 6.

Biomass of plants . T he biomass of 24-month -o ld
plants, as dr y weight and total N, was significan tly
higher (P < 0.01) than th a t of 12-mo nth-old ones,
and the effect of inocula tion was highly appreciable.
Except in treatment l , the coefficien t of vari at ion was
low (2-7%) (Table 6).

Nodulation and N! fixation. Nodule dry weight
and N~ fixed mea sured by the TND method in
creased significantly (P < 0.01) during the second
year.

Estimates of N ~ fixed based on the either AV or
TND method were simila r, with a doubling of the
amount of N~ fixed in the second year (Ta ble 6).

Dl S C \; SSI O N

Methodology

Comparison of the methods of estimation of N!
fixation. As already indica ted , estimations based on
ID and AV met hod s did not differ significan tly in any
clone .

In experiments 1 and 2 (Tables 2 and 4) estimations
of N~ fixed based on the total N difference method
were always significan tly higher than those obtained
from th e isot opie meth ods. Ruschel et al. ( 1979)
reported that soil N upt a ke was higher in Ny-fixing
than in non-nodulated soybeans. Such a phenomenon
in our study could hav e resulted in the highe r TND
estima tes of Ny-fixed than by the isotopie methods,

assuming that the inoculated plants absorbed mo re N
from soil (NDFS) than uninoculated ones . In addi
tion , there were large varia tions in the abil ity of the
diffe rent clones to utilize soil N (NDFS), even in the
absence of inoc ula tio n (Table 2. trea tment s 1 an d 2),
so that the discrepancies between isotopie and T N D
methods varied with the clones tested .

In experiment 3, in which the plant s were grown in
large concrete containers (1 rrr') (Table 6), there was
good agreement between evaluations based on AV
and TND methods, probably becau se the relative
contribution of soil N to the plant tot al N was similar
in un inoculated and inoc ulated treatments, a hypoth
esis validated by the fact that NDFS of uninoculated
and inoculated plants did not differ significantly.

The AV of the soil in experiment l , treatments 1
and 2, (Table 3) did not differ significantly, which
indicates that increasing the amount of fertilizer did
not affect the AV, a conclusion in conforrn ity with
the AV concept (Fried and Dean, 1982). The fact
that AV varied with the three unin oculated clones
indicates that this value reflect s the variability in the
N nutrition pattern of the plants.

Sampling of the different plant fra ctions. Table 5
(experiments 1 and 2) show s that the ato m % ISN

excess, which , by definition. is inversely related to the
% of N derived from N~ fixa tion, was always much
higher in roo ts than in aeri al parts . The atom % I5N
excess of no du les ranged from 0.050 to 0.064 or
from 0.03 1 to 0.057 in experiments 1 or 2, respec 
tively, and close to those of the ae ria l parts. T he
mech anisms responsible for the distribution of I5N in
the differe nt plant parts are pr ob ably complex. The

Tabl e 6. Expe riment 3. effect of inoculation (Inoc .) a nd plant age o n the following characteristics of uninoculated a nd
inocul at ed C. equisetifolia. clo ne p

Trea t. Age Dr y Tot a l
N o . lnoc.' (months) weigh t N

0 12 3256 (37) 18.8 (35)

+ 12 5548 (7) 62 .3 (7)
3 0 24 12070 (7) 76.6 (6)
4 + 24 23851 (2) 16 1.1 (4)

Estirna tes o f
N. fixation '
(g' pla nt " )

Facto rs studied

- Facto r Inoc.
-Factor age
-Interacti on

Inoc, x age

Plan t biomass
(g plant " ")

Ato m %
"N

excess

0.201 (70)
0.046 (68)
0.0 13 (54)
0.005 (1 14)

NS

ND FS
(g pla nt - ' )

17,2 (39)
21.5 (63)
75.3 (4)
76.7 (47)

Nodule
dry

weight
(g pla nt ' )

78 ( 10)

nO( I)

A V

40.4 (43)

84.4 (471

T ND

45.0 (9)

84.8 (7)

Plant biom ass expr essed as dry weight a nd tot al N. atom % " N excess, NDFS. nodul e dr y weight and N, fixed measur ed
by the (AV) a nd the TND meth od s. Coeffic ient s of va ria tion (%) between bracket s.

Sign ifican ce level : •• P < 0.0 1; • P < 0.05.
Soil used : Ca m be rene soi l: volume of containers where plant s were grown : 1 m' .
'0 : no ino cula tio n: + : ino cula tio n with Frankia stra in ORS 02100 1.
' See Tab le 1: in rreatrnents 3 and 4 ca lculations were based on 5 o ut of 6 replicat ions (see texu ,



700

151

B. SOL:GOl:FARA et al.

following hypo theses can be proposed to explain this
distribution:

(1) the root may not have direct access to the N as
it is fixed. as suggested by Pate et al . ( 1979)
with a large amo unt of N derived l'rom Ny-fixa
tion translocated to the aerial parts of the plant
where it may be needed for the rap id growth of
the assimilatory organs:

(2) because the I!N labelling of the soil declines
with time (Witry. 1983). and with the roots
formed before most et her organs. their tissue
shou ld have a higher I!N content than the l'est
of the plant.

Similar differences in the atom % IS N excess in the
different parts of plants have been reported by several
authors [e.g. Mont ange et al. (1981): Fried et al.
(1983); Rennie and Rennie (1983)). Consequently to
obt ain an accurate estimat ion of the amo unt of N2
fixed it is manda tory to sample and ana lyse separately
the different parts of the plan t before deriving a
weighted ISN average for the whole plant.

ln addi tion. the distr ibuti on of ISN in the uninocu
lated plant declined with age (Table 6), as a result of
the decrease of I!N in the soil (Fried et al. , 1983).

Variabi lity of the dat a. In our experiments, greatest
care was taken not only to obtain a weil homogenized
soil. but also to ensure the use of homogenous plant
materia l, cuttings were used instead of seedlings. The
consequence was that , in experiment 3 (Ta ble 6), with
the exception of treatment 1. coefficients of variation
(CV) related to dry weight , total N and nodule weight
were much lower than those observed in a previous
experirnent on C. equisetifolia (Ga uthier et al., 1985).

CV of atom % ISN excess, were high probably
because of the varia bility of this characteristic in the
different plant parts . Because of the high variability
of atom % ISN excess, the estima tions of N2 fixat ion
based on AV were less precise (i.e. had a higher CV)
than the estima tions obt ained from the TND method,
a result in contradiction with a number of reports
quoted by Boddey ( 1987). To reduce the CV of atom
% I SN excess. one should increase the amount of I SN

added 10 the soil in the case of fast-growi ng trees, like
C. equisetifolia, which abso rb large amounts of N. In
addition. one sho uld attemp t to improve the subsam
pling techn ique (which does not seem to be involved
in the case of nodules, since the biomass is low) and
also to increase the number of replications.

Labell ing of the sa il/or fast-growing trees. For ease
of applica tion the labelling of the soil was achieved
by incorporating the labelled fertilizer into the soil at
planting time. which unavo idably leads to a decline
of IS N enrichment in soil (Witty, 1983). Consequently
the decrease in the atom % ISN excess of plant tissues,
such as the one observed in Table 6 (e.g. treatment 1
vs treatment 3) cann ot be attributed only to the
incorpora tion of N derived from N2 fixat ion. The
solution to this problem has already been given by
dilferent a uthors who recommend the incorpo ratio n
of 'S N labelled organic matter, the additio n of various
carbon sources to immob ilize the N before plant ing,
or the use of slow-release ISN fert ilizer formulations
(WittY and Ritz. 1984; Boddey. 1987).

Because of the fast tree growth and high rate of N2
fixat ion. labelled ISN was markedly diluted in the

inoculated plants, resulting in low atom % ISN excess
values, likely to be drast ically affected by otherwise
small absolute erro rs. To avoid such problems, it may
be necessary to use higher I!N enrichments or higher
amounts of labelled I SN added to the soil (ca 1/20 of
the expected total N in tree at harvest) than nonnally
used in annual grain legumes.

Effect of the colume ofconrainers in which trees were
grown. Table 4 (experiment 2) shows that the larger
the container, the higher was the plan t biomass (dry
weight and total N), the amount of N2 fixed (AV,
TND) and the amount of NDFS. This was also true
for the % of N1 fixed (results not presented ). Il is
unlikely that the low biornass and N1 fixation values
in the small containers were largely attributable to
differences in nutr ient statu s since the amount of
fertilizer that was applied to 15 and 50 1. containers
was the same, or to water limitation since the plants
were pro fusely irrigated. Furthermore, within con
tainers of the same volume, inocu lation increased not
only N2 fixed, but also NDFS, indicati ng that there
was more N in the soil than taken up in the soil
plant ed with uninoculated trees as an example . It
seems that root confinement in small cont ainers, in
sorne unclear fashion , might tend to underestimate
the Ny-fixing potent ial of a tree, i.e. its N1 fixation in
the absence of any limiting factor, and this would
have to be considered when experiments have to be
carried out in closed systems, and in pots, in the field
or greenhouse.

Effect of soi/ type . Although the total N content of
Camb erene and Bel Air soils was low, compared to
that of most arable soils, the N content of Bel Air soil
was still high enough to significantly reduce N1 fixed
by C. equ isetifolia. Th is result suggests that C. equi 
se tifo lia , like most Ny- fi xing plant s, proba bly prefer
utilizing combined N than fixi ng their own N1 from
the atmosphere (Allos and Barth olornew, 1955;
McAuliffe et al., 1958; Harper, 1974; Hinson , 1975).

Incr easing the Nrfixing porent ial of C. equise tifo lia

The data presented here strengthen the concept
that an increase in N1 fixation can be achieved
through two approaches:

(i) screening for host plants with potential for high
N, fixation : and

(ii) inoculating the host with a highly effective
Ny-fixing Frank ia strain.

Clone selection . By cornparing the characteristics
of the three clones that were tested, differences in
rank ing were obtained, based on the characteristics
examined.

Based on plant biomass, nodu le or N derived from
soil, the ranking for clones was: S < ;x < p. For the
amount of N2 fixed, the ranking was: :/ < S < p. This
suggests that, at least for clones S and z. plant
biornass, or the ability to use soil N are not overriding
factors in the ability or these C. equisetifolia clones to
fix N, in association with Frankia.
Va~ia t i ons in the ability of legumes to fix N2 is weil

known [e.g. Hardarson et al. (1984)]. However, with
the except ion of the recent publication of Phillips et
al . (1986) on Cicer arietinum and Vigna unguiculata,
few papers have reported variations in their capacities
to assimilate N from soil.
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Expl oiting thi s double varia bility is a mo st promis
ing a pproach to improve N~ fixat ion and grow th,
especially in the case of trees. Th e problem of the
ch oice of the crite rion to use for plan t selection has
been add ressed in another pap er , which concluded
th at evalu ation of nodule biom ass of tree s grown
in the ab sence of limiting factor s is probabl y a
simple a nd reason abl y reliabl e one (Sougo ufara et al.,
1989).

Con siderin g only clo nes :c and P, previou s studies
(So ugo ufara et al.. 1987) using younger plants
(7-month ), have already sho wn the superiority of
clone Pover clone o: Thi s similarity in the ranking of
the clones in the 1987 study and in the present one
where plants were 12- and 24-month-old suggests that
it is probably possible ta screen the hast plants for N 2
fixati on capa bilities in their early stages.

Inoculation with effec tive strains of F rankia . If clone
select ion appear s ta be a promising approach to
improve N~ fixat ion, on e should keep in mind that
inocu lat ion with Frankia is a n absolute requirement
in soi ls de void of the co mpa tible Frankia strains, a
situa tio n most often enco untered in West Africa . In
a il three experiments, inoculati on with the effective
Frank ia strai n ORS 02 1001 dramatically increa sed
the yield of C. equisetifo lia. expressed as dr y weight
and tot al N .
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RÉSUMÉ

Des boutures âgées de 3 mois de trois clones de Casuarina equisetifolia (S, ex, ~) différant par leur
aptitude à nod uler, ont été plantées dans un so l stérilisé déficient en N, marqué avec de l'urée " N afin
de co mparer les qu ant ités d'azote de la plante pro venant de la fixat ion de N 2 (NdrJ et du sol (Ndls).
Une moitié des plantes a été inoc ulée avec la souche de Frankia üRS 0210ûl , l' aut re n'a pas été
inoc ulée. D ouze mois plu s tard , on a procédé à la récolte des plant es. Les clone s inoculés différaient
les uns des au tres non seulement par le poi ds de leurs nodules mais aussi pa r leur apt itud e à fixer N 2

(Ndf.) et à abso rber N du sol (Ndf,). Les clon es non inoc ulés différaient entre eux par leur Ndh.
Co nt raire ment à ce que l'on pouvai t a tte ndre , les valeurs Ndf• n'ét aient nullemen t reliées aux valeurs
Ndf,. Les valeurs Ndls des plantes inoc ulées étaie nt toujours plus élevées que celles des témoi ns non
inoculés, ce qui explique que les chiff res de fixa tion de N 2 fondés sur la « métho de de la différence »
sont so uvent suréval ués. Une partie de la disc ussion a por té sur le problème du choix de critères de
sélect ion des clones.

M OTS CLÉS : sélect ion clonale, Frankia , Casuarina equisetifo lia,
fixati on de N 2, 1sN, azo te du sol. ,

ABSTRACT

Three -mo nt h old cuttings of thr ee clones of Casuarina equisetifo lia (S, ex, ~) , already known to
differ by their mean nodu le weight , were planted in a sterile N-defi cient soi l labelled with 1sN urea to
compare the amounts of plant N derived from N 2 fixati on (N df . ) , and from soil (N dls). One half of the
cuttings was inoc ula ted with Frank ia strai n üRS0210ûl , th e other half remain ed unin oculated . Twelve
mon ths lat er, plan ts were har vested . ln oculated clones appea red to differ from each other not only by
their nodule weight , but also by their abi lity to fix N 2 (Nd'.) and to abso rb soil N (Ndls). Uninoc ulated
clones differed from eac h other by their Ndls. U nexpectedly, Nd" were no t cor relat ed with Nd'•. Nd" of
inoculat ed plant s was significa ntly higher th an th at of uninoc ulated contro ls, which explains why figu res
of N 2 fixatio n based on the " differe nce method" are often overestima ted . The choice of criteria for
selecti ng the clo nes is discussed.

K EY WORDS : clon ai selection, Frankia, Casuarina equisetifolia,
N 2 fixa tion, 1sN , soi l N.
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1. INTRODI 'l'Tl ON

Les espèces ligneuses sont souvent caractérisées par une grande variabilité.
Depuis plus d'une décennie, on a commencé à exploiter cette variabilité naturelle
pour accroître la productivité de plusieurs espèces d'Eucalyptus (DELwAuLLE, 1985)
et de Pins (FRANCO & SCHWARZ, 1985) en faisant notamment appel à la sélection
clonale.

Mais jusqu 'à présent, à part le cas des aulnes (Huss-DANELL, 1980; TREMBLAY
et al., 1984), cette approche n'a pas encore été utilisée pour augmenter la fixation
de N 2 chez les espèces ligneuses.

Au cours d'une expérience préliminaire effectuée en 1985, nous avions identifié
deux clones de Casuarina equisetif olia appelés clones Cf. et ~, qili à l'âge de 7 mois
présentaient des différences significatives en ce qui concerne la biomasse de leurs
parties aériennes, leur nodulation et leur aptitude à fixer N 2 mesurée par la méthode
de réduction à l'acétylène (SOUGOUFARA et al., 1986 et 1987). Ces premiers résultats
ont montré clairement que ces plants de Casuarina equisetif olia âgés de 7 mois
présentaient de grandes différences dans leur aptitude à fixer N 2' C'est pourquoi
nous avons décidé d'étendre cette étude à trois clones plus âgés (1 an au lieu de 7
mois) en comparant les caractéristiques suivantes : nodulation et fixation de N 2

mesurée par différentes méthodes; absorption de l'azote du sol; biomasse des plantes
exprimée en poids sec ou N total.

Cette comparaison a permis de proposer, parmi ces différentes caractéristiques,
celles qui pourraient être utilisées pour identifier les individus à la fois bons fixateurs
de N 2 et bons producteurs de biomasse.

2. MATÉRIEL ET MÉTHODES

Les trois clo nes ut ilisés ont été les deux clones, Cl. et p, qu i avaient fait l'o bjet de l'étude préliminaire
déjà citée ( SOUGO UFARA et al., 1986 et 1987) et un troi siéme clone, S, choisi en raison de sa nodulat ion
médiocre. La souche de Frankia ut ilisée pour l'in ocul ati on a été la souche ORS 021001 t O tEM et al.,
1982 et (983).

On a rempli 54 sea ux en plastique de 151 chacun avec un so l dunaire dit so l de Carnbér ène
préa lablement stérilisé au bromure de méth yle. Ce sol est trés sa bleux (98 % de sable), ac ide (pH
ea u = 5,0) et t rés pau vre en N (0,01~~) et en C (0, 12 %). Les sea ux ont été installés en plein cha mp avec

. un esp acement de 1,5 x 1,5 m. On les a enfoncés dans le sol en veillant à ce que le bord de chaque
récipient dépasse la surface du sol de 5 à 10cm. Les boutures des troi s clo nes chois is (S, (X, P), obtenues
par la méth ode usuelle de bouturage, ont été mises en place dans les seaux, lo rsqu 'elles avaient 3 mo is,
à raison d'une bouture par seau. Éta nt donné que le sol de Cambérène est très pauvre en éléments
minérau x (somme des bases échangeables : O,17meq/lOOg ), on a apporté au début de l'e xpérience 5g
de K 2HP04 par récipient. Toutes les 2 sema ines, on a appo rté à chaque arbre 50ml de la solution
nutritive de Hel/itt (1966) contenant par litre: Hn50 4• 4M:2,210gi Cu50 4, SM: 0.2S0g; Zn50 4,
7R20: O,290gi RlBO l: l,l OOgi KaCI: S.SSOgi Na2Ho04, 2R 20: O,12 1g ,

Vexp érience a ccspnrté trois traitesents avec six répétit ions:
- Traitement 1: arbres non inoculés: applica tion d 'urée marquée 1SN (excès isoto pique 9, 19~~) à

ra ison de 0,234 g N-urée par seau.

- Traitement 2 : arbres non inoculés; applica tio n d 'urée marquée "N (excès isot op ique 1,89 ~~ ) à
rais on de 1,400 g N-urée par sea u.
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- Traitement 3 : arbres inoculés avec Frankia; applica tion d' urée marqu ée suiva nt les m êmes
mod alités qu e dans le tra itement 1.

Le marquage d u sol à l'a ide de l'N avait pour objet de calculer d'une part la qua ntité de N2 fixé
par les plantes inoculées, d 'autre par t la qu an tité de N du sol abso rbé par les plantes inoc ulées et no n
inoculées.

La so uche de Frankia OR S 02100 1 (D JEM el al., 1982) a été cultivée sur milieu Qmod (LALONDE
& CALVERT, 1979).

L'inoculat ion des boutures (t rai tement 3) a eu lieu au mom ent de leur mise en place dans les seaux
en appo rta nt à chaque plant e une quantité de culture de Frankia ORS 021001 âgée de 3 semaines
équivalente à 20 pg de proté ines. Pend ant toute la durée de l'expérience, les plantes ont été arrosées
réguliérement à l'eau du robinet.

Neuf mois après leur tran splant at ion dans les seaux, les plant es ont été sacri fiées et l'on a récolté
sépa rément les ram eau x ass imila teurs, les tiges, les raci nes et les nodules dan s le cas des plantes inocul ées.
Aucun e des plantes non inoculées n'a été contam inée par Frankia.

Pou r chacun des différent s organes des plantes (ramea ux assimi lateu rs, tiges, raicnes, nodules) on
a déterm iné le poids sec, la teneur en N tot al et l' excès isoto pique, cette dern iére analyse ayant été
effectu ée au labo ra toir e de l'A.I.E.A. à Seibersdor f, Au triche.

A pa rtir des excès isot opiqu es ainsi déterm inés et du poids de chac un des différents orga nes, on a
calc ulé l'excès isotopique pond éré de chaque plant e. La fixati on de N 2 et de la qu ant ité d 'azo te
proven ant du so l ont été estimées en util isant la métho de isotopique directe et la méthode de la valeur
A, le principe de ces deux méth od es ayant été rappelé par ailleurs par différents auteurs (F RIED el al.,
1983; RENNIE & RENNIE, 1983; CORNET et al., 1985; HAUCK & WEAVER, 1986).

3, RÉSULTATS

3. 1. B IOMASSE DES NODU LES EXPRIMÉE EN POIDS SEC OU N TOTAL

Le poids sec des nodules diffère très significativement entre les trois clones,
les valeu rs moyennes étant les suivantes : S= II ,5; lX= 17,3; ~= 27,5 g par plante.
La biom asse des nodules exprimée en N tot al diffère également très significat ivement
entre les troi s clones, les valeu rs moyennes étant les suivantes: S =0,128; lX=0,227;
~ = 0,440 g N par plante (t ableau 1).

Le classement des clone s en foncti on du critère « biomasse des nodul es » est le
suivant :

S«x< ~.

3 . 2. Q UANTIT É DE N 2 FIXÉ

3 . 2 . 1. Quan tité de N 2 fi xé exprimée en valeur absolue

Quelle que soit la méthode d'est imation utilisée (méthode isotopique ou
méthode de la valeur A) les clones diffèrent significativement les uns des autres
mais le classement n'est plus le même que le classement fondé sur la biomasse des
nodules (tableau 1): œ< S<~.

Si l'on regroupe l'ensemble des données correspondant aux tr ois clone s et aux
deu x méthodes d'estimation et que l'on effectue une anal yse factorielle de tout es
ces données, on ob tient le même classement des clones : lX< S<~, les valeurs
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TABLEAU 1. - Bioma sse des nodules des trois clones (S, ex, 13) de Casuarina equisetiolia âgés de 12 mois
et quantit é de N 2 fixé estimée suivant la méthode isotopique directe ou la méthode de la valeur A.

Biomasse des nodules
(g/plante)

Quantité de N 2 fixé
(g/plante)

Clones

s
Poids sec

Il,5a
17,3b
27,5 c

N total

O,l 28a
0,227b
O,440c

Méthode isotopique
directe

2,5\ a (54)
1,87 '(32)
3,27 c (37)

Valeur A

( ' ) Entre parenthèses %de N 2 fixé.

Dan s chaque colonne les données suivies de la même lettre ne diffèrent pas significativement
(P <O,O\ ).

moyennes ainsi calculées étant les suivantes: clone S =- 2,62 ; clone ex =1,70 ; clone
P = J,56 g N 2 fixé par plante.

Cette analyse factorielle montre en outre que les deux méthodes d'évaluation
donnent des résultats non significativement différents, les valeurs moyennes calcu
lées étant assez proches: méthode isotopique directe = U\ ct méthode de la valeur
A= 2,70 gN 2 fixé par plante.

3 . 2. 2. Pourcentage de N 2 fixé

Quelle que soit la méthode d'estimation utilisée (méthode isotopique ou
méthode de la valeur A), les clones diffèrent significativement les uns des autres, le
classement éta nt toutefois différent du classement fondé sur les valeurs absolues de
quantité d'azote fixé (tableau 1): ex < P< S. L'analyse factorielle de l'ensemble des
données confirme ce classement; les trois clones diffèrent significa tivement, les
pourcentages moyens calculés étant les suivants : clone S =58,2 %; clone ex = 31,3 %;
clone P=42,5 %. Les deux méthodes d'évaluation du pourcentage de N 2 fixé
donnent des résultats non significativement différents.

3. 3. Q UA NTIT É DE N PROVENANT DU SOL

Dans le cas des plantes non inoculées (traitement 1), la quantité de N provenant
du so l dans les tissus de la plante, est pratiquement égale à la quantité de N total
(biomasse exprimée en N total) puisque le pourcentage de N provenant de l'engrais
est faible: 1,5 à 2,3 % (tableau II) . C'est ainsi que pour le clone S la quantité de N
provenant du sol est 1,48 g par plante et la quantité de N total (biomasse exprimée
en N total) est de l,51 g par plante. Les quantités de N provenant du sol pour
chacun des clones non inoculés diffèrent très significativement : S = 1,48; ex = 2,14;
P = 3,25 g N par plante.

Si l'on considère l'ensemble des données correspondant aux traitements 1
(plantes non inoculées) et 3 (plantes inoculées ayant reçu le même apport d'urée)
et que l'on effectue une analyse .factorielle de ces données, l'on observe que les
clone s diffèrent très significativement, les valeurs moyennes calculées étant les
suivantes : S= 1,73; «» 2,91, P=4,20gN du sol par plante et que l'effet de l'inocula
tion est très significatif: plantes non inoculées = 2,29 plantes inoculées = J,60 ,g N
du so l par plante.
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Si l'on considère maintenant l'ensemble des données correspondant aux traite
ments 2 (p lantes non inoculées ayant reçu un apport d'urée relativement élevé) et
3 (p lantes inoculées avec un fa ible apport d'urée) et que l'on effectue une analyse
factorielle portant sur ces données, l'on observe que les clones diffèrent significative
ment (a versus p) ou très significativement (S versus p; S versus a) les uns
des autres, les valeurs moyennes calcu lées étant les suivantes: S = 1,83 ; a = 3,27
P= 3,16g N du sol par plante et que l'effet de l'inoculation est très significatif:
plantes non inoculées = 2,46; plan tes inoc ulées = 3,45gN du sol par plante.

Dans tous les cas, le classement des clones est le suivant: S < a < p.

TABLEA U II. - N provenant du sol et de l'engrais et biomasse des trois clones (S, a, ~) de Casuarina
eq uisetifolia âgés de 12 mois non inoculés et inoculés avec la souche de Frankia 0 RS 021001.

Traitements N provenant (') Biomasse

N -urée du sol de l'engrais Poids sec N total
Clone N C (g /plante) Inoculat . (g/pl ante) (%) (g/plante) (g/plante)

S 1 0,232 ° 1,48 2,3 204 l ,51
2 1,400 ° 1,91 15,0 295 2,24
3 0,232 + 1,99 (1) 1,0(1) 417 4,54

J,76 A) I,O(A)
1 0,232 ° 2,14 1,5 379 2,18
2 1,400 ° 2,52 8,2 421 2,28
3 0,232 + 3,69(1) 1,0(1) 534 5,62

4,02(A) I,O(A)
1 0,232 ° 3,25 1,8 574 3,31
2 1,400 ° 2,95 11,7 764 3,35
3 0,232 + 5.14(1) 1,1(1) 947 8,51

4,57(A) I,I(A)

(') Pour les données correspondant au traitement 3, les estim ations peuvent être différentes suivant
que l'on a utili sé la méthode isotopique dir ecte (1) ou la méthode de la valeu r A (A) .

3 .4. BIOMASSE DES PLANTES EXPRIMÉE EN POIDS SEC OU EN N TOTAL

En l'absence d'inocu lation (traitement 1) les biomasses des tro is clones diffèrent
très significativement les unes des au tres, avec les valeurs suivantes pour le poids
sec : clone S = 204; clone a = 379; clone p= 574 g par plante et pour l'azote total:
clone S = 1,51; clone a = 2,18 clone P=3,31 g N par plante (tableau II) .

Si l'on considère l'ensemble des données correspondant au traitement 1 (plantes
non inoculées) et au traitement 3 (p lantes inoculées ayant reçu le même apport
d'urée) et que l'on effectue une analyse factorielle de ces données, l'on observe que
les clones diffèrent très significa tivement. Les valeurs moyennes calculées pour les
biomasses exprimées en poids sec sont les suivantes: clone S = 310 clone a = 456
clone p= 760 'g par plante et pour les biomasses exprimées en N total : clone
s= 3,02~ clone a=3,90; clone P=5,91 gNjplante.

L'effet de l'inoculation est hautement significatif, les valeurs calculées des poids
secs étant les suivantes: plantes non inoculées = J85 plantes inoculées = 632 g par
plante et des biomasses exprimées en N total: plantes non inoculées = 2,33; plantes
inoculées = 6,22 g par plante.
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Si l'o n considère maint enant l'ensemble des données correspondant aux traite
ments 2 (plantes non inoculées ayant reçu un apport d'urée relativement élevé) et
3 (plantes inoculées ayant reçu un faible apport d'urée) et que l'on effectue une
analyse factorielle de ces don nées l'on observe que, là encore, les clones diffèrent
très significativement. Les valeurs calculées pour les biomasses exprimées en poids
sec étant les suivantes : clone S =- 156 ; clone a.= m; clone p= BiS g par plante et
pour les biomasses exprimées en N total : clone S = 3,39 '; clone a.= 3,91 ; clone
p=5,93 g par plant e.

L'effet de l'ino cula tion est hautement significatif, les valeurs calculées pour les
biomasses exprimées en poids sec étant les suivantes : plante s non inoculées = m ;
plan tes inoculées = 632 g par plant e et pour les biomasses exprimées en N total :
plan tes non inoculées : 2,62 plantes inoculées : 6, 2) g N par plant e.

Dans tous les cas, le classement des clones est le suivant : S < a.< p.

3. 5. CORRÉLATIONS

Dans le cas des plante s inoculées, on a construit une matr ice de corrélation
entre les huit variables étudiées (tableau III).

TABLEAU II I. - Mat rice des corrélations entre les huit variables étudiées (plantes inoculées).

2 3 4 5 6 7 8

1 1.000 0 .950 0 .886 0.851 0 . 385 0 .407 0 .869 0 .888
2 0 .950 1. 000 0.850 0.753 0 .5 35 0 .587 0 .873 0 .912
3 0 .886 0 .850 1. 000 0 .962 0 .010 0 .339 0. 769 0 .761
4 0 .851 0 .753 0 .962 1. 000 -0.112 0 . 131 0.694 0.678
5 0 .385 0 .535 0 .0 10 - 0 . 112 1. 000 0 .566 0 . 426 0 .5 12
6 0 . 407 0 .587 0 .339 0 .13 1 0 .566 1. 000 0.554 0 .540
7 0 .869 0 .873 0 .769 0.694 0. 426 0 .554 1. 000 0 .977
8 0. 888 0 .9 12 0 . 761 0 .678 0 .5 12 0.540 0.977 1.000

1. Biomasse des plantes exprimée en po ids sec.
2. Biomasse des plantes expri mée en N to tal.
3. N provenant du so l détermi né par la méthode isoto pique directe.
4. N prove na nt du sol déte rmi né par la méthode de la valeur A.
5. N 2 fixé dét erminé par la méthode isotopiq ue directe.
6. N 2 fixé déterminé par la mét hode de la valeur A.
7. Biomasse des nod ules exprimée en poids sec.
8. Biomasse des nod ules exprimée en N tot al.
On a indiqué en ita lique les co rrélations correspo ndant à P < O.Ol.

4. DISCUSSION ET CONC LUSION

Les tro is clones étudiés diffèrent significativement les uns des autres, mais les
classements varient en fonction des paramètres considérés.

Le classement a.< S < p cor respond au paramètre « quant ité de N 2 fixé en
valeur abso lue », Le classement a.< p< S correspond au paramètre «pourcentage
de N2 fixé ».

Acta Œcologica/Œcologia Plantarum
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Le classement S < a < ~ s'observe pour les paramètres « biomasse des plantes
(poids sec et N total) », « N provenant du sol », « biomasse des nodules (poids sec
et N total) ».

Ces résultats suggèrent que l'aptitude à fixer N2 est indépendante de l'aptitude
à utiliser N du sol. Ce fait est très bien mis en évidence sur la figure 1, où l'on
voit que le clone S, bien que bon fixateur de N 2, utilise moins bien N du sol de
sorte que sa biomasse totale est inférieure à celle du clone a .

L'existence d'une variabilité intraspécifique en ce qui concerne l'aptitude à
fixer N 2 est bien connue depuis longtemps chez les légumineuses (CALDWELL &
VEST, 1977; HEICHEL & VANCE, 1983; GRAHAM, 1984). Mais il semble que jusqu'à
présent, on n'ait pas attaché assez d'importance à la variabilité intraspécifique que
les plantes fixatrices d'azote peuvent présenter en ce qui concerne leur aptitude à
assimiler l'azote du sol. Celte variabilité a été rapportée récemment par PHILLIPs et
al. (1986), qui ont observé que, chez certaines lignées de Cicer arietinum et Vigna
unguiculata, le pourcentage de N provenant du sol pouvait varier entre 30 et 190%
dans 4 graines. Malheureusement cette étude diffère de la nôtre par le fait qu'elle
porte seulement sur les graines et non sur l'ensemble du végétal. Il est donc probable
que les pourcentages considérés par PHILLIPS et al. sont la résultante de deux
processus distincts: l'absorption de N du sol et distribution de N dans les différentes
parties de la plante.

Lorsque les clones a et ~ sont inoculés, on remarque, en outre, qu'ils utilisent
mieux N du sol , probablement (mais peut être pas exclusivement) grâce à une
extension de leur système racinaire. Cet effet de l'inoculation a pour conséquence
d'entraîner une surestimation parfois importante de fixation de N 2 lorsqu'elle utilise
la méthode de la différence (DOMENACH & CORMAN, 1985). C'est pourquoi, il est
indispensable de faire appel à une méthode isotopique pour évaluer le potentiel
fixateur d'un arbre.

Pour identifier les individus caractérisés à la fois par un bon potentiel fixateur
de N 2 et une productivité élevée sur le plan de la biomasse, il est donc en principe
nécessaire de déterminer :

(i) Le potentiel fixateur de N 2 en utilisant une méthode isotopique, les résultats
obtenus ici montrant qu'il n'y a pas de différence significative entre la méthode
directe et la méthode de la valeur A.

(ii) La biomasse des plantes inoculées exprimée en N total, celle-ci reflétant à
la fois le potentiel fixateur de No et l'aptitude de l'arbre à utiliser N du sol (fig. 1).

L'utilisation de ces deux critères n'est pas toujours facile si l'on cherche à
effectuer un criblage rapide d'un nombre élevé d'individus. Puisqu'en pratique, la
sélection des clones a pour objet l'accroissement de la production de biomasse, on
peut se contenter de faire appel à deux critères simples « biomasse des plantes
inoculées exprimée en N total» et « biomasse des nodules exprimée en poids sec et
N total », le deuxième paramètre étant significativement (P<O,OI) lié au premier
(coefficients de corrélation 0,873 et 0,912) . La biomasse des nodules est aussi
significativement (P<O,OI) liée à la quantité de N 2 fixé déterminée par la méthode
de la valeur A (coefficient de corrélation 0,554 et 0,540) . Lorsque la biomasse des
nodules est exprimée en N total (et seulement dans ce cas) la corrélation avec la
quantité de N 2 fixé déterminée par la méthode isotopique directe est moins étroite
mais encore significative (P=0,03) avec un coefficient de corrélation de 0,512 . Par
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FIG. 1. - Biomasse (exprimée en g N par plante) des trois clone s de Casuarina equisetifolia (S, ex, P)
12 mois après leur transplantati on . U : plants non inoculés; 1: plants inoculés avec la souche de
Frank ia ORS 021001. La contributio n du sol est repr ésent ée par les rectangles renfermant des
point s, celle de l'engrais azoté par les rectangles vides et celle de la fixation de N 2 par les rectangles
avec l'indication « N2 », Cette figure a été établ ie à partir des résultats obtenus par la méthode de
la valeur A. Ils auraient été légèrement, mais non sign ificativement, différents si l'on avait fait
appel à la méthode isoto piq ue directe .

Fig. !. - Biomas s iexpressed in terms of g N per plant) of the thre e clones of Casuarina equisetifolia (5,
:x, Pl harvested 12 months after transplantation. U: uninoculated plants; 1: plant s inoculated with
Frankia strain OR502100l, N derived fr om soi! is represented by rectangles with dots ; N derived
fr om nitrogen [ertilizer by empty rectangles and N derived fr om N 2 fi xation by rectangles with the
indicurion " N 2" . Th e graph was drawn from the A value data ; it would have been slightly , but not
significantly different , if the direct isotop e method data had been used.

contre, lorsque la biomasse des nodules est exprimée en poids sec, la corrélation
n'est pas significative, Cette remarque suggère qu'il serait préférable d'exprimer la
biomasse des nodules en N total. Il en est de même pour la biomasse des plantes
pour laquelle l'idéal serait de se fonder sur la détermination de N total. Des
expériences conduites par ailleurs ont montré que, contrairement à ce qui a été
suggéré pour A/nus (Huss.DANELL, 1980), le paramètre « hauteur» ne peut être
substitué au paramètre « biomasse ».

Si l'on utilise le critère « biomasse des nodules», il est nécessaire de recourir,
pour l'inoculation, à la même souche de Frankia. On peut toutefois objecter à cette
façon de procéder le fait qu'il peut y avoir des interactions différentes entre les
souches de Frankia et les clones, problème qui mériterait d'être exploré ultérieure
ment.

I! est probable que la sélection des clones sur la base des critères « biomasse
totale des plantes » et « biomasse des nodules » pourrait être effectuée à un stade

Ac ta Œcologica jŒcologia Plan/arum
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CONCLUSIONS

Les stratégies d'amélioration de la productivité des arbres reposent , comme

chez les plantes cultivées annuelles, sur une amélioration génétique des indivi

dus et également sur l'utilisation de méthodes culturales adaptées. Ce qui diffère

chez les ligneux, c'est tout d'abord, la durée de vie de la plante qui peut être

parfois considérable et ensuite, la grande variabilité génétique naturelle qui

existe dans les peuplements, par suite d'une hétérozygotie très prononcée.

L'amélioration des systèmes symbiotiques est complexe car elle résulte de

l'association des meilleurs gènes de la bactérie et de la plante hôte pour la no

dulation et la fixation de N2 et la quantité de biomasse végétale produite. Or, on

constate que, pour les différentes associations symbiotiques (symbioses Légu

mineuse-Rhizobium et plantes actinorhiziennes), l'étude du partenaire végétal a

été longtemps délaissée au profit de celle du microorganisme. Notre travail, ré

sumé dans ce mémoire, prend en compte la présence des deux partenaires de

la symbiose et propose une approche méthodologique de l'amélioration de la

productivité du Casuarina fondée sur l'exploitation de la variabilité génétique

naturelle à la fois de la plante hôte et du microorganisme associé (Frankia,

champignons ectomycorhiziens).

LA VARIABILITE GENETIQUE NATURELLE ET SON EXPLOITATION

Les preuves moléculaires de ces dernières années ont permis de démontrer

l'importance du rôle de la plante hôte à toutes les étapes de la symbiose. Ac

tuellement, on connaît plus de 45 gènes de plante hôte directement impliqués

dans la nodulation et la fixation de N2 chez les Légumineuses (Vance et al.,

1988) et on peut penser qu'il en est de même chez les plantes actinorhiziennes .

Les observations agronomiques constatées depuis longtemps chez les Légumi

neuses herbacées (soja par exemple) et celles que nous avons réunies pour

Casuarina equisetifolia soulignent clairement une grande variabilité naturelle

dans la potentialité de fixer N2. Pour les plantes herbacées annuelles de nom

breux essais au champ accompagnés de programme d'hybridation sont néces

saires pour conserver les caractères génétiques observés. En ce qui concerne
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le matériel ligneux qui nous préoccupe, la sélection clonale constitue une voie

privilégiée de conservation des individus sélectionnés à cause 1) du caractère

pérenne du matériel, 2) de la faible densité (500 à 3.000 plants/ha) qui rend plus

économique la multiplication végétative des individus sélectionnés.

Afin de pouvoir expérimenter sur du matériel homogène, nous avons mis au

point des techniques de micropropagation tant sur les sujets juvéniles que sur

les arbres âgés, car ces techniques présentent de nombreux avantages sur les

méthodes conventionnelles de propagation. Tout d'abord, cette technique de

propagation conforme peut être utilisée pour une multiplication en masse

puisqu'elle permet une très grande augmentation du nombre de plantes généti

quement identiques, copiées à partir d'un seul plant mère. Ensuite, elle néces

site peu d'espace et peut être programmée indépendamment des saisons. La

sélection d'individus supérieurs matures et leur multiplication par micropropaga

tion à l'aide des IFls devrait permettre ainsi la production massive et régulière de

plants de qualité caractérisés par un pouvoir fixateur élevé.

La fixation de N2 est liée à la présence de souches spécifiques du microorga

nisme et l'inoculation des Casuarina par les Frankia est nécessaire lorsque les

microorganismes sont absents dans le sol. Elle assure alors une bonne installa

tion et un développement satisfaisant des plantes. Nous avons montré égaIe

ment que l'on peut améliorer considérablement la réponse des plantes à

l'inoculation en faisant appel à la technologie fondée sur l'utilisation des mi

croorganismes inclus dans une matrice polymérique. On peut penser d'ailleurs,

qu'à l'avenir l'utilisation d'inoculum avec certaines souches de microorganismes

pourrait accroître non seulement la fixation de N2 et la croissance des plantes,

mais aussi renforcer leur résistance aux parasites et pathogènes.

CHOIX DES CRITERES DE SELECTION

En partant de l'idée que la sélection clonale de la plante hôte de Casuarina equi

setifolia devait tout d'abord tenir compte de son aptitude à fixer N2 en associa

tion avec Frankia , nous avons comparé différents clones (a, {3 , S et L) et mesuré

leur aptitude à fixer N2 en faisant appel à la méthode de l'activité réductrice
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d'acétylène (ARA), à la méthode de culture sur un milieu sans N, à la méthode

par différence et à la méthode isotopique. Parallèlement, nous avons déterminé

la quantité de N du sol absorbé par la plante et la biomasse totale. Cette étude a

abouti aux quatre conclusions suivantes:

1) Il existe effectivement une grande variabilité dans l'aptitude à fixer N2 chez les

différents clones;

2) Il existe en outre, une grande variabilité dans l'aptitude des clones à absorber

N du sol;

3) Il n'y a pas nécessairement une corrélation positive entre ces deux caracté

ristiques;

4) Il n'y a pas d'interaction significativement forte entre les combinaisons

souches de Frankia et clones.

Il en résulte que pour sélectionner les Casuarinas on peut faire appel à trois

types de critères i) le premier qui prend en compte le potentiel fixateur de N2, ii)

le second qui tient compte du potentiel fixateur de N2 et de l'aptitude à utiliser N

combiné du sol, iii) le troisième qui tient compte de la meilleure combinaison

clone x souche de Frankia. On pourrait également ajouter dans les travaux à ve

nir, la recherche d'une forte tolérance de la symbiose à l'égard de N du sol, qui

réduit la nodulation et réprime la fixation dans les forêts installées depuis plu

sieurs années.

CHOIX D'UNE STRATEGIE D'AMELIORATION DE LA PRODUCTIVITE DU

CASUARINA

L'absence d'interaction forte (le classement des clones n'est pas modifié par la

présence des souches et réciproquement) entre la plante hôte du Casuarina et

les souches de Frankia utilisées facilite la mise au point d'une stratégie

d'amélioration. Dans un premier temps, les meilleurs individus de la plante hôte

sont d'abord sélectionnés en exploitant la variabilité naturelle de leur potentiel

fixateur de N2. Le choix d'une souche très effective du Frankia n'intervient que

dans un second temps.

En définitive, une première stratégie pourrait être la suivante:
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1) Un premier ciblage d'individus, fondé sur le contrôle du potentiel fixateur de

N2 en utilisant une souche efficiente de Frankia ; les graines provenant d'une ou

de plusieurs provenances. Les mesures de fixation de N2 sont réalisées en utili

sant la méthode de l'ARA, qui a l'avantage d'être rapide et peu coûteuse, mais

ne peut être utilisée que sur des plantes encore jeunes (6-7 mois) et la méthode

de culture sur milieu sans azote.

2) Les individus retenus sont multipliés par bouturage, technique simple et effi

cace sur des jeunes Casuarinas. Un deuxième criblage sur les mêmes clones,

fondé sur le contrôle de l'aptitude à fixer N2' est réalisé à partir de la méthode

d'abondance isotopique 15N dans des conditions expérimentales au champ, ou

en stimulant les conditions au champ pour la méthode de dilution isotopique.

Elle a pour but de déterminer les caractéristiques physiologiques (% azote pro

venant du sol et de l'air) des différents clones.

3) Une étude des combinaisons "souches x clones" les plus efficientes permet

d'identifier les meilleures d'entre elles.

4) Enfin, on procède à la multiplication des arbres d'élite par micropropagation

des IFls et à leur inoculation par des souches sélectionnées de Frankia, appli

quées selon la technologie des inoculums matriciels.

La stratégie d'amélioration que nous proposons repose uniquement sur des ar

guments physiologiques. Il serait nécessaire de les intégrer dans un véritable

schéma d'amélioration reposant sur des bases génétiques et en prenant les

précautions d'usage de la sylviculture multiclonale. Nous sommes néanmoins

conscients que la sélection sur le seul phénotype, ne permet d'apprécier, ni les

aptitudes génétiques transmissibles des individus sélectionnés , ni la variation

des caractères intéragissants avec les conditions de l'environnement.
f

Toutefois, compte-tenu de la simplicité de la méthode, fondée sur t'~9~ence .

d'interaction forte entre les deux symbiotes, et des gains de productivité obte 

nus à faible coût, nous espérons que nos résultats pourront être utilisés dans les

futurs programmes de reboisement des pays tropicaux.
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LA FIXATION DE N2 PAR LES CASUAR NAS : AMELIORATION PAR SELECTION

CLONALE ET QUANTIFICATION PAR DIFFERENTES METHODES

RESUME

La symbiose Casuarina - Frankia a été étudiée au Sénégal dans les conditions expé

rimentales au laboratoire et au champ avec pour objectif l'amélioration de la potentia

lité fixatrice de N2 de cette association symbiotique. Nos recherches ont porté d'une

part sur les microorganismes symbiot iques racinaires (Frankia et champignons ecto
mycorhiziens) et d'autre part sur la plante hôte.

En ce qui concerne Frankia , il existe deux groupes de souches.

(i) Le groupe des souches à spectre large gui nodulent à la fois les plantes du genre

Allocasuarina et celle du genre Casuarina .

(ii) Le groupe des souches à spectre restreint qui nodulent seulement les Casuarina .

Dans le cas de la symbiose Casuarina equisetifolia - Frankia plus particulièrement

étudiée ici, les souches utilisées appartiennent au deuxième type. L'exploltatlonde la

variabilité de ces souches nous a permis de sélect ionner une souche ORS021001

(syn : Cj.1 .82) particulièrement effective.

En ce qui concerne les Casuarinacées, il existe une grande variabilité dans l'aptitude

à fixer N2 pour une souche de Frankia donnée . Pour exploiter cette variabilité natu

relle génétique de la plante hôte, nous avons proposé la stratégie suivante

d'amélioration de la potentialité fixatrice de N2 et de la productivité en sol carencé en

N de CasVarina equisetifolia :

(i) En premier lieu on effectue un criblage d'individus d'arbres juvéniles, ce criblage

étant fondé d'une part sur la détermination de la biomasse des nodules en faisant

appel à la méthode de réduction à l'acétylène (ARA), la méthode par différence

1======fFN~) , à la méthode lsotoplqae (jE) st AV) et d' aotre part sor la mesure Cie la 15io

masse des plantes entières exprimée en poids sec et en N total.

(ii) Ensuite les individus d'arbres sélectionnés sont multipliés végétativement par des

technlques de micropropagation à partir de fragments de rameaux photosynthétiques

(individus jeunes) ou d'inflorescences femelles immatures (IFI) (individus âgés).

(iii) Les clones ainsi obtenus sont enfin inoculés avec des souches de Frankia sétec

tionnées en fonction de leur efficience, l'inoculation étant faite avec un inoculum po

Iymérique.
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