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ALLOCUTION D’OUVERTURE DE MONSIEUR JACQUES BALDENSPERGER,
SECRETAIRE SCIENTIFIQUE DE LA FIS

Monsieur le Ministre chargé de la Modernisation de I’Etat et de la Technologie
Mr le Directeur Général de I’'ISRA

Mr le Représentant de I'ORSTOM

Mr le Directeur des Affaires Scientifiques et Techniques

Mr le Représentant de I'ISESCO

Mesdames, Messieurs, chers participants,

C’est un grand plaisir pour moi que de vous souhaiter la bienvenue au nom du Dr Jean Tear,
Directeur de la Fondation Internationale pour la Science. Ceux qui ont répondu a notre
invitation ont devant eux une longue semaine de travail intensif, avec un programme
exceptionnellement chargé, j’espére qu’ils ne tiendront pas rigueur aux organisateurs de leur
avoir laissé si peu de temps pour profiter de leur séjour 4 Dakar. Le nombre de participants
nous prouve que le choix du théme était judicieux, car c’est peut-étre la premiere réunion en
Afrique de deux groupes de chercheurs qui ont pourtant beaucoup a apprendre les unes des
autres: les spécialistes des symbioses entre microorganismes et plantes et les
phytopathologistes.

Avec mes collégues de ’ORSTOM Bernard Dreyfus et Jean-Paul Geiger nous avons pensé
que le théme "Interactions Plantes-Microorganismes" devait étre abordé sous ses deux aspects
(positif et négatif), et ceci a plusieurs niveaux (écologie, épidémiologie, biochimie, génétique)
car les processus sont bien souvent les mémes. Le choix de Dakar pour cette réunion
s’imposait alors, puisque depuis longtemps sont menées ici des recherches sur les symbioses
a rhizobium ou actinomycétes, Dakar étant devenu le pdle d’excellence en Afrique pour ce
théme. Vous aurez donc I’occasion de rencontrer de nombreux chercheurs du Sénégal et de
visiter des laboratoires, des serres et des réalisations de terrain de trés grande qualité. Ne
laissez pas passer cette occasion, prenez des contacts, discutez (en dehors des sessions!)
surtout avec vos collégues d’autres institutions, d’autres pays, qui travaillent sur un théme qui
n’est pas le votre!

De la dizaine de Séminaires de ce type que j’ai organisé pour la Fondation Internationale pour
la Science, celui-ci est le premier co-organisé et co-financé avec I’Institut Frangais de
Recherche Scientifique pour le Développement en Coopération, plus connu sous le sigle
ORSTOM, et j’en suis personnellement satisfait puisque j’appartiens moi-méme a I’ORSTOM.
Grace a I’apport scientifique et financier de I’ORSTOM, nous avons pu élargir le cadre
habituel des Séminaires FIS en invitant des chercheurs qui ne connaissent pas encore la
Fondation.

Pour eux et pour les invités de cette cérémonie d’ouverture je voudrais trés briévement
rappeler que I’objectif de la Fondation est d’aider les jeunes scientifiques des pays en
développement a bien commencer leur carriére de chercheur, pour qu’a I’issue de leur période
de boursier ils restent des chercheurs enthousiastes malgré les conditions difficiles de travail
qui sont souvent les leurs, et qu’ils deviennent des membres de la communauté scientifique
internationale, au service de leur pays et de leur région. C’est un objectif trés ambitieux
compte tenu des ressources limitées de la FIS par rapport aux besoins, méme dans le cadre
limité des sciences biologiques et agronomiques que nous nous sommes fixés. Cependant nous
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sommes fiers de notre action, du travail réalisé par les boursiers de la FIS, dont beaucoup sont
devenus des seniors connus dans leur domaine ou ont des responsabilités importantes dans
’organisation de la recherche de leur pays. Tout a I’heure nous récompenserons I’'un d’eux,
le Dr Sanginga, qui recevra le prix Sven Brohult du nom du Président fondateur de la FIS.
Ce prix récompense tous les trois ans un boursier particuliérement actif et productif, il y avait
de nombreux nominés et le choix fut difficile.

La Fondation Internationale pour la Science aura beaucoup fait si, a I’occasion de telles
rencontres, des chercheurs renforcent leurs liens d’amitié et constituent des réseaux informels
de scientifiques des pays en développement. Il semble heureusement que notre action soit de
plus en plus reconnue, d’autres institutions nous apportant souvent leur concours je voudrais
aujourd’hui remercier une fois de plus le Centre Technique de Coopération Agricole et Rurale
(CTA) ainsi que 1’Organisation Islamique pour I’Education, les Sciences et la Culture
(ISESCOj) qui ont contribué au budget du Séminaire. Ce sont des partenaires fideles qui
partagent nos objectifs.

Pour terminer je voudrais remercier au nom de tous les participants et de la FIS les autorités
et institutions du Sénégal qui ont accueilli cette réunion et qui ont contribué grandement a sa
préparation et son succés. Mes remerciements particuliers vont & Monsieur le Ministre
Magued Diouf qui a bien voulu nous faire I’honneur de présider cette cérémonie d’ouverture.
Etant moi-mé&me un ancien du Sénégal ot j’ai eu le plaisir de travailler prés de 13 années, je
me permets de vous souhaiter un fructueux séminaire et un agréable séjour a Dakar.



ALLOCUTION D’OUVERTURE DE MONSIEUR PHILIPPE MATHIEU,
REPRESENTANT DE L’ORSTOM A DAKAR

Monsieur le Ministre

Monsieur le Représentant de I'ISESCO
Monsieur le Directeur de la DAST
Monsieur le Directeur Général de I’ISRA
Monsieur le Représentant de la FIS
Chers collégues,

Je voudrais tout d’abord souhaiter la bienvenue aux chercheurs ainsi qu’aux boursiers de la
Fondation Internationale pour la Science, venus de tous les horizons pour participer au
séminaire scientifique régional sur les Interactions Plantes-Microorganismes qui se tient
aujourd’hui a Dakar, a I'imtiative de la FIS.

Je remercie Monsieur le Ministre Délégué, Chargé de la Modernisation de I’Etat et de la
Technologie d’avoir marqué son intérét pour cette initiative par sa présence effective a cette
séance d’ouverture.

L’ORSTOM s’est associé bien volontier a I’organisation de ce séminaire. On peut en effet
rappeler que I’Institut a contribué, dés I’origine c’est a dire en 1972, a la création de cette
fondation et qu’il lui a manifesté par la suite tout son intérét et son soutien tant les enjeux lui
semblaient importants en pourvoyant I’un des postes permanents de secrétaire scientifique de
la fondation.

La FIS s’est située d’emblée dans une perspective internationale en accordant son soutien a
de jeunes chercheurs de tous les pays en voie de développement et en mobilisant la
communauté scientifique internationale.

La FIS s’est dotée des moyens de privilégier la qualité scientifique et la pertinence des projets
qui lui sont soumis en s’entourant d’un réseau de conseillers scientifiques expérimentés.

Elle favorise également les échanges, les contacts entre chercheurs du nord et du sud, entre
jeunes chercheurs et chercheurs expérimentés. Le séminaire qui commence aujourd’hui en
est I’illustration éclatante. Les boursiers de la Fondation International pour la Science de toute
I’Afrique pourront en effet exposer les résultats de leurs travaux aux coOtés de ceux de
scientifiques de renom.

Cette entreprise stimulante porte cette semaine sur un sujet d’importance majeure pour le
maintien et ’amélioration de la fertilité des sols en Afrique a savoir les relations plantes-
microorganismes, ses aspects positifs comme les symbioses plantes-rhizobium, mais également
ses effets négatifs que sont les pathologies bactériennes et fongiques.

Ce sujet d’importance vitale fait appel a I’application des techniques les plus récentes de la
biologie moléculaire mais implique une confrontation permanente entre travaux sur le terrain
et recherche fondamentale.

Le choix du Sénégal et de Dakar pour la réunion de ce séminaire n’est pas indifférent. Dans
le cadre de collaborations locales actives entre I’ISRA, 1'Université, les Eaux et Foréts et
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I’ORSTOM, un pdle de recherches en biotechnologies se met en place, renforcé par les
initiatives récentes que sont le rapprochement du Microbiological Research Center (MIRCEN)
du laboratoire de microbiologie du centre ISRA-ORSTOM de Bel-Air et la création, sur ce
méme centre d’un laboratoire commun ISRA-ORSTOM de culture in vitro qui constitue un
outil exceptionnel de recherche et développement.

L’implication de I’ORSTOM dans ce pdle répond 4 la volonté de I'Institut de faire des
biotechnologies un théme prioritaire que nous développons en coopération avec plusieurs pays
du sud.

Avant de terminer je tiens a remercier tous ceux qui par leur présence contribuent a 1a réussite
de ce séminaire et en particulier PISESCO et le CTA qui ont bien voulu lui apporter leur
précieux concours.



ALLOCUTION DU DR ABDELAZIZ BEN OTHMAN ALTWALJRI
DIRECTEUR GENERAL DE L’ORGANISATION ISLAMIQUE
POUR L’EDUCATION, LES SCIENCES ET LA CULTURE (ISESCO)
PRESENTE AU NOM DU DIRECTEUR GENERAL PAR
DR AMADOU OURY DONGHOL DIALLO, SPECIALISTE DE PROGRAMMES,
SECTEUR DES SCIENCES, ISESCO

Bismillahi Rahmani Rahim

Votre Excellence, Monsieur Magued Diouf, Ministre Délégué,

Chargé de la Modernisation de I’Etat et de la Technologie
Monsieur le Représentant de la Fondation Internationale pour la Science
Monsieur le Directeur Général de 'ISRA
Monsieur le Représentant de I'ORSTOM
Monsieur le Directeur de la Recherche
Honorables Participants
Mesdames, Mesdemoiselles, Messieurs,

Assalamu Alaikum,

C’est un plaisir et un grand honneur pour moi de vous souhaiter la bienvenue 4 la séance
d’ouverture du séminaire intitulé "Interactions Plantes Microorganismes”.

Je suis particuliérement reconnaissant a Son Excellence, Monsieur Magued Diouf, Ministre
délégué, chargé de la Modernisation de 1’Etat et de la Technologie, pour avoir accepté de
consacrer son temps précieux a cette manifestation.

Je suis persuadé que sa présence parmi nous ce matin et son discours d’ouverture constitueront
une véritable source d’inspiration pour nos travaux. Je voudrais également saisir cette
occasion pour souhaiter la bienvenue aux participants qui, malgré les hautes responsabilités
qui leur incombent dans leurs pays respectifs ont tenu a prendre part a cette rencontre,
confirmant ainsi leurs engagements a oeuvrer pour le développement de leurs propres pays.

L’Organisation Islamique pour I’Education, les Sciences et la Culture (ISESCO), dont les
relations extérieures et les activités de coopération, en tant qu’activités de soutien, de
promotion, de prospection et de coordination occupent une part importante dans son action,
se réjouit d’avoir contribué a la participation de jeunes scientifiques en provenance du Burkina
Faso, du Mali, du Maroc, du Niger et de la Sierra Léone 4 ce séminaire co-organisé par la
Fondation Internationale pour la Science (FIS) et par I'Institut Frangais de Recherche
Scientifique pour le Développement en Coopération (ORSTOM) avec le concours du Centre
Technique de Coopération Agricole et Rurale (CTA).

Notre séminaire revét une importance vitale pour les pays en développement dans leur action
visant 4 I’amélioration de la production des cultures tropicales et 4 la protection de
I’environnement et il constitue un domaine privilégié de coopération entre scientifiques de
différentes spécialités (génétique, recherche agronomique, phytopathologie, microbiologie,
etc...).
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Excellence Monsieur le Ministre, Mesdames, Messieurs,

L’ISESCO est une organisation internationale oeuvrant dans le cadre de I’Organisation de la
Conférence Islamique (OIC). Elle est spécialisée dans les domaines de I’éducation, des
sciences et de la culture. Toujours soucieuse de promouvoir la coopération internationale, elle
s’emploie 4 réaliser les objectifs contenus dans les programmes de ses plans d’action. Dans
le domaine des sciences, ces programmes visent notamment:

* au perfectionnement de I’enseignement scientifique par [a modemisation des programmes
d’enseignement, par I’édition d’ouvrages-types pour les enseignants et par la mise a la
disposition des établissements scolaires du matériel de laboratoire,

* au renforcement de la recherche scientifique et a la formation de cadres scientifiques
qualifiés par I’octroi de bourses de recherche ou de perfectionnement professionnel et par

I’organisation de stages de formation en vue de les encourager au développement de leurs
carri€res dans leurs pays,

* 3 Dintensification des contacts et 4 la consolidation des liens de coopération avec les
organisations internationales oeuvrant dans les domaines de 1’enseignement et de la recherche

scientifique par la signature d’accords de coopération, par I’octroi d’allocutions de voyage et
par I’organisation et la sponsorisation de séminaires, conférences et colloques.

Je suis certain que le présent séminaire permettra aux hommes de science que vous étes de
nouer des contacts et de procéder d des échanges de points de vue sur vos méthodes de
travail. Il contribuera sans nul doute au renforcement des liens de coopération entre vos
communautés académiques, 4 la diminution de I’écart entre la prospérité des uns et la misére
des autres, a la création d’un monde plus juste et plus solidaire.

L’ISESCO a déja dans le passé collaboré avec la FIS et le CTA a I’organisation de séminaires
et elle est heureuse de cosponsoriser celui-ci aux cdtés de la FIS, de ’ORSTOM et du CTA.
Je nourris I’espoir qu’elle aura I’occasion de collaborer de nouveau avec ces organisations en
vue de promouvoir la recherche scientifique. J’adresse mes vifs remerciements d tous les
organismes nationaux qui ont fait du présent séminaire une réalité. Mes remerciements vont
également aux savants et technologues ici présents.

Pour terminer, permettez-moi, Excellence Monsieur le Ministre, de vous adresser mes
sincéres remerciements, et i travers votre auguste personne de remercier le gouvernement et
le peuple sénégalais pour I’accueil chaleureux et les aménagements confortables offerts aux
participants 4 notre séminaire.

Puisse Allah Le Tout Puissant bénir nos efforts et guider nos pas vers le droit chemin. Amen!

Wa Salamu Alaikum.



DISCOURS D’OUVERTURE DU MINISTRE CHARGE DE LA MODERNISATION
DE L’ETAT ET DE LA TECHNOLOGIE MONSIEUR MAGUED DIOUF

Monsieur le Représentant de la Fondation Internationale pour la Science (FIS)
Monsieur le Représentant de ’ISESCO

Monsieur le Directeur Général de I’Institut Sénégalais de Recherches Agricoles (ISRA)
Mesdames et Messieurs les Séminaristes

Mesdames et Messieurs

Chers Invités

Je voudrais vous dire, tout d’abord, combien j’ai le plaisir aujourd’hui, d’&tre parmi vous pour
présider la cérémonie d’ouverture du séminaire sur les Interactions Plantes-Microorganismes.
J’en suis d’autant plus heureux que quelques mois seulement auparavant, des institutions
nationales et internationales ont eu i organiser dans notre capitale, de nombreuses
manifestations dans les domaines des sciences biologiques et agricoles.

L’organisation, en si peu de temps, de ces rencontres scientifiques, prove s’il en était encore
besoin, I'option irréversible de notre pays d’explorer 1’ére des biotechnologies dont la
maitrise constitue aujourd’hui un enjeu capital pour la solution des problemes dans des
secteurs économiques aussi importants que 1’agriculture, la santé, et ’environnement.

En effet, les biotechnologies suscitent de nos jours d’immenses espoirs et ouvrent des
perspectives nouvelles pour 'élevage et l’agriculture et notre sous région sahélienne,
confrontée au manque d’eau et a 1’agression de diverses maladies, en attend beaucoup pour
la réalisation de ses objectifs en matiére de développement agricole.

A cet égard, il convient de saluer les résultats prometteurs obtenus par 1I’Ecole Inter-Etats des
Sciences et Médecine Vétérinaires de Dakar dans le domaine du transfert d’embryons, grice
a I'introduction de méthodes biotechnologiques, ce qui constitue un acquis intéressant pour
le développement des productions animales.

C’est pourquoi, Mesdames et Messieurs, votre séminaire qui a I’ambition de réfléchir sur un
secteur des biotechnologies végétales dont I’importance pour I’amélioration de la fertilité des
sols est bien connue, devrait sans nul doute apporter une contribution significative a
I’amélioration des conditions de vie de ’homme.

Aussi, dans cette perspective, notre pays a-t-il mis en oeuvre différents programmes de
recherche parmi lesquels on peut citer entre autres:

* I’'amélioration végétative des espéces foresticres et les symbioses racinaires orientées vers:
le clonage et la micropropagation d’individus d’élite par des techniques de culture in vitro et
I’utilisation de microorganismes, principalement ceux fixant ’azote atmosphérique, pour
I’amélioration des productions végétales et forestiéres; et

* le programme de renforcement des capacités de recherche-d éveloppement orienté vers les
agro-industries et le secteur bio-médical.

Mesdames et Messieurs,
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La recherche scientifique constitue le moteur le plus puissant du développement et identifie,
dans toute société, les réelles préoccupations de la vie des hommes et des femmes auxquels
elle doit proposer des solutions siires et durables. Aussi, chaque société devrait-elle s’ assurer
la maitrise de la science et de la recherche scientifique pour espérer participer 4 la marche
du monde et a la création des richesses universelles. Mais la maitrise de la Science et de la
Technologie passe nécessairement par le développement des ressources humaines, la mise en
place d’infrastructures de recherche performantes et une bonne liaison recherche-
développement.

Aussi, notre pays pour le développement harmonieux des biotechnologies peut-il compter sur
un potentiel scientifique et technique compétent composé de chercheurs évoluant dans les
différentes structures nationales de recherche. Ces institutions comptent a leur actif des acquis
scientifiques de premi€re importance et certains de ces résultats ont fait 1’objet d’applications
réussies dans notre pays, mais, un effort important reste cependant a faire pour assurer une
large diffusion de ces résultats dans le tissu économique national.

Toutefois, on peut se réjouir que ces résultats fort encourageants soient a la base du nouvel
élan de collaboration et de coopération qui s’élabore actuellement entre I'ISRA, I’ORSTOM
et I’Université, collaboration fondée sur un esprit de partenariat, dont la matéralisation
s’observe i travers I'installation du programme MIRCEN au laboratoire de Microbiologie de
I’ORSTOM a Dakar, et la construction du futur laboratoire ISRA-ORSTOM de culture in vitro
nitié par le Gouvernement du Sénégal avec la coopération de la France.

Vous me permettrez de mentionner par ailleurs le projet CAMPUS dans le cadre duquel
I’installation d’un laboratoire est prévue au Département de Biologie Végétale de-I’Université
Cheikh Anta Diop de Dakar.

Toutes ces réalisations, vous en conviendrez avec moi, constituent des instruments précieux
d’investigation pour notre communauté scientifique nationale et permettra, j’en suis persuadé,
i notre pays de disposer de structures optimales pour accomplir des avancées significatives
vers une meilleure valorisation des biotechnologies végétales.

Mesdames, Messieurs,

Notre dispositif national de Recherche Scientifique, ouvert sur le monde, voudrait sans
triomphalisme aucun se prévaloir d’étre un exemple dans la sous-région d’Afrique de I’Ouest.

La Recherche Scientifique Sénégalaise s’est fixée entre autres comme objectifs:

e d’améliorer par la génétique et les biotechnologies, les espéces animales et les variétés
végétales en vue de promouvoir une agriculture performante; et

® de transférer auprés du paysan, les paquets technologiques qui doivent lui assurer une
meilleure productivité et la réduction du colit de production.
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Tout en développant ses capacités nationales, le Sénégal s’est également ouvert a la
coopération internationale afin de participer, dans ce village planétaire, au forum des idées
pour le progrés et le développement de la science qui, par essence est universelle.

C’est dans ce cadre que je voudrais, Mesdames et Messieurs, souligner que notre pays, dans
le cadre de sa politique d’ouverture, est membre du Réseau Africain de Biosciences créé par
IP'UNESCO en 1981, du Réseau de Biotechnologie Animale créé par I’Université des Réseaux
d’Expression Frangaises (UREF), du Réseau International des biotechnologies, et enfin du
Centre International de Génie Génétique et de Biotechnologie (CIGGB).

Vous me permettrez, au passage, de signaler que dans le cadre de la préparation de la
conférence des Nations Unies sur I’environnement et le développement prévue au Brésil au
mois de juin 1992, notre pays a pris une part active au symposium ministériel Pan Africain
sur la Biotechnologie, tenu a Alger au début de ce mois et qui a pris I'importante décision de
créer une Agence de Développement des Biotechnologies en Afrique.

C’est pour ces différentes raisons, Mesdames et Messieurs, que mon Département accorde une
grande importance i votre séminaire qui, de par la diversité des origines et de la qualité des
participants, devrait jeter les bases d’une harmonisation des connaissances, mais également
d’une bonne intégration des intéréts, Je suis persuadé que la Fondation Internationale pour
la Science (FIS) pourra utilement y contribuer par son audience internationale.

Pour ma part, j’ose espérer que les éminents scientifiques que vous &tes, mettront a profit les
six _jours que vous allez passer ensemble pour murir la réflexion autour de la préservation
d’une écologie plus fiable mais également d’une agriculture plus productive et plus compétitive
au profit de nos pays respectifs.

A cet égard, je puis vous assurer, que le Gouvernement du Sénégal, qui accorde une
importance particuliere a la Recherche Scientifique et Technique, étudiera, avec toute
’attention requise, les recommandations et suggestions qui sortiront de notre séminaire.

Permettez-moi, Mesdames et Messieurs, avant de terminer, de transmettre mes sincéres
remerciements a la Fondation Internationale pour la Science pour le soutien et 1’appui
dynamique qu’elle ne cesse d’apporter aux jeunes chercheurs de nos pays en voie de
développement et pour toutes les actions qu’elle méne dans notre pays. Le role émminement
positif que joue la FIS dans le développement des sciences biologiques et agricoles permettra,
J’en suis siir, 4 nos jeunes scientifiques de participer activement a la production du savoir et
du savoir-faire au sein de la communauté scientifique internationale. Je voudrais également
associer d ces remerciements, toutes les organisations ainsi que tous les experts nationaux et
internationaux qui ont bien voulu prendre part a cet atelier, et exprimer ma conviction que les
résultats de votre séminaire nous donneront de nouvelles raisons d’espérer quant au
développement économique et social de nos pays.

C’est sur cette note d’espoir que je déclare ouvert le séminaire international sur les
Interactions Plantes-Microorganismes.

Je vous remercie de votre attention.



THE 1990 SVEN BROHULT AWARD
DELIVERED BY DR BJORN LUNDGREN

Mr Chairman, Ladies and Gentlemen

It is a great pleasure to have been asked by IFS to be the one to present the Sven Brohult
Award to the 1990 winner of this prestigious prize, Dr N. Sanginga. The original request was
for me to come to the IFS General Assembly Meeting, scheduled for January 1991 in Harare,
Zimbabwe and hand over the prize. At the same time, Dr Glynn Bowen of CSIRO, Australia,
who had originally nominated Dr Sanginga for the award, was asked to introduce him and his
work to the assembly. Unfortunately, Dr Bowen was unable to attend personally, but he
wrote an introduction which I was asked to read on his behalf at the time of handing over the
award. In the end, the war in the Gulf area led to a postponement of the meeting in Harare
and it was decided that this meeting would be the time and venue for the ceremony. Thus,
I will start by reading Dr Bowen’s original presentation speech which I will faithfully follow
with some very minor updating, which has been made necessary by the fact that the speech
was originally written in late 1990. After reading Dr Bowen’s words, I will add a few
reflections of my own before presenting the award.

INTRODUCTION OF DR N. SANGINGA,
1990 SVEN BROHULT AWARDEE

Dr Glynn BOWEN
(formerly of the Joint FAO/IAEA Division of Nuclear Techniques
in Food and Agriculture, Vienna, Austria, now with CSIRO, Australia)

In introducing the very deserving winner of the Sven Brohult Award, Dr N. Sanginga, a
national of Zaire, I would first like to apologize for my inability to be present personally,
despite the generous invitation of IFS. Secondly, and most important, 1 would like to pay
tribute to the vision and initiative of the founders of IFS, one of whom we honour today, Dr
Sven Brohult, the first president of IFS - and to its vigorous and effective programme. It has
been a great force for the development of young scientists in many important fields in
developing countries and IFS well deserves to be congratulated on this. I have been
associated with IFS as a scientific advisor/evaluator for almost 15 years, and I find it very
interesting that the standard of submissions has increased considerably over that time. [
believe that this reflects an evolution of scientific quality in developing countries, assisted
greatly by activities such as those sponsored by IFS. The problems of developing countries,
e.g. adequate food production from sustainable low input agriculture, soil erosion,
desertification, etc., are many - and they are not all going to be solved easily or quickly.
However, the building of a body of good scientists skilled in basic and applied fields, prepared
to develop "relevant” science in their countries and to translate findings from other countries
to their own situation is important in solving many of these problems.

I met Sanginga at the Joint FAO/IAEA Division of Nuclear Techniques in Food and
Agriculture, located in Vienna. The mission of this Division is to train scientists in developing
countries in the use of nuclear techniques in research, integrated with non-nuclear techniques,
to improve primary production. Its modes of function are training courses, coordinated
research programmes and technical cooperation projects. I consider myself privileged to have
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been involved in these activities in the areas of soil fertility/plant nutrition/ plant microbiology
over the last five years. I hope all of my audience today have experienced the thrill, as |
have, of seeing promising young scientists develop and knowing that in some small way, one
is contributing to solutions of problems indicated in the foregoing.

This of course brings me to the main purpose of this address - to introduce to you the winner
of the 1990 Sven Brohult Award, a recognition of excellence of a developing country scientist.
1 am sure there were many worthy nominations but there can be only one winner and 1
congratulate Dr Sanginga on being that individual.

Dr Sanginga will be addressing you shortly on the problems with which his research has been
concerned, and his approaches and results so far, so 1 will only briefly set the stage for that,
concentrating on a few of his activities.

Dr Sanginga, at the age of 39, has made outstanding contributions in the important field of
nodulation and biological nitrogen fixation by leguminous and non-leguminous trees. The
optimization of nitrogen fixation by trees is critical in maintaining productivity in low input
sustainable agriculture, alley cropping systems, and other agroforestry systems, in low rainfall
silvo-pastoral systems and in restoring soil fertility to damaged soils. In addition to their
substantial contributions of nitrogen (and organic matter) for associated or succeeding crops,
they are also a central factor in arresting soil erosion and desertification, both of which are
scourges of agriculture in many developing countries and especially in Africa. Moreover,
nitrogen fixing trees provide fuelwood for agricultural communities, the scarcity of which is
becoming critical for the inhabitants of many developing countries.

The population growth in 35 out of 44 sub-Saharan countries has now outstripped food
production. Forty out of 50 African countries surveyed by the FAO have reported substantial
declines in soil fertility and increases in soil erosion and desertification. Wood is the major
source of fuel for over 60% of the world’s population. A major fuelwood crisis has occurred
largely due to deforestation to make room for agriculture. In Africa, 55 million people are
now living in a fuelwood crisis and this figure is expected to increase ten-fold by the year
2000. Eleven million hectares of forest are lost annually in the developing world.
Desertification occurs with a further loss of six million hectares annually.

From 1982 10 1985, Sanginga did his PhD research in Nigeria at the International Institute
for Tropical Agriculture. He studied the Rhizobium requirements of and nitrogen fixation by
Leucaena leucocephala, the most important tree used in agroforestry so far, and the subsequent
effects on crop yield. These studies indicated large differences in the nitrogen-fixing ability
of different Rhizobium strains on this plant, which resulted in different growth of Leucaena
and markedly different effects on subsequent maize crops. For example, inoculation with one
Rhizobium strain raised subsequent maize grain yield from 2.2 t/ha to 3.6 t/ha while another
raised it to 4.6 t/ha. This work also showed that approximately half of the nitrogen fixed was
in the below-ground parts, a factor not previously realized. The aforementioned studies were
among the first definitive studies in this area. Furthermore, Dr Sanginga was one of the first
investigators to critically compare >N methods of measuring nitrogen fixation with other
methods for trees.

11
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From 1986 to 1987 he was a Post Doctoral Research Fellow at the University of Zimbabwe,
during which he was the recipient of an IFS grant. Sanginga continued his detailed studies
on Rhizobium relations/nitrogen fixation of leguminous trees for Nigeria, Zaire and Zimbabwe,
also examining the effect of Leucaena and Eucalyptus on subsequent maize crops. He also
demonstrated that native soil Rhizobium strains were highly effective for some tree legumes
but ineffective for others - indicating great potential for inoculation responses to selected
Rhizobium strains.

At this time, Sanginga perceived the immense potential of selecting genotypes within tree
species for high nitrogen fixation, a theme he has followed since, with great success, first
within the Joint FAO/IAEA Progranune at the International Atomic Energy Agency laboratories
at Seibersdorf just outside of Vienna, where he worked for 2% years on problems of
developing countries, and for the last few years in the lITA laboratories in Nigeria, where he
is an IFS grantee. In glasshouse studies he has demonstrated major differences in nitrogen
Sfixation between genotypes and provenances of leguminous trees such as Leucaena, Gliricidia
and Faidherbia albida (synonymous with Acacia albida, an acacia native to Africa) and the
very important non-leguminous nitrogen-fixing trees, Allocasuarina and Casuarina.
Furthermore, in glasshouse studies, he demonstrated two to three-fold differences in growth
within tree species in low phosphate soils, one of the major constraints to productivity in most
developing countries. The great potential of such genotypic selection is obvious, and, now
back in Africa, Sanginga has tested some of these glasshouse studies in the field. I do not
wish to steal his thunder, so I will only say that so far, some of the glasshouse findings appear
to be holding up in the field.

Sanginga has done supplementary studies on the effect of management practices, such as
phosphate additions, tree pruning, etc., on nitrogen fixation and the transfer of fixed nitrogen
to associated crops and I am sure he will tell you something about that work also.

In 1989, the International Institute for Tropical Agriculture in Nigeria, recognizing Sanginga’s
enormous and valuable knowledge of the management of nitrogen fixation by trees in
agroforestry systems, invited him to the position of Assistant Coordinator for the Alley Farming
Network for Tropical Africa. As well as continuing his research, he is assisting the
development of this area in many African countries. He has recently received a further IFS
grant to assist him in his research.

I submit that in a period of just over 10 years, Sanginga has made many outstanding and
original contributions (e.g., some 38 papers) which are of extremely high significance to
developing country agriculture. He is now undoubtedly one of the world leaders in his field
and will continue to influence the area both by his own research and his assistance to other
developing country scientists.

Finally, I must pay tribute not only to Sanginga's excellence as a scientist and his perception
of important problems and their practical solution, but also to his communication skills and
his extremely pleasant, quiet personality, which you will experience this week. It is a pleasure
to know Sanginga, I respect him greatly and again I congratulate him on this most prestigious
award, which he so rightly deserves.
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I thank IFS for this opportunity to address you, even "in absentia” and I wish IFS and this
meeting every success.

Those were the words of Dr Glynn Bowen. Let me now add a few of my own.

Agroforestry is still a relatively "small" discipline. Although it is rapidly growing in terms
of the number of scientists and institutions involved, it can still be surveyed if you sit in a
position such as Director General of ICRAF, which I was privileged to do until six months
or so ago. It was in that capacity that I came to know Dr Sanginga, some years ago, when
he came to attend meetings at ICRAF. I quickly realized that he was a very gifted scientist.
He belongs to a group of African agriculture and forestry researchers that has taken a strong
and active leadership in agroforestry research throughout the continent. Like Sanginga, many
of them are associated with international or regional institutions and programmes (e.g. IITA,
ICRAF, AFNETA, AFRENA, ILCA), and there is a truly pan-African approach to where
people work - Sanginga, a Zairian is based in Nigeria, an Ethiopian scientist in Cameroon,
a Senegalese in Rwanda, a Ghanaian in Burundi, a Kenyan in Malawi, a Ugandan in Zambia,
etc. These scientists, two or three dozen in all, know each other very well through
collaborative work, meetings, workshops, etc. They also work in very close collaboration
with several dozen forestry and agricultural scientists in national institutions which are linked
together in various technology (AFNETA), commodity (PANESA) or ecoregional (AFRENA)
networks. These two facts have laid the foundation for a rather unique situation in sub-
Saharan Africa. In the relatively short timespan of 10 years, a truly regional/international and
multidisciplinary research effort is under way in Africa with what is very close to a critical
minimum mass of scientists in the various component specialities which are needed in
agroforestry. It has been a genuine privilege to have been associated with this development
and to assist it in a modest way.

Therefore, when I now ask Dr Sanginga to step forward to receive the 1990 Sven Brohult
award from the International Foundation for Science, I feel that the award is both to him as
a richly deserving scientist within a field which is at the forefront of plant sciences today, and
to him as a representative of a very interesting group of African agroforestry scientists, a
group that is going to be an intellectual power point in future agroforestry research on a
worldwide basis.
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NITROGEN FIXATION BY TREES AND ITS CONTRIBUTION TO THE
NITROGEN STATUS OF SOILS OR ASSOCIATED CROPS

N. SANGINGA
Coordinateur Adjoint AFNETA - International Institute of Tropical Agriculture (IITA)
P.O. Box 5320 Oyo Road Ibadan Nigeria

Abstract: Nitrogen-fixing trees (NFTs) used in agroforestry systems can restore or maintain
soil fertility. They are very important in tropical soil management for sustained agricultural
productivity, and controlling soil erosion and desertification as well as producing fuelwood.
However, few studies have been conducted on nodulation and biological N, fixation by
different trees/Rhizobium or Frankia symbioses, key factors in the successful growth of NFTs
in N-deficient soils and the transfer of the N, fixed (and extra organic matter) to succeeding
or associated crops. Research experiments have been carried out over a 10-year period in
tropical Africa to maximize the contribution of this natural and inexpensive source of N in
agroforestry systems. Data gathered on the quantification of proportions and amounts of N,
fixed and the effects of plant species and genotypes, microbial symbiont, plant age,
management and environment factors on N, fixation, and N transfer to associated crops are
reviewed. Some tree species such as Leucaena leucocephala and Gliricidia sepium can fix
200-300 kg while others such as Faidherbia albida may fix only one tenth as much. However,
there are large genotype/microbial symbiont differences, not only in the N, fixed, but also in
the tolerance of low P soils and possibly other deleterious factors. There are also large effects
of soil environment and management factors on fixation. Nitrogen fixation of field-inoculated
L. leucocephala was depressed by 46% and 74% with 40 and 80 kg ha' respectively.
Approximately half of the fixed N, can be in below-ground parts and its release may be
managed by cutting regimes.  Although large quantities of N are harvested with L.
leucocephala prunings (300 kg N ha'l in six months), the efficiency of utilization (39%) of this
N by maize is low compared to inorganic N fertilizer at 80 kg N ha'. Below ground transfer
(root turnover and nodule decay) was estimated at 32 kg ha'' and 25 kg ha'! was the inorganic
N equivalent from N, fixed symbiotically by L. leucocephala when inoculated with an
appropriate and effective Rhizobium strain. The factors and research needs for improving N,
fixed in trees and its contribution to soil fertility status are discussed.

Résumé: Les arbres fixateurs d’azote (AFA) utilisés dans les systémes agroforestiers peuvent
aider a restaurer ou a maintenir la fertilité du sol. Ils jouent un role trés important dans la
gestion des sols tropicaux pour assurer la durabilité de la production agricole et lutter contre
I’érosion et la désertification tout en fournissant du bois de feu. A ce jour, peu d’études
portent sur la nodulation et la fixation de 1'azote de différents arbres vivant en symbiose avec
Rhizobium ou Frankia. Ces symbiontes constituent les facteurs clés d’une bonne croissance
des AFA sur les sols pauvres en azote et du transfert d’azote fixé (et de matieres extra-
organiques) a des cultures successives ou associées. Des expériences ont été conduites
pendant dix ans en Afrique tropicale afin d’optimiser la contribution potentielle de cette source
naturelle et peu coiiteuse d’azote a l’agroforesterie. Les quantités d’azote fixé en relation avec
les génotypes, les espéces végétales, 1’dge de la plante, les symbiontes microbiens, les
conditions écologiques, la gestion, et I'environnement des sols, la fixation et le transfert
d’azote sont exposés dans cette communication. Certaines espéces telles que Leucaena
leucocephala er Gliricidia sepium peuvent fixer 200 a 300 kg d’azote alors que d’autres comme
Faidherbia albida ne peuvent fixer qu'un dixiéme de cette valeur. Il n’existe toutefois de
grandes différences entre génotypes et symbiontes microbiens, non seulement pour ce qui est
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de l'azote fixé mais aussi de la tolérance des sols. En outre, la fixation est largement
influencée par l’environnement et la gestion des sols. Le taux de fixation d’azote de L.
leucocephala inoculé au champ baisse de 46 et 74% respectivement dans le cas d’apports de
40 et 80 kg par ha'l. Une moitié environ de 1'azote fixé peut se trouver dans les parties
souterraines et sa libération peut se faire progressivement par 1’application de régimes de
coupe. Bien qu’on en obtienne de grandes quantités par l’élagage de L. leucocephala (300
kg N par ha en six mois), Uefficacité d’utilisation (39% ) de ’azote ainsi récolté par le mais
est faible si on la compare a celle de l'engrais inorganique azoté a 80 kg N par ha'. Le
transfert souterrain (renouvellement racinaire et dépérissement des nodules) a été évalué a 32
kg par hal tandis que 1’équivalent inorganique azoté obtenu a partir de l'azote fixé
symbiotiquement par L. leucocephala inoculé par une souche efficace et adaptée de Rhizobium
n’était que de 25 kg par ha'!. La recherche sur les facteurs impliqués dans ’amélioration de
ce processus a la restauration ou au maintien de la fertilité des sols sont discutées dans les
conclusions.

More attention has recently been focused on fertility maintenance and the improvement of
indigenous systems, where trees and shrubs that dominate the bush fallows have been found
to be effective soil fertility restorers (Wilson and Kang 1980). Intensive cultivation in
response to increasing population has led to drastically reduced soil fertility and increased soil
erosion in the humid and semi-arid tropics. In drier areas, overgrazing (and harvesting of
trees for fuelwood) has been the major factor in reduced productivity, increased soil erosion
and desertification (6 million ha per year). In addition, much of tropical Africa suffers from
acute fuelwood deficiencies, although it is the main source of energy and cannot easily be
replaced by other sources. The food, land and fuelwood crises are clearly interwoven.
Attempts to improve the productivity of traditional systems by introducing high input
technology such as fertilizer have not been widely adopted. Moreover, 65% of tropical soils
are fragile and therefore deteriorate rapidly under intensive cultivation.

A possible way to solve (or alleviate) the problems is to use the trees appropriately in
agricultural/pastoral systems. The judicious use of trees in the rural environment can provide
the ecological framework within which food, wood and fibre production can be integrated,
preserving and enhancing the quality of land-use systems. Trees have particular advantages
over other systems by their perennial nature, extensive root system and frequently high
biomass. Moreover, annual planting is not required, and once the trees are established, they
play a year-round soil conservation role. They are multipurpose, providing not only shade
and wind protection, but also fuelwood and leaf material for manure for associated crops, or
fodder for animals. Nitrogen fixing trees (in association with the appropriate microorganisms
such as Rhizobium, Frankia and mycorrhizal fungi) are particularly important because they can
grow in N- and phosphorus-deficient soils and can restore soil fertility by the organic matter
and N they add to the soil.

The potential of such trees is already apparent in established agroforestry systems such as alley
cropping in the sub-humid (Kang et al. 1981-1985) and humid tropics (Gichuru and Kang
1990). Many agricultural and pastoral systems containing trees are used by indigenous
farmers e.g. Erythrina and Grevillea robusta in coffee and tea plantations in East Africa, and
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systems based on Faidherbia albida in the West African Sahel (Charreau and Vidal 1965).
Such systems have been found to maintain and sometimes enhance soil fertility.

However, despite world recognition of the potential of these trees, especially NFTs in
agroforestry systems and silvopastoral systems, there is a great lack of knowledge on the
management of N, fixation by trees in such systems. Very few studies have been performed
to identify potentially high N, fixing species. Even with successful tree legumes such as L.
leucocephala there has been no critical study of the amounts of N, fixed compared with N
taken up from the soil, nutritional constraints to N, fixation, and, in particular, the effect of
management practices on N, fixation e.g. time and severity of cutting, on transfer of N to soil
for associated crops and changes in soil characteristics due to the trees.

The importance of NFTs leads to the question of how we can maximize or optimize their
effects and how we can manage N, fixation and the transfer of N to associated or successive
plantings. This paper briefly discusses data gathered during 10 years of research in
experiments carried out in three different agroecological zones of tropical Africa on N,
fixation of known NFTs in use in agroforestry and soil conservation. It also suggests some
potentially rich areas for improvement of N, fixation and its transfer to associated crops.

MATERIALS AND METHODS

The experiments were conducted in laboratories, greenhouses and fields at the International
Institute of Tropical Agriculture (IITA), Ibadan, Nigeria (Transition forest-savanna) in
Yangambi, Zaire (Humid forest), Domboshawa, Zimbabwe (Savanna, miombo woodland) and
at the International Atomic Energy Agency (JAEA), Seibersdorf, Austria to back up research
done in the field in the foregoing sites in sub-saharan tropical Africa.

® Soil characteristics: The soils used in all these experiments were low in the major nutrient
elements, especially N and available P.

® Tree species: Known NFTs in agroforestry were used in the first instance. Among these
were L. leucocephala, G. sepium, Faidherbia albida, Casuarina equisetifolia and C.
cunninghamiana. Some leguminous non-N,-fixing trees such as Cassia siamea and C.
spectabilis and non-leguminous species such as Eucalyptus were used as reference trees to
measure N, fixed in NFTs. Seeds of the foregoing tree species were always surface-sterilized
before use.

e Rhizobium and Frankia strains, cultivation and inoculation: Strains of Frankia used for
inoculum were ORS 0021001 isolated from C. equisetifolia (Diem et al. 1983), and HFP
020203 from C. cunninghamiana (Zhang et al. 1984). These had been shown to be effective
for the respective species. The inoculum was prepared and applied to seedlings following the
methods described by Baker and O’Keefe (1984).

Strains of Rhizobium spp. used for inoculation included IRc 1050, IRc 1045, TAL 1145,

USDA 3409 for L. leucocephala; ASL 14 and IRc 1048 for F. albida and SP 14, SP 35, SP
36, SP 37, SP 40 and SP 44 for G. sepium. These strains had previously proved effective on
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their respective hosts. They were cultured in yeast mannitol broth and the inoculation was
performed at sowing following procedures described by Vincent (1974).

® Measurement of N, fixation: The methods used for measuring N, fixation were the total N
difference (TND) method, the 5N acetylene reduction assay (Hardy er al. 1968), the isotope
dilution methodology (Fried and Middleboe 1977) and the A value approach (Fried and
Broeshart 1975).

The uninoculated NFT treatments and non-N,-fixing trees e.g. C. siamea, C. spectabilis and
Eucalyptus spp. were used as reference plants for N,-fixation estimations.

RESULTS AND DISCUSSION
Microbial component and occurence of nodulation

Until recently only very few tree species had been examined for N, fixing root nodules (Allen
and Allen 1981). Our knowledge of NFTs is still very limited, with the exception of some
species (e.g. L. leucocephala and G. sepium). However, questions asked concerning the
nodulation and N, fixation by trees are not markedly different from those asked about
agriculturally important pasture and crop legumes. Some questions include: is it necessary
to inoculate the particular tree species, if there are rhizobia in the soil are they effective? If
suitable rhizobia are not present are there suitable strains available or is there a need to select
strains and to produce a suitable inoculant? Following inoculation did the strains colonize the
rhizosphere, nodulate the host and fix N,? A number of experiments were conducted to
answer some of these questions.

Rhizobium strains isolated from L. leucocephala, Sesbania rostrata, S. grandiflora, S.
punctata, Tephrosia vogelii, Acacia albida and Vigna unguiculata growing in Nigerian soils
were characterized and tested for their ability to nodulate and fix atmospheric N with L.
leucocephala. Isolates from L. leucocephala, S. rostrata, S. grandiflora and S. punctata were
fast growing and produced acid, while those from A. albida, T. vogeli and V. unguiculata
were slow growing and acid producers. The effectiveness of the rhizobia isolates on L.
leucocephala was tested in Leonard jars. Isolates from all plant species except those from S.
grandiflora and V. unguiculata nodulated L. leucocephala but a wide range of effectiveness
was observed. Based on this experiment, the 10 most promising rhizobia were screened for
effectiveness in potted soils collected at IITA, Ibadan (transition forest savanna), and at
Fashola (Savanna, 70 km north of IITA). Establishment of L. leucocephala was poor in soils
without previous history of L. leucocephala cultivation due to the presence of only a few
native Leucaena thizobia (<1000 g soil). Rhizobium isolates IRc 1045 and IRc 1050
obtained from L. leucocephala grown at Fashola and IITA were found to be the most effective
and competitive (Sanginga et al. 1989b).

Nitrogen fixing trees and their rhizobia exhibit a degree of specificity. For example, not all
species within the Acacia genus will be nodulated by the one bacterial strain. It is therefore
important to determine the degree of host specificity of the selected NFT species to help
predict the need to inoculate them at sowing, and to develop a strain that nodulates and fixes
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nitrogen with many of the useful species if possible (promiscuous strain). Conversely, a
promiscuous host is a NFT that may nodulate effectively in a soil in which the Rhizobium
population may be small.

Taking into account the only data reported in tropical Africa (Dreyfus and Dommergues 1981,
Sanginga er al. 1987) one can classify NFTs into three major groups: group 1, which
nodulates with fast-growing strains (e.g. L. leucocephala, S. rostrata, Sesbania sp., Acacia
Jarnesiana, A. nilotica, A. raddiana and A. senegal), group 2, which nodulates both with fast
and slow-growing strains (e.g. Acacia seyal, A. cyanophylla, Parasponia spp.) and group 3,
which nodulates with slow-growing strains (e.g. F. albida, A. holocericea, A. mearnsii, T.
vogelii and G. sepium).

The first group is considered to be specific and exhibits a symbiotic range narrower than that
of the other two groups belonging probably to the "cowpea miscellaneous” type which inhabit
most of the tropical soils (Vincent 1970) now called Bradyrhizobium. The strains of fast-
growing rhizobia associated with group 1 NFTs are probably related to the "advanced
degenerate forms" (Norris 1956) represented by the fast-growing rhizobia.

The practical implication of the specificity of group 1 is that their establishment requires
inoculation with the compatible fast-growing strains, which are generally less ubiquitous than
the typical Bradyrhizobium. This explains the spectacular response to inoculation of L.
leucocephala with Rhizobium IRc 1045 or IRc 1050 (Sanginga et al. 1985, 1986; Mafuka
1984) in the field at [ITA and Fashola in Nigeria. At both places inoculated plants produced
more N and dry matter than the controls. This effect was statistically equivalent to the
application of 150 kg ha™! of urea (Table 1). Furthermore, the strains survived and competed
well in the field, as was shown in observations made eight years after their establishment
(Sanginga and Mulongoy, unpublished). Inoculation of field-grown A. mearnsii and F. albida
rarely results in a significant yield increase since most tropical soils harbour the competent
rhizobia of the cowpea miscellany (Dommergues 1987).

Another experiment included six strains of Rhizobium spp. and two methods of G. sepium
inoculation i.e. seed or soil inoculation. The plants were harvested 14, 35 and 53 weeks after
planting. In the first harvest, significant differences were found between the number of
nodules and the percentage and amount of N, fixed. There was also a significant correlation
between the number of nodules and the amount of N, fixed (r=0.92, P=0.05).

No correlation was observed in the final harvest, although there were significant differences
between the number of nodules and the percentage of N, derived from the atmosphere. The
amount of N, fixed increased with time (from an average of 27% at the first harvest to 58 %
at the final harvest) and was influenced by the Rhizobium spp. strain and the method of
inoculation. It ranged from 36 % for Rhizobium spp. strain SP 14 to 71 % for Rhizobium SP
44 at the last harvest. Values for the percentage of atmosphere-derived N, obtained by soil
inoculation were slightly higher than those obtained by seed inoculation (Table 2).
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Table 1. The effect of urea fertilizer and inoculation with Rhizobium on nodulation,
growth and nitrogen fixation on L. leucocephala at ITTA and Fashola, Nigeria, at 24
weeks after planting (Sanginga et al. 1988)

Treatment Nodules Nodules Nodules Shoot dry  Shoot N N fixed
(no./plant)*  from dry weight?* weight (kg/ha)  (kg/ha)
inoculant (mg/plant)  (g/plant)
strains (%)

Fashola

Uninoculated 36 69 179 26 82 NDb
150 kg/ N/ha 36 69 87 72 232 ND
Rhizobium IRc 1050 40 78 485 79 228 ND
Rhizobium IRc 1045 15 94 174 68 209 ND
IITA

Uninoculated 0 0 0 51 174 0
150 kg N/ha 0 0 0 130 445 0
Rhizobium IRc 1050 17 100 187 103 398 224
Rhizobium IRc 1045 34 100 277 121 448 274
LSD (5%)

Fashola 11 ND 23 12 53 ND
IITA 12 ND 25 22 66 ND

2 At 12 weeks after planting. ° Not determined

Plant component and genotypic variation in N, fixed

Variation in nodulation and N, fixation by leguminous trees e.g. G. sepium, L. leucocephala
and F. albida with Rhizobium spp. symbiosis and by actinorhizal plant species e.g. C.
equisetifolia and C. cunninghamiana with Frankia symbiosis was examined in pot and field
experiments using I5N 1labelling techniques and the total N difference method. In all these
experiments, different tree provenances (minimum 10) were used. The N treatment for each
provenance studied included (i) ambient soil plus 20 mg N kg and inoculation with
Rhizobium or Frankia spp., (ii) ambient soil N plus 20 mg N kg' soil, but with no
inoculation, and (iii) ambient soil N in uninoculated plants with 100 mg N kg! soil. For the
20 mg N rate, 10 atom % 'SN excess N was applied in solution to the inoculated and control
plants and for the 100 mg N rate, the '’N enrichment was 2 atom % SN excess.

On the average, L. leucocephala derived about 65% of its total N from atmospheric N,
compared to about 20% by F. albida. Significant differences in the percentage of N derived
from atmospheric N, (%Ndfa) occurred between provenances or isolines within species. The
% Ndfa ranged from 37 to 74 within L. leucocephala and from 6 to 37 within F. albida
(equivalent to 20-50 mg N plant! and 4-37 mg N plant! for the two species over three
months, respectively) and was correlated with the nodule mass (r=0.91). The course of time
for N, fixation of three selected provenances (low, intermediate and good fixers) was followed
at 12-week intervals over a 36-week period. The percentage of Ndfa of all provenances and
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isolines increased with time and with the exception of one of the L. leucocephala provenances
(Table 3).

Table 2. The effect of different strains of Rhizobium spp. and inoculation methods on
% Ndfa by Gliricidia sepium provenance 33/85*

Strains and inoculation 1st 2nd 3rd 4th
harvest harvest harvest hnet
Seed inoculation SP 14 22 36 58 59
SP 35 33 30 63 56
SP 36 22 30 62 61
SP 37 13 22 47 54
SP 40 18 31 51 54
SP 44 12 14 42 58
Soil inoculation SP 14 11 23 45 47
SP 35 29 42 68 58
SP 36 41 44 68 62
SP 37 32 49 69 65
SP 40 49 55 74 65
SP 44 45 57 72 71
LSD (0.05) (1) 23 20 19 17

LSD, least significant difference, (1) comparing Rhizobium spp. strains and methods of
inoculation and (2) comparing different harvest periods. *Sanginga er al. 1991 Biol. Ferz.
Soils 11: 273-278

Table 3. Proportions and amounts of N, fixed by selected provenances on isolines of L.
leucocephala and F. albida at 12, 24 and 36 WAP (weeks after planting)*

% Ndfa N fixed (mg plant™)
12 WAP 24 WAP 36 WAP 12 WAP 24 WAP 36 WAP

L. leucocephala

K636 74 71 80 51 61 232
Ghana 59 66 77 21 28 145
K28 64 70 81 30 59 213
F. albida
Zimbabwe 6 31 58 5 11 58
Mali 15 31 48 3 4 40
Niger 37 37 43 9 7 32
LSD 5% (1) 5 5 3 8 12 58
) 2 2 NS 5 NS 21

(1) For comparing provenances. (2) For comparing harvest periods. * Sanginga et al. Plant
and Soil 1990 127, 169-178.
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Similar significant differences in the proportions and amounts of N, fixed in two Casuarina
species were observed in the same growing conditions. Casuarina equisetifolia derived an
average of 63% or 45 mg N plant! from atmospheric N, fixation, compared to 43% or 22 mg
N plant! by C. cunninghamiana. Nitrogen fixation also varied substantially within
provenances of each species with the percentage of Ndfa ranging from 14 to 76 % for the C.
cunninghamiana provenances and from 25 to 75% within C. equisetifolia. The growth of C.
equisetifolia and C. cunninghamiana increased with either inoculation with Frankia or N
fertilizer additions, but marked differences developed between these N treatments with time
(Sanginga et al. 1990a).

Variation in nodulation and N, fixation by 25 provenances of G. sepium/Rhizobium spp.
symbiosis was also studied in greenhouse experiments. On the average, G. sepium derived
45% of its total N from atmospheric N,. The percentage of Ndfa ranged from 26 to 68%
between provenances (Sanginga et al. 1991b).

The growth of inoculated plants was generally more variable than that of plants that were
dependent on soil fertilizer N. This vanation in the growth of the inoculated plants was thus
due to the large differences in the N,-fixing abilities than to intrinsic growth differences.
There 1s increasing evidence of large genotype/provenance differences with NFTs in their N,
fixation. Such differences are being confirmed in field studies. This has great implications
for N, fixation in agroforestry. Vegetative propagation, which is often relatively easy with
tree species, could lead to rapid and significant farmer implementation. However, selection
for high N, fixation cannot be the only consideration in mixed ecosystems; for example, it
1s necessary to select for tolerance of stress conditions as well.

Measurement of N, fixed in NFTs

There are few estimates of N, fixation by NFTs and often based on methods that are
susceptible to errors. One of the NFTs that have caught the main interest is the fast-growing
widespread L. leucocephala. This species has been reported to fix large amounts of N,.
Annual N yields between 250 and 580 kg ha'! yr! have been reported in Hawaii (Guevarra
1976) and Nigeria (Kang et al. 1981). The amounts are the accumulation of N in leafy matter
harvested several times during one year. Hogberg and Kvarnstrom (1982) used the acetylene
reduction method and found annual fixations of 110 + 30 kg N ha! in Tanzania. The
acetylene reduction assay (Hardy er al. 1968) which is proved to be very useful for laboratory
screening in N, fixation, has serious limitations for symbiosis evaluation in the field (Fried
et al. 1983). Sanginga er al. (1988a), taking advantage of the specific Rhizobium requirements
of L. leucocephala estimated N, fixation by the difference methods with the uninoculated and
non-nodulated L. leucocephala as the non-fixing control. They found that L. leucocephala
fixed about 250 kg N ha! in six months equivalent to about 45% of the total plant N.

However, none of these methods is perfect and they have already been appropriately criticized
(Danso er al. 1986). They provide only indirect measurements of N, and cannot distinguish
between N derived from the atmosphere, soil or fertilizer. This information is useful for the
good management of NFTs in agroforestry systems. The most reliable methods are probably
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the isotopic ones. These make it possible to distinguish N, derived through symbiotic N,
fixation and from all other sources (Fried and Broeshart 1975, Fried and Middleboe 1977).

The importance of trees in agroforestry makes it crucial to assess the magnitude of N, fixed
by them directly in the field. The long-term evaluation of the N,-fixing potential and the
actual amounts of N, fixed in a given tree raise problems in perennial plants especially the
long duration of growth and the difficulty in obtaining reference crops over seasons. For
young or small trees, N procedures similar to those adopted in grain or pasture legumes
would be expected to give equally satisfactory results. The greatest problems with N, fixation
estimates using N will occur in mature trees due to their perennial nature and massive sizes.
This leads to logistic and sampling difficulties or differences in BN/N ratio of soil due to
differences in N turnover processes that occur under the fixing and reference crops with time.
The influence of these effects may differ depending on how the N is applied. An
examination of which of the existing BN procedures, e.g. isotope dilution, A value or the
natural >N abundance and what method of 1N application should be adopted under different
situations is therefore urgently needed.

In this paper we have considered the strategies for obtaining representative sampling (as
opposed to the whole destructive plant sampling) that would closely reflect the overall ’N
enrichment in the whole plant, and the selection of the appropriate reference tree. The
advantage of using the '*N labelled plant samples for additional agronomic studies besides N,
fixation, e.g. contribution of tree litter to plant N uptake and soil organic matter are briefly
discussed.

Factors affecting the validity and precision of N, fixation estimation by trees using
I5N-labelled materials

Reference tree

The accurate determination of the actual amounts of N, fixed in the field is crucial only in
some instances, such as in N-balance studies in agroecological systems i.e. agroforestry, or
in comparing N, fixed in different seasons, years and environments. In these cases, the
reference crop constitutes the main potential source of error in the N technique. The criteria
used in the selection of suitable reference crops have been discussed by Fried er al. (1983).
However, according to Danso ef al. (1986) the need for the precise quantification of N, fixed
may not be that compelling in studies to simply compare treatment effects or rank plant
genotypes or Rhizobium/Frankia strains for N, fixing abilities.

Uninoculated N, fixing legume or actinorhizal trees have often been used as reference crops.
When no indigenous Rhizobia or Frankia are present in the experimental soil, the uninoculated
NFTs are found to be suitable reference crops (Sanginga er al. 1990 a,b). However, care
must be taken to thoroughly examine roots of such uninoculated trees to ensure that they are
not nodulated, or to run an acetylene reduction test to confirm the absence of nitrogenous
activity. Cross-contamination of uninoculated control from inoculated treatments had been
observed in our pot experiment involving G. sepium (Sanginga er al. 1991b). Using such
controls, N, fixation measured by the isotope dilution and the difference methods were
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underestimated. It may be difficult to avoid cross-contamination in the field and even in the
greenhouse unless special precautions are taken. If possible, uninoculated control plants
should be compared with other potential reference crops such as known non-NFTs. The non-
NFTs, however, have to fulfill the conditions outlined by Fried et al. (1983) to be an
appropriate reference crop. The validity of such selections can be established by comparing
the isotopic composition of N with that of non-nodulating 1solines (Fried et al. 1983). Since
non-nodulating tree genotypes have not yet been identified, further searches for non-nodulating
NFSs in natural populations (Sanginga er al. 1989a) or their development (e.g. through
mutation induction) are most valuable for the "N methodology. Attempts have already begun
in this direction.

Sanginga et al. (1990c) examined the suitability of four reference crops i.e., two non-NFTs,
Cassia siamea and Eucalyptus grandis, and two uninoculated fixing trees, L. leucocephala and
F. albida, for measuring N, fixed in inoculated L. leucocephala and F. albida grown for 36
weeks in pots. The '°N isotope dilution and the A value methods were used. The isotope
dilution approach gave several negative estimates of fixed N, in F. albida. Positive and
similar values of fixed N, were measured in all four reference crops using the A-value
approach. For L. leucocephala, the isotope-dilution approach gave different estimates of fixed
N,, with the different reference crops; the uninoculated N,-fixing crops indicated significantly
less fixed N, than the non-fixing reference crops. Similar values for N, fixed in L.
leucocephala were obtained using the two non-NFTs, either by the isotope dilution or A-value
method. On the average, F. albida derived about twice as much N from fertilizer as L.
leucocephala (Table 4).

Table 4. Percentage of N derived from atmospheric N, by Leucaena leucocephala and
Acacia albida as influenced by four reference crops and the N methods*

Isotope-dilution method A-value method
Leuc. Acacia Cassia Eucalyptus Leuc. Acacia Cassia Eucalyptus

N,-fixing trees

L. leucocephala

12 WAP 15 42 65 64 77 73 71 72
24 WAP 9 81 69 71 93 85 85 83
36 WAP -2 85 80 78 96 92 89 88
A. albida

12 WAP -68 -13 31 29 13 19 26 22
24 WAP -377 5 -61 -50 18 22 29 27
36 WAP -529 7 -25 -33 38 41 43 47
LSD

Reference crops 17
Harvest periods 5

WAP, weeks after planting. LSD, least significant difference. Sanginga ef al. Biol. Fertil.
Soil (1990) 9: 341-346
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Labelling techniques

Several practical questions on the techniques of applying the labelled '°N materials need to be
addressed before designing '’N experiments to measure N, fixed by NFTs. The limited data
available for NFTs indicate that much more work needs to be done to develop adequate
techniques of applying N for measuring N, fixation. The amount of N applied for
labelling a tree will depend upon the N rate and the 1N enrichment of the labelled material
used. The N rates and N enrichment used for grain and forage legumes can be readily
adopted for small tree plants grown in the greenhouse or in field conditions.

If isotope-aided experiments are performed with large trees, the amount of N already present
in the tree may constitute an extradilution factor of the !’N applied. Under such conditions
it is highly advisable to conduct preliminary experiments with few trees, to ascertain several
factors, e.g. total N and its partitioning among tree organs, labelling techniques and sampling
procedures.

Single applications of 2gN/m?2, or 0.5 gN/tree enriched with 10 or 20 atom % N have been
used to NFTs (Gauthier er al. 1985; Sanginga et al. 1990, 1991). However, application rates
will vary for different NFTs, types of studies, locations and soil characteristics and >N
measuring equipment. As a general guide, the 1’N rate must be enough not to significantly
interfere with N, fixation in NFTs (Fried et al. 1983), and also capable of being detected
within the sensitivity range of the >N measuring equipment.

In most of our studies, the isotope dilution method, which involves the application of the same
amount of N!'>-labelled material to both the reference and NFTs has been adopted. We also
compared the "A Value" with the isotope dilution method for estimating N, fixed by C.
equisetifolia and C. cunninghamiana (Table 5). These two methods gave similar results
(Sanginga et al. 1990a) except when uninoculated plants were contaminated as in the case of
G. sepium and F. albida (Sanginga et al. 1990b, 1991b).

For perenmial pastures, the frequent, small additions of 15N to soil is a suitable approach for
N, fixation (Witty 1983) as the application of N as small doses prevents the suppressive effects
of applied N on N, fixation, and also results in a more stable I5N/1N ratio in the soil. For
trees, the use of several N fertilizer applications (2-4 a year) probably before periods of high
root activity appears to be an attractive method, but has not been sufficiently examined.
Preliminary studies by N. Sanginga, F. Zapata, S.K.A. Danso and G.D. Bowen (unpublished)
compared the effect of different amounts of I5N-labelled fertilizer and the frequency of
application on estimates of N, fixed in L. leucocephala and G. sepium over 36 months. They
found that a single application of 20 mg kg! soil decreased N, fixation and that applying this
amount in three splits gave different results, depending on whether it was repeatedly applied
to the same plot or each split application was on a previously unlabelled plot.

Sampling of plants

The practical difficulty in harvesting whole trees increases with age, and it is problematic and
labourious to attempt to recover all the roots. A representative organ would be ideal for N,
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fixation estimation, provided the BN enrichment is representative for the whole tree.
However, the N enrichments in different organs of trees can vary greatly (Sanginga et al.
1990e), and raises the question as to which plant part is the most representative. Above-
ground organs might be preferred for ease of sampling, and the leaves that contain most of
the above-ground N seem to be the most appropriate choice. Even where only leaves are to
be sampled, it could be labourious to sample all leaves. For this reason, Baker er al. (1990)
tested different sampling strategies, and suggested that the simple procedure of collecting small
numbers of leaves (20 to 60) at random from the trees was sufficient to estimate the
percentage of Ndfa in L. leucocephala. However, measuring the total N, fixation should be
more problematic.

Table 5. Precision of !N isotope methods and N balance measurements of N, fixed and
percentage N in the plant derived from the atmosphere (%Ndfa) as indicated by the
analysis of variance the SEM and coefficient of variation for means only*

N, fixed % Ndfa

Means SE CV(%) Means SE CV(%)
ID 322 8 26 61b 11 18
C. equisetifolia AV 240 4 15 60° 11 18
CM 312 7 24 792 28 35
D 16° 8 37 44° 13 28
C. cunninghamiana AV 14° 4 35 41¢ 14 33
DM  16° 7 49 37d 25 66

ID = Isotope Dilution; Av = A Value; DM = Difference Method.
*Sanginga et al. Soil Biol. Biochem. 1990 22(4) 539-547.

Studies by Sanginga et al. (1990¢) showed that L. leucocephala roots alone contained as much
as 60% of the fixed N in the whole plant. This figure could well have been underestimated
because of fine root turnover which can be great. Thus, any estimates of N, fixation in trees
that exclude roots have been underestimated. Allometric relations, worked out with forest
trees (Felker et al. 1982) may be of some use for estimating total biomass, but even these are
only approximate. The cost and practicalities of doing tree experiments dictate that sampling
needs urgent attention, especially if one is trying to quantify both above- and below-ground
nitrogen which will influence the N available to associated or succeeding plants.

Management and environmental factors affecting N, fixed by trees

How much N do NFTs really fix? Since N, fixation is the product of two symbiotically
interdependent organisms (the host plant and the bacterium), it may be affected by the reaction
of one or the other or both. As a broad generalization, fixation is proportional to the vigour
of the host plant and therefore is affected by the factors that affect plant growth, i.e. water,
nutrients, light and management practices. This generalization may be upset by factors that
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specifically affect the activity of Rhizobium or Frankia rather than the host. These may be
temperature, soil pH, nutritional status (particularly N and Mo) and genetic specificity. It is
therefore not surprising that measurements of the amounts of N, fixed vary quite widely.

Environmental factors

The present section concentrates on two limiting soil nutrient factors which are probably
among the most important under tropical conditions, soil deficiency in P, and combined N.

Soil deficiency in P

Many tropical soils are deficient in available P, which is known to limit the growth of the host
plant, and the nodulation and N, fixation of NFTs. Observations that L. leucocephala is not
favoured by low fertility have been reported in some areas in Africa, e.g. Nigeria, Zaire and
Zimbabwe. Sanginga et al. (1985) indicated that L. leucocephala needs 80 kg P ha™ for good
establishment in Nigerian soils, even if effectively nodulated. Similar observations have been
reported for Acacia holocericea, C. cunninghamiana and L. leucocephala in Zimbabwe
(Sanginga et al. 1991c).

P deficiency can be eliminated by adding P fertilizer to soil as indicated in the foregoing
and/or by selecting tree genotypes or provenances that are tolerant to low P soils. Twenty-
three provenances of G. sepium and 11 isolines of L. leucocephala were examined at low and
high phosphate levels (20 and 80 mg P kg soil) for growth phosphate uptake and use
efficiency. A great response to the higher P rate occurred among L. leucocephala isolines and
G. sepium provenances. Shot dry weight at low P varied from 1.30 to 3.01 g plant? for L.
leucocephala and from 1.44 to 3.06 g plant! for G. sepium. There were apparent genotypic
differences within species in the root development, shoot P and P-use efficiency (Sanginga et
al. 1991a). Results of this study are being validated in field experiments. Preliminary results
show that the foregoing differences, which were apparent at early growth stages, disappeared
after one year of G. sepium establishment.

In another study, the numbers of rhizobia in the rhizosphere of inoculated L. leucocephala
during the first two weeks were lower when P was added, but later became similar to those
without added P (Table 6). Nodules formed earlier in inoculated plants fertilized with P and
in greater numbers (four to five-fold) and dry weights than in those without P. However, the
percentage of N, derived from fixation did not change with increasing levels of P application.
These results suggest that the P effect observed did not operate via stimulated growth of
rhizobia in the rhizosphere, nor through increased N, fixation rate. The major effect appeared
to be due to the results that occurred via plant growth.

Another way of alleviating P deficiency in tropical soils is to inoculate seedlings with ecto-
or endomycorrhizal fungi. Mycorrhiza may greatly improve the P supply of the host plant
by increasing the absorptive capacity of the roots, thus restoring the N,-fixing capacity of the
system. Work conducted at IITA showed that mycorrhizal infection increased root P and dry
weight, and/or uptake of immobile molecules like Zn and Cu by all woody species studied.
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It promoted nodulation of F. albida and A. nilotica and reduced the effects of drought stress
on the growth of G. sepium and L. leucocephala.

Table 6. Effect of P fertilization and Rhizobium inoculation on nodulation and numbers
of Rhizobium in the rhizosphere of L. leucocephala grown in pots containing Weschel

soil*
Harvest period (days after planting)
P levels 6 days 12 days 18 days 36 days
(mgkg!soil) NN NM NR(I) NN NM NR NN NM NR NN NM NR
0 0 0 222 0 o0 55% 0 0 174> 119 269 406
20 o o sb 0 o 18 11 40d 142> s52¢ 51 6082
40 0 0 ND* 0 O ND 17° 47° ND 102> 148® ND
60 0 0O ND O o0 ND 38 58 ND 118 137> ND
80 0 0 ND 9 9 ND 41* 712 ND 198 401® ND

(1) NN = Number of nodules; NM = Nodule mass (mg plant'); NR = Number of
Rhizobium cm’ root (x 10%). * Sanginga et al. Plant Soil 1991.

Combined N

The harmful effect of soil combined N on nodulation and N, fixation by trees has been
reported by some authors. In a study conducted on an alfisol in Nigeria, Sanginga ef al.
(1989c¢) showed that N, fixation of a well-nodulated L. leucocephala was reduced by 50% with
40% or 80 kg ha'! of N fertilizer. Also because of their large variation in N,-fixing that can
occur throughout the life and the redistribution of N in the plant and the soil profile due to
litter fall and its mineralization, tree/Rhizobium symbioses can be more affected by combined
N than annual crops.

Two approaches may be suggested to improve N, fixation by trees in the presence of
combined N: (i) develop specific partnerships of Rhizobium/hosts that are more tolerant of
combined N than others or exploit genetic differences among trees to fix N, in the presence
of high soil N. Variation in growth, biological N, fixation and mineral N use efficiency of
nine provenances of uninoculated, inoculated, and N-fertilized G. sepium were studied in a
greenhouse experiment.

The percentage of N derived from atmospheric N, varied among provenances and ranged from
56% to 74%. In terms of growth, some provenances responded well to inoculation but not
to fertilizer, although they had similar total N with both treatments. Various provenances
showed no response to inoculation and/or added N. Such observations suggest genotypic
differences in the physiological use of absorbed soil N and fixed N,, which may not be
parallel.
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Management factors and transfer of fixed N,

As with herbaceous legumes, cutting the tops of woody species, a practice in alley cropping,
can cause considerable sloughing of roots and nodules, although the extent depends on the
seventy of cutting. This offers one mode of N transfer to associated plants, i.e., root transfer
as well as the addition of prunings. The effect of three successive cuttings on N uptake and
fixation and N distribution in L. leucocephala was investigated in a greenhouse experiment
(Sanginga et al. 1990d, e). Two isolines, uninoculated or inoculated with three different
Rhizobium strains, were grown for 36 weeks and cut every 12 weeks. The soil was labelled
with 50 ppm KNO; enriched with 10 atom % !N excess soon after the first cutting.
Significant differences in '*N enrichment occurred in different parts.

Live nodules showed the lowest atom % SN excess values (0.087) followed by leaves (0.490),
branches (0.522), stems (0.591) and roots (0.857). The roots contained about 60 % of the total
N, derived from fertilizer over the successive cuttings. The total N, fixed in the roots was
about 60% of that fixed in the whole plant, while the shoots contained only 20% of the fixed
N,. We concluded that N reserves in roots and nodules constitute another source of N that
must be taken into account when estimating fixed N, and its contribution to the N balance
after pruning or cutting plants. The contribution of N below ground was confirmed by the
response of maize to previous L. leucocephala.

The N contribution from the shoot and root system of symbiotically grown L. leucocephala
was evaluated in a field experiment on an alfisol at IITA in Southern Nigeria (Mulongoy and
Sanginga 1990, Sanginga et al. 1988b). Maize in plots that received prunings from inoculated
L. leucocephala contained more N and grain yield was increased by 1.9 t.hal. Large
quantities of nitrogen were harvested with L. leucocephala prunings (300 kg N ha! in six
months) but the efficiency of utilization of this N by maize was low compared to inorganic
N fertilizer (ammonium sulphate) at 80 kg N ha'l. Maize yield data indicated that N in L.
leucocephala prunings was 34 and 45% as efficient as 80 kg N ha'! for uninoculated and
inoculated plants with Rhizobium IRc 1045, respectively. In plots where the prunings were
removed, the leaf litter and decaying roots and nodules contributed N equivalent of 32 kg ha™!.
Twenty-five kg ha! was the inorganic N equivalent from N fixed symbiotically by L.
leucocephala when inoculated with Rhizobium strain IRc 1045 (Table 7).

Table 7. Efficiency of nitrogen from above and below ground of L. leucocephala and its
inorganic nitrogen (ammonium sulphate) equivalent to 80 kg N ha™ for producing
maize at IITA Sanginga et al. (1988) Plant Soil 112: 137-141.

Plant parts Treatments Efficiency (%) N equivalent (kg ha)
Above ground Uninoculated 34 29

Inoculated IRc 1050 39 31

Inoculated IRc 1045 45 36
Below ground Uninoculated 30 24

Inoculated IRc 1050 41 33

Inoculated IRc 1045 39 31

LSD 5% 5 5
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CONCLUSION AND FUTURE RESEARCH NEEDS

The use of NFTs (legumes or non-legumes) in forestry and agroforestry has been largely
neglected thus far. However, the success of the introduction of species with high Ny-fixing
potential, for example L. leucocephala and G. sepium, is such that interest in NFTs is
increasing. Only a few studies as indicated have dealt with the N, fixing systems. Whilst the
principles and methods of study leamed from work with annual hosts may apply, there are
many special problems to be considered in studying symbiosis with NFTs. We will now
comment briefly on some future research needs in the management of NFTs.

® Large plant-to-plant and genotype variation in nodulation and growth have been recorded
in NFTs. As a first step, further use of NFTs requires screening between and within species
to determine which exhibit the highest N,-fixing potential. As a second step, it appears
necessary to improve our knowledge of the requirements of the selected trees with regard to
their effective endophyte Rhizobium or Frankia in order to prepare appropriate inoculants.
Tree species are prime candidates for vegetative propagation due to their considerable
heterogeneity. The integration of selection of high N-fixing genotypes and the biotechnology
of mass vegetative propagation could therefore lead to large increases in N-fixation in
agroforestry systems.

¢ In the foregoing, we indicated some of the environmental and plant/Rhizobium factors that
play a critical role in the successful growth of NFTs. It is appropriate to further examine soil
factors such as those mentioned in the foregoing (P, N acidity), in order to appreciate the
critical steps of the symbiosis being affected. In order to manage N, fixation more effectively,
good methods must be developed for studying the effect of the environment on the growth of
the microsymbiont in the rhizosphere, the infection process, nodule genesis, nodule
development and N-fixation processes. Nodulation and nitrogen can fail in any of those
processes.

® Not all legumes fix N, and not all NFTs are legumes. There is a lack of knowledge on
what tree species are potential N fixers, like leguminous trees used in established agroforestry
systems are not always N, fixers e.g. C. siamea. Plant growth is not a reliable indicator of
N fixation because some soils may contain enough N.

Nodulation is often difficult to assess with tree species because it may be seasonal, it may not
occur throughout the tree’s life and the nodules are sometimes restricted to deeper soil layers.
Furthermore, the presence or absence of nodules gives little indication of the level of nitrogen
fixation. It is important to develop a reliable method of surveying candidate tree species in
natural environments for their N fixation potential. There is evidence that with the careful
sampling of the test species and of reference non-fixing species, and with careful analytical
procedures, the 1N natural abundance method may be highly appropriate for identifying NFTs
in natural ecosystems. However, more intensive studies of this method are needed. There
is a critical need to identify NFTs in natural environments, so it is recommended that the >N
natural abundance method be developed to identify such tree species.

® Measuring N, fixation in the field and questions regarding the rate of N availability to
associated plants are areas for further study. In the management of N fixation, it is essential
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to measure fixation in the field and how it is influenced by the strain of microorganisms, soil
nutrient conditions (and their amendment, e.g. P additions), water and management practices.
Nitrogen fixation assessments based on plant growth or acetylene reduction have limited
usefulness.

Furthermore, a measurement of N, fixation is needed to distinguish between N, fixed from
the atmosphere and that absorbed from the soil. The "*N dilution method has proven to be
a good method with herbaceous legumes and it should be developed further to provide a
reliable method for the measurement of nitrogen fixation by trees. Applying the method to
trees involves a unique set of problems that require solutions. Other methods such as ureide
analysis of sap, should also be studied. However, newer approaches to measurement of N,
fixation by trees, e.g. the use of >N natural abundance have a particular attraction with
perennials. In conclusion, N, fixation by trees in the field should be examined (in
appropriately designed plantings) to elucidate the effects of: soil chemical status, especially
the effect of added phosphate and trace elements, season and age of the tree, and different
management systems such as times and intensity of foliage or stem cutting for green manure,
fodder, and fuel, soil moisture and its interactions with soil chemical status and genetic
variation in nitrogen fixation within species.
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ECOLOGIE ET EPIDEMIOLOGIE DES CHAMPIGNONS PATHOGENES DU SOL:
LE POTENTIEL INFECTIEUX DES SOLS, SA MESURE ET SON EVOLUTION
DANS LE CAS PARTICULIER DES SOLS INFECTES PAR PYTHIUM SPP.

EN AMAZONIE CENTRALE

Maurice LOURD
Centre ORSTOM
BP 5045 34032 Montpellier France

Résumé: L’étude enmtreprise sur les pathogénes du sol dans différents agrosystémes
d’Amazonie Centrale se propose de répondre & deux questions: comment se traduisent les
perturbations écologiques provoquées par la déforestation et la mise en culture au niveau de
la microflore du sol, et comment limiter 'impact des maladies d’origine tellurique dans les
cultures de la région? Aprés une bréve description du concept de potentiel infectieux (PI) et
des méthodes utilisées pour sa mesure dans le cas particulier des Pythium, nous examinerons
les principaux résultats obtenus a partir du diagnostic sanitaire de plus de 160 échantillons
de sol. De ces résultats seront tirées des conclusions plus générales sur l’évolution des
Pythium en fonction des modifications écologiques du milieu et sur les différents aspects de
la résistance naturelle des sols aux pathogénes.

Dans les sols de Terre Ferme (zones hors d’atteinte des crues saisonniéres), les Pythium
phytopathogenes sont des composants naturels de la microflore tellurique. On les rencontre
aussi bien en forét primaire que dans les parcelles de cultures traditionnelles ou intensives.
Cependant, I’analyse quantitative montre qu’il existe une augmentation continue du PI, selon
l’enchainement forét primaire, forét aménagée, abattis traditionnel, cultures fruitiéres,
cultures maraichéres. Celle-ci est directement liée a l'augmentation de la fréquence
d’apparition de 1’espéce Pythium aphanidermatum, principale responsable des maladies de
Sfonte de semis.

Dans les sols de Vdrzea (zones réguliérement inondées et enrichies en limons par les crues
annuelles), la présence de P. aphanidermatum est constante et le Pl élevé, sauf dans les sols
de la forér. Cette particularité résulte de 'ancienneié et de l'intensité de la pratique agricole
dans la Vdrzea, et des caracteristiques physico-chimiques des limons trés favorables aux
Pythiaceae.

L’étude de la réceptivité des sols naturellement indemnes de Pythium pathogénes a permis de
suivre leur comportement en réaction & une contamination exogéne. L’analyse de 80
échantillons a montré qu'il existait des sols capables de supprimer le développement des
Pythium pathogénes et que leur proportion décroissait fortement avec l'intensification des
cultures. Le passage a la culture se traduit donc par une rupture de la résistance naturelle
des sols du climax. Celle-ci n’est pas uniforme: trois types de dynamique ont été mis en
évidence qui semblent correspondre a divers degrés d’altération de I’aptitude naturelle des sols
Sforestiers a s’opposer aux Pythium.

L’étude de la résistance et des mécanismes qui la gouvernent constitue le 3° volet de notre
analyse. L’hypothése d’une résistance liée a la nature physico-chimique des sols a été en
partie vérifiée en montrant qu'une solution de chlorure d’aluminium incorporée a un sol
sensible bloquait sa réceptivité au Pythium. De plus, les modifications de pH du sol
entrainent de fortes variations du PI. Ces différents résultats nous aménerons a discuter plus
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largement la notion de résistance naturelle des sols aux pathogénes, ses mécanismes et ses
conséquences pour le contrdle des maladies d’origine tellurique.

Abstract: The study on soil pathogens in different agrosystems in Central Amazonia attempts
to answer two questions: what ecological damage will deforestation and farming do to the
soil’s microflora and how can the impact of diseases of telluric origin on the region’s crops
be curbed?

After a brief description of the soil infectivity (Pl) concept, and methods used to measure it,
taking Pythium as an example, we study the main results obtained from analyses of over 160
soil samples. These results are used to draw more general conclusions on the evolution of
Pythium in relation to ecological changes that occur in the environment and on the natural
resistance of the soil to pathogenic agents.

The Terra Firma areas, which are not subject to seasonal flooding, the Pythium plant
pathogens are natural components of the soil microflora. They are found in the primary
Sforests and in traditional or intensively cultivated areas. A quantitative analysis showed a
progressive and continuous Pl increase in the different agroecosystems: primary forest,
managed forest, traditional cropping systems and fruit and vegetable crops. This is directly
connected to the increase in the frequency of the Pythium aphanidermatum, the main cause
of damping off.

In the soils of Vdrzea, an area that is regularly flooded and enriched with silt brought in by
the annual peak waters, P. aphanidermatum is always present and the Pl is high, except in
Sforest soils. This is because of the long tradition and intensity of agriculture in Varzea and
the physico-chemical characteristics of the alluvial silt which is very favorable to Pythiaceae.

A study on soil receptivity to outside contamination based on 80 samples that were naturally
free of Pythium pathogens showed that there are soils that can suppress the development of
Pythium, and that the proportion of these soils decreases sharply as cropping becomes more
intensive. When soils are used for cropping, the natural resistance of the forest soils breaks
down, although the reaction is not systematic. We observed three rypes of dynamics that seem
to correspond to various degrees of deterioration in the natural aptitude of the forest soils to
suppress Pythium development.

The study of resistance and the mechanism that controls this resistance constitute the third
phase of our analysis. The hypothesis that resistance is connected to the physicochemical
properties of the soils was partly confirmed by showing that incorporating an aluminum
chloride solution in a receptive soil turned it suppressive to Pythium. Furthermore, changes
in the soil pH caused severe changes in the Pl. These results encouraged us to take a broader
look at the concept of the soil’s natural resistance to pathogens, the related mechanism and
consequences in controlling soil-borne diseases.
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FUNGAL ORGANISMS ASSOCIATED WITH SUNFLOWER AND THEIR EFFECTS
ON THE CROP IN THE GUINEA SAVANNA REGION OF NIGERIA

C.A.N. OKOLI
Department of Crop Protection
Ahmadu Bello University Zaria, Nigeria

Abstract: Sunflower (Helianthus annuus L. ) is an important oil-seed crop in many parts of the
world. Two surveys of 25 randomly-selected farms in the Nigerian Guinea Savanna region
over a two-year period show that the crop is attacked by several fungal pathogens at every
stage of its life cycle. Some of the fungi attack the crop during the seed stage, while others
attack it at different stages of the crop life cycle. Some pathogens attack the crop throughout
its life cycle, but may be more serious at one stage than the others. Some of the fungi cause
greater economic losses than others. All parts of the plant are attacked, including the root
systems. Different seasons of the year and consequently different climatic factors have been
shown to determine the relative importance of some of these organisms. The interactions of
these fungal organisms and the sunflower crop have been shown to reduce crop yield and to
result in complete yield losses in some cases. Fungi that attack the sunflower crop interact
with the plants to cause a lot of diseases, some of which are economically important. These
include powdery mildew caused by Erysiphe cichoracearum DC, stem rot caused by Sclerotium
rolfsii Sacc, leaf and stem lesions caused by various fungi such as Alternaria helianthi and
Septoria sp. Other diseases and their causal agents include rust caused by Puccinia helianthi
Schw., verticillium wilt caused by Verticillum dahliae Kleb, downy mildew caused by
Plasmopara halsteddi, (Farl) Berl de Toni. Sclerotinia sclerotiorum (Lib). de Bary causes the
same kind of root, basal stem rot and wilt as Sclerotium rolfsii and in addition causes head
rot symptoms also resembling those caused by Botrytis cinerea and Rhizopus sp. In this
paper, the symptoms of the various diseases on different plant parts and at different stages of
the crop'’s life cycle are described.

Résumé: Le tournesol (Helianthus annuus L.) est une plante oléagineuse dont la culture est
trés répandue dans le monde entier. Des études sur une sélection aléatoire de 25 fermes en
zone de savane guinéenne au Nigéria ont montré que, dés le stade de la semence, la plante
est attaquée par divers pathogenes fongiques a des degrés de gravité variables, a tous les
stades de son développement et sur toutes ses parties, systémes racinaires inclus. 1l faut noter
que certaines champignons entrainent davantage de pertes économiques que d’autres. On a
pu montrer que la prolifération de certaines organismes variait en fonction des saisons et, par
conséquent, des facteurs climatiques déterminés, et que leur activité aboutissait toujours a des
baisses de rendements et, parfois méme, a des pertes totales de récoltes de tournesol. Les
champignons pathogénes du tournesol sont a l'origine d’un grand nombre de maladies dont
certaines ont une importance économique, notamment le mildiou, (Erysiphe cichoraceaum
D.C.), la pourriture de la tige (Sclerotium rolfsii Sacc.), les lésions de la tige et de la feuille
causée par différents organismes dont Alternaria helianthi et Septoria sp. Parmi d’autres
maladies et leurs agents pathogénes, on trouve la rouille causée par Puccinia helianthi Schw.
Le flétrissement di a Verticillium dahliae Kleb, et le mildiou causé par Plasmopara halsteddi
(Farl) Berl de Toni. Sclerotina sclerotium (Lib). de Bary provoque le méme type de pourriture
basale de la tige, et de flétrissement que Sclerotium rolfsii et fait apparaitre aussi des
symptdémes de pourriture de 1'épi ressemblant a ceux causés par Botrytis cinerea et Rhizopius
sp. Les symptomes des diverses maladies sur les différentes parties et a divers stades
physiologiques de la plante sont décrits dans cette étude.
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Sunflower is now one of the 10 most important crop plants in the world (Kufner 1987) due
to its economic advantages. Its acreage has increased dramatically in the past 15 years (Figure
1). Sunflower (Helianthus annuus [Linnaeus]) is an important oil-seed crop in many parts of
the world. In Nigeria, there has been a sharp decline in the local production of vegetable oil,
but the demand has continued to rise. There was therefore a need to identify alternative
sources of vegetable oil following the decline in cultivation of traditional oil crops such as
groundnut and oil palm. According to Ogunremi (1979), sunflower was introduced into
Nigeria in the early sixties as an arable crop that could boost vegetable oil production, but
diseases that attacked the crop made it impossible to cultivate it on a commercial scale.
Average yields of the crop from different parts of the world are shown in Figure 2.
Sunflower was re-introduced in the mid-eighties following the steady decline of groundnut and
oil palm as alternative crops. It was again completely devastated by diseases. Consequently,
it became necessary to identify the causal organisms of these diseases to avoid the failure of
the sixties, and also to attempt to control them, with a view to making the large-scale
production of the sunflower crop worthwhile for farmers, and to be able to achieve the long-
term goal of a steady, alternative supply of vegetable oil to meet the ever increasing demand.

Short-term research therefore aimed at identifying the major diseases of sunflower and their
causal agents in the Guinea Savanna region of Nigeria. In the long term, the epidemiology
of major diseases will be investigated. In the process, control measures will be attempted and
it is hoped that a disease-management programme will be developed that will both minimize
the losses caused by the major diseases and fit into the kind of farming practices readily
available or adaptable by the majority of farmers. I shall be presenting results of initial
surveys done to determine fungal pathogens causing diseases of sunflower in the region,
describe their symptoms and also attempt to suggest possible reasons for their prevalence.

MATERIALS AND METHODS

Survey: A survey of 25 randomly selected farms covering an area of approximately 500
square kilometres in the Nigerian Guinea Savanna was surveyed in 1988. Another 25 farms
were also surveyed in 1989 within the same area. The surveys were carried out between July
and November in 1988 and from July to mid-September in 1989. The survey’s aim was to
determine both the incidence of diseases on the sunflower crop and to attempt to isolate their
causal organisms. In each farm visited, 100 random plants were scored for incidence of any
disease. Each farm was visited three times, covering seedling, vegetative, flowering and
heading stages.

Symptomology: Tagged plants were observed for symptoms of any disease. Symptoms of
the diseases showing the highest incidence were observed on different plant parts including
stem, leaves, flowers, bracts and seeds. Isolations were made from different plant parts and
the pathogens isolated were reintroduced into uninfected plants in the greenhouses to ensure
that the symptoms were repeated.

Isolation of pathogens: Infected parts of each plant were cut off, labelled and taken to the

laboratory, where they were washed with distilled water and 1% sodium hypochlorite. They
were cut into bits, plated on agar in Petri dishes and incubated at 22-28°C until growth was
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observed. The pathogens were then identified by their conidia and conidiophores. Their
conidia were reintroduced into healthy plants in glasshouses to ensure that these were actually
the pathogens causing the symptoms. These plants were watered daily to ensure they had
adequate moisture and were observed until symptoms appeared.

Seed assay: Sunflower seeds are often attacked by fungi and seeds can be a ready source of
epidemics. Five hundred seeds (cv Isaanka) were surface-disinfected to remove surface
contaminants. Fifty Petri dishes were lined with filter paper, which was moistened with
sterilized-distilled water and 10 sunflower seeds were placed in each Petri dish. The seeds
were well spaced out to ensure that there was no secondary colonization from infected seeds
to clean ones. The plates were left at room temperature (18-25°C) for seven days. Fungal
pathogens that sporulated on the seeds were identified and scored. The trial was repeated
three times.

RESULTS

Survey: Each of the farms visited showed infection by several pathogens. Some farms were
more heavily infected by some pathogens than by others. Some pathogens were present in
some of the farms visited but not in others, while some other pathogens (referred to here as
major pathogens) were present in all the farms.

Symptomotology

o Alternaria helianthi (Hans). Tubaki and Nishihara was found to attack all the above-ground
parts of the sunflower. It caused dry, velvety lesions on all the above-ground parts, including
capitulum, bracts, flowers, leaves, petioles and stems. On the leaves, flowers and heads, it
caused spots which coalesced to form larger, irregularly-shaped spots, while on the stems and
petioles, it caused lesions whose longitudinal axis ran along the main axis of the stems and
petioles.

® Botrytis cinerea Pers. infected all the above-ground parts of the plant. Symptoms included
a layer of grey mycelium which gave rise to a soft rot. When the heads rotted, they dropped
off if conditions were damp whereas in drier conditions, they collapsed while still on the stem.

® Erysiphe cichoraccearum DC caused powdery mildew on sunflower. A fine layer of
mycelium was seen on the upper surfaces of the leaf.

® Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid caused charcoal rot of sunflower. It infected the
roots and basal stems of host plants. After flowering, the plants dried up or at best produced
small heads, and poorly filled seeds. The inside of the stems were usually filled with black
microsclerotia.

® Plasmopara halsteddi (Farl.) Berl et de Toni caused downy mildew. It usually had white
mycelia which were seen on the underside of the plant’s leaves, while on the upper surface,
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chlorotic patches were observed. It gave rise to stunting and many seeds from such plants
were inviable.

® Puccinia helianthi Schw. attacked all aerial parts of the plant. Conidia were usually rusty
in colour. This pathogen could not be grown on artificial media.

o Sclerotium rolfsii Sacc. caused root and acropetal wilt of sunflower. A white layer of
mycelia developed on the stem-base of the plant. Within 24 hours of the mycelia appearing,
they rounded off into small, white, microsclerotia-initials which turned into the characteristic
brown colour of the mature sclerotia within 24-36 hours of formation. Affected plants wilted
from the stem upwards, but with the leaves still attached to the plant. Sclerotia continued to
form in the dead plant.

¢ Sclerotinia sclerotiorum (Lib). de Bary caused acropetal wilt and other symptoms similar
to those caused by Sclerotium rolfsii. Mycelia probably resulted from sclerotia in the soil and
plants were infected at all growth stages. Plants were initially infected at the base of the stem
near the soil surface. The brownish-black lesions that formed eventually enlarged and girdled
the stem. A white layer of mycelium developed on the stem base, after which the affected
plants wilted and died and the stem became brittle. Sclerotia developed on the mycelia mat.
Sclerotia are the structures that the fungus uses to survive adverse conditions.

o Verticillium dahliae Kleb, causes verticillium wilt of the crop but was not found to be
important in the farms visited during the surveys.

o Septoria helianthi Ell and Kell infected the crop, giving rise to leaf spots on the leaves of
the plants.

® Rhizopus stolonifer was important in causing head rots of the crop.

Seed Assays: After seven days of incubation of surface-disinfested seeds, fungi which
sporulated on the seed surfaces were recorded (Table 1).

DISCUSSION

Although the sunflower plant is now a successful crop plant in many parts of the world due
to hybrids resulting from breeding, in Nigeria, it is still chiefly an ornamental plant. This is
because diseases have continued to make it difficult and nearly impossible to change its status
from a curious ornamental plant to an arable crop that can help meet the demands for
vegetable oil.

The few attempts that are being made to grow sunflower as a crop are confined to the Guinea
Savanna and to date there has been no increase in the acreage of sunflowers grown. Neither
commercial nor subsistence farmers are willing to take the risk involved in the cultivation of
a crop for which there is virtually no guaranteed return for their inputs.
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Table 1. Fungi associated with sunflower seeds in Nigerian Guinea Savanna

Fungi isolated A* B C

R. stolonifer 53.4*" 40.0* 34.5°
A. helianthi 13.7° 16.7° 16.0¢
Fusarium spp. 11.8% 16.1° 23.4°
B. cinerea 8.7° 11.3% 11.8
M. phaseolina 16.1° 6.8° 14.4¢
S. sclerotiorum 3.0° 9.0¢ 8.6%
S. rolfsii 3.0 7.9° 4.6

*The trial was repeated 3 times, shown on the table as A, B and C. **Numbers followed by
the same letter are not significantly different, using Duncan’s Multiple Range Test (DMRT).

Figure 1. Regional distribution of sunflower growing areas worldwide (in 1000 ha)

South America 2503 (16.9%)

Asia 2142 (14.5%) /~
( / o North America 1584 (10.7%)

Bulgaria 260 (1.8%) /= B /i 590 (4.0%)

France 841 (5.7%) J Australia 201 (1.4%)

~~ Oceania 201 (1.4%)

5 Rest of Europe 274 (1.9%)
Hungary 390 (2.6%)

Romania 515 (3.5%)

Spain 1090 (7.4%)

Yugoslavia 183 (1.2%) ~“USSR 4000 (27.1%)

Total 14,774,000 ha

Observations during the survey indicate that most of the diseases affecting the plant result
from preventable causes. Infected seeds play a major role in disease presence by serving as
a pool of primary inoculum. There are no availlable certified healthy seeds to plant, so fungi
that are seed-borne such as A. helianthi exploit the initial inoculum in infected seeds
successfully to their advantage (Abraham et al. 1976, Okoli, unpublished results). Some of
the fungi like M. phaseolina and B. cinerea survive as sclerotia on plant residues and can also
spread through seed contaminated with sclerotia. Germinating seedlings are killed off by
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mycelia over-wintering beneath the seedcoats of S. sclerotiorum (Kufner 1987). Others like
S. rolfsii and S. sclerotiorum survive as sclerotia in the soil where they remain viable for
several years. They have a wide host range and previous planting of susceptible crops means
that there is ample initial inoculum present in the soil before the seeds of sunflower are sown.

Figure 2. Average yields in selected areas, 1985 (kg/ha)
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Emerging seedlings may be affected by mycelia arising from sclerotia in the soil. The dead
plants provide favourable conditions for more sclerotia to develop. Local farming practices
can also encourage the development of some diseases. In the Guinea Savanna region of
Nigeria, small farm holdings are often intercropped. In many instances, the different crops
are susceptible to the same pathogen. Since the crops are not harvested at the same time, they
ensure a continous presence of the fungus on the same area of land. When a susceptible
sunflower crop is grown the next planting season on the same patch of ground, the disease can
assume epidemic proportions. Sclerotium rolfsii is an example of this (Okoli et al. 1991).
The intensity of damage to sunflower plants by a fungus like S. rolfsii may therefore be
mainly determined by the wrong rotation of crops, since continous planting of susceptible
varieties serve to increase incidence and severity of a given fungus.

In the Nigeria Guinea Savanna, diseased tissues are not completely destroyed after harvest and
may serve as the primary source of inoculum for most fungi such as A. helianthi (unpublished
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data). Weeds and volunteer plants often serve as sources of primary inoculum to disease, such
as Alternaria leaf spot (Okoli et al. unpublished results).

Epidemic outbreaks reduce yield considerably. Plants are weakened by fungal attacks, making
the plants susceptible to attacks by other pathogens. Kufner (1987) suggested that mainly
weak plants that are already damaged by some other pathogen are attacked by Alternaria.
Nigeria is not the only country where sunflower cultivation is threatened by diseases. Zimmer
and Hoes (1978) and Sackston (1962, 1981) have recognized rust as an important disease of
sunflower in different parts of the world. ’

Alternaria helianthi has been recognized worldwide (Acimovic 1969; Acimovic 1975; Alcorn
and Pont 1972; Allen et al. 1983, 1985; Anikumar et al. 1974; Hansford 1943; Herr and
Lipps 1981; Islam and Maric 1978; Mukewar et al. 1974; Narain and Saksena 1973; Shane
et al. 1981; Takano 1963; Travathan and Roy 1980; Tubaki and Nishihara 1969; Okoli et al.
unpublished) as one of the most destructive pathogens of sunflower. Sackston (1978)
described it as one of the most recent leaf-, stem-, and head-spotting pathogens to attract
attention and the one that appears to be the most threatening.

Zimmer and Hoes (1978) have also recognized that diseases such as downy mildew can be the
single most important factor affecting growth of sunflower in America while Emechebe ef al.
(1980) and Sackston (1981) have stated that charcoal rot is a major problem throughout the
world and reduces seed yields by 20-36% (Tikhonov et al. 1976). It is essential that the
epidemiology of the major diseases be investigated if the potential of sunflower as a source
of vegetable oil in Nigeria is to be realized. Studies should include pathogen life cycles,
dissemination, environmental conditions affecting the diseases, cultivar susceptibilities, yield
losses and possible methods of control. These would all be part of the necessary data that can
be used to formulate possible control measures which would be at a level of technology that
the rural farmer can both accept and afford. It should be noted that the epidemiology of A.
helianthi and S. rolfsii are already being investigated based on the results of this preliminary
survey.
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INFECTION DES TIGES DE MANIOC (MANIHOT ESCULENTA CRANTZ)
PAR COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES PENZ,
AGENT PATHOGENE DE L’ANTHRACNOSE DU MANIOC
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Résumé: L’installation de Colletotrichum gloeosporioides sur les tiges de manioc se déroule
en deux étapes. La premiére étape consiste en une réalisation d’une nécrose primaire
résultant d’une piqure réalisée par une punaise: Pseudotherapus devastans. La deuxiéme
étape consiste en une infection des tissus piqués a la suite d’une invasion de ceux-ci par les
conidies de 1’agent pathogéne. Une méthode d’inoculation artificielle mise au point permet
d’obtenir des symptémes identiques a ceux observés dans la nature: les facteurs nécessaires
a l'obtention des symptémes en inoculation artificielle ont été étudiés. 1l s’agit de la nature
de la blessure (blessure réalisée a 1'aide d’une aiguille chauffée ou refroidie), I’humidité
relative et la température. L’action de ce dernier facteur a été étudiée respectivement sur la
germination des conidies, la différenciation des appressoria et la formation des symptomes sur
les tiges inoculées. La derniére partie de ce travail a été consacrée a ’étude de la sensibilité
chez une quinzaine de cultivars locaux de manioc, vis a vis de Colletotrichum gloeosporioides
agent pathogéne de ’anthracnose du manioc, en inoculation artificielle.

Abstract: Colletotrichum gloeosporioides attacks the stems of cassava in two steps. The first
step involves a primary necrosis caused by a bug sting (Pseudotherapus devastans). The
second stage is the development of infection in the stung tissue after invasion by the conidia
of the Colletotrichum gloeosporioides. An artificial inoculation method has been developed
and can be used to obtain symptoms that are identical to those observed in nature. Factors
needed to obtain these symptoms through artificial inoculation were studied. The nature of
the lesion (wound inflicted with a heated or cooled needle), relative humidity and temperature
were studied. The effects of temperature on the germination of the conidia, appressoria
differentiation, and the formation of symptoms on the inoculated stems were studied. The last
part of the study focused on the susceptibility of some local cultivars of cassava to C.
gloeosporioides, which, through artificial inoculation causes anthracnose of cassava.

On désigne sous le terme d’anthracnose, des maladies qui se caractérisent en général par des
altérations nécrotiques se développant principalement sur les parties aériennes de la plante,
tiges, feuilles, fruits et rameaux. [En Afrique, les anthracnoses, et principalement
I’anthracnose du manioc, sont rencontrés dans la zone intertropicale.

L’anthracnose du manioc a pour la premiere fois été décrite par Hennings en 1903
(Chevaugeon 1956) a partir des pétioles provenant de Dar es Salaam (Tanzanie). L’agent
pathogéne fut appelé Gloeosporium manihotis Henn. En 1904, le méme auteur décrivait a
partir des feuilles de manioc provenant du Brésil, le Colletotrichum gloeosporioides Penz.
L’anthracnose fut de nouveau décrite par plusieurs auteurs et I’agent pathogéne fut désigné
sous les noms de Gloeosporium manihotis par Bourriquet (1946), de Glomerella manihotis par
Chevaugeon (1956), de Colletotrichum manihotis par Vandermeyen (1962) et de Glomerella
cingulata par Irvine (1969).
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De nos jours, la majorité des travaux entrepris considérent Colletotrichum gloeosporioides
forme spécialisée manihotis, comme étant ’agent pathogéne de 1’anthracnose du manioc,
maladie trés répandue dans les zones productrices de manioc d’ Afrique et d’ Amérique latine
(Affran 1962, Doku 1969, CIAT 1972, Lozan et Booth 1974, Makambila 1979).

Naturellement, 1’installation de la maladie sur les tiges de manioc se déroule en deux étapes.
La premiére étape consiste en une réalisation d’une nécrose primaire a la suite d’une piqiire
réalisée par une punaise Pseudotherapus devastans. Cette étape consiste en une injection de
la salive dans les tissus épidermiques et sous-épidermiques des tiges de manioc.

La deuxiéme étape est une infection des nécroses primaires a la suite d’une invasion de celles-
ci par les conidiospores du champignon Colletotrichum gloeosporioides. Au niveau des
nécroses primaires, les conidiospores germent et produisent un filament germinatif, un
appressorium et un filament infectieux. La germination conduit a la formation d’un mycélium
qui se propage au niveau de la nécrose primaire, et il se forme par la suite un symptome.
Une méthode d’inoculation artificielle des tiges de manioc a été mise au point (Makambila et
Bakala Koumouno 1982). A partir de celle-ci, les effets des facteurs qui interviennent dans
la formation des symptomes sur les tiges de manioc, ont été tour a tour étudiés.

Il s’agit de la nature de la blessure (blessure réalisée avec une aiguille chauffée ou refroidie)
de I’humidité relative et enfin de la température. L’action de ce dernier facteur a été étudiée
respectivement sur la germination des conidies de C. gloeosporioides, la différenciation des
appressoria et enfin sur la formation des symptomes. Aprés avoir dégagé les effets de ces
différents facteurs sur la formation des symptdmes, une partie de ce travail a été consacrée
a I'étude de la sensibilité chez une quinzaine de cultivars locaux de manioc, vis d vis de
Colletotrichum gloeosporioides en inoculation artificielle.

MATERIEL ET METHODES
Description de la méthode d’inoculation artificielle utilisée

La méthode d’inoculation artificielle des tiges de manioc comprend deux étapes: a.)
réalisation d’une blessure sur la tige au moyen d’une fine aiguille préalablement chauffée au
rouge, puis piquée quatre fois sur la tige, sur une zone ayant 3 a 4 mm de diamétre. 1l se
forme une nécrose primaire; et b.) dépdt au niveau de la nécrose primaire d’un inoculum
constitué soit par une suspension conidienne, soit par une pastille gélosée contenant du
mycélium et des conidies (diamétre de la pastille 4 mm), prélevée sur une pré-culture agée
de quatre jours. Le matériel inoculé est ensuite incubé en présence d’un taux d’humidité
relative proche de la saturation, et d’une température convenable. Des symptémes identiques
a ceux observés dans la nature sont obtenus aprés sept jours.

Etude des effets de la nature de la blessure

Iy

Les fragments de tiges de manioc (70 mm de long) destinés a [’inoculation sont
artificiellement blessés au moyen d’une aiguille selon deux méthodes. La premiére série des
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tiges (série A) est blessée au moyen d’une aiguille chauffée au rouge. La deuxiéme série
(série B) est blessée au moyen d’une aiguille refroidie ou non rechauffée. Tous les fragments
inoculés sont introduits dans des boites en plexiglass (diamétre=115 mm, haut=220mm) en
présence d’un taux d’humidité élevé (soit 87 %) et incubé a 28° C.

Etude des effets de ’humidité relative

Les fragments de tiges de manioc a inoculer sont blessés artificiellement au moyen d’une
aiguille chauffée. Les fragments sont par la suite inoculés avec une suspension conidienne de
I’agent pathogeéne. Une fois les inoculations réalisées, les tiges sont réparties en deux séries
comprenant chacune 10 fragments: les tiges de la série A sont enfermées dans les mémes
boites en plexiglass. Pour maintenir 4 I'intérieur du dispositif un taux d’humidité relative
élevé, nous y avons introduit a 'intérieur du dispositif, un morceau ce coton hydrophile
stérilisé et imbibé d’eau stérile. Le taux d’humidité relative obtenu dans ces conditions et
mesuré a I’aide d’un hygromeétre (Prizisions Hygrometer) est de 87%. Les tiges appartenant
a la série B sont aussi placées dans des boites en plexiglass et incubées dans une chambre a
air conditionné. Le taux d’humidité relative obtenu dans ces conditions et mesuré a 1’aide du
méme hygrométre, est de 54%. Toutes les boites sont incubées a 28°C.

Etude des effets de la température

Les effets de ce facteur sont respectivement étudiés sur la germination des conidies, et la
formation des symptomes sur les fragments de tiges inoculées. Les valeurs suivantes sont
adoptées, 12°, 16°, 20°, 24°, 28°, 32°, 36° et 38°C.

¢ Germination des conidies

La germination des conidies ou la différenciation des tubes germinatifs est réalisée en cellule
de Van Tieghem sur milieu malté 4 1% (malt 10 g, gélose 14 g, eau bidistillée 1000 ml) et
autoclavé 4 120°C pendant 20 minutes et dans laquelle une suspension conidienne est
introduite. Les observations microscopiques permettant de dénombrer le taux de conidies

germées sont effectués aprés 8h 30.
¢ Différenciation des appressoria

Des fragments de tissus végétaux sont prélevés sur des partics non encore lignifiées d’une tige
de manioc et placés secondairement sur des lames de verre. Une suspension conidienne est
par la suite étalée sur ces fragments de tissus, sur la face cuticulaire.

Les lames de verre sont par la suite introduites dans des boites de Pétri, en présence d’un
taux d’humidité relative élevée. Les lames sont observées au microscope aprés 48 heures et
le pourcentage des conidies ayant différencié des appressoria par rapport aux conidies germées
est établi.
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Etude de la sensibilité de I’hdte & ’agent pathogéne: Colletotrichum gloeosporioides

Une dizaine de cultivars locaux de manioc sont considérés. Les fragments de tiges (200 mm
de long) sont piqués 4 I’aide d’une aiguille chauffée, puis inoculés avec une suspension
conidienne de la souche CM, ou des souches CM,;, CM 4, CM, et CM,, puis introduits dans
des boites en plexiglass en présence d’un taux d’humidité relative élevé (87 %) et incubés a
28°C pendant 10 jours.

RESULTATS

Description des symptoémes obtenus par inoculation artificielle des tiges de manioc

Les symptomes obtenus aprés 10 jours sont identiques d ceux qui sont observés sur les tiges
de manioc dans les conditions naturelles. Ces nécroses sont circulaires ou ovales et
recouvertes d’acervules, contenant des conidies différenciées par le mycélium de I’agent
pathogene.

Effet de la nature de la blessure sur la formation des symptémes

Les résultats obtenus a partir des tiges appartenant a la variété MBouaki sont représentés sur
le tableau no. 1. L’infection des tiges de manioc ne réussit qu’en présence d’une blessure
réalisée par une aiguille chauffée au rouge, la blessure peut donc étre efficace pour I’infection,

que lorsque les cellules des tissus subissent une dégradation conduisant 4 une libération
importante, au niveau de la blessure, de certaines substances cellulaires.

Tableau 1. Effet de la nature de la blessure sur la réalisation des symptomes de
P’anthracnose du manioc

Nombre de répétitions: 5; Température d’incubation: 28°

Dimensions des Longueur Largeur Surface
nécroses en mm en mm en mm?

Nature de la piqiire

Piqiire réalisée a 1’aide
d’une aiguille chauffée 30 9 270

Piqlire réalisé i 1’aide
d’une aiguille refroidie 0 0 0
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Effet de Uhumidité relative sur la formation des symptomes

Les résultats obtenus aprés six jours sont résumés sur le tableau no. 2a. Au sixiéme jour, les
observations réalisées montrent que les surfaces nécrosées obtenues sur les tiges inoculées
(série A) placées en présence d’un taux d’humidité relative élevé, sont respectivement égales
i 32,5 (variété Ndombi), 66,5 (variété MBouaki) et 110 m? (variété NGampfo).

Au contraire toutes les tiges inoculées appartenant a la série B placées en présence d’un taux
d’humidité relative peu élevé, ne présentent aucun symptome. Seule une coloration brunitre
apparait au cours des inoculations artificielles. L’infection des tiges de manioc n’est pas
obtenue en présence d’un taux d’humidité relative peu élevée. Une relation semblable a été
observée aussi chez d’autres champignons tel que Gloeosporium aridum, chez lequel
I’infection est favorisée par un taux d’humidité élevé (Ogowa et al. 1977).

Tableau 2a. Effet de P’humidité relative (87%) sur la réalisation des nécroses de
I’anthracnose sur les tiges de manioc blessées A I’aiguille chauffée (Série A)

V;: variété Ndombi; V,: variété Mbouaki; Vj: variété Ngampfo

Dimensions des vy vV, \£
nécroses

Longueur en mm 6,5 9,5 10
Largeur en mm 5,0 7,0 11
Surface en mm? 32,5 66,5 110

Tableau 2b. Effet d’un faible taux d’humidité relative (54%) sur la réalisation des
nécroses de I’anthracnose sur les tiges de manioc blessées a I’aiguille chauffée (Série
A’), les surfaces nécrosées obtenues correspondant aux surfaces nécrosées obtenues
apreés piqire

Vy: variété Ndombi; V,: vanété Mbouaki; Vj: variété Ngampfo

Dimensions des vy vV, Vj
nécroses

Longueur en mm 3,5 3,5 3
Largeur en mm 3,0 3,5 3
Surface en mm? 10,5 12,25 9

Denham et Waller (1981) et Chand et al. (1968) ont obtenu des résultats identiques chez
Gloeosporium fructigenum Berk. agent pathogéne de ’anthracnose de la banane. Ces deux
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auteurs ont montré que la réussite de I'infection et le développement de la maladie nécessitent
un taux d’humidité relative supérieur 4 80% et qu’en milieu artificiel, le développement de
la maladie nécessite un taux d’humidité au moins égale a 92%. Dans les conditions
naturelles, le taux d’humidité relative reste élevé pendant les périodes pluvieuses au cours
desquelles il atteint des valeurs trés élevées. Une relation a déja ét€ mise en évidence entre
le nombre de plantes atteintes d’anthracnose et la pluviométrie dans les conditions naturelles
(Makambila 1987) dans le cas de 1’anthracnose du manioc.

Effet de la température sur la germination des conidies, la différenciation des appressoria
et la formation des symptomes

La germination des conidies: 1L’observation microscopique des cellules de Van Tieghem
aprés 8h 30 permet d’obtenir des résultats représentés sur la figure no. 1. L’optimum du taux
de germination est observé pour les valeurs de la température comprises entre 20° et 32°C.
Les pourcentages des conidies germées obtenus dans cet intervalle de température sont
compris entre 85 et 96%. Les taux les plus faibles sont obtenus & 16° (3%), 12° et 38°C
(1%). Chaque conidie germée différencie 1 a 3 filaments germinatifs.

Figure 1. Effet de la température sur le taux de germination des conidies de C.
manihotis sur milieu malté 2 1% en cellule de Van Tieghem
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conidies germees
100
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Différenciation des appressoria par les filaments germinatifs: Sur des fragments de tissus
végétaux prélevés sur les parties non encore lignifiées de la tige de manioc, 1’observation des
conidies déposées sur la face cuticulaire des fragments de tissus, permet d’obtenir les résultats
représentés sur le tableau no. 3. La différenciation des appressoria est soumise a 1’influence
de la température, et celle-ci ne peut avoir lieu que dans I'intervalle des températures
comprises entre 20° et 28°C. En dessous et au-deld de ces valeurs, les conidies germent,
émettent des filaments germinatifs, mais ne différencient pas d’appressoria. Les appressoria
différenciés aux différents valeurs de la température 20°, 24° et 28°C sont tous
morphologiquement identiques. Ils sont de forme circulaire ou ovale et constitués a leur
périphérie par une épaisse couche melanisée.

Tableau 3. Effet de la température sur la différenciation des appressoria par les filaments
germinatifs sur les fragments des tissus végétaux. Le taux de germination des
conidies est ramené a 100%

Nombre de répétitions: 6
Nombre de conidies observées par répétition: 100

Températures en °C 12 16 20 24 28 32 36 38

% de germination
des conidies 2 3 43,2 65 70 74 2 1

% de production des
appressoria par les 0 0 39 54 51 0 0 0
conidies germées

En résumé, la germination des conidies est optimale entre 20 et 32°C. La différenciation des
appressoria par les conidies germées est observée d 20°, 24° et 28°C.

Dans le méme ordre d’idée, les travaux réalisés par Machito-Tani ez al. (1977) chez
Colletotrichum lagenarium montrent que la différenciation des filaments germinatifs par les
conidies de cet agent pathogéne n’est possible que sur I’intervalle de températures compris
entre 20 et 32°C, alors que la différenciation des appressoria nécessite des températures
comprises seulement entre 20 et 28°C. Des résultats semblables ont été aussi obtenus chez
le méme agent pathogéne par Norio, Shige et Akai (1969). Chez Colletotrichum graminicola
(Skoropad 1967), la température favorable 4 la formation des appressoria est comprise entre
15 et 36°C et leur pénétration dans les tissus foliaires de I’orge ne peut avoir lieu qu’entre 25
et 32°C. Les appressoria formés i 15 et 20°C demeurant dormants.

Formation des symptémes: Les observations réalisées sur des tiges de manioc inoculées
montrent que des symptomes de I’anthracnose, les plus importants sont obtenus aux
températures comprises entre 24 et 28° lorsque les fragments inoculés sont incubés 4 16°C,
I'infection se produit (Tableau no. 4).
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Tableau 4. Effet de la température sur la formation des nécroses de I’anthracnose du
manioc

Nombre de répétitions par température: 5
Taux d’humidité relative: 89,91%

Températures en °C 16° 20° 24° 26° 28°  32° 36°
Dimensions
des nécroses

Longueur en mm 4 12,5 20 30 29,0 2 1
Largeur en mm 5 7 6 8 7,5 2 1
Surface en mm? 20 875 120 240 217,5 4 1

Tableau 5. Variation de la sensibilité de quelques cultivars de manioc vis a vis d’une
souche (CM1) de Colletotrichum manihotis

Température d’incubation: 26°C pendant 10 jours
Nombre de répétitions par cultivar: 5

Cultivars:  A: NGampfo F: Moudouma
B: MBouaki G: Ntiti
C: Loméré 1 H: Siama
D: Mouloutou [: Dzoun
E: Mpembé J: Louméré 2
Dimensions Longueur Largeur Surface
des nécroses mm mm en mm?
Génotypes
de manioc
A 22 6 132
B 28 5 244
C 19 8 152
D 35 10 350
E 6 4 24
F 8 4 32
G 30 9 270
H 13 4 52
I 32 10 320
J 8 5 40

Les températures optimales qui favorisent le développement des nécroses en inoculation
artificielle sont donc comprises entre 24 et 28°C. Cet intervalle de température permet aussi
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un développement des symptdmes dans le cas de I’anthracnose du caféier dont I’agent
pathogéne est le C. coffeanum Noack. (Nutman et Roberts 1960, Walker 1937). Les résultats
obtenus chez Gloeosporium fructigenum Berk. par Chand, Kondal et Aggarwal (1968) et par
d’autres auteurs chez d’autres champignons (Chondhury 1957, Lauritzen et al. 1933, Leonard
et Thompson 1976), confirment ces résultats.

Etude de la sensibilité des cultivars de manioc & Colletotrichum gloeosporioides

Sensibilité variétale du manioc: Dix cultivars locaux A, B, C, D, E, F, G, H, I et K sont
piqués a I’aide d’une aiguille chauffée, puis inoculés avec une suspension conidienne de la
souche CM,, afin de noter la sensibilité de chacun d’eux vis 4 vis de C. gloeosporioides. Les
symptdmes obtenus aprés 10 jours sont mesurés et les résultats exprimés en surface des plages
nécrosées sont représentés sur le tableau no. 5. Les nécroses formées sur les cultivars B, A,
D, G et I sont plus importantes par leurs surfaces, que celles obtenues sur les cultivars E, F,
H et K. Ces résultats montrent que la vitesse de propagation de I’agent pathogéne varie d’un
cultivar 4 un autre, et dépendrait donc de la sensibilité de chacun d’eux vis a vis de la souche
de C. gloeosporioides utilisée.

Différences d’aggressivité entre génotypes de C. gloeosporioides

Quinze cultivars ont été piqués a I’aiguille chauffée puis inoculés avec des suspensions
conidiennes provenant de cinq souches de C. gloeosporioides (CM;, CM,;, CM,, CM, et
CM,,). Les résultats obtenus aprés 10 jours avec les deux cultivars MPembé et Kilonda sont
représentés sur le tableau no. 6.

Pour les cinq souches utilisées, les résultats obtenus permettent de faire les observations
suivantes: parmi les cinq souches de C. gloeosporioides utilisées, 1’agressivité varie d’une
souche 4 une autre; les souches CM;;, CM, et CM,, sont plus agressives et déterminent sur
ces deux cultivars des nécroses assez développées; les souches CM, et CM ¢ sont moins
agressives et entrainent aprés inoculation sur ces deux cultivars la formation de nécroses aux
dimensions réduites; pour deux cultivars inoculés, les plus petites nécroses sont différenciées
sur le cultivar Mpembé; et si I’on considére les trois souches les plus agressives (CM,,;, CM,
et CM;;) les deux cultivars MPembé et Kilonda se comportent d’une maniére différente. Le
cultivar MPembé est cinq fois (en présence de CM,), quatre fois (en présence de CM,) et
neuf fois (en présence de CM,;) moins sensible que le cultivar Kilonda inoculé avec les
mémes souches.

En considérant les cinq souches inoculés sur ces deux cultivars, les résultats montrent que la
sensibilité de chaque cultivar aux souches de C. gloeosporioides différe. Le cultivar MPembé
est le plus sensible a la souche CM, et le cultivar Kilonda a la souche CM,,. 1l y a donc une
composante "Verticale” de la résistance. En tenant compte des surfaces nécrosées obtenues
sur les 15 cultivars de manioc inoculés avec les cing souches, le tableau no. 7 montre que les
cultivars MPembé, Siama et Moudouma sont les moins sensibles a I’ensemble des souches de
C. gloeosporioides utilisées pour les inoculations.
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Tableau 6. Variation du pouvoir pathogéne chez cinq souches de C. manihotis inoculées
sur les fragments de tiges des cultivars "Mpembe" et "Kilonda"

Nombre de répétitions par souche: 5
Température d’incubation: 26°C pendant 10 jours

Longueur (mm) largeur (mm)
surface nécrosée (mm?)

SOuCheS CM] CM” CM16 CM4 CM21
Dimensions des
nécroses
Longueur et largeur 6 4 8 4 7 3 o 5 7 5

en mm et surface nécrosée
Variété Mpembé 24 mm? 32 21 50 35

Longueur et largeur 19 6 18 6 8 4 25 7 35 10
en mm et surface nécrosée

Variété Kilonda 114 mm? 108 32 175 305

Tableau 7. Etude de la sensibilité de 15 cultivars de manioc vis A vis des souches de
Colletotrichum manihotis (CM,;, CM,, CM,;, CM,,, CM,¢)

Surfaces nécrosées Génotypes de manioc
obtenues en 10 jours

0-100 mm? Mpembé Siama
Moudouma
100-200 mm? Dzouri NGamfo
Mbonaki Moundele Mpakou
Moutsemina MVoumina
200-300 mm? Mbouaki NDombi
Ntiti
300-400 mm? Kilonda
Mouloutou
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Etude de la variation de la sensibilité A C. gloeosporioides le long d’une tige de manioc

Des fragments de tiges de manioc longs de 70 mm chacun (figure no. 2) sont utilisés. Chaque
fragment est d’abord piqué a 1'aiguille chauffée puis inoculé artificiellement avec la souche
CM,, puis incubé dans des conditions favorables a I'infection. Pendant six jours, la longueur
des nécroses (ou leur surface) est mesurée sur chaque fragment, depuis les fragments de
I’apex jusqu’aux fragments de la région inférieure de la tige.

Les résultats obtenus sont exprimés sur la figure no. 2. La zone caulinaire la plus favorable
au développement des symptomes est celle qui est comprise dans la partie intermédiaire non
encore lignifie. Au dessus de celle-ci et plus précisément dans la zone apicale, les
symptomes obtenus ici présentent des dimensions inférieures ou supérieures 4 celles des
nécroses obtenues dans la partie intermédiaire. Sur les fragments apicaux, il a été obtenu
dans certains cas un développement rapide de I’agent pathogéne. Celui-ci est toutefois
consécutif 4 une rapide dégradation des tissus se manifestant sur les fragments apicaux. Dans
la partie inférieure de la tige au niveau de laquelle la lignification s’est déja installée, les
symptomes formés en sept jours sont ponctuels et ne semblent pas mettre en évidence une
propagation de I’agent pathogéne dans les tissus de la tige de manioc. Ces résultats mettent
en évidence I’existence d’un gradient de sensibilité au champignon.

CONCLUSION ET DISCUSSION

L’installation de I’anthracnose se déroule en deux étapes: réalisation d’une nécrose primaire
par Pseudotherapus devastans et invasion de celle-ci par les conidies de Colletotrichum
gloeosporioides. Les symptomes formés peuvent étre obtenus artificiellement en réalisant des
piqares artificielles a I’aide d’une aiguille chauffée au rouge. La nature de blessure, une
température favorable et un taux d’humidité proche de la saturation interviennent pour une
réussite de 1’inoculation.

La sensibilité de I’hote vis a vis de C. gloeosporioides varie le long d’une tige de manioc.
La zone caulinéaire la plus favorable a I’action de C. gloeosporioides ne se situe pas au
sommet de la tige, ni non plus dans les parties de la tige entiérement lignifiées. C’est au
niveau de la zone subapicale non encore entierement lignifiée que C. gloeosporioides
différencie des nécroses caractéristiques. La sensibilité de la plante le long de la tige de
manioc, présente une distribution qui subit I’influence du gradient de lignification. Les
cultivars de manioc réagissent différemment vis a vis d’une souche de C. gloeosporioides et
méme, le pouvoir pathogene de ses souches differe au sein d’un ensemble de souches.

On constate cependant, parmi plusieurs cultivars inoculés avec cing souches une importante
différence de sensibilité. Pour les cinq souches, le cultivar MPembé se révéle le moins
sensible par rapport aux autres. Une résistance de type "vertical” apparait dans ces
conditions. Ces résultats nécessitent une étude d’interactions entre génotypes de I’hdte et
génotypes du parasite, afin de confirmer I’existence de cette composante "verticale” de la
résistance.
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Figure 2. Variation de la sensibilité le long d’une tige de manioc inoculée artificiellement
avec C. manihotis. L’évolution de Vinfection est représentée par la longueur des
nécroses obtenues sur chaque fragment inoculé pendant 6 jours chez 4 variétés de
manioc, 4 28°C.
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SEED INFECTION BY PSEUDOMONAS SYRINGAE PV PHASEOLICOLA
AND MOVEMENT OF THE BACTERIUM IN PHASEOLUS BEANS

Betty GONDWE
Uyole Agricultural Centre P.O. Boz 400 Mbeya Tanzania

Abstract: Tests on detecting the movement of the halo blight bacterium are described in this
paper. Some isolates of the halo blight bacterium Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
appear to survive and move in cultivars Edmund and Red Mexican. Results were not sufficient
enough to arrive at any conclusions as to the extent of the bacterial movement in different
parts of the bean plants. Additional studies with modifications should be carried out before
any firm confirmation on bacterial movement in resistant bean cultivars is made. Indications
that the bacteria can survive in resistant cultivars may partially account for the variations
observed in races of pathovar phaseolicola. The infection rate in seeds collected from three
districts in the southern highlands of Tanzania was low.

Résumé: Les tests réalisés pour détecter les mouvements de la bactérie agent de la graisse
du haricot, sont décrits dans cette étude. Il semble que certains isolats de la bactérie
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola survivent et se déplacent dans les cultivars Edmund
et Red Mexican. Les résultats sont insuffisants néanmoins et ne permettent pas de déterminer
l'importance relative de ces déplacements dans les différentes parties du haricot. Avant de
pouvoir faire réellement la preuve que la bactérie se déplace dans les cultivars de haricots
résistants, il est souhaitable de procéder a d’autres études auxquelles des modifications auront
é1é apportées. Des indices laissant apparaitre que la bactérie peut survivre dans des cultivars
résistants peuvent expliquer en partie les variations observées dans des races de pathovars
phaseolicola. On n’a constaté qu’une infection légére des semences collectées dans trois
districts des hauts plateaux du sud de la Tanzanie.

The seed plays a major role in transmitting the disease halo blight (Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola [Burk] Young et al. [= P.s phaseolicola), (Burkholder 1930, Zaumeyer 1932).
Although several methods have been divised for detecting the halo blight bacterium in seed
(Wilson 1938, Katznelson and Sutton 1951, Guthrie, Huber and Fenwick 1938, Wharton 1947,
Taylor 1970, Trigalet and Rat 1975) little emphasis has been placed on disease transmission.
Until now no firm evidence for the movement of the halo blight bacterium from seed to
seedling and from seedling to other plant parts has been demonstrated. Work done by Omer
and Wood (1969) suggested limited movement. Hilderbrand and Schroth (1971) demonstrated
a more extensive movement while Taylor (1979) found no evidence for the translocation of
the pathogen from other plant parts of infected plants to the seed.

However, progress has been made on the pathogenic variation of P. s. phaseolicola. Patel
and Walker (1965) reported the existence of two races based on whether or not the bean
cultivar Red Mexican has been infected. Taylor and Teverson (1985) reported the
identification of a third race that was virulent toward the P. vulgaris L. cultivar with a single
gene for resistance. Taylor and Teverson recently (1991 pers. comm.) described nine races
of P. s. phaseolicola based on their interaction with eight differential cultivars. A five gene
model described allows for possibly 32 races. In other accounts, (Schroth et al. 1970, Coyne
et al. 1979, Gondwe 1990) reported the lack of homogeneity within strains of P. s.
phaseolicola with respect to virulence when tested on a number of cultivars. The results of
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these various workers might suggest that there is an infinite number of strains/races within P.
$. phaseolicola ranging from mild to highly virulent.

New and possibly more virulent races of a pathogen could be developed through a number of
processes. One possible means could be through a mutation and by selection on passing
through a resistant or tolerant cultivar. Hill er al. (1972) observed that the halo blight bacteria
could multiply in inoculated tolerant plants of GN Nebraska, # 1 selection 27 and PI 150414.
This paper presents results on movement of the bacterium in cultivars Edmund and Red
Mexican U13. Tests on seed infection by the pathogen are also reported.

MATERIALS AND METHODS

The experiments were conducted at the Uyole Agricultural Centre - Mbeya, in the southern
highlands of Tanzania. With regard to the bacterial cultures, the origins of isolates used are
shown in Table 1. Isolation was done using the standard bacteriological techniques as
reviewed by Bradbury (Anon 1984). Kings medium B (King er al. 1954), was used for
isolation and Yeast Dextrose Carbonate was used for maintenance of the cultures.

Table 1. Strains from halo blight infected beans and their reactions

Strain Date Host Place of Fluorescence  Pathogenicity
no. collected plant origin on cw green
pods

9113 Dec. 1990 P. vulgaris Ileje + P

9114 Dec. 1990 P. vulgaris Ileje + P

9117 Dec. 1990 P. vulgaris UAC - B

9121 Jan P. vulgaris UAC + P

9122* Jan P. vulgaris UAC + P

9134 Feb. 1991 P. vulgaris UAC + NP

9161 Feb. 1991 P. vulgaris UAC + N

9163a March 1991 P. coccineus UAC + NP

9163b March 1991 P. coccineus UAC + NP

9163c* May 1991 Yellow lablab  UAC + P

9166a May 1991 Yellow lablab  UAC + P

9166¢* May 1991 Yellow lablab  UAC + P

9166d* May 1991 Yellow lablab ~ UAC + P

9166e* May 1991 Yellow lablab ~ UAC + NP

9166h May 1991 Yellow lablab ~ UAC + NP

* = Brown diffusible pigmentation in media, B = Browning at point of inoculation, P =
Pathogenic on Canadian wonder green pods, Ileje = A district in Mbeya region bordering
Malawi, NP = Non pathogenic, UAC = Uyole Agricultural Centre, CW = Canadian
wonder.
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Pathogenicity tests

Pathogenicity tests were done by pod inoculation. Freshly picked green pods of Canadian
wonder plants grown in a glasshouse were stab inoculated using a needle charged with a 48
hour bacterial growth. Pods were stored in humid containers at room temperature and
evaluated after four days. Positive reactions were recorded where grease spots were evident.

Test cultivars:

A set of differential cultivars previously used in halo blight race identification as described by
Taylor and Teverson (1985) were used (Table 2). In addition, Yellow lablab and coccineus
were tested. Four plants per pot were grown in sterile soil in 15 cm plastic pots in a
greenhouse. Forty-eight hour growth cultures were used to inoculate the plants at crookneck
stage. A sterile needle charged with the bacterial growth was stabbed through the hypocotyl.
After inoculation, plants were kept on a bench in the glasshouse. Disease reactions were
recorded 14 days after inoculation.

Table 2. Details of cultivars tested for reactions to the halo blight strains

Cultivar Origin

Canadian wonder Horticultural Research
Tendergreen International-Wellesbourne
Edmund UK

Red Mexican U13

Yellow lablab UAC-Pasture Research Section
P. coccineus

Bacterial movement in resistant bean plants

Freshly picked primary leaves were macerated in a small amount of sterile distilled water
(petiole and leaf blade separately) and left to stand for two hours before a loopful of the
extract was streaked on dry plates of Kings Medium B. Plates were incubated at 25°C for
three days. Fluorescent colonies were picked, subcultured on fresh media and tested for
pathogenicity by inoculation on cultivar Canadian wonder. The trifoliolate was assayed (using
a method similar to that followed in assaying the primary leaves) two weeks after the assay
for primary leaves to the determine presence or absence of the bacterium in other plant parts, .

A similar procedure was followed for testing the bacterial presence in the blossoms. Green
pods were assayed a month later. For the evaluation, bacterium was recorded present (+)
after recovering it from the assayed plant part and proving its pathogenicity on the Canadian
wonder cultivar. The symbol + + was given where populations were very high (continuous
streak), and the symbol + was given where populations were normal. Colonies were not
counted because in most cases they coalesced.
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Tests for seed infection

Bean seeds were collected from experimental stations, market places and from an individual
farmer in Sumbawangas in the southern highlands of Tanzania. The dry seeds were ground
to flour (using an electrically operated grinding mill) which was then dispensed in sterile
distilled water (5 gms in 100 mls) shaken and left to stand for four hours, when the
supernatant liquid (one drop) was plated on dry plates of Kings Medium B for three days at
25°C. Fluorescent colonies were subcultured and the pure cultures were subjected to
pathogenicity tests (pod inoculation) for identification.

RESULTS

Excluding results from strains 9117, 9166h, 9121, 9134, 91661 and 9163b, which showed no
reaction on cultivars Edmund, Tendergreen, Canadian wonder, Red Mexican U13, Lablab and
P. coccineus; reaction of the remaining eight isolates are of differential value (Table 3).
Cultivar Canadian wonder and Tendergreen were highly susceptible to all eight strains. All
the plants from these cultivars were killed 14 days after inoculation. Cultivar Edmund showed
complete resistance to 9113, 9114, 9122 and 9166e. Cultivar Red Mexican U13 showed
susceptibility to strains 9166¢, 9166e, 9166d and 9163c. Suprisingly, one plant from cultivar
Red Mexican inoculated with strain 9166d survived. All the strains except 9166e were non-
pathogenic to Yellow lablab. Moreover, P. coccineus showed susceptibility to strains 9122,
9166d and systemic reaction to strains 9166e, 9161, 9114, 9163¢ and 9113.

Table 3. Reaction of various bean cultivars to strains of Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola

Strain Canadian Tender Edmund Red Yellow Phaseolus
no. wonder green Mexican lablab coccineus

9113 HS HS R R - Systemic

9114 HS HS R R - Systemic

9117 - - - - - -

9121 - - - - - -

9122b HS HS R - - S

9134 - - - - - -

9161 HS HS SS _ Systemic

9163a - - - - - -

9163b - - - - - -

9163cb HS HS SS S - S

9166a - - - - - -

9166¢cb HS HS SS* S - NT

9166db HS HS SS S - HS

9166eb HS HS R S S Systemic

9166h - - - - - -

HS = Highly susceptible, NT = Not tested, S = Susceptible, - = No reaction, SS = Severe
§tunté1(1jg, b = Brown diffusable pigmentation, ¥ = One plant exhibited after water soaking
in media.
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The results on bacterial movement in different plant parts are shown in Table 4. The
pathogen was readily recovered from petioles and leaf blades of the primary leaves of the
cultivars Red Mexican and Edmund, which survived after inoculation with the pathogen.
Vanation was noted in cultivar Edmund inoculated with strain 9114, where no bacterium was
recovered. Strain 9113 could not be recovered from the petioles of cultivar Edmund. Strains
9122, 9161 and 9166d could not be recovered from the leaf blades of the primary leaves of
cultivar Edmund. None of the strains tested could be recovered from any of the trifoliolate
leaves of any of the cultivars used in the study.

The only blossom from which the bacterium was recovered was from cultivar Edmund
inoculated with strain 9166¢. Results from assays made on small green pods indicated slight
presence of the bacterium that was recovered from cultivar Red Mexican U13 inoculated with
strain 9161. In tests for seed infection, fluorescent colonies were recorded in cultivar
Kabanyolo from Sumbawanga. Subcultures gave pure fluorescent colonies typical of P.s.
phaseolicola. The strain proved to be pathogenic on Canadian wonder green pods.
Yellowish, mucoid and white colonies with whorled centres were the most dominant growths
in most of the isolation plates.

DISCUSSION

Halo blight of beans is mainly a seed-borne disease which implies that the bacterium must gain
access to the seed through certain processes. Zaumeyer (1932) reported in his work that the
bacteria can this access may occur by the penetration of the pod wall from external lesions and
if infection occurs in the sutures of the pod, the bacteria will follow the vascular system of
the sutures and enter the seed by way of the funiculus. Other workers suggest that the
bacteria may travel from the base of the stem to the leaves without expresion on the plant
surface and that they may pass through the pod pedicel and continue into the pod and seed by
way of the vascular system (Chupp and Sherf 1960). The general knowledge on translocation
of the pathogen is systematically unsettled.

Work done by Omer and Wood (1969) suggested only limited movement, while Hilderbrand
and Schroth demonstrated more extensive movement. In contrast, Taylor er al. (1971) found
no evidence for the translocation of the bacteria from other parts of the plant to the seed.
Working with Xanthomonas phaseoli, Aggour er al. (1989) reported the systematic
transmission of the pathogen from inoculated pedicels of the flower buds and small pods
through the vascular tissue of the pod to the seeds, causing internal infection without any
external symptoms on either pods or seeds. They also found out that planting infected seed
did not result in systemic transmission of the bacteria to the seeds. This study has shown that
P.s. phaseolicola can be translocated up the been stem from the inoculated hypocotyl to the
primary leaves (Table 4). The results concur largely with those of Omer and Wood (1969),
which suggested a limited movement of the bacterium. Failure to recover the bacterium from
the trifoliolate and the influorescence could be attributed to the diagnostic procedure followed.
Assays for the different plant parts were done at diverse intervals. For example, the primary
leaves were assayed four weeks after inoculation.
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Table 4. Assays of Pseudomonas syringae pv. phaseolicola in different bean plant parts

Cultivar Primary leaf Trifoliolate Influor-  Green Pathogenicity
Isolate escence  pod of the isolates
no. Petiole Leaf Petiole Leaf (+/ves)

blade blade

9113  Red Mexican + + - - - - +

Edmund - + - - - - +
9114  Red Mexican ++ + - - - - +

Edmund - - - - - - -
9122 Red Mexican + + - - - - +

Edmund + - - - - - +
9161  Red Mexican + + - - - - +

Edmund + - - - - - +
9163¢c Edmund + + - - - + +
9166¢c Edmund + ++ - - + NT +
9166d Edmund + - - - - - +
9166e Edmund + + - - - - +

NT = Not tested, - = no growth, + + = Continuous streak of pure growth on KMB, + = traces
of Psp growth, + = Numerous colonies (not countable) on KMB,

Table 5. Infection of dry bean samples by Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

Cultivar Place of origin Characteristics of bacterial cultures
Fluorescence Pathogenicity

Nyamuhanga Iringa market - -

Nyamuhanga- Sumbawanga

like Leonard - -

Sungura

Kabanima Nkundi - -

Kabanyolo Sumbawanga + ++

Lotu UAC - -

UAC 41 Sumbawanga - -

Uyole 84 UAC - -

Chipukupuku UAC - -

Tlomba UAC - -

+ = Colony fluorescing, - = Not fluorescent, ++ = Large greasy spot at point of

inoculation.

Subsequent tests for the trifoliolate and the blossoms were done at two-week intervals. The
genotypic availability of the tested cultivars could also account for the observations made.
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Genotypic varniation in the multiplication of P.s. phaseolicola has been reported by Stadt and
Saettler (1981), Katherman er al. (1980) and Omer and Wood (1969). Small pods were
assayed one month after flower initiation. A trace of the P.s. phaseolicola was recovered
from small pods of cultivar Red Mexican U13 inoculated with strain 9161. Taken together,
these results indicate the transmission of the bacteria through the vascular tissue of the plant
to the pods.

These findings are of practical importance. Working on Erwinia stewarti, the causal organism
of Stewart’s wilt of corn, Wellhousen (1937) and Lincoln (1940) showed that the virulence
of a bacterial population of Erwinia stewarti increased through mutation and selection by
passage through a tolerant corn cultivar. Resistant cultivars are traditionally developed on the
basis of disease symptoms. The ability of a resistant cultivar to support the growth of a
pathogen in the absence of symptoms is therefore an obvious danger. The role of systemic
transmission of P.s. phaseolicola in tolerant/resistant bean cultivars as it relates to
development of strains with altered virulence is another area of importance that should be
studied. Such studies are necessary to verify these results and the conclusions by Schroth ez
al. (1970) that indicate that there is probably an infinite number of races of halo blight ranging
from mild to highly virulent.

Results from the current study indicate that P.s. phaseolicola multiplied in some plant parts
of the two bean genotypes. Studies on population size are needed to determine population
levels in different bean cultivars. Such studies will provide useful information for the bean
seed industry.
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Résumé: Macrophomina phaseolina est le champignon le plus dévastateur du niébé au Niger.
La plante peut étre tuée précocement et brutalement (fonte de semis), ou progressivement. En
plein champ, la maladie commence sur des plantes adultes par un léger flétrissement sur
quelques feuilles terminales, flétrissement qui gagne rapidement les parties basales en
s’aggravant. La plante entiere peur étre tuée en moins de sept jours. Les racines sont
détruites, leur cortex se détache aisément. Tous les organes affectés (racines, tiges, gousses,
graines) sont couverts de sclérotes et parfois de picnides noires qui donnent a l’ensemble un
aspect cendré. La maladie se propage ainsi de plante a plante a partir de ce foyer primaire.
Lorsque 1'on réalise artificiellement l'infection in vitro, on remarque que le parasite inhibe
puis détruit les racines qui noircissent. Le mycélium envahit le collet, et, au bout de 72 a 96
heures, la plantule s’affaisse et meurt. Elle est couvert de sclérotes et de pycnides.
L’observation de coupes histologiques et cytologiques réveéle la présence d’un mycélium
intercellulaire, avec parfois Uintrusion de quelques hyphes dans les cellules. De nombreux
sclérotes formés dans les espaces intercellulaires écartent les cellules et dégradent les
structures. Les pycnides sont trop grosses pour rester dans les tissus: elles déchirent ces
derniers pour s’extérioriser partiellement. Ces multiples altérations des tissus expliqueraient
les symptomes décrits plus haut. L’implication d’enzymes lythiques de toxines dans 1’évolution
de la maladie est également discutée.

Abstract: Macrophomina phaseolina is the most devastating fungi of cowpea crops in Niger.
The young plant can be killed either early and abruptly or gradually. In the field, the disease
starts by causing the terminal leaves of mature plants to wilt. Wilting worsens and extends
to the lower part of the plant. The whole plant can be destroyed in less than seven days. The
roots are destroyed and the cortex can be detached easily. All the parts (roots, stems, pods,
seed) are covered with sclerotia and sometimes with black pycnidia which makes the plant look
ashen. The disease spreads from plant to plant from this primary focus. In the case of in
vitro infection, the parasite inhibits and then destroys the roots, which turn black. The
mycelium invades the collar of the plant. Between 72 and 96 hours later the plantlet wilts
away and dies, covered with sclerotia and pycnidia. Histological and cytological cuts reveal
intercellular mycelium, and in some instances, hypha grow into the cells. The numerous
intercellular sclerotia that are formed separate the cells and damage the structure. The
pycnidia are too large to be enclosed in the tissue. They disrupt the cells and partially
emerge. This tissue damage explains the symptoms described above. The role of lytic enzymes
and toxins in the disease is also discussed.

Depuis plus de 10 ans, le champignon de Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanitch
(Spharopsidaceae) occasionne des dégits considérables sur le niébé (Vigna unguiculata [L.]
Walpers), principale légumineuse alimentaire et troisiéme culture au Niger. Des travaux
antérieurs (Adam 1986, 1987, 1990, Dhingra et Sinclair 1978) ont permis de mieux
caractériser ce parasite et de comprendre sa biologie. L’étude de I'évolution des symptémes
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au champ et in vitro, ainsi que I’observation des coupes histologiques et cytologiques
permettent d’apprécier les interactions entre le niébé et ce parasite.

MATERIEL ET METHODES

Essai en plein champ: Les variétés de niébé TN-3 71 et TVX-32 36 sont semées a forte
densité sur de petites parcelles de 1,50 m x 1 m et aménagées sur un terrain sableux a
Niamey. Ce terrain est naturellement infesté par plusieurs cultures successives de niébé
sensible parasité. Aprés la levée, I’arrosage est assuré tous les 10 jours avec 20 mm d’eau.
Tous les cinq jours, on note I’évolution des symptomes et des effectifs, et ceci pendant les
trois mois que dure le cycle de la culture.

Essai in vitro: Des graines des variétés TN-3-71 et TN-88-63 sont désinfectées d’abord au
mercryl Laurylé 3% puis a I’hypochlorite de calcium 6%. Aprés trois ringages, elles sont
mises a germer sur eau gélosée 2% dans des boites de Pétri stériles. Au bout de trois jours
d’incubation 4 température ambiante, les plantules saines et vigoureuses sont repiquées dans
des tubes de culture de 3 cm de diamétre et 16 cm de hauteur contenant 20 ml de milieu
stérile de Murashige et Skoog (sans phytohormone mais additionné de 2% de glucose). A
partir d’une culture de M. phaseolina de cinq jours sur PDA, on préléve un fragment
mycélien que I’on dépose aseptiquement a la base des plantules. La moitié des tubes sont
inoculés le jour du repiquage (Jo) et la 2éme moitié, 4 jours plus tard (J4). Tous les tubes
sont incubés en salle de culture maintenue 4 30 + 3°C et éclairée 12g/24 par des tubes
fluorescents (type lumiére du jour, intensité d’éclairement de 1000 lux). L’évolution des
symptdmes est notée tous les jours.

Les plantules infectées ou saines sont prélevées pour étre fixées aprés O h (Témoin), 24 h,
48 h, 72 h et 96 h de contact entre I’hote et le parasite. Chaque prélévement est
immédiatement fixé, et les fixateurs ont été le Navashine et le FAA pour le matériel inclus
dans la paraffine. Dans ce cas, les coupes transversales au niveau de la tige et dans les
racines sont colorées a I’hématoxyline de Régaud. Le glutaraldéhyde post-osmié est le
fixateur utilisé pour le matériel inclus dans 1’éponge. Les coupes semi-fines colorées par le
paragon ont servi aux observations en microscopie €lectronique a transmission (M.E.T.).

RESULTATS
Développement de la maladie au champ

La maladie se développe sensiblement de la méme fagon sur les deux variétés: durant les
trois premiéres semaines de culture, il y a une importante manifestation des fontes de semis,
soit par destruction des graines en germination, soit par mort des plantules levées. Ainsi TN-
3 71 et TVX-32-36 perdent respectivement 64,6 % et 50% de leurs effectifs dans cette période
(Tableau 1). Aprés cette premiére vague d’attaque, il y a une forte réduction ou une
interruption des mortalités, puis la maladie se déclare 4 nouveau pour atteindre un maximum
entre 65 et 70 jours aprés semis. Les symptomes développés sont des nécroses des tiges, le
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flétrissement, la pourriture cendrée des parties nécrosées et des gousses et la mort précoce
de la plante qui se couvre de microsclérotes et parfois de pycnides du parasite.

Tableau 1. Evolution de la mortalité en plein champ

Age des plants 0a2s 45 55 60 65 70 75 O
(en jours)

TN-3 71 64,6 (1) 0 1 2 10 11 2 2
TVX-32 36 50,0 (1) 3 5 6 7 7 2 2
Total 57,3 (2) 3 6 8 17 18 4 4

NB: (1) Pourcentage de fontes de semis et les chiffres suivants indiquent le nombre de plants
tué. (2) Pourcentage moyen sur les deux variétés et les chiffres suivants indiquent le total des
plants tués pour les 2 variétés.

Le flétrnissement progressif est trés caractéristique: il commence toujours sur les feuilles
terminales, puis atteint rapidement les parties basales. La plante entiére meurt au plus tard
sept jours aprés le début du flétrissement. Une importante lésion translucide est perceptible
au niveau du collet. Le cortex des racines et du collet se détache aisément. Les racines sont
détruites et la plante s’arrache sans effort. A partir de ce foyer primaire, la maladie se
propage de la méme fagon de plante en plante. Toute la parcelle peut étre détruite en
quelques jours et ce d’autant plus vite que le semis est dense.

Symptomes in vitro et étude du mode d’action

Lorsque I’inoculation est faite en méme temps que le repiquage des plantules, la croissance
et I’agressivité du parasite sont telles qu’il envahit son hote et le détruit avant la reprise de
végétation de ce dernier. Ainsi, toutes les plantules du premier lot sont tuées. Par contre,
avec le deuxiéme lot, la reprise de végétation des plantules est totale, le systéme racinaire bien
développé dans les quatre jours qui précédent I'inoculation. Le Tableau 2 résume les
différentes observations.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Macrophominia phaseolina se propage a partir d'un foyer primaire, essentiellement par le
contact racinaire (Roger 1952). Il détruit le systéme racinaire et donc les tissus vasculaires,
d’ou le flétrissement observé. Les coupes cytologiques ont révelé I’invasion de tous les tissus
par les différents organes du champignon, dont I’action mécanique contribue a dégrader les
structures cellulaires. En plus de I’action mécanique, on pourrait penser 4 I’intervention de
médiateurs biochimiques. En effet, 1’aggrandissement des méats suggére la production des
pectinases comme armes principales du parasite au début de I'infection. La progression
ultérieure dans les cellules correspondrait a 1’action des cellulases (Adam ez al., 1991). Cette
hypothése biochimique est d’autant plus vraisemblable que les coupes observées ne révélent
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pas la présence des haustoria, structures de nutrition de plusieurs champignons. Nos travaux
actuels tentent de détecter, par électrophorése, les éventuelles protéines et enzymes mises en
oeuvre dans cette interaction entre le niébé et le M. phaseolina.

Tableau 2. Croissance et développement de M. phaseolina, évolution des symptomes et
observation des coupes histologiques et cytologiques

Durée Aspect du parasite Symptomes visibles Etat des coupes
d’incubation cytologiques et histologiques
6-10 h Emission lers Néant Néant

tubes germinatifs

24 h Mycélum hyalin Néant Néant
abondant

48 h Mycélium de plus Néant a légére Mycélium et sclérotes
en plus noir perte de vigueur dans les cellules du
+ lers sclérotes parenchyme cortical.

Début dégénérescence
des cellules.

72 h Mycélium noir, Lésions noires sur Accentuation des dommages
beaucoup de racines et collet. subis par les cellules.
sclérotes Arrét croissance Invasion de tous les tissus
racinaire. 28% des par les hyphes et sclérotes.
plantules sont
flétries.
=9 h Mycélium noir, Flétrissement de Tissus envahis:
+ + + sclérotes, tous les plants, parenchymecortical, endoderme,
+ + + pycnides. chute des feuilles, cylindre central, péricycle,
mort des plantules. vaisseaux conducteurs nécrosés

et dégénérés. Libération
vésicules par exocytose.
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ADAPTATION DES BACILLUS FIXATEURS D’AZOTE A LA RHIZOSPHERE
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Résumé: Peu de temps apreés la découverte de "Clostridium polymyxa" (Prazmowaski 1880),
G. Bredemann (1908) publiait un important article sur l’isolement de souches de "Bacillus
asterosporus” de différentes rhizosphéres provenant de trés nombreux pays. Dans cet article
il merrait en évidence le caractére fixateur d’azote de ces souches. Par la suite, ces ceux
espéces furent rebaptisées Bacillus polymyxa (Smith et al. 1952) et le caractére fixateur
d’azote définitivement confirmé par Hino et Wilson (1958). L’intérét des chercheurs pour cette
espéce bactérienne fut relancée par une publication de Neal et Larson en 1976. Ces
chercheurs canadiens mettaient alors en évidence que la lignée de substitution chromosomique
de la variété de blé de printemps Cadet (C-R5D) entretenait dans sa rhizosphére une activité
Sfixatrice d’azote contrairement a la lignée non substituée. Les bactéries responsables de cette
activité étaient des Bacillus fixateurs d’azote. En 1988, un autre groupe canadien montrait
que l’effet de promotion de croissance de ces Bacillus fixateurs d'azote n’était visible que
lorsque les souches inoculées a un cultivar de blé provenaient d’un sol sur lequel ce cultivar
avait été cultivé les cing derniéres années (Chanway et al. 1988). L’hypothése d’une co-
adaption entre le blé de printemps et les Bacillus fixateurs d’azote était alors avancée. Entre
temps une équipe suédoise avait également isolé de la rhizosphere de céréales et de graminées
prairiales cultivées sur des sols suédois, un grand nombre de souches de Bacillus polymyxa
(Lindberg et Granhall 1984). Plus récemment, nous avons pu montrer dans notre laboratoire
qu’une sous-population de Bacillus polymyxa isolée d’un sol brun faiblement lessivé était
phénotypiquement (galeries API), sérologiquement (ELISA) et génétiquement (RFLP) différente
d’une autre sous-population de cette espece isolé de blé (rhizoplan) cultivé sur ce méme sol
(Mavingui et al. 1991). La aussi I’hypothése de l’adaptation des Bacillus polymyxa aux
racines de blé est avancée. Les caractéres d’adaptation seront discutés. Sur la base des
résultats de la littérature, Bacillus polymyxa est donc une espéce fixatrice d’azote contenant
des souches promotrices de la croissance des plantes, antagonistes de champignons
phytopathogenes et capables de modifier I'environnement physico-chimique des racines de blé.

Abstract: Not long after the discovery of "Clostridium polymyxa" (Prazmowski 1880), G.
Bredemann (1908) published an important article on the isolation of strains of Bacillus
asterosporus from various plant rhizospheres originating in different countries. In this article,
he highlighted the nitrogen-fixing character of these strains. Thereafter, these two species
were renamed Bacillus polymyxa (Smith et al. 1952), and the nitrogen fixation was confirmed
by Hino and Wilson (1958). Scientific interest in this bacterial species was revived in 1976
by a publication of Neal and Larson. These Canadian scientists showed that the spring wheat
cultivar Cadet modified by a chromosomic substitution had a higher nitrogen-fixing activity in
its rhizosphere, but this was not the case with the unsubstituted cultivar. Bacillus spp., which
have nitrogen-fixing capacities were shown to be responsible for this activity. In 1988,
another Canadian team showed that the wheat plant promotion efffect of these nitrogen-fixing
Bacillus was only visible when the inoculated strains were from a soil in which the same
cultivar had been grown for the last five years (Chanway et al. 1988). This led to the
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hypothesis of co-adaptation between spring wheat and nitrogen-fixing Bacillus. In the
meantime, a Swedish team had also isolated a large number of Bacillus polymyxa strains from
the rhizosphere of cereals and forage grasses grown in Sweden (Lindberg and Granhall 1984).
More recently, in our laboratory we have demonstrated that the sub-population of Bacillus
polymyxa, isolated from a Eutric Cambisol, was phenotypically (API tests), serologically
(ELISA), and genetically (RFLP) different from another sub-population of the same species that
was isolated from the roots of wheat (rhizoplan) cultivated on the same soil (Mavingui et al.
1991). Here again, the hypothesis of the adaptation of Bacillus polymyxa to the wheat roots
was confirmed and its adaptive character discussed. Results reported in literature indicate
thar Bacillus polymyxa strains are able to fix atmospheric nitrogen, promote plant growth,
antagonize phytopathogenic fungi, and are also capable of modifying the physico-chemical
environment of wheat roots.

L’isolement et la mise en évidence du pouvoir fixateur d’azote de Bacillus polymyxa et de
Rhizobium ont eu lieu d la méme époque. Au cours d’un travail que 1’on peut considérer
comme pionnier, sur "Bacillus asterosporus” rebaptisé plus tard Bacillus polymyxa, Von G.
Bredemann a isolé une trentaine de souches de la rhizosphére de plantes (riz, avoine, luzerne,
graminées prairiales), d’arbres (pin, épicéa, acacia) et de termites. Le caractére ubiquiste de
la répartition de B. polymyxa était également établi puisque ces souches provenaient des cinq
continents. De plus I'auteur établissait qu’aprés culture de souches de cette espéce, le milieu
de culture était enrichi en azote, indiquant une trés probable réduction de N, en ammoniaque
{(méthode Kjeldahl). La confirmation de cette activité fut apportée beaucoup plus tard par
Hino et Wilson (1958). Par comparaison, I’isolement de souches d’ Azospirillum associées aux
racines de céréales est plus récente.

Isolement Fixation de N,
Rhizobium Franck 1879 Heliriegel and Willfarth 1886
Bacillus polymyxa Prazmowski 1880

("Clostridium polymyxa")
Beijerinck 1893
("Granulobacter polymyxa™)

Bredemann 1908 Bredemann 1908
("Bacillus asterosporus™)
Smith et al. 1952 Hino and Wilson 1958
(Bacillus polymyxa)

Bacillus circulans Jordan 1890

Azospirillum Beijerinck 1925 Beijerinck 1925
("Spirillum lipoferum")
Tarrand et al. 1978 Becking 1963

(Azospirillum lipoferum)
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Plusieurs auteurs ont confirmé la présence de Bacillus polymyxa dans la rhizosphére du blé
(Rovira 1963, Nelson et al. 1976, Lethbridge et al. 1982, Lindberg et Granhall 1984, Hoflich
et Steinbrenner 1988, Chanway et Nelson, 1990, Mavingui et al. 1991), la rhizosphére de
graminées prairiales (Weihs et Jagnow 1988), dans des sols de prairies permanentes (Dorner
1924, Line et Loutit 1971, Holl et al. 1988) et des sols forestiers (Jensen 1963, Jurgensen et
Davey 1970).

Deux raisons ont motivé notre intérét pour cette association entre B. polymyxa et les racines
du blé:

¢ L’étude des populations fixatrices d’azote dominantes dans la rhizosphére du blé cultivé sur
sept sols frangais différents, nous avait permis de montrer que dans la majorité des cas (6 sur
7) la population de B. polymyxa était dominante (de 1 4 5 10° bactéries/g de sol
rhizosphérique). Ces résultats sur la fréquence et sur la dominance au sein du peuplement
fixateur d’azote confirment ceux des auteurs cités précédemment.

* En 1970, Neal et ses collaborateurs démontraient I’importance de la substitution d’une paire
des chromosomes (5B) chez le blé tendre (Triticum aestivum) sur la présence de rhizobactéries
antagonistes d’un champignon phytopathogeéne (Cochliobolus sativus) agent de la pourriture
des racines. Cette année li, la méme €quipe mettait en évidence que la substitution de la
paire de chromosomes 5B issue d’un cultivar sensible a4 ce champignon (Rescue) dans un
cultivar résistant (Cadet) rendait ce dernier (C-R5B) sensible 4 la maladie (Larson et Atkinson
1970). Cette sensibilité acquise par la lignée C-R5B s’accompagne, dans un sol dépourvu de
ce champignon pathogéne, d’une augmentation significative de la microflore totale, ainsi que
des peuplements cellulolytiques, pectinolytiques, amylolytiques et ammonifiants par rapport
au cultivar parental résistant Cadet.

La taille de ces peuplements était alors équivalente d celle du cultivar sensible Rescue (Neal
et al. 1973). Les auteurs en concluaient que les modifications dans la composition des
peuplements bactériens rhizosphériques est directement liée a une substitution chromosomique
dans le génome de la plante hote et n’est pas une réponse secondaire a la présence du
champignon. La relation entre cette modification de la composition de la microflore
rhizosphérique consécutive aux modifications génétiques de la plante et I’acquisition de la
sensibilité a la maladie restait a établir de fagon directe.

Ces mémes auteurs, poursuivant leur travail sur les substitutions chromosomiques, montrérent
que le cultivar Cadet (C-R5D), dans lequel une substitution de la paire des chromosomes 5D
(provenant du cultivar Rescue) avait été effectuée, hébergeait dans sa rhizosphére une activité
fixatrice d’azote impliquant des Bacillus (Neal et Larson 1976). Ni les cultivars parents
(Cadet et Rescue) ni I’autre lignée substituée C-RSB ne présentaient les mémes propriétés.
Cela signifiait que dans le cas du blé, au moins un géne sur le chromosome 5D du cultivar
Rescue, différant de son alléle sur 5D de Cadet, est en interaction avec un ou plusieurs génes
sur le reste du génome de Cadet. De nouveau ces auteurs montraient qu’une modification
génétique du blé se traduisait par des changements qualitatifs de la microflore rhizosphérique
(présence ou non de Bacillus fixateurs d’azote). Une modification de la nature des exsudats
racinaires aprés substitution chromosomique pourrait expliquer les variations observées dans
les peuplements rhizosphériques.
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Plus récemment, d’autres chercheurs canadiens ont mis en évidence un effet positif de
I’inoculation de souches de Bacillus fixateurs d’azote sur le poids de matiére séche de racines
de blé de printemps cv. Katepwa (Chanway et al. 1988). Ces mé&mes souches étaient sans
effet sur deux autres cultivars (Neepawa et HY 320). Or, les sept souches testées dans ce
travail provenaient d’un sol cultivé les cinq derniéres années avec le cultivar Katepwa et les
12 précédentes avec le cultivar Neepawa. Les auteurs suggérent que 1’adaptation bactérienne
i la plante hote peut s’effectuer en cinq ans ou moins. Si I’on relie ces résultats a ceux de
Neal ez al. (1970, 1973) montrant que les substitutions chromosomiques chez le blé affectaient
quantativement et qualitativement la microflore rhizosphérique, il apparait que les effets de
promotion de croissance de souches proches de B. polymyxa (probablement B. circulans)
dépendent de modifications génétiques mineures de la plante hote.

Le but de notre travail est d’évaluer le caractére adaptatif de la colonisation des racines de blé
par I’espéce Bacillus polymyxa. Nous avons développé pour cela une approche différente de
celles utilisées jusqu’ici. 1l s’agit d’une approche populationnelle de la diversité génétique et
phénotypique de I’espéce B. polymyxa au sein d’environnements différents tels que le sol, le
sol adhérant aux racines (rhizosphére) et la surface des racines (rhizoplan). Une telle
approche vise deux objectifs:

¢ Comparaison de cette diversité dans ces trois environnements. La question est: la diversité
de la sous-population racinaire est-elle plus faible que celle de la sous-population du sol non-
rhizosphérique? Une baisse de la diversité pourrait étre interprétée comme une adaptation a
la plante hote.

¢ A partir de 1’étude de la diversité phénotypique basée sur des caractéres d’utilisation de
différentes sources de carbone, déduction des caractéres trophiques d’adaptation.

RESULTATS
ETUDE DE LA DIVERSITE
Isolement des souches de B. polymyxa

Le sol utilisé est un Eutric Cambisol, sablo-limoneux (pH 5,5) provenant de la région de
Nancy (Dieulouard), France. Une rotation classique est pratiquée sur ce sol: colza/blé/blé.
Trois échantillons de I’horizon de surface ont été prélevés en dehors de la zone cultivée.
Trois pots ont été€ remplis avec 1,5 kg de sol de chaque échantillon et semés avec du blé de
printemps (Triticum aestivum L., cv Fidel). Des pots non semés, traités dans les mémes
conditions (températures de jour et de nuit, 21 + 2 et 15 + 2°C, photopériode 16 heures a
300 microeinsteins m2 S!, humidité de 85 + 5%), ont servi de témoins "sol non
rhizosphériques™. Les souches de Bacillus polymyxa ont été & I’aide d’une technique
récemment mise au point pour cette espéce au laboratoire (Mavingui er al. 1991). Cette
méthode, appelée "immunopiégeage”, utilise le caractére antigénique des bactéries. Des
lapins sont immunisés par injection des bactéries entiéres. Ces anticorps de lapin
partiellement purifiés, dirigés contre une souche de B. polymyxa sont déposés au fond d’une
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plaque de microtitration. Les échantillons de sol ou de racines sont alors ajoutés. L’affinité
des anticorps utilisés vis a vis des souches de B. polymyxa permet de les isoler facilement
aprés étalement sur un milieu gélosé contenant du saccharose (Mavingui ef al. 1991).

Aprés purification et identification 4 I’aide de critéres morphologiques et biochimiques
(galeries API), 130 souches de B. polymyxa ont été isolées de trois "compartiments”: SNR,
sol non rhizosphérique (pots témoins); SR, sol rhizosphérique (sol adhérant aux racines) et
RP, rhizoplan (racines lavées) (Tableau 1). La taille de la population de B. polymyxa varie
de 2,5 10°/g dans le sol nu 4 6,2 10°/g sur les racines. Cette population est stable dans
I’ensemble des sols frangais (résultats non publiés) et représente environ 0,1% de la
microflore totale.

Diversité phénotypique

L’analyse de la diversité phénotypique a été effectuée sur des caractéres d’acidification de
sources de carbone a 1’aide de galeries API 50 CH et API 20 B. Cette analyse a été réalisée
grice au logiciel APILAB par le service de M. Boeufgras (API, bioMérieux). La constitution
des groupes de similarité est bas€e sur la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Average) et le coefficient de similarité de Gower permet I’estimation des distance entre
groupes. Cette analyse aboutit 4 la constitution de deux branches A et B (Figure 1). La
branche A se divise en trois groupes de similarité 3 93% (groupes I, II et III) alors que la
seconde (B) n’est reliée qu’a un seul groupe (IV). Ce dernier groupe contient exclusivement
des souches isolées sur la racine (rhizoplan). Quelques souches du rhizoplan se retrouvent
dans le groupe 111, constitué en grande partie de souches de la rhizosphere. Dans les groupes
[ et 11, on peut noter la présence d’une majorité de souches du sol nu, de quelques souches
de la rhizospheére et de fagon trés minoritaire de souches provenant des racines.

Prés de 90% des souches isolées du rhizoplan appartiennent @ un méme groupe (IV) indiquant
une homogénéité de cette sous-population contrastant avec une diversité supérieur des sous-
populations provenant de la rhizosphere et surtout du sol nu. Dans le cas de cette étude sur
la diversité phénotypique, nous avons exclusivement regardé les caractéres trophiques, c’est-d-
dire les capacités a utiliser certains substrats carbonés. Nous traiterons, dans le paragraphe
suivant, de la diversité sérologique, qui est également liée @ une expression phénotypique,
mais que nous avons séparé car ce n’est plus seulement une relation trophique qui est évaluée
mais également des mécanismes d’association avec la plante hote, pouvant impliquer des

mécanismes d’attachement par exemple.

Diversité sérologique

L’étude de la diversité sérologique consiste donc a regarder quelles sont les molécules
antigéniques (épitopes) a la surface des bactéries. Dans le cas des bactéries Gram positives
comme B. polymyxa ces épitopes sont essentiellement des enzymes extracellulaires, des
protéines et des polysaccharides. Certaines de ces molécules interviennent strictement dans
les relations trophiques avec la plante hdte (amylase, levane-saccharase), d’autres a la fois
pour leur fonction trophique mais également pour leur role dans la colonisation des racines
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(cellulase, endoglucanase, cellobiase, polygalacturonase, pectate-lyase) et enfin celles qui
jouent essentiellement un role dans 1’attachement aux racines (adhésines, polysaccharides).
Une autre famille d’exo-enzymes potentiellement immunogénes concernent les interactions
entre ces bactéries et des champignons (enzymes antifongiques telles que les chitinases et les
glucanases).

Nous avons employé les mémes anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre la souche B.
polymyxa CF43 (cf. I'immunopiéage) a la dilution 10*. Nous avons confirmé que ces
anticorps reconnaissent spécifiquement les souches de B. polymyxa. Par contre, bien que
toutes les souches étudiées aient été isolées avec des anticorps dirigés contre la souche CF43,
nous avons pu constater qu’elles présentaient une diversité sérologique importante (Figure 2).
Les souches isolées du sol rhizosphérique du blé ont les réactions croisées les plus fortes,
équivalentes a celle de la souche homologue CF43, elle-méme isolée de 1a rhizosphére du blé
cultivé sur un autre sol frangais. Tout comme les souches isolées du sol non-rhizosphérique,
ces souches isolées de la rhizosphére possédent des compositions en épitopes différentes entre
elles, leur conférant une variabilité sérologique supérieure a celle des souches isolées du
rhizoplan. La diversité sérologie, nette pour les souches isolées du sol, diminue lorsqu’elles
sont isolées a partir des racines. Ce résultat confirme celui sur la diversité phénotypique.

Diversité génétique

Nous avons échantillonner dans chacun des groupes (SNR, SR et RP), 12 souches pour I’étude
de cette diversité génétique (soit 36 souches au total). La méthode utilisée, dans un premier
temps, est celle des RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). [l s’agit donc de
comparer le polymorphisme des fragments d’ADN obtenus aprés digestion par une enzyme
de restriction. Dans ce travail deux enzymes ont été retenues: Pstl et Bg/ll. L’analyse des
profils obtenus apres digestion totale de I’ ADN sur gels d’agarose s’aveére trés délicate. Pour
faciliter cette analyse chacun de ces profils est hybridé avec la sonde pBA2 portant les génes
codant pour I’ARNr 168, aprés transfert sur membrane nylon (Southern). Le marquage de
la sonde 4 la digoxigénine, I’hybridation et la détection des fragments d’hybridation ont été
réalisés par un marquage non radiactif et un kit de détection (Boehringer Mannheim). Une
analyse des profils d’hybridation (Figure 3) a été réalisée 4 I’aide d’une méthode
d’appariement des profils deux a deux (Nei and Li 1979) et une méthode de regroupement par
chainage moyen (UPGMA).

Cette analyse fait apparaitre quatre groupes dans lesquels les souches entre elles ont moins
de 3,4% de divergence (Figure 4). Dix des 12 souches isolées du rhizoplan (RP) ont
exactement le méme profil d’hybridation (groupe A). Les deux autres souches du rhizoplan
(PMD 218 et PMD 259) ont des profils différents et sont également phénotypiquement
différentes puisque par exemple elles n’acidifient pas le sorbitol. Nous discuterons plus loin
de ce résultat. Donc les souches "typiques™ du rhizoplan (sorbitol +), appartenant au méme
groupe phénotypique (IV) sont génétiquement identiques. Ces souches ne proviennent pas
d’un seul clone puisqu’elles ont été isolées de trois rhizoplans différents (Tableau 2). Par
contre, 10 des 12 souches isokées du sol non rhizosphérique ont des profils d’hybridation
différents et répartis dans les quatre groupes. De la méme fagon, neuf des 12 souches de la
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rhizosphére ont des profils différents, répartis dans trois groupes (Figure 4). Les résultats sur
la diversité génétique sont résumés dans le Tableau 2.

Tout se passe comme si 1’espéce B. polymyxa dans un sol nu était composée d’individus
génétiquement et phénotypiquement différents alors qu’a la surface des racines de blé un
génotype particulier était sélectionné. Il faut remarquer que ce génotype n’a pas été isolé
dans le sol non rhizosphérique et représentait donc moins de 6% au sein de ’espéce B.
polymyxa du sol nu.

A la premiére question posée dans I’introduction, il est possible de répondre que la diversité
de I’espece B. polymyxa diminue lorsque la diversité de 1’espéce B. polymyxa diminue lorsque
’on passe du sol non rhizosphérique a la surface de la racine. La population de B. polymyxa
du sol rhizosphérique qui est I’intermédiaire spatial entre ces deux compartiments, posséde
plus de ressemblance avec celle du sol nu qu’avec celle du rhizoplan. La diversité génétique,
phénotypique et sérologique des individus appartenant a ’espece B. polymyxa, présents dans
le sol nu, est probablement nécessaire pour répondre a des variations biotiques et abiotiques
importantes subies par ce sol, alors que les individus présents a la surface des racines sont
soumis a4 une pression de sélection particuliére qui est 1’environnement racinaire. La
population du sol nu subirait une sélection diversifiante tandis que celle du rhizoplan serait
sous I’influence d’une sélection directionnelle.

Cette baisse de la diversité peut raisonnablement s’interpréter comme un indice de 1’adaptation
de cette espéce a la plante hote. Afin de déterminer quels sont les caractéres trophiques
d’adaptation de B. polymyxa a I’habitat rhizosphérique du blé, il nous a semblé plus facile
dans un premier temps d’interroger les bactéries (catabolismes) plutdt que la plante (nature
des exsudats). L’étude d’autres caractéres d’adaptation, comme la production d’exo-enzymes
en relation avec la plante, sont en cours d’étude. La baisse de la diversité sérologique
mentionnée plus haut nous permet d’espérer mettre en évidence des variations entre les
populations du sol nu et du rhizoplan concernant des molécules, potentiellement antigéniques,
sécrétées par les bactéries.

CARACTERES D’ADAPTATION

En réponse a la seconde question relative aux caractéres trophiques d’adaptation, nous avons
utilisé les résultats présentés dans le paragraphe sur la diversité phénotypique. En effet, les
caractéres étudiés sont essentiellement 1’utilisation de substrats carbonés et reflétent donc une
partie du métabolisme carboné des bactéries. L’étude des pourcentages de souches positives
pour certains de ces caractéres biochimiques fait apparaitre deux tendances opposées (Tableau
3).

La fréquence de souches positives diminue depuis le sol nu vers le rhizoplan pour les
caractéres comme I’a-méthyl-mannoside et le L-rhamnose. A I’inverse seules les souches du
rhizoplan dans leur grande majorité utilisent le sorbitol. Quelques souches capables d’utiliser
le sorbitol utilisent également le xylitol.
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Figure 1. Dendrogramme de similitude montrant la diversité phénotypique des sous
populations de Bacillus polymyxa isolées par immunopiégeage du sol non
rhizosphérique (SNR), du sol rhizesphérique (SR) et du rhizoplan (RP) de BIé.
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Figure 2. Variabilité sérologique des souches de Bacillus polymyxa évaluée en ELISA par la réaction avec le
sérum polyclonal anti-B. polymyxa CF43 dilué au 1/10000.
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Nous pouvons conclure au stade actuel de notre travail que I’adaptation de B. polymyxa a la
racine de blé semble s’effectuer par la sélection d’un génotype bactérien particulier
s’accompagnant de la contre-sélection du métabolisme de I’-méthyl-mannoside et du L-
rhamnose et la sélection du métabolisme du sorbitol.

Tableau 1. Origine et nombre de souches de Bacillus polymyxa immuno-isolées du sol
non-rhizosphérique (SNR), du sol rhizosphérique (SR) et du rhizoplan de blé
(Triticurm aestivum L., cv Fidel) de 18 jours n: nombre de souches

Echantillon
1

n*

SNR
PMDs51, 52, 57,
66, 67, 69,
70, 75, 76

PMDS58, 59, 60,
61, 71, 78,
79, 80, 81, 82

PMD62, 63, 64, 65,
83, 84, 85, 86,
87, 90, 91, 92, 93

32

SR

PMD100, 101, 102,
112, 113, 120, 121,
123, 124, 127, 134

PMD103, 105, 106, 114,
116, 117, 118, 119,
122, 125, 128, 133

PMD104, 107, 108, 109,
110, 111, 115, 126,
129, 130, 131, 132,
135, 136, 137
38

76

RP
PMD200 to PMD219

PMD220 to PMD239

PMD?240 to PMD259

60
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Figure 3. Profils d’hybridation des fragments de restriction de ’ADN total des souches
de Bacillus polymyxa obtenus avec la sonde pBA2 codant pour les génes de PARNr
16S de Bacillus subtilis. Planche A: digestion par I’endonucléase Pstl; planche B:
digestion par ’endonucléase BglII.

Les souches types de Bacillus polymyxa ATCC 842, Bacillus macerans ATCC 8244 et
Bacillus circulans NCIB 9374 ont été également inciuses. La taille (en kilobases) et
la migration relative du marqueur de poids moléculaire des fragments d’ADN sont
indiquées a gauche des planches.
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Figure 4. Dendrogramme de divergence montrant la diversité génétique entre les souches
de Bacillus polymyxa isolées par immunopiégeage du sol non rhizosphérique (SNR),

du sol rhizosphérique (SR) et du rhizoplan (RP) de blé
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Tableau 2. Répartition des groupes (a, b, ¢, d, ¢, f, g, h, i, j, k, I, m, n, o, p) et sous
groupes (1, 2, 3, 4, 5, 6) de profils RFLP des souches de Bacillus polymyxa dans les
différents échantillons des trois compartiments étudiés

Groupe Profils d’hybridation par pBA2 Souches Echantillonnage (2)
génotypique(l) Pstl Bglll compartiment  échantillon
A a a 200 RP 1
A a, a 205 RP 1
A a a 215 RP 1
A a a 216 RP 1
A a a 226 RP 2
A a a 230 RP 2
A a, a 253 RP 3
A a, a 254 RP 3
A a, a 256 RP 3
A a a 258 RP 3
A a *1 65 SNR 3
A a, 22 136 SR 3
A a, 22 112 SR 1
A a, c 259 RP 3
A a, c 218 RP 1
A ag d 86 SNR 3
A ag d 110 SR 3
A ag e 92 SNR 3
A ag e 93 SNR 3
B by f 120 SR 1
B b, f 75 SNR 1
B b, g 64 SNR 3
B b, h 130 SR 3
B b, h 123 SR 2
B b, h 78 SNR 2
B b, i 84 SNR 3
B b J 66 SNR 1
B b J 128 SR 2
B b ] 76 SNR 1
C < k 100 SR 1
C C, 1 117 SR 2
C c, | 118 SR 2
C Cy m 114 SR 2
C C, n 101 SR 1
C Cq n 58 SNR 2
D d o 63 SNR 3
D d o CF43*  Rhizosphére

E e p 842% Sol

(1) Groupes issus de I’analyse dendrogrammique basée sur les profils d’hybridation de I’ADN
(voir Fig. 4). (2) Echantillonnage du sol et des racines (voir Tableau 1). *CF43 est la souche
de Bacillus polymyxa isolée de la rhizosphére du blé; 842 est la souche type-de Bacillus
polymyxa de la collection américaine ATCC (American Type Culture Collection).
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Tableau 3. Pourcentages des souches positives aux tests biochimiques dans les
compartiments de sol non rhizosphérique (SNR) et rhizosphérique (SR) et le
rhizoplan (RP). Le nombre de souches testées figure entre parenthdses.

Caractéres Compartiments étudiés
biochimiques SNR (32) SR (37) RP (60)
a-méthyl-Mannoside 41 34 0
L-Rhamnose 31 13 0
B-méthyl-Xyloside 72 58 28
Nitrate* 12 71 45
Gélatine 9 76 53
Sorbitol 0 0 88
Xylitol 0 0 12

Les différents tests biochimiques proviennent des galeries API SO CHB et 20 B.
* Nitrate: réduction des nitrates en N,.

CONCLUSION

L’histoire de cette espéce bactérienne est paradoxale puisqu’elle est décrite associée aux
plantes depuis aussi longtemps que le Rhizobium, qu’elle est décrite comme fixatrice d’azote
depuis beaucoup plus longtemps qu’Azospirillum, qu’elle posséde des propriétés de promotion
de croissance (Holl er al. 1988) alors qu’elle ne suscite actuellement que peu d’intérét de la
part des microbiologistes du sol, exceptée 1’école canadienne. Nous avons pu démontrer qu’il
existait une adaptation de la population de B. polymyxa du sol d I’habitat racinaire du blé
(Mavingui et al. 1992), comme |’avaient fait précédemment les chercheurs canadiens avec une
espéce bactérienne proche. Une meilleure connaissance des souches de B. polymyxa adaptées
i D’environnement rhizosphérique et racinaire ainsi que ’étude des mécanismes de cette
adaptation permettront de sélectionner les souches, en vue de leur inoculation au blé, sur des
bases plus écologiques que celles qui ont prévalu jusqu’ici.
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ANTAGONISME ENTRE MICROORGANISMES SYMBIOTIQUES
ET ASYMBIOTIQUES DU SOL DE DJIBELOR

Ousman DIAGNE
Direction des Recherches sur les Productions forestiéres
Institut sénégalais de Recherches agricoles BP 2312 Dakar, Sénégal

Résumé: L’antagonisme entre des Rhizobium (sens large) et des actinomycétes a été étudié
"In vitro” en mettant en présence les deux types de microorganismes dans le méme milieu de
culture. Deux méthodes d’investigation ont été utilisées. La premiére a consisté en la
recherche des actinomycétes antagonistes des Rhizobium a& [l'aide de cultures pures
ensemencées sur une seule couche de milieu gélosé. La deuxiéme méthode a consisté en
Vutilisation d’un milieu nutritif gélosé a trois couches afin de permettre l'ensemencement
successif du milieu avec une suspension de sol puis avec une souche de Rhizobium. Cette
méthode a permit de visualiser directement l’inhibition de Rhizobium par les colonies
d’actinomycétes obtenues a partir de la suspension de sol. Le pourcentage de souches
d’actinomycétes antagonistes obtenu dans cette étude était trés variable suivant la souche de
Rhizobium testée. 1l variait entre 9,7 et 44% et ne dépendait ni de ’origine ni de la vitesse
de croissance des Rhizobium. Le sol de Djibélor contenait moins d’actinomyceétes que certains
autres sols testés (1,4 . 10°/g de sol sec). Cependant sa population d’antagonistes aux
Rhizobium était 1,5 a 3 fois supérieure a celle des autres sols (17,5%). C’est pourquoi des
résultats ultérieurs ont suggéré que la déficience de nodulation des arbres fixatrices d’azote
constatée dans ce sol était liée a I'importance des actinomyceétes antagonistes qu’il renferme.

Abstract: Antagonism between Rhizobium (sensu lato) and actinomycetes was studied in vitro
by placing the two types of microorganisms in the same culture medium. Two methods of
investigation were used. The first consisted of the detection of the actinomycetes that were
antagonistic to Rhizobium by using pure cultures inoculated in a single layer agar medium.
The second consisted of using a three-layer nutrient agar medium, thus allowing first the
inoculation of soil suspensions and then the inoculation of a Rhizobium strain. This method
made it possible to see the inhibition of Rhizobium directly by colonies of actinomycetes
obtained from the soil suspension. The percentage of antagonistic actinomycete strains
obtained in this study was very variable (between 9.7% and 44% ), and depended on the strain
of Rhizobium tested, but was independent of the origin and growth rate of the Rhizobium.
The Djibélor soil contained less actinomycetes than certain other soils that were tested (7.4
. 10°/g of dry soil). The population that was antagonistic to Rhizobium was between 1.5 and
3 times greater than in other soils (17.5%). That is why later results suggested that the
nodulation deficiency in nitrogen-fixing trees observed on this soil was related to the number
of antagonistic actinomycetes present in the soil.

Il a été démontré que I’antagonisme microbien est un facteur biologique important non
seulement pour le développement de la plante (Patel 1969) mais également pour I’étude de la
suivie et de la multiplication des Rhizobium dans le sol (Holland et Parker 1966, Chatel et
Parker 1972). Les études consacrées aux bactéries, champignons, batériophages ont révélé
que ces microorganismes peuvent étre antagonistes vis-i-vis des Rhizobium.

Cette étude a été axée sur les actinomycétes pour tester le phénoméne d’antagonisme parce
qu’ils constituent le group le plus important de microorganismes capables de produire des
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substances antibiotiques. Ils jouent ainsi un grand role dans la lutte biologique (Johnson
1954). La production de substances toxiques affectant le développement des Rhizobium a été
mise en évidence au laboratoire par plusieurs travaux (Chhonkar et Subba-Rao 1966, Smith
et Miller 1974). Certains auteurs ont méme montré I’existence d’antagonismes entre les
actinomycétes et les Rhizobium du sol (Visona et Tardieux 1964, Pugashetti et al. 1982).

L’antagonisme entre des Rhizobium (sens large) et des actinomycétes a été mis en évidence
dans cette étude in vitro en mettant en présence les deux types de microorganismes dans le
méme milieu de culture. Deux méthodes d’investigation ont été utilisées. La premiére était
basée sur la recherche des actinomycétes antagonistes des Rhizobium a I’aide de cultures pures
et la seconde sur ’utilisation de milieu gélosé 4 trois couches.

MATERIEL ET METHODES
Préparation de la suspension de sol

Le dénombrement de la population d’actinomycétes a été fait & partir du sol de Djibélor on
une déficience de la nodulation a ét€ constatée a partir d’autres sols (Diouloulou, Bayottes,
Dabo et Botou) pour avoir des points de comparaison. Apreés prélévement dans la nature, le
sol a été soustrait des débris végétaux puis passé sous un tamis de 2 mm de maille. Dix
grammes de ce sol ont ét€ mis dans un erlenmeyer contenant 90 ml d’eau stérile. Cette
suspension a été soumise 4 une agitation magnétique pendant 30 mn. Ensuite 631 mg de
phénol a été ajouté a la suspension, sous une hotte, avant la poursuite de 1’agitation pendant
10 mn encore. Cinq tubes a essai contenant chacun 9 ml d’eau stérile ont ét€ préparés. Un
millilitre de la suspension de sol a été prélevé et dilué¢ dans un des tubes. Cette série de
dilution a continué jusqu’a 106 (la suspension mére correspond a la dilution 10°).

Culture des actinomycétes

La culture des actinomycétes a été faite sur milieu Lechevalier (El-Nakeeb et Lechevalier
1963) dont la composition est la suivante: Glycérol 12,5 g; Arginine 1,0 g; Na Cl 1,0 g; K,
HPO, 1,0g; Mg SO4, 7 H,0 0,5 g; Actidione 0,05 g; H,O 1 000 ml; Agar-Agar 15 g.

Le pH du milieu a été ajusté a 7 et I’actidione ajouté a travers un filtre millipore (0,45 um)
apreés stérilisation du milieu d I’autoclave (120°C pendant 20 mn). Le milieu a été réparti sur
12 boites de Pétri. 0,5 ml de la suspension de sol aux dilutions 10‘2, 103 et 104 a été étalé
sur chaque boite aprés solidification 4 raison de quatre boites par dilution. Les boites ont
été mises 4 I’étuve 4 26 °C pendant une semaine.

Aprés incubation, les colonies d’actinomycétes ont été comptées. Ensuite 80 colonies
d’actinomycétes ont été prélevées sur quatre boites de Pétri de dilution appropriée a raison
de 20 colonies par boite. Chaque colonie a été prélevée soit en totalité, soit en fragments
avec un morceau de gélose puis repiquée dans un flacon contenant du milieu Lechevalier
gélosé, incliné. Les flacons ont été remis a I’étuve pendant une semaine pour permettre la
multiplication des colonies isolées puis gardées dans une chambre a4 30°C jusqu’d leur
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utilisation. Les colonies ont été repiquées dans d’autres flacons tous les quatre mois pour
renouveler la collection.

Culture des souches de Rhizobium

Le milieu et la technique d’isolement des souches de Rhizobium ont été basés sur les travaux
de Vincent (1970, 1977). De nouvelles cultures sur milieu liquide YEM ont été faites 4 partir
des souches de Rhizobium de collection. Aprés développement des souches, les cultures ont
été diluées si nécessaire dans de I’eau stérile pour avoir 4 peu prés la méme densité optique
pour tous les inoculums, c’est-d-dire 0,15. Celle-ci correspond environ i une population
bactérienne de 10°° cellules/ml.

Recherche des actinomycetes antagonistes des Rhizobium & ’aide de cultures pures

La recherche des antagonistes a été faite a partir de la culture des actinomycétes sur le méme
milieu que la souche de Rhizobium utilisée. La méthode employée est analogue i celle déja
employée par certains auteurs (Vojinovic 1970). Le milieu de culture commun qui permet la
croissance des actinomycétes et des Rhizobium, est a base de glycérol, d’arginine, de mannitol
et d’extrait de levure. Sa composition est la suivante:

Glycérol 12,5 g; L-arginine 1,0 g; Mannitol 10 g; extrait de levure 1 g; K, HPO, 1 g; Mg
SO,, 7H,0 0,5 g; Na Cl 1 g; H,O 1000 ml; Agar-Agar 16 g. Le pH a été ajusté a 6,8.

Le milieu de culture a été réparti sur les boites de Pétri aprés stérilisation 4 1’autoclave 4
120°C pendant 20 mn. A partir des cultures pures d’actinomycétes, quelques fragments de
colonies ont été prélevés puis repiqués sur les boites. Dans chaque boite il y a eu six
fragments d’actinomycétes différents. La disposition a ét€ telle que chaque colonie
représentait le sommet de 1’hexagone ainsi constitué. Cette opération a €té répétée avec les
mémes colonies sur une autre boite. L’ensemble des boites a été transféré ensuite a I’étuve
i 28°C.

Aprés six jours d’incubation les boites ont été sorties afin d’ensemencer les souches de
Rhizobium en faisant des stries entre celles des actinomycétes 4 raison d’une souche de
Rhizobium par boite. Les stries de Rhizobium de celle-ci forment les diagonales de
I’hexagone (voir schéma A). Ensuite les boites ont été remises 4 I’étuve i la méme
température pendant deux a quatre jours selon que la souche de Rhizobium utilisée est a

croissance rapide ou 4 croissance lente.

A la fin de la durée d’incubation, les boites ont été examinées pour la recherche des zones
d’inhibition de la croissance des souches de Rhizobium. Une fois répertoriées, les souches
d’actinomycétes antagonistes ont été remises en culture avec d’autres souches de Rhizobium
pour retester leur pouvoir inhibiteur. Cette fois, un autre dispositif a été utilisé. Au milieu
de chaque boite une souche d’actinomycéte a été étalée par la méthode des stries aprés
dilution dans un peu d’eau stérile d’une colonie prélevée d’un flacon de la collection.
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Aprés six jours d’incubation a 1’étuve, plusieurs souches de Rhizobium ont été repiquées sur
les boites en faisant des stries paralléles de chaque c6té de la culture d’actinomycéte (schéma
B). Cing souches de Rhizobium ont été repiquées dans chaque boite. Les zones d’inhibition
ont été examinées aprés réincubation des boites a 1’étuve.

Schéma A: Culture de six actinomycétes et d’une souche de Rhizobium sur milieu gélosé

Souche de Rhizobium

Milieu de culture

actincmycéte

Schéma B: Culture d’un actinomycéte et de cinq souches de Rhizobium sur milieu gélosé

Souches de Rhizobium

FRASNS SN N

actinanycéte

milieu de culture
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Méthode d’isolement direct d’actinomycétes antagonistes des Rhizobium

La méthode mise au point par Panthier er al. (1979) et utilisée ensuite avec succeés par
Pugashetti er al. (1982) a été appliquée. Cette méthode permet de visualiser directement
I'inhibition de Rhizobium par les colonies d’actinomycétes obtenues 4 partir d’une suspension
de sol. Elle consiste a utiliser un milieu nutritif gélosé a trois couches afin de permettre
I’ensemencement successif du milieu avec la suspension de sol puis avec une souche de
Rhizobium.

Préparation de la premiére couche de gélose: 90 ml de milieu Lechevalier gélosé a été
préparé dans un erlenmeyer et stérilisé puis refroidi a 40 ou 45°C avant I’addition de 100 mg
de cycloheximide. A ce milieu a été ajouté 10 ml de la suspension de sol convenablement
diluée (10'3 et 10‘4). Ce mélange a été coulé dans des boites de Pétri a raison de 10 ml par
boite et quatre répétitions par dilution.

Formation de la deuxiéme couche: Apres solidification des boites, 5 ml d’eau gélosée a 2%
préalablement stérilisée puis refroidie 4 50°C a été ajouté au-dessus de la premi€re couche.
Les boites ont été ensuite mises a incuber comme précédemment a 1’étuve pendant six jours.

Préparation de la troisidme couche: Cette couche était constituée par 5 ml de milieu de
Yema par boite qui a été coulé, aprés stérilisation et refroidissement a4 40°C au-dessus de la
28 couche. Une culture de Rhizobium avec 107 bactéries par ml environ a été ensuite
préparée. 0,5 ml de cette culture a ét€ étalé a la surface de la couche de Yema. Les boites
ont €té remises a I’étuve pendant trois jours encore.

RESULTATS
Recherche des actinomycetes antagonistes de Rhizobium & ’aide de cultures pures
Estimation de la population d’actinomycetes de cing sols du Sénégal

Les colonies d’actinomycétes ont été comptées sur toutes les boites. Cependant nous n’avons
retenu que les résultats obtenus avec la dilution 103 qui nous a semblé la plus appropriée pour
le dénombrement. Les résultats sont consignés dans le tableau 1. Ce tableau permet de
regrouper les sols utilisés en deux, suivant le nombre d’actinomycétes qu’ils renferment.
D’abord les sols de Djibélor, Dabo et Botou qui ont entre 6,66 et 8,4. 10° actinomycétes par
gramme de sol sec. Ensuite les sols de Diouloulou et des Bayottes qui ont une population
d’actinomycétes deux fois plus élevée que celle des trois autres sols (13 a 17,17. 10°/g de sol
sec).

Recherche sur linhibition des souches de Rhizobium par les actinomycétes isolés du sol
de Djibélor

Trois souches de Rhizobium (Alg, Pa7 et ORS 911) ont été cultivées en présence de 80
souches d’actinomycétes isolées du sol de Djibélor. La longueur d’inhibition de chaque
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souche de Rhizobium a été mesurée dans les boites décrites dans la section Recherche des
actinomycetes antagonistes des Rhizobium a l'aide de cultures pures. Les résultats sont
donnés dans le tableau 2. Les souches d’actinomycétes qui n’ont provoqué aucune inhibition
ne figurent pas dans ce tableau.

Ce tableau préliminaire montre que le nombre de souches d’actinomycétes antagonistes est trés
variable suivant la souche de Rhizobium testée. Ainsi les pourcentages d’actinomycétes
inhibiteurs sont: 9, 7% pour la souche Alg; 13,3% pour Pa7 et 44% pour ORS 911. Ce
résultat préliminaire a suggéré a retester les souches de Rhizobium par quelques actinomycétes
1solés a partir du sol de Djibélor.

L’inhibition des souches de Rhizobium testées est représentée par les figures 1 et 2 et le
tableau 3. Le tableau 3 montre comme dans ’expérience précédente, que la sensibilité des
souches de Rhizobium a I’activité inhibitrice des actinomycétes varie d’une souche a I’autre
et que cette sensibilité n’est liée ni 4 I’origine ni 4 la vitesse de croissance des Rhizobium.

La figure 1 montre qu’il existe parmi les Rhizobium, des souches trés résistantes (Alg) ou au
contraire des souches trés sensibles (Pa,) aux actinomyceétes inhibiteurs. Entre ces deux types,
se trouvent des souches de Rhizobium a sensibilité intermédiaire a tous les niveaux. La Figure
2 montre qu'il existe dans le sol de Djibélor, de nombreux actinomycétes capables d’inhiber,
du moins in vitro, un grand nombre de Rhizobium.

Tableau 1. Nombre d’actinomycetes inhibiteurs de la croissance de la souche de
Rhizobium Al dans différents sols du Sénégal

SOLS

Diouloulou Djibélor  Bayottes  Dabo Botou
Nombre d’actinomycétes/g
sol sec 13.10° 7,4.10°  17.10°  6,6.10°  8,4.10°
Nombre d’actinomycétes
inhibiteurs/g sol sec 0,6.10° 1,3.100  10° 0,7.10°  0,7.10°
% d’actinomycetes
inhibiteur/g sol sec* 4,6 17,5 6 10,6 8,3

*par rapport 4 la population totale d’actinomycétes
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Tableau 2. Influence des actinomycétes du sol de Djibélor sur la croissance de trois souches de Rhizobium

Longueur d’inhibition: + < Smm; Smm; < ++ < 1[0mm +++> 10 mm
- sans inhibition; O souches de Rhizobium n'ayant pas poussé

Souches d’actinomycétes

2 8 13 14 15 17 19 22 23 25 28 29 31 35 36 37 39 45
- - - - - - - - - ++ - + + + + - - +
- - - - - + - - - ++ - - - ++ - - + -
+ + ++ ++ +H+ - ++ o+t ++ o+ + ++ H++ 4+ +  ++

Souches d’actinomycétes suite

53 54 55 57 60 66 74 75 78

+ + + ++ o+ 0 + ++ o+

46 51
++ -
+++ +
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Méthode d’isolement direct d’actinomycétes antagonistes des Rhizobium

Pour estimer la population d’actinomycétes antagonistes du sol de Djibélor, les résultats
obtenus a la dilution 103 qui a semblé la plus appropriée ont été retenus. La population
totale d’actinomycétes de ce sol calculée au cours de I’expérience précédente est égale a 7,4.
10°. En ramenant le nombre d’antagonistes 4 cette population totale, nous avons trouvé un
pourcentage d’actinomycétes antagonistes égal a 17, 5%. Cette estimation a été obtenue en
comptant les zones d’inhibition de la croissance de la souche de Rhizobium utilisée (Alg) par

les actinomycétes du sol. Cette souche tres résistante (voir fig. 1) a été retenue pour

dénombrer seulement les actinomycétes fortement inhibiteurs.

Figure 1. Classement des souches de Rhizobium selon leur résistance A Paction inhibitrice

des actinomycetes isolés des sols du Sénégal
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Figure 2. Classement des actinomycttes selon leur pouvoir inhibiteur de la croissance des

Rhizobium
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Cette méthode semble la plus exacte comparativement a la méthode avec des cultures pures
pour deux raisons principales: 1’étalement de la suspension de sol sur la boite de Pétri fait
intervenir le maximum de souches d’actinomycétes en interaction avec la souche de Rhizobium
utilisée; la présence d’auréoles transparentes autour des actinomycétes, traduit plus une
inhibition qu’un simple défaut de croissance de Rhizobium. L’inconvénient majeur de cette
technique semble étre la difficulté d’individualiser les auréoles d’inhibition afin de mieux les
compter. Néanmoins, les deux méthodes se valent puisqu’elles donnent des valeurs qui se
rapprochent: 10° colonies d’actinomycétes antagonistes par gramme de sol sec pour la
méthode avec des cultures pures et 1,3. 10° pour la méthode d’isolement direct soit des
pourcentages de 13,3 et 17,5 respectivement. La population d’actinomycétes antagonistes des
quatre sols du sud du Sénégal utilisés dans les isolements de Rhizobium a été estimée dans les
mémes conditions que pour le sol de Djibélor. Les résultats obtenus sont consignés dans le
tableau 1. Ce tableau montre que le sol de Djibélor contient moins d’actinomycétes que
certains autres sols (Diouloulou et Bayottes). Cependant, sa population d’antagonistes est 1,5
4 3 fois supérieure a celle des autres sols.
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Tableau 3. Actinomycdtes antagonistes des Rhizobium
* sur un total de 13 actinomycétes

Souches de Plante Croissance Nombre d’actinomycétes
Rhizobium d’isolement antagonistes (Total = 14)
Pa 1 P. africana r 14

Pas " 1 9

Pa 7 " 1 10

Pa9 " | 7

Al 2 A. lebbeck r 10

Al 4 " r 10

Al 6 " 1 3

Al 8 " 1 13

Al 10 " r 5

Pj 12 P. juliflora r 11

Py 14 " r 11

LI L. leucocephala r 8

TAL 1 145 " r 6

Gs 15 G. sepium r 8

Gs 16 ! r 8*

Gs 17 " r 4

CB 756 M. africanum | 6*

DISCUSSION

Les sols de Diouloulou et des Bayottes renferment un nombre d’actinomycétes plus élevé que
les autres sols étudiés (Tableau 1). Des analyses antérieures ont montré que leur pH était plus
acide (4,4 a 4,9 contre 5,1 4 5,9 pour les autres sols). La population d’actinomycétes des
cinqg sols utilisés est supérieure i celle trouvée par Davies et Williams (1970) pour un sol
prélevé i la méme profondeur mais dont le pH se situait entre 7 et 8. Certains auteurs ont
trouvé a partir de sols aussi acides que ceux décrits plus haut, une population d’actinomycétes
10 fois supérieure a celle trouvée dans la présente étude (Patel 1974, Ayanaba et Omayuli
1975). Ces résultats et ceux trouvés dans la littérature semblent ainsi indiquer que les
actinomycétes sont plus nombreux dans les sols acides (Patel 1974, Ayanaba et Omayuli 1975)
que dans les sols alcalins (Davies et Williams 1970).

La corrélation entre la population d’actinomycétes et les facteurs édaphiques a déja été établie
dans plusieurs travaux. Ainsi Vruggink (1976) a montré dans les champs agricoles que le
nombre d’actinomycétes est influencé a la fois par le type de sol et la pratique culturale.
Pugashetti er al. (1982) ont également montré que le nombre d’actinomycétes antagonistes
pouvait atteindre 70% de la population d’actinomycétes totale dans les champs de soja et 90 %
dans les champs cultivés successivement en mais, soja et blé. Davies et Williams (1970) ont
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lié la distribution des actinomycétes & un ensemble de facteurs écologiques qui régnent dans
le sol (pH, humidité, température, compétition biologique...).

La résistance des Rhizobium a I’action inhibitrice des actinomycétes semble indépendante de
leur plante d’isolement et de leur vitesse de croissance. Par exemple certaines souches de
Rhizobium isolées d’Albizia lebbeck (Alg et Al,y) font partie des souches les plus résistantes
a I’action des actinomycétes alors que d’autres souches (Alg et Al,) isolées de la méme plante
sont trés sensibles a cette action. De méme il existe parmi les deux souches de Rhizobium les
plus résistantes aux actinomycétes, une souche a croissance rapide (Gs 17) et une souche a
croissance lente (Alg). Parmi les souches les plus sensibles, il existe aussi une souche a
croissance rapide (Pa,) et une souche a croissance lente (Alg) (Tableau 3). Cette observation
est en accord avec les résultats obtenus par van Schreven (1964) qui ne trouve aucune
corrélation entre le temps de génération des souches de Rhizobium et leur résistance aux

actinomycétes antagonistes.

Les résultats de dénombrement des actinomycétes du sol de Djibélor ont été comparés a ceux
obtenus par Pugashetti et al. (1982). Ces demiers travaillant sur des champs cultivés, ont
trouvé que la population d’actinomycétes de ces derniers était en général égale a 5. 10°/g de
sol sec et que la population d’actinomycétes antagonistes au Rhizobium variait entre 1,3.10°
et4,5.10%/g de sol sec. Dans la plupart des cas, cette population antagoniste représentait 10%
de la population totale d’actinomycétes. Dans le sol de Dijibélor, la population
d’actinomycétes est 4 peu prés égale a celle trouvée par ces auteurs (7,4. 10°/g de sol sec)
et le nombre d’actinomycétes de ce sol est compris dans la gamme qu’ils ont trouvé (1,3.10%).

La population d’actinomycétes antagonistes du sol de Djibélor s’est révélée plus importante
que celles des autres sols prélevés au sud du Sénégal. C’est pourquoi il est pensable de lier
la déficience de nodulation des arbres fixateurs d’azote dans ce sol & I’importance des
actinomyceétes antagonistes.
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EVALUATION DE LA PRODUCTION DES SIDEROPHORES PAR LES SOUCHES
DE RHIZOBIUM CICERI ISOLEES DE DIFFERENTS SOLS DU MAROC

El Bekkay BERRAHO
Laboratoire de Microbiologie Faculté des Sciences
Université Mohammed V
B.P. 1014 Rabat, Maroc

Résumé: Dans des conditions de stress ferrique, certains microorganismes rhizosphériques
secrétent des chélateurs biologiques de fer appelés sidérophores. Ces derniers sont
susceptibles d’améliorer la nutrition ferrique des plantes cultivées dans des sols déficients en
fer, notamment les sols calcaires et alcalins.

Les Rhizobium ciceri, spécifiques du pois chiche, cultivés sur le milieu YEM traité au 8-
hydroxyquinoléine et additionné de différentes concentrations de fer, atteignent leur croissance
optimale a une concentration de 2 uM de FeCl,.

L’étude de 1'effet des chélateurs chimiques de fer, 'EDDHA (Ethylénediamine difO-hydroxy]-
phéniyl-acétique acide) et le 2-2-dipyridyl sur la croissance des souches de Rhizobium ciceri,
a permis de révéler que les deux souches, PCH 34-G3 et ILC-G3, ont un grand pouvoir
d’extraction du fer complexé par ces chélateurs.

La recherche des sidérophores chez les Rhizobium ciceri est effectuée par trois techniques.
Celle de Csaky a montré que ces bactéries ne produisent pas les sidérophores de type
hydroxamates, par contre la technique d’Arnow a permis de montrer que toutes les souches
sont capables de produire des sidérophores de type phénolates (salicylates et
dihydroxybenzoates) avec une grande variabilité de production (de 3,5 a 16,5 mg/L de culture)
selon les souches. L’application du test CAS (Chrome Azurol S), a utilisation universelle pour
la détection des sidérophores, indépendamment de leur structure, a confirmé les résultats
obtenus par la technique d’Arnow. Les deux souches, PCH 34-G3 et ILC-G3, qui ont un
grand pouvoir compétitif avec I’EDDHA et le 2-2-dipyridyl vis a vis du fer, produisent des
quantités importantes de sidérophores détectables au niveau des surnageants des cultures.
Cette production est fortement influencée par la composition du milieu de culture et la
concentration de certains éléments chimiques notamment le phosphore.

Abstract: When subjected to ferric stress, certain microorganisms in the rhizosphere secrete
biological (iron) chelates (called siderophores) which can improve the ferric uptake of plants
grown on iron-deficient soils, especially on calcareous and alcaline soils.

Rhizobium ciceri, which are specific to chick pea, when cultivated on a YEM medium, treated
with 8-hydroyquinoleine and added to various concentrations of iron, reach their optimal
growth conditions at a concentration of 2 uM of FeCl,.

Studying the effect of chemical (iron) chelates (EDDHA and 2-2-dipyridyl) on the growth of
Rhizobium ciceri strains has shown that two strains (PCH 34-G3 and ILC-G3) have a good

capacity to extract iron compounds via these chelates.

There are three techniques to characterize siderophores in Rhizobium ciceri. Using the Casky
technique, we have shown that these bacteria do not produce hydroxamatic type siderophores.

95



INTERACTIONS PLANTES MICROORGANISMES

On the other hand, the Arnow technique shows that all the strains are capable of producing
phenolic type siderophores (salicylates and dihydroxybenzoates) with great variation in yield
(between 3.5 and 16.5 mg/l of culture), depending on the strain. Applying the CAS (Chrome
Azurol S) test, which is used universally to detect siderophores, regardless of their structure,
has confirmed the results obtained using the Arnow technique. There are two strains (PCH
34-G3 and UKCOG3) that have proven to be very competitive with EDDHA and 2-2-dipyridyl
with regard to iron; they also produce considerable quantities of siderophores that can be
detected in the supernatants. Production is greatly affected by the composition of the culture
medium and the concentration of certain chemical elements, particularly phosphorus.
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LA CERCOSPORIOSE DES AGRUMES PHAEORAMULARIA ANGOLENSIS
(DE CARVALHO ET O. MENDES) P.M. KIRK: EVOLUTION DE LA MALADIE
SUR FRUITS EN ZONE FORESTIERE HUMIDE

J. KUATE*, B. MANGA*, E. FOURE*,
J.Y. REY*** et F. DAMESSE*
*[RA Nkolbisson BP 2067 Yaoundé, Cameroun
**[RA/IRFA BP 13 Nyombé, Cameroun
**+*[RFA Korogho Cote d’Ivoire

Résumé: La cercosporiose des agrumes provoquée par Phaeoramularia angolensis (de
Carvalho and O. Mendes) P.M. Kirk occasionne de sérieux dégdts sur feuilles et fruits au
Cameroun. Depuis deux ans, un projet soutenu en partie par la FIS a permis d’initier des
recherches sur cette maladie dans la région de Yaoundé. L’observation de plusieurs séries
de fruits a différentes saisons a permis de constater que:

o les chutes de fruits malades sont précoces et nombreuses en seconde campagne (floraison
de septembre & décembre) mais plus tardives et peu nombreuses sur variétés peu sensibles en
premieére campagne (floraison de mars-juin);

o les proportions de fruits tachés sont élevées méme sur variétés réputées peu sensibles a la
cercosporiose pendant toutes les campagnes;

o les fruits demeurent sensibles durant tout leur développement. C'est ce que traduit
I'augmentation continue du nombre moyen de lésions par fruit ainsi que des proportions de
Sruits tachés,;

® l'accroissement du diamétre moyen des fruits est faible en seconde campagne (septembre -
décembre) suite aux attaques précoces et intenses;

® une fructification déclenchée par des arrosages en saison seche (février 90) n'a été artaquée
que tardivement apreés le retour des pluies.

Les résultats sont présentés pour trois séries de fruits sur sept (une de premiére campagne,
une de seconde campagne et celle correspondant a la floraison décalée par arrosage).

Abstract: Cercosporiosis in citrus fruits is caused by Phaeoramularia angolensis (de Carvalho
and O. Mendes) P.M. Kirk, a fungus that is difficult to cultivate artificially. This parasite
does serious damage in Cameroon because it attacks both the leaves and the fruit.

For the last two years, a project that is partially funded by IFS has been doing research on
this disease in the Yaoundé region. The symptoms have been described by using the phenology
of the organs attacked. There were no major difficulties in isolating and culturing the
pathogen starting from the first appearance of the symptoms on the fruit.

Epidemiological observations carried out between October 1989 and December 1991 indicated
that :
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® the fruit is vulnerable from the first stages of fruit formation through maturity regardless of
the season, although the intensity of rainfall affects the rhythm of the attacks and the extent
of damage;

® two to three months after budding, the leaves are no longer attacked. The May-June shoots
are not seriously attacked unlike the October-November shoots,

® the earlier the fruit is attacked the greater the damage and losses;

® certain varieties of fruit seem to have leaves that are not very vulnerable, although the fruit
is,;

® fruit induced by irrigation during the dry season was attacked very late, in the next rainy
season, even on very sensitive varieties.

Certain avenues of research, such as on the long-term control of this disease, are discussed.
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LA DYNAMIQUE DE LA CERCOSPORIOSE NOIRE (MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS
MORELET) DES BANANIERS (AAA) DANS LES CONDITIONS DE NJOMBE
(MAI 90-AOUT 91): INFLUENCE DE LA DATE DE PLANTATION
ET DU STADE PHYSIOLOGIQUE DE LA PLANTE

A. MOULIOM PEFOURA
IRA/CRBP BP 13 Njombé Cameroun

Résumé: La cercosporiose noire (Mycosphaerella fijiensis Morelet) des bananiers et des
plantains est une maladie fongique qui se manifeste par une destruction plus ou moins
importante du systéme foliaire de la plante. La baisse de rendement peut, dans certains cas,
atteindre cent pour cent. Le contréle de la maladie en culture villageoise demeure pour
Vinstant difficile. Dans les plantations industrielles, on fait appel a une lutte raisonnée sur
avertissement biologique. Les travaux réalisés visent a améliorer ce contréle, et cherchent en
particulier a apprécier s’il existe une date de plantation pouvant permettre a la plante d’étre
moins affectée par la maladie d’une part et d’autre part a évaluer l'impact du stade
physiologique de la plante sur sa sensibilité a la maladie. Huit dates de plantation ont été
réalisées de maniére échelonnée tous les 45 jours avec la grande naine, une variété tres
sensible utilisée dans les plantations industrielles. Sur la base des paramétres analysés (Etat
d’Evolution de la maladie EE et durée du cycle infectieux), les plantations de mars, mai et
dans une certaine mesure celles de juin et de février sont les plus affectées. Leur cycle
végétatif se déroule dans une période tres favorable a la maladie. Les traitements d’aoiit a
décembre sont moins affectés. Mais dans tous les cas, aucune date de plantation n’a permis
d’obtenir des régimes récoltables. Des indications sont données dans le texte sur influence
du stade physiologique de la plante sur sa sensibilité a la maladie.

Abstract: Black leaf streak (Mycosphaerella fijiensis Morelet) in banana and plantain trees
is a_fungal disease that destroys the plant’s foliar system and, in some cases, the whole yield.
It is difficult to control this disease when it occurs in villages. Industrial plantations utilize
supervised control methods when they receive a "biologial warning”. In our work, we seek
to improve disease control, particularly by studying planting dates and evaluating the
relationship between the plant’s physiological stage and its susceptibility to the disease. Eight
planting dates, each 45 days apart, were tested on the Giant Cavendish variety, a highly
sensitive variety that is usually grown in industrial plantations. Using stage of disease and
length of infectious cycle as parameters to be analyzed, we found maximum sensitivity when
planting was done in March and May, as well as in June and February to a certain extent.
Banana trees planted between August and December were the least affected. However, none
of the planting dates resulted in the production of harvestable bunches. The paper reports on
the effects of the physiological stage of the plant on its susceptibility to the disease.

La cercosporiose noire (Mycosphaerella fijiensis Morelet) a atteint la zone bananiére du
moungo en 1983. Son pouvoir pathogéne élevé lui a permis de se substituer en deux a trois
ans 4 la cercosporiose jaune (Mycosphaerella musicola Leach). Les premiers travaux réalisés
au Cameroun sur cette grave maladie (Mouliom Pefoura 1984) avaient pour but d’évaluer son
incidence potentielle dans les plantations industrielles de bananes dessert (AAA-cavendish) du
Moungo. 1l se dégageait de ces travaux la nécessité de mettre au point un systéme
d’avertissement biologique pour contrler ce parasite. En effet, la méthode d’avertissement
Jusque-1a utilisée avec succes pour le controle de M. musicola (Tezenas 1976) ne lui était pas
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transposable, de méme que celle mise au point au Gabon sur plantain (Foure 1983) n’était pas
utilisable en I’état.

Le systeme d’avertissement mis au point I’année qui suivait son apparition (Mouliom Pefoura
et Lassoudicre 1984) permet de suivre I’évolution de la maladie. Ce systéme est dérivé de
la méthode de I’Etat d’Evolution (EE) mise au point en Guadeloupe pour le controle de la
cercosporiose jaune (Ganry et Meyer 1972a). L’aspect quantitatif des symptomes est
actuellement pris en compte (Foure 1988).

Les observations réalisées sur des plants en phase végétative permettent de déclencher les
traitements chimiques a bon escient. Le contréle de la maladie dans les plantations
industrielles est bien maitrisé grice 4 une lutte raisonnée sur avertissement biologique. Il
n’en va pas de méme pour les plantations villageoises ol la lutte par voie chimique est
possible (Mouliom Pefoura et Foure 1988), mais reste onéreuse compte tenu des systémes
culturaux qui y sont pratiqués (cultures associées en touffes).

Quelle technique culturale permettrait de réduire ’effet de la maladie sur la plante en
I’absence de tout traitement chimique?

Ces motivations ont conduit & développer entre autres des études visant 4 mieux comprendre
les potentialités d’infestation naturelles des plantations en vue d’améliorer le contrdle de la
cercosporiose noire. Nous avons déterminé I'incidence des facteurs climatiques sur
I’évolution de la maladie (Foure et al. 1991). Le but des travaux présentés dans ce document
est d’évaluer I'influence de la date de plantation et du stade physiologique de la plante sur la
dynamique de la maladie.

MATERIELS ET METHODES
Matériel végétale

Des plantations échelonnées sont réalisées tous les 45 jours avec le cultivar Grande Naine,
sous groupe cavendish (AAA) trés sensible & M. fijiensis. Le principe consiste 4 mettre en
place un bloc de trois parcelles élémentaires lorsque le précédent devient observable. Ceci
permet de disposer a toutes les périodes climatiques de 1’année de plants observables a
différents stades physiologiques. Huit dates de plantations ont été retenus de la maniére
suivante: T1 le 30/03, T2 le 15/05, T3 le 30/06, T4 le 15/08, T5 le 30/09, T6 le 15/11, T7
le 30/12 et T8 le 15/02.

METHODES GENERALES D’ETUDES

Observation: Sur chaque bloc de trois parcelles élémentaires, 30 plants (10 par parcelle) sont
observés chaque semaine pour la détermination de 1’état d’évolution de la maladie (EE), de
la PJFT (plus jeune feuille avec tirets de stade 1 ou 2) et de la PJFN (plus jeune feuille
nécrosée). La méthode a été décrite par ailleurs (Mouliom Pefoura et Lassoudiére 1984).
Parallélement des marquages de cigare sont réalisés toutes les trois semaines au stade 2 de son
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évolution. C’est a ce stade cigare que la premiére contamination est susceptible de se
produire. Les observations effectuées deux fois par semaine permettent ainsi de déterminer
avec précision les durées d’incubation maximale et d’évolution des symptdmes 4 différentes
périodes de ’année.

Analyse des résultats: La comparaison des différentes dates de plantation a été effectuée par
une analyse de variance (test t de Student) portant sur les parametres EE et durées
d’incubation et I’évolution des symptomes. Les données analysées sont collectées entre le
stade 4-5 feuilles et la floraison. Concernant [’évaluation de I’incidence du stade
physiologique de la plante sur sa sensibilit¢é 4 la maladie, 1’analyse de variance a porté
uniquement sur le paramétre EE. Les traitements sont comparés en plusieurs groupes en
utilisant les observations réalisées au cours d’une méme période climatique.

RESULTATS,

Les traitements analysés concernent les parcelles plantées entre mars 90 et février 91, et sur
lesquelles les observations ont été effectuées entre mai 90 et aofit 91.

Comparaison de la dynamique de la maladie sur les différentes dates de plantation

Etude de ’Etat d’Evolution EE: Les résultats détaillés sont présentés sur les figures 1 et 2.
De maniére générale, on remarque qu’a la premiére observation I'EE se situe entre 20 (T7)
et 600 (T6). Le développement de la maladie se fait de maniére progressive sur les jeunes
plants. Cependant dans des cas rares (conditions trés favorables), I’EE lors de la premi€re
observation peut déja se situer autour de la valeur maximale (généralement atteinte vers le
début de la floraison lorsque celle-ci se produit en périodes favorables). C’est le cas de T3
avec un EE de 1260 lors de la premiére observation (27/8).

L’analyse statistique de ce parameétre (Tableau 1) montre que les traitements T1 4 T4 les plus
affectés avec des EE moyens variant entre 750 et 1000. Le cycle végétatif de ces traitements
se déroule totalement (T1, T2) ou pour une grande part (T3, T4) dans des conditions trés
favorables au développement de la maladie. Les traitements T5 4 T8 sont par contre moins
affectés avec des EE moyens compris entre 500 et 700. Ceci s’explique par le fait que leur
cycle végétatif se déroule totalement ou partiellement en périodes séches (mi-novembe a mi-
mars) peu favorables d 1'évolution de la maladie. La figure 3 présente les relevés mensuels
des pluies au cours de la période d’étude.

Etude de la durée du cycle infectieux (DCI): Les résultats détaillés de 1’étude des durées
d’incubation et d’évolution des symptdmes sont présentés sur le tableau 2. L’analyse
statistique permet de distinguer 4 classes de traitements identiques (voir tableau 1). Les
traitements T1, T2 et T8 ont les DCI les plus courtes. Ce sont les plus affectés. TS avec la
plus longue DCI semble le moins affecté. Une fois de plus, les traitements dont les
marquages de cigare et |’évolution des symptdmes se sont réalisés en périodes trés favorables
4 la maladie (périodes humides) sont les plus affectés.
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Tableau 1. Epidémiologie du cercospora noir des bananiers et plantain. Influence de la
date de plantation sur la dynamique de la maladje (comparaison par le test t de
Student [S%]). (Les traitements identiques sont reliés par un méme trait).

1. Etat d’évolution moyen au cours du cycle végétatif

T7 T6 T8 T5 T4 T1I T2 T3

585 610 639 702 750 810 888 936
2. Durée moyenne du cycle infectieux (jours) au cours du cycle végétatif

T8 T2 T1 T7 T4 T6 T3 T5

28,2 28,9 29,2 34,2 38,3 394 40,3 442

ETUDE DE L’INFLUENCE DU STADE PHYSIOLOGIQUE DE LA PLANTE SUR SA
SENSIBILITE A LA MALADIE

L’ensemble des observations de chaque cycle végétatif sont scindées en 3 groupes pour T1,
T2, et T8, et en 4 pour T3 4 T7. Le nombre de groupes est d’autant plus important que la
partie du cycle végétatif qui s’est déroulée en période séche est longue. (La croissance est
lente, le nombre total de feuilles émises semble plus élevé et la floraison qui marque la fin
des observations arrive tardivement). Le tableau 3 présente en détail les 11 groupes (A, B....,
J, K) qui ont pu étre définis. L’analyse de ce tableau a permis de distinguer les deux
principales périodes qui caractérisent généralement 1’évolution de la maladie dans les
conditions de cette étude. La premiére, de début octobre a mi-avril, est dominée par la
sécheresse et constitue la période peu favorable a I’évolution de la maladie.

Au cours de cette période, la différence de degré de sévérité de la maladie est nette entre les
différents stades physiologiques. Pour chaque groupe d’observations, 1’infection est d’autant
plus importante que le stade physiologique concerné est moins jeune. L’EE le plus faible est
a chaque fois obtenu sur le plus jeune stade (4-5 4 10-12 feuilles). En revanche, on note
qu’au cours de la deuxiéme période, trés favorable a 1’évolution de la maladie (mi-avril a
septembre), certains stades physiologiques ne présentent pas de différence significative de
sensibilité a la maladie. C’est le cas de T2 et T3 dans le groupe C, I,J. Il importe de relever
que ’évolution de la maladie est quasi identique sur T7 et T8 entre mi-avril et aoiit lorsque
les deux traitements fleurissent.

DISCUSSION - CONCLUSION

Ce travail a permis d’évaluer I’incidence de la date de plantation et du stade physiologique de
la plante sur la dynamique de la maladie. Les traitements ont été comparés en utilisant les
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paramétres Etat d’évolution de la maladie (EE) et Durée du cycle infectieux (DCI). Pour les
deux paramétres analysés, on peut dire de maniére globale que les traitements T1 et T2, et
dans une certaine mesure T3 et T8 sont les plus affectés par la maladie. Ces quatre
traitements correspondent aux mises en place de la période de février a juillet. Le cas de T3
est assez paradoxal car ayant a la fois un EE élevé et la plus longue DCI. Les plantations
réalisées au cours de la période d’aofit 4 janvier (T4 a T7) sont relativement moins affectées
par la maladie. Ces deux grandes périodes confirment celles définies lors de I’étude de
I’influence des facteurs climatiques sur I’évolution de la maladie (Foure er al. 1991). Cette
étude a montré que la dynamique de la maladie est principalement tributaire des conditions
hydriques de ’environnement. Mais, dans tous les cas, on constate que I’installation de la
maladie se fait de maniére progressive indépendamment de la date de plantation (Figures 1
et 2).

Tableau 2. Epidémiologie du cercospora noir & Njombé: Evolution des durées
d’incubation (I) et d’évolution des symptomes (E) en fonction de la date de marquage
(DMC ) sur les différents traitements (dates de plantation)

[1(30/03/90) T2(15/05/90) T3(30/06/90) T4(15/08/90)
DMC durée(jours) DMC durée(jours) DMC durée(jours) DMC durée(jours)
1 E I+E E I+E I E I+E I E
)5/90 15 13,9 28,9 6/7/90 12,8 9,6 22,4 22/8/90 18,8 12,1 30,9 2/10/90 14,3 14,5
30/5/90 15,2 10,8 26 26/7/90 13 13,5 26,5 25/9/90 16,1 11,2 27,3 31/10/90 17,3 9,4
19/6/90 15,8 16,2 32  20/8/90 16,3 142 30,5 5/11/9 14,8 15,6 30,4 19/11/90 15,6 12,3
10/7/90 13,3 12,4 25,8 14/9/90 18,2 11,2 294 5/12/90 19,6 16,5 36,1 10/12/90 13 18,1
5/8/90 16,2 17,3 33,5 8/10/90 16,8 11,8 28,6 26/12/90 23,1 40,7 63,8 24/12/90 15 41,2
31/10/90 18,7 17 35,7  12/1/91 28,3 243 52,6 12/1/90 27,2 31,5
X 15,1 14,1 292 X 16 12,9 289 X 20,2 20,1 40,3 X 17,1 21,2
[5(30/09/90) T6(15/11/90) T7(30/12/90) T8(15/02/91)
MC durée(jours) DMC durée (jours) DMC durée(jours) DMC durée(jours)
1 E I+E 1 E I+E I E I+E 1 E

16/11/90 17 11,5 285 12/1/91 23 28 51 5/3/91 23 21,8 44,8 16/4/91 18,7 173
'8/12/90 17,3 33,6 50,9 7/2/91 26,6 27 53,6  23/3/91 19,3 22,2 41,5 8/5/91 14 11,5

14/1/91
3/2/91
1/3/91
17/3/91
.9/4/91
¢

21,3 27 48,8 2/3/91 21,8 19,3 41,1 18/4/91 19 18,2 37,2 24/5/91 14,7 10,3
26,8 28,9 55,7 23/3/91 20,5 21,3 41,8 8/5/91 14 12,1 26,1 20/6/91 15,9 14,8
26,8 19,9 46,7 18/4/91 16 20 36 24/5/91 15,4 132 28,6 16/791 12,9 11,1
21,7 19,4 41,1 8/5/91 14,1 9 23,1  14/6/91 16 10,9 26,9

17,6 19,7 37,3 27/5/91 163 12,7 29

21,2 22,9 4,1 X 19,8 19,6 394 X 16,8 16,4 33,2 X 15,2 13

Dans le cadre des plantations industrielles 4 haute technicité utilisant la lutte raisonnée sur
avertissement, on peut estimer que les parcelles mises en place entre aoiit et janvier
nécessiteraient moins d’intrants chimiques pour assurer un bon contrdle de la maladie. Ceci
est en accord avec le type de contrdle réalisé dans ces plantations. On utilise notamment entre
novembre et mars des fongicides peu coliteux (benzimidazoles, morpholines) qui permettent
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quand méme de maintenir la maladie 4 un niveau comparable a celui des triazoles beaucoup
plus chers et efficaces utilisés entre avril et octobre.

Tableau 3. Epidémiologie du cercospora noir des bananiers et plantains. Influence du
stade physiologique de la plante sur sa sensibilité & la maladie (comparaison par le
test t de Student [S%])

Périodes Comparaison des traitements Stades physiologiques N° d’ordre
d’observ. et valeur EE moyen (nombre feuilles émises) du groupe
4/5-25/6 Tl 5,5-13,6 A
4/7-20/8 T1: 868 15,6 - 21,5 B
T2: 674 5,6 - 13,2
27/8-8/10 T1: 1110 22,6-25,0(fleur) C
T2a: 998* 13,9-19,4
T3a: 964* 5,3-10,9
1/10-26/11 T2: 1010 18,5-25,5(fleur) D
T3: 813 9,8-17,9
T4: 618 5,0-14,2
26/11-31/12 T3: 1042 17,9-21,5 E
T4: 973 14,2-18,7
T5: 827 5,8-11,0
7/1-18/2 T3: 894 21,8-25,3(fleur) F
T4: 745 19,4-23,4
TS: 650 11,7-16,7
Té: 403 5,1-11,0
18/2-8/4 T4: 723 23,4-27,2(fleur) G
TS: 597 16,7-21,5
T6: 481 11,0-16,5
T7: 323 4,3-10,2
15/4-20/5 T5a: 690* 22,6-27,1(fleur) H
T6a: 749* 17,9-23,1
T7b: 377* 11,9-18,3
T8b: 282* 5,5-12,1
27/5-17/6 T6a: 1041* 24,3-26,6(fleur) |
T7b: 752* 19,3-22,6
T8b: 689* 13,1-16,6
24/6-5/8 T7a: 1071* 24,6-27,8(fleur) ]
T8a: 1020* 18,7-21,8
5/8 T8: 1213 21,8-22,2(fleur) K

* Les traitements d’un groupe portant la méme lettre sont statistiquement identiques.
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Figure 1. Epidémiologie du cercospora noir 2 Njombé: variation état d’évolution EE sur
les traitements T1, T2, T3 et T4
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Figure 2. Epidémiologie du cercospora noir 2 Njombé: variation état d’évolution EE sur
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Figure 3. Moyennes mensuelles de pluies de 1990, 1991 et de 1959 a 1983
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Les périodes d’aolt a janvier pourraient également étre les plus indiquées dans le cadre des
plantations villageoises n’utilisant aucun contrdle chimique de la maladie. Mais pour I’instant,
nous ne sommes pas en mesure de conseiller une période de plantation plus favorable pour ce
type de production. Aucune de nos dates de plantations n’a permis d’avoir de régimes
récoltables. En effet la pression d’inoculum a été trés forte et aucun régime n’a pu atteindre
la maturité physiologique. Le rendement aurait été le paramétre le plus indicatif par rapport
aux deux paramétres que nous avons analysés (EE, DCI). Nous avons initié parallélement
a cet essai qui se poursuit, un travail similaire avec le plantain (AAB) moins sensible a la
maladie et susceptible d’avoir sans traitement chimique des régimes récoltables. Ceci nous
permettra d’avoir outre EE et DCI, le rendement pour comparer les différents traitements.

Concernant I’influence du stade physiologique de la plante sur sa sensibilité 4 la maladie, seul
le paramétre EE a été utilisé pour comparer les traitements. Cette influence ne semble
s’exprimer que dans des cas ou les conditions d’évolution de la maladie sont stables et ne
subissent pas des variations importantes. Ces conditions correspondent généralement pour une
grande part a la période séche peu favorable au développement de la maladie. Au cours de
cette période, 1I’inoculum doit probablement étre stable ou varier trés peu. L’installation de
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la maladie au cours de ce laps de temps doit se faire trés progressivement pendant que
I’inoculum s’accumule sur la parcelle. Ceci est favorisé par I’augmentation de la quantité de
feuilles sur lesquelles se déposent les germes infectieux.
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RESPONSE OF GROUNDNUT (ARACHIS HYPOGEA), GLIRICIDIA SEPIUM,
AND LEUCAENA LEUCOCEPHALA (K-8) TO INOCULATION WITH
PEAT-BASED RHIZOBIUM INOCULANTS ON AN ACID SANDY CLAY LOAM SOIL

Denis S. AMARA .
Department of Soil Science Njala University College
P.M.B. Freetown, Sierra Leone

Abstract: An experiment was conducted on the Njala upland soil series (Typic haplustox) in
Sierra Leone to test whether groundnut (Arachis hypogea), Gliricidia sepium, and Leucaena
leucocephala would respond to inoculation with peat-based Rhizobium inoculants. Inoculation
did not significantly increase the yield and yield components of groundnut over the
uninoculated control. Nitrogen fertilizer application did not affect the yield and nodulation
of this crop. This is suggestive of the compatibility of groundnut in intercropping systems
where nitrogen fertilizers may be required. Gliricidia sepium responded to inoculation but
Leucaena leucocephala did not. It is probable that the lack of response of groundnut and
Leucaena to inoculation is due to the inability of the inoculant Rhizobium strains to compete
with an already established indigenous population. The conclusion, based on the results
reported here, is that seed inoculation of groundnut and Leucaena is not needed, whereas the
seeds of Gliricidia need to be inoculated before planting on the Njala upland soil series in
Sierra Leone.

Résumé: Une expérience a été faite sur les sols des hauts plateaux Njala (Typic haplustox)
de Sierra Leone afin de déterminer si Arachis hypogea, Gliricidia sepium et Leucaena
leucocephala réagiraient a des inoculants de Rhizobium a base de tourbe. Ni le rendement
ni les facteurs du rendement de 1’arachide inoculée ne subissent d’augmentation significative
par rapport aux plantes non inoculées. L’application d’engrais azotés n’a pas non plus eu
d’effet sur le rendement et la nodulation de 'arachide, ce qui indique une bonne compatibilité
avec des systémes d’association de cultures pour lesquels un amendement a base d’azote
s'avérerait nécessaire. On constate une réaction a l’inoculation pour Gliricidia sepium mais
aucune pour Leucaena leucocephala. L’absence de réaction a linoculation dans le cas de
P’arachide et du .eucaena et sans doute due a l'incapacité des souches de Rhizobium inoculant
d’entrer en concurrence avec une population locale déja établie. Sur la base des résultats
rapportés ici, il est permis de conclure qu’une inoculation des semences n’est pas nécessaire
dans le cas de 'arachide et du Leucaena mais qu’elle est indispensable pour Gliricidia avant
semis sur les sols des hauts plateaux Njala de Sierra Leone.

The Njala upland soil series occupies about 70% of the arable land area in the small university
town of Njala (population 7500) in the southern part of Sierra Leone. This is therefore the
major soil type used by the university for agronomic experiments, and by the farming
community to produce rice, the staple food, in mixed cropping with groundnut, maize,
cassava, broad beans, pigeon peas and other crops.

Although the native fertility of this soil is low, less than 3% of the farmers use chemical

nitrogen, phosphorus, and potassium fertilizers to replenish soil fertility due to the
unavailability and/or high cost of this input. In the case of legume production, this problem
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makes the use of biofertilizers, e.g. peat-based Rhizobium inoculants which supply the nitrogen
requirements of the crop through symbiotic nitrogen fixation, even more imperative.

In the face of the escalating price of nitrogen fertilizers, legume seed inoculation with peat-
" based Rhizobium inoculants before planting has become an important agricultural practice in
some countries such as America, Kenya, Malawi, Rwanda and Senegal. Legume seed
inoculation is still a novel idea in Sierra Leone, despite its importance and potential low cost,
because no research has been done to ascertain the need for inoculation of the important
legumes grown in the country.

The objective of this research is therefore to determine the need for inoculation of groundnut
(Arachis hypogea), Gliricidia sepium and Leucaena leucocephala. Groundnut is an important
protein food and cash crop, while Gliricidia and Leucaena have been selected (Amara 1987)
for agroforestry in Sierra Leone.

MATERIALS AND METHODS

The experiment was conducted on the Njala upland soil series (Typic haplustox, sandy clay
loam soil), a major agricultural soil in the area. Some chemical properties of surface soil
samples (0-15 cm) collected from the experimental site include: 5.1 ppm available P, 0.45 %N,
1 meq/100 g soil exchangeable Al and pH 3.7 in KCI.

Detailed characterization of this soil has been provided by Odell ez al. (1974). Each legume
species received three treatments: uninoculated seeds, inoculated seeds with peat-based
Rhizobium inoculants and uninoculated seeds plus nitrogen fertilizer, applied as urea at the rate
of 90 kgN/ha to groundnut and 20 kgN/ha to Gliricidia and Leucaena.

The inoculants were received from Nitragin, Wisconsin, USA, NifTAL Project, Hawaii, USA
and the Soil Productivity Research Laboratory, Zimbabwe. They were applied to the seeds
using gum arabic as the sticking agent. Most Probable Number (MPN) counts of rhizobia in
the inoculants, carried out according to methods described by Vincent (1970), showed that the
inoculants contained an average of 1x10° rhizobia/g; the indigenous Rhizobium population was
1x10%/g soil for groundnut, and 1x102/g soil for both Leucaena and Gliricidia.

A basal dose of 26.4 kgP/ha and 8.3 kgK/ha was applied to the Gliricidia and Leucaena plots.
The groundnut plots received a basal dose of 13.4 kgP/ha and 24.9 kgK/ha. The experimental
design was a randomized complete block (RCB) replicated four times. Groundnut was
harvested at physiological maturity 120 days after planting (DAP); dry matter yield and
nodulation of Leucaena and Gliricidia were assessed one month after planting (MAP) and
height of the trees was measured at 6 MAP. Statistical analysis was done by analysis of

variance (ANOVA) and statistical comparisons were based on least significant differences
(LSDs).
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RESULTS
Response of groundnut to inoculation

Results for the yield and yield components of groundnut to inoculation are given in Table 1.
Grain yield ranged from 70.7-118.8 kg/ha, with the highest yield obtained in the nitrogen
fertilizer treatment. Inoculation did not significantly increase yield over the uninoculated
control. A similar pattern is exhibited for dry matter yield (range: 25.8-37.6 kg/ha) with the
highest value obtained in the uninoculated treatment. Nodulation was either the same or better
in the uninoculated than the inoculated treatments. Nitrogen had a negative effect on
nodulation.

Table 1. Yield and yield components of groundnut (Arachis hypogea) with and without
inoculation with peat-based Rhizobium inoculants

Treatments Grain yield Dry matter yield  Nod wt. Nod no.
(kg/ha) (kg/ha) (kg/ha) per plt
Uninoculated 71.4a 37.6a 2.0a 78a
Inoculated (1)* 70.7a 32.1ab 2.0a 60ab
Inoculated (2) 93.1a 25.8b 1.5bc 55b
Inoculated (3) 73.5a 32.8ab 1.6ab 64ab
Urea (90 kgN/ha) 118.8a 35.5ab 1.2¢ 48b
LSD(0.05) ns 9.7 0.4 23

*] = inoculant from NifTAL, Hawaii, USA; 2 = inoculant from Nitragin Company, USA;
3 = inoculant from Zimbabwe (B/1149)

Table 2. Growth and yield of Gliricidia sepium with and without inoculation with peat-
based Rhizobium inoculants

Treatments Height Dry matter yield Nod. wt Nod no.

(cm) (kg/ha) (kg/ha) per plot
Uninoculated 43.6¢ 11.4ab 1.0ab 14
Inoculated(1)* 100.3a 15.5a 2.3a 26
Inoculated(2) 77.0b 10.5ab 0.9ab 5
Urea (20 kgN/ha) 40.4c 8.5b 0.0b 0
LSD(0.05) 21.5 6.9 6.9

*]1 = inoculant from NifTAL, Hawaii, USA; 2 = inoculant from Zimbabwe (B/1149)
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Response of tree legumes to inoculation

Gliricidia sepium: There were significant differences between treatments for all the
parameters evaluated (Table 2). Tree growth and dry matter production were highest in the
inoculated treatments. The best results were obtained from the NifTAL inoculant with tree
height of 100.3 cm and dry matter yield of 15.5 kg/ha. Trees inoculated with this inoculant
also gave the best nodulation, with nodulation completely inhibited in the fertilizer treatment.

Leucaena leucocephala: The results on tree growth, dry matter yield, and nodulation are
shown in Table 3. Tree height and dry matter yield range from 32.2-49.4 cm and 1.8-3.4
kg/ha, respectively. For both parameters, differences between treatments were not statistically
significant, thereby indicating no effect of inoculation; nodulation was very poor in all
treatments, with no nodules formed in the presence of nitrogen fertilizer.

Table 3. Growth and yield of Leucaena leucocephala (K-28) with and without inoculation
with peat-based Rhizobium inoculants

Treatments Height Dry matter yield Nod. wt Nod no.
{cm) (kg/ha) (kg/ha) per plt
Uninoculated 38.4a 1.9a 0.2a 1
Inoculated(1)* 41.6a 3.4a 0.4a 2
Inoculated(2) 49.4a 3.2a 0.3ab 2
Inoculated(3) 37.3a 1.8a 0.3ab 2
Inoculated(4) 44.4a 3.0a 0.3ab 2
Urea (20 kgN/ha) 32.2a 2.5a 0.0b 0

*] = inoculant from NifTAL, Hawaii, USA; 2 = inoculant from Nitragin Company, USA;
3 = inoculant from Zimbabwe (S/1437); 4 = inoculant from Zimbabwe (5/1439)

DISCUSSION

Some primary characteristics of indigenous Rhizobium populations that affect inoculation
responses are population density, effectiveness, and competitive ability. In greenhouse studies,
Singleton and Tavares (1986) demonstrated that statistically significant inoculation responses
can be eliminated where there are as few as 20 indigenous rhizobia/g soil as long as the
population contains some effective strains. Thies er al. (1991a, 1991b) showed that yield
enhancement with inoculation decreases dramatically with increasing numbers of indigenous
rhizobia.

The inoculation responses reported here conform with the aforementioned literature. The
population density of the indigenous Rhizobium population in the Njala soil range from
1x102/g soil for Leucaena and Gliricidia to 1x10%g soil for groundnut. This is a high enough
population to mask the effect of inoculation in Leucaena and groundnut. In Gliricidia, where
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the population of the indigenous rhizobia is higher than the inoculant rhizobia, the response
to noculation demonstrated is probably due to the higher efficiency and competitive ability
of the introduced strains.

Strains within populations of rhizobia differ significantly in their symbiotic effectiveness.
These differences were exhibited between inoculants containing similar strains from various
sources, e.g., the superior performance of the inoculant from NifTAL over the one from
Zimbabwe on Gliricidia. .

The nodulation of Gliricidia and Leucaena was poor and largely variable; within the same
replicate, nodules frequently developed on one plant but not the others. Reddell et al. (1986)
made similar observations in nine Allocasuarina species grown in a field in Australia. These
authors suggested that perhaps some species of Allocasuarina are sensitive to small variations
in site conditions which govern their predisposition to infection by their microsymbiont
Frankia. This is probably a plausible explanation for the observation found for Gliricidia and
Leucaena in the Njala soil. There was a negative effect of nitrogen fertilizer on nodulation,
an observation that conforms with the well-known fact of the inhibitory effect of nitrogen
fertilizers on the nitrogenase enzyme responsible for symbiotic nitrogen fixation.

The conclusion, based on the results reported here, is that seed inoculation of groundnut and
Leucaena is not needed, whereas the seeds of Gliricidia need to be inoculated before planting
on the Njala upland soil series in Sjerra Leone. Future studies should focus on strain selection
to improve nodulation of Leucaena and Gliricidia, inoculation studies to cover a wider
spectrum of other important legumes in the country, competition for nodule occupancy by
inoculant and indigenous Rhizobium strains and production and use of inoculants using local
carrier materials. Results obtained from such studies would enhance the future use of
Rhizobium as a low-cost biofertilizer for legume production in Sierra Leone.
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EFFECT OF INOCULANT APPLICATION RATE ON NODULATION AND GROWTH
OF GLYCINE MAX AND PHASEOLUS VULGARUS IN A TROPICAL SOIL

Francis B. MWAURA
Botany Department, University of Nairobi
P.O. Box 30197 Nairobi, Kenya

Abstract: Seeds of soya beans (G. max var. Bosia) and the common bean (P. vulgaris var.
Rose coco) were inoculated with Bradyrhizobium japonicum (NUM 508} et Rhizobium phaseoli
(NUM 446) respectively. Three inoculation rates were selected: 100 g inoculant 50 kg seed’,
100 g inoculant 15 kg seed! and 100 g inoculant 5 kg seed!. Inoculating the soya bean seeds
resulted in root nodulation and improved vegetative growth of the plants. The highest
nodulation (0.20 g nodule d.w. plant’) and plant dry matter yield (5.4 g d.w. plant') were
recorded at the highest inoculation rate; while the lowest nodulation (0.11 g nodule d.w.
plant ) and plant dry matter yield (4.0 g d.w. plant’) were recorded at the lowest inoculation
rate among the inoculated treatments. Uninoculated soya bean plants had no nodules and had
the lowest plant dry matter yield (2.6 g. d.w. plant L), No significant increases in nodulation
and plant growth were recorded among the inoculated common bean plants compared to the
control plants.

Résumé: Bradyrhizobium japonicum (NUM 508} et Rhizobium phaseoli (NUM 446} ont été
inoculés respectivement & des semences de soja (Glycine max) variété Bosia et au haricot
commun (P. vulgaris) variété Rose coco. Trois taux d’inoculation ont été appliqués: 100 g
d’inoculant pour 50 kg de semences™, 100 g d’inoculant pour 15 g de semences™ et 100 g
d’inoculant pour 5 kg de semences™. L’inoculation des semences de soja a provoqué une
nodulation racinaire et une meilleure croissance végétative des plantes. Les plus fortes
nodulations (0,20 g de nodule, m.s. plante’) et production de matiére séche (5,4 g m.s.
plante’I ) ont été observés au taux d’inoculation le plus élevé, et les plus faibles, soit 11
nodules m.s. plant®, et 4,0 g m.s. par plante! au taux le plus bas. Aucune nodulation n’est
apparue sur le soja non inoculé dont le rendement en matiére séche était également le plus
faible (2,6 g m.s. plante’’). Quant aux haricots communs, on n’a pas constaté d’augmentation
significative de sa nodulation et de croissance végétale des plantes inoculées par rapport aux
non inoculées. Toutes ces constatations et leurs conséquences sont décrites dans la
communication.

In many developing countries, grain legumes constitute an important source of dietary protein.
In East Africa the common bean (P. vulgaris) is an important crop and is extensively
cultivated. For the smallholder farmer, the common bean is often intercropped with cereals,
particularly maize, and possibly plays an important role in the maintenance of soil fertility as
a rotation crop. The use of low-cost substitutes like Rhizobium inoculants has been accepted
eagerly by most farmers due to the rising cost of chemical nitrogen fertilizers. It was
previously estimated that nodulated beans may fix up to S5 kg N ha'l in 120 days in a Kenyan
soil (Keya 1977). However, erratic responses to inoculation by common beans (Keya 1977,
Kibunia 1991) have prompted the need to investigate nodulation problems of the crop in some
of the more important bean-growing areas of the country. In these areas, Rhizobium bacteria
in the inoculant may face stiff competition from indigenous rhizobia strains in the soil whose
numbers may be high due to continuous cultivation of the bean crop. In this study, the effect
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of the inoculation rate on nodulation and growth of an exotic legume, soya beans and a
popular variety of the common bean were investigated in a local soil. The soil had a history
of cultivation of the common bean but no soya beans had previously been sown in it.

MATERIALS AND METHODS
Soil and seed preparation

Soil was collected from a farmer’s field in which common beans had previously failed to
respond to inoculation. Soil samples from up to a depth of 15 cm were collected from various
sites on the field. The samples were pooled, mixed thoroughly and placed in 4.5 1 pots with
drainage holes at the bottom. Four 50 g seed lots of soya beans and common bean were
weighed separately. Three inoculation rates were selected 0.1 g inoculant 50 g seed’1; 0.33
g inoculant 50 g seedland 1.0 g moculant S0¢g seed”! which corresponded to 100 g moculant
50 kg seed’l; 100 g inoculant 15 kg seed”! and 100 g inoculant 5 kg seed! respectively. The
inoculants were weighed and the seed lots inoculated by the two-step method (Somasegaran
and Hoben 1985) using distilled water as the sticker. Soya bean seeds variety Bosia were
inoculated with Bradyrhizobium japonicum (NUM 508 was originally TAL 379) while the
common bean seeds variety Rose coco were inoculated with Rhizobium leguminosarium bv.
phaseoli (NUM 446). The inoculated seeds were allowed to dry on clean sheets of paper in
the shade.

Rhizobium counts on inoculated seeds

Ten seeds were aseptically taken from each inoculated seed lot using forceps and transferred
into universal culture bottles containing 10 ml blanks of sterile distilled water. The bottles
were agitated on a shaker to remove the inoculum and serial dilutions were made up to 1074,
Aliquots (0.2 ml) were aseptically pippeted and spread on yeast extract mannitol agar medium
plates containing congo red (Vincent 1970). The plates were incubated for six days at 28°C
after which the colonies were counted. The number of rhizobia per seed was then calculated.

Plant growth

Eight seeds were sown in each pot containing watered soil. Each treatment was replicated
four times. Uninoculated seeds were similarly sown in pots taking care not to contaminate
them with the Rhizobium cultures. The pots were transfered to an open area where they were
arranged randomly. The plants were thinned to four per pot and grown for eight weeks.
They were rarely watered due to the heavy rains that prevailed at that time. At the end of this
period, the plant heights were measured and the plants were removed from the pots. The root
systems were carefully washed to remove soil and then examined for nodulation. The plant
and nodule dry weights were determined after drying the materials to constant weight in an
oven at 80°C,
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RESULTS

The number of rhizobia cells on the legume seeds after inoculation are shown in Table 1. For
both soya beans and common beans, seeds inoculated at the rate of 100 g inoculant 50 kg
seed”! had the lowest rhizobia numbers while seeds inoculated at the rate of 100 g inoculant
5 kg seed”! had the highest numbers of rhizobia.

Table 1. Rhizobia numbers on soya bean and common bean seeds after inoculation at
various rates

Inoculation rate Rhizobia numbers seed™] (CFU)
(g inoculant 50 g seed ™) soya beans common beans
uninoculated ND ND
0.1 7.0 x 10 1.8 x 10°
0.33* 1.3 x 10° 3.2x 10°
1.0 4.2x 10° 11.6 x 10°
ND = not determined * rate currently recommended locally
0.1 g inoculant 50 g seed’! = 100 g inoculant 50 kg seed™!
0.33 g inoculant 50¢g seed’l = 100 g inoculant 15 kg seed!
1.0 g inoculant 50 g seed’l = 100 g inoculant 5 kg seed™]

Inoculated soya bean plants showed higher growth vigour at all inoculation rates compared to
the uninoculated plants.

Among the inoculated soya bean treatments, plants inoculated at the rate of 100 g inoculant
5 kg seed™! had the largest nodule mass (0.20 g d.wt. plant™!) and the highest dry matter yield
increase (107 %) compared to the uninoculated control plants (Figure 1). Plants grown from
seeds inoculated at the rate normally recommended to the farmers locally (100 g inoculant 15
kg seed 1) had a smaller nodule mass (0.17 g d.wt. plant'l) and a comparatively lower dry
matter yield increase (84.6%). ‘

No nodules were present on the roots of uninoculated plants. These plants appeared greenish
yellow which contrasted with the deep green colour of the nodulated plants. No noticeable
differences in nodulation and plant growth were evident among the common bean inoculated
treaments and the uninoculated controls (Fig. 1). The plants appeared stunted and yellowish
in colour and had small poorly developed root systems with tiny white nodules. Further
examination of the bases of the plant stems indicated that the plant tissue was blackening and
dying.

116



DR FraNcis B. MWAURA

DISCUSSION

The large effective nodules formed on the roots of inoculated soya bean plants may have
provided the nitrogen necessary for plant growth in the absence of a good supply of inorganic
nitrogen in the soil. The absence of nodules in the uninoculated soya bean plants was
consistent with previous findings that there are few or no soya bean nodulating bacteria in soils
where the crop has not been previously grown (Dakora 1985). The absence of these bacteria
has been seen to represent a unique opportunity to introduce highly effective Rhizobium strains
without competition® from less effective indigenous strains.

The higher nodule weight and plant dry matter yield for soya bean plants inoculated with about
three times the recommended rate (100 g inoculant 5 kg seed1) suggests the necessity by the
farmer to use a heavier inoculum load than the one currently recommended (100 g inoculant
15 kg seed’!). It may be necessary to adopt this practice considering that inoculants purchased
by the farmer may be stored unrefrigerated for a month or more in the tropics. Rhizobia
numbers in the inoculant may drop significantly during this period (Danso and Alexander
1974, Kibunja 1991) resulting in a poorly nodulated crop and a low grain yield.

Responses to inoculation by the common bean in Kenyan soils are known to be erratic This
may be partly due to the presence of high numbers of indigenous R. leguminosarum bv
phaseoli in most arable soils with a long history of bean cropping. In certain cases, the
majority of these bacteria are ineffective but compete with inoculant bacteria for the nodulation
sites. This has been shown previously for other Rhizobium species (Obaton 1977). However,
in other cases the indigenous bacteria are both competitive and effective and therefore
inoculation with similarly effective and competitive bacteria has no significant impact on the
growth and yield of the plant. Nevertheless, in this study, small white ineffective nodules
were observed on both inoculated and uninoculated plants, which may have been due to the
infection by the suspected fungal pathogen at the base of the plant stem.

The pathogen apparently ramified and destroyed the plant’s conductive tissues which resulted
in poorly developed roots and impaired plant function. This subsequently resulted in poor
nodule formation and stunted plant growth. The leaves of these plants turned yellow,
indicating a lack of adequate mineral supply, particularly nitrogen. This could account for the
reported poor grain yield of the common bean in farmers’ fields despite inoculation with an
effective strain of R. leguminosarum bv. phaseoli.

The aforementioned results indicate that failure to apply suitable measures to control plant

pathogens and other management problems may be partly responsible for the erratic responses
of P. vulgaris to inoculation in Kenyan soils.
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Figure 1. Effect of inoculation rate on nodulation and growth of soya beans and common
beans in a potted soil. ND = not determined.
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Résumé: La légumineuse tropicale Sesbania rostrata est caractérisée par la présence de
nodules fixateurs d’azote non seulement sur ses racines mais surtout sur ses tiges, ce qui lui
confeére un potentiel fixateur d’azote beaucoup plus élevé que les autres légumineuses connues.
Sur le plan appliqué nous avons étudié l'utilisation agronomique de S. rostrata. Pendant
plusieurs années, des expériences ont été conduites en milieu paysan, en Casamance en
utilisant S. rostrata comme engrais vert en riziculture. Grdce a la mise au point de méthodes
et techniques d’inoculation au champ, a la maitrise des meilleures conditions de culture de cet
engrais vert, nous avons fait passer en riziéres paysannes, sur plusieurs années, le rendement
duriz de 1,7 a 4 tonnes par hectare sans aucun apport d’engrais azoté. Nous avons montré
que S. rostrata utilisée comme engrais vert pouvait pratiquement remplacer les engrais azotés
dans la riziculture sénégalaise, d’ou l'intérét de développer a plus grande échelle le transfert
de cette technologie au niveau du paysan. Sur le plan fondamental nous avons montré, par
les techniques de cytologie et de microscopie photonique et électronique, les différentes phases
de la formation d’un nodule d’une légumineuse tropicale. C’est ainsi que l’infection chez S.
rostrata est caractérisée par un mode d’infection comportant une invasion intercellulaire par
les bactéries suivie de la formation de poches d’infection intercellulaire et de cordons
d’infection a partir de ces poches. De plus, nous avons observé un mode original de
libération des Azorhizobium dans le cytoplasme de la cellule héte et un type de développement
nodulaire encore jamais décrit a ce jour chez aucune autre légumineuse.

Abstract: Sesbania rostrata, a tropical legume, is characterized by nitrogen-fixing nodules on
both the roots and stems, which gives it much greater nitrogen-fixing potential than other
legumes. The use of S. rostrata in agriculture was studied. On-farm experiments were
conducted for several years in Casamance, using S. rostrata for green manure in rice
cultivation. By using finalized inoculation techniques in the field, and by optimally including
this green manure in farming practices, rice production has risen over the years from 1.7 to
4 tons per hectare, without adding nitrogen-enriched fertilizers. We showed that when S.
rostrata is used as green manure, it could practically replace nitrogen fertilizers in the
Senegalese ricefields. It is important for farmers to be made aware of this information.
Through basic research, and by using photonic and electronic microscopy and cytology, we
were able to elucidate the various stages of nodule formation in tropical legumes. Sesbania
rostrata infection, thus, is characterized by a mode of infection that includes intercellular
invasion by the bacteria and then the formation of pockets of intercellular infection threads of
infection that develop from these pockets. We also discovered an original mode of
Azorhizobium release in the cytoplasm of the host cell and a type of nodular development that
has never before been described for a legume.

Les bactéries du genre Rhizobium sont capables d’infecter les plantes de la famille des
légumineuses et d’induire la formation de nodules fixateurs d’azote. Dans la grande majorité
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des cas, les nodules sont initiées exclusivement sur la partie radiculaire de la plante hote. 1l
existe toutefois, des associations symbiotiques ol les nodules se développent 4 la fois sur la
tige et sur la racine. Dans cette section, les données relatives 4 I’infection des légumineuses
et au développement des nodules racinaires ou caulinaires sont briévement présentées.

L’INFECTION

Deux mécanismes d’infection des racines des Kgumineuses par les Rhizobium ont été décrits
4 ce jour.

Infection par les poils absorbants

Chez les légumineuses tempérées et chez certaines légumineuses tropicales comme le soja
(Glycine max) (Turgeon and Bauer 1982, Pueppke 1983) ou le "cowpea” (Vigna unguiculata)
(Pueppke 1983), le microsymbionte pénétre le plus souvent au niveau des poils absorbants des
racines de la plante hdte. Dans un premier temps, les Rhizobium présents dans le sol, sont
attirés dans le voisinage des racines de la plante hote (Bergman er al. 1988, Caetano-Anolles
et al. 1988), ou ils catabolisent des substances racinaires excrétées. Aprés une phase de
multiplication active dans la rhizosphére, les bactéries se trouvant en contact avec la plante
hoéte, s’adsorbent aux poils absorbants (Dazzo et al. 1984, Kijne er al. 1986, Smit et al.
1987). Des glycoprotéines végétales appelées lectines, interviendraient dans 1’adsorption
spécifique entre symbiontes homologues (Kato et al. 1981, Dazzo and Truchet 1983, Dazzo
et al. 1985, Diaz er al. 1989).

La déformation des poils adsorbants (phénotype Had = Hair deformation) est 1’étape
symbiotique qui suit I’adsorption des bactéries. Divers types de déformations comme des
boursoufflements, des branchements, des courbures apicales plus ou moins prononcées sont
alors observées (Yao and Vincent 1976, Bhuvaneswari and Solheim 1985, Truchet et al. 1985,
Zaat et al. 1987). Une de ces déformations correspondant au phénotype Hac (Hair curling)
est considérée comme spécifique et caractéristique d’une association de type homologue
(Vincent 1980, Debellé er al. 1986).

Le phénotype Hac ("Shepherd’s crook" correspond 4 un poil absorbant présentant une
déformation apicale d’au moins 360°, au centre de laquelle, un "spot” réfringent, intensément
coloré par le bleu de méthyléne (Vasse and Truchet 1984) correspond au site de pénétration
des bactéries dans le poil absorbant (Vincent 1980, Truchet e al. 1984, 1985). C’est 4 partir
de ce point réfringent que se développe une structure tubulaire, appelée cordon d’infection,
dans laquelle les bactéries progressent vers la base du poil absorbant puis vers le cortex
externe de la plante (Truchet er al. 1985).

Il est important de noter que chez le soja, les cordons d’infection peuvent se développer a
partir d’un poil absorbant recourbé comme décrit d’aprés ce qui précéde, mais aussi 4 partir
d’un poil absorbant simplement accolé aux cellules épidermiques adjacentes. Dans ce cas 14,
toutefois, I’infection semblerait toujours se produire au niveau du poil absorbant et non des
cellules épidermiques (Turgeon and Bauer 1985).
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Infection par pénétration intercellulaire ("crack entry”)

Le mode d’infection par pénétration intercellulaire des racines des légumineuses est le plus
souvent observé chez les légumineuses tropicales et subtropicales. Le mode d’infection
intercellulaire ou les bactéries s’immiscent entre les cellules épidermiques et corticales de la
plante se caractérise donc par I’absence de cordons d’infection et ne se produit pas par
I’intermédiaire des poils absorbants. Ce mode a été décrit chez plusieurs légumineuses
comme par exemple chez Arachis hypogea (Allen and Allen 1940, Chandler 1978), chez
différentes espéces d’Aeschynomene (Arora 1954, Napoli er al. 1975, Alazard and Duhoux
1988), chez différentes espéces de Stylosanthes (Rango Rao 1977, Chandler et al. 1982) et
chez Mimosa scabrella (Farie et al. 1988).

Ce mécanisme d’infection par pénétration intercellulaire est 4 rapprocher de ce qui a été
observé chez la non légumineuse Parasponia qui, rappelons le, peut établir une symbiose avec
Rhizobium (Trinick 1979, Lancelle and Torrey 1984, 1985). Toutefois, chez Parasponia, les
bactéries ne sont pas "libérées” dans le cytoplasme des cellules comme cela se produit chez
les 1égumineuses, mais restent confinées par du matériel pariétal (ressemblant ainsi 4 des
cordons d’infection) durant la période de fixation d’azote.

DEVELOPPEMENT DU NODULE

Les modalités du développement des nodusités varient selon 1’association symbiotique.

Nodules radiculaires des légumineuses tempérées

Les différentes phases du développement des nodosités sont analogues chez la plupart des
légumineuses tempérées (voir les revues de Newcomb 1981 et Verma and Long 1983).

La phase organogénique

La premiére étape de I’initiation du nodule est décelable au niveau des cellules corticales
internes situées entre 'extrémité de la trace infectieuse et 1'un des pdles du protoxyléme
(Libbenga and Harkes 1973, Truchet 1978). Les importantes variations cytologiques qui
affectent ces cellules marquent le début d’un processus de dédifférenciation qui se traduit,
dans un premier temps, par I'individualisation d’un méristéme nodulaire originel. Dans un
deuxiéme temps, le méristéme nodulaire se développe grice a 1’activité mitotique des cellules
qui le composent (Vincent 1980, Truchet 1978, Newcomb 1981, Dudley er al. 1987) et 4 la
différenciation, puis a I’incorporation de cellules corticales nouvelles en son sein (Truchet ef
al. 1980). Le fait que les divisions cellulaires débutent avant que les bactéries n’atteignent
le cortex suggére que les Rhizobium induisent 4 distance la formation du mérist¢éme nodulaire
probablement par I’intermédiaire d’une substance diffusible (Libbenga and Harkes 1973,
Truchet ef al. 1980). Tandis que le nodule se développe a partir du méristéme, les cordons
d’infection, passant entre ou a travers des cellules corticales, poursuivent leur croissance vers
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I'intérieur de la racine en se dichotomisant jusqu’a atteindre les cellules méristématiques
proximales.

La phase de maturation

Les Rhizobium sont ensuite libérés dans les cellules en position subméristématique. La
libération des Rhizobium dans le cytoplasme de la cellule hote semble intervenir 4 un niveau
du cordon infectieux ou la gaine cellulosique fait localement défaut; ainsi dans les instants
qui précédent leur libération, les bactéries ne sont plus isolées du cytoplasme ambiant que par
le plasmalemme du filament. Les termes ultimes de la libération doivent alors s’effectuer par
un processus d’endocytose (Robertson ef al. 1978). Au terme de leur libération les bactéries
se retrouvent dans le cytoplasme de 1'hote, séquestrées d I’intérieur d’une membrane qui les
isole du cytoplasme végétal (Robertson er al. 1978) et qui dérive essentiellement du
plasmalemme des cellules envahies.

Sitot aprés la libération bactérienne, les cellules végétales envahies augmentent de volume et
deviennent polyploides (Truchet er al. 1980). Parallélement, la différenciation des bactéries
en bactéroides se traduit par des modifications cytologiques importantes comme 1’évolution
du nucléoide, I’épaissement du feuillet interne de la paroi des bactéries et I’édification d’un
réseau d’invaginations membranaires plus ou moins élaborées selon les espéces (Truchet
1973). Ces variations cytologiques s’accompagnent de variations morphologiques, telles que
I"augmentation de la taille et de la forme des bactéroides qui présentent souvent des formes
en x et y caractéristiques (Truchet 1973, Gourret 1975). Le polymorphisme observé
caractérise les bactéries qui ont perdu tout pouvoir de division. C’est au terme de la
différenciation des deux symbiontes que le nodule devenu mature, réduit 1’azote moléculaire.

Le nodule mature

Les nodules matures sont de véritables organes différenciés composés de zones
cytologiquement distinctes. Dans le cas des [égumineuses tempérées, ’activité continue du
méristéme apical procure aux nodules une forme généralement allongée. Les nodules sont
dits de type indéterminé. Ils présentent plusieurs zones d’age différents, les cellules les plus
anciennes étant situées le plus prés de la racine (Truchet er al. 1990, Verma and Long 1983).

Nodules radiculaires de légumineuses tropicales

Les études sur le développement des nodules de légumineuses tropicales sont beaucoup moins
nombreuses que celles relatives a |'organogénése des nodules de légumineuses tempérées.
Les rares études approfondies effectuées dans ce domaine ont été réalisées chez le soja
(Glycine max) (Bieberdorf 1938, Newcomb ef al. 1979). La comparaison des études dévolues
au développement des nodules radiculaires des légumineuses tempérées et du soja montrent
une grande similitude entre plusieurs étapes symbiotiques. Plusieurs différences apparaissent
toutefois de la méme comparaison. Ainsi, tel qu’il a été précisé plus haut, un mécanisme
intercellulaire d’infection aboutissant a4 1'organogénése d’un nodule fixateur d’azote a été
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décrit chez le soja (Turgeon and Bauer 1985); de méme, le méristéme nodulaire (phénotype
Nod) est initié au niveau des cellules corticales externes alors que la trace infectieuse est
encore dans le poil absorbant de la cellule épidermique.

D’une maniére schématique et contrairement aux légumineuses tempérées ou les cellules
nodulaires subissent une différenciation étalée dans le temps, les cellules d’un nodule de soja
subissent une différenciation simultanée pour aboutir a4 un massif fait de cellules centrales
toutes capables de fixer I’azote atmosphérique en méme temps. Ce mode de différenciation
par activité méristématique limitée dans le temps conduit a 1’organogénése de nodules de
forme arrondie. A maturité et quel que soit I’axe de coupe, les nodules dits de type déterminé
montrent une histologie simplifiée avec une zone centrale unique, entiérement limitée par le
cortex interne, les traces vasculaires et le cortex externe. Le mode de développement résumé
ci-dessus rappelle celui décrit chez le cowpea (Bieberdorf 1938, Newcomb 1981).

Chez Arachis hypogea (Allen and Allen 1940, Chandler et al. 1982), Stylosanthes (Chandler
1978) et chez Aeschynomene americana (Napoli et al. 1975), les nodules, également de type
déterminé sont initi€s sans formation de cordons d’infection. Chez ces légumineuses,
I'infection se propage par division successive des cellules hotes envahies et le nodule ainsi
formé se caractérise par 1’absence de cellules non envabhies.

Nodules caulinaires de légumineuses tropicales

Seules des légumineuses tropicales possédent la capacité de former des nodules a la fois sur
les racines et les tiges: Sesbania rostrata (Dreyfus and Dommergues 1981), Neptunia
oleracea (Schaede 1940) et une quinzaine d’espéces d’Aeschynomene (Alazard 1985, Alazard
et Duhoux 1988a) dont les plus étudiées sont A. indica (Arora 1954, Yatazawa and Yoshida
1979, Yatazawa et al. 1984, Vaughn et Elmore 1985, Alazard et Duhoux 1988a) et A.
afraspera (Alazard et Duhoux 1988a, 1988b).

Linfection

Dans tous les cas étudiés, I’infection des légumineuses 4 nodules caulinaires se déroule au
niveau de sites préexistants, distribués le long de la tige et qui représentent autant d’ébauches
potentielles a partir desquelles des racines adventives peuvent se développer. C’est 4 la base
de ces ébauches et aprés un mécanisme d’infection intercellulaire, que les nodules se
développent.

Chez Sesbania rostrata, les Rhizobium pénétrent directement au niveau de la fissure circulaire
occasionnée par l'émergence de massifs méristématiques caulinaires décrits dans les
paragraphes précedents. Cette pénétration intercellulaire conduit 4 la formation de poches
d’infection intercellulaire o0 les Rhizobium se multiplient activement. Des filaments
d’infection intercellulaires se forment ensuite a partir de ces poches de multiplication
intercellulaires dont ils constituent des ramifications et pénétrent sous la forme de doigts de
gant dans le cytoplasme des cellules adjacentes (Tsien et al. 1983, Duhoux 1984).
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Un mode d’infection équivalent a celui de S. rostrata a été décrit chez Neptunia oleracea
(Schaede 1940, Dreyfus et al. 1984). Chez Aeschynomene indica (Arora 1954) et chez A.
afraspera (Alazard et Duhoux 1988b), le processus d’infection qui débute également dans la
fissure circulaire d’une ébauche racinaire, est équivalent 4 celui décrit chez Arachis hypogea
(Chandler 1978); il n’y a pas formation de cordons d’infection et I’infection se propage
exclusivement par divisions successives des cellules hdtes envahies.

Développement du nodule

L’organogénése des nodules caulinaires de S. rostrata, résulte d’une induction a distance par
les bactéries et se traduit par la dédifférenciation de cellules situées a la base de 1’ébauche
racinaire préexistante (Tsien e al. 1983, Duhoux 1984). Les territoires méristématiques
nouveaux vont alors constituer des massifs volumineux qui confluent et repoussent le
méristéme racinaire apical, qui marque un arrét de son développement (Duhoux 1984). La
propagation des cordons d’infection qui affectent en nombre croissant les cellules végétales
différenciées, la libération des bactéries a4 partir des filaments d’infection et leur
différenciation en bactéroides conduisent au développement nodulaire et a sa différenciation
vers un type fixateur d’azote.

Le nodule mature

Le méristtme nodulaire s’accroit progressivement et donne une forme grossiérement
sphérique au nodule. Arrivés a maturité, les nodules caulinaires sont ovoides, verditres et
atteignent 3-4 mm de diamétre en moyenne. Leur organisation interne, assez constante, se
résume a un tissu central, entouré d’un parenchyme chlorophyllien et a la périphérie, d’un
cortex. Le tissu central est formé de cellules envahies dont le cytoplasme est essentiellement
encombré par de volumineuses enclaves de séquestration remplies de bactéroides. Les
nodules caulinaires de légumineuses tropicales sont de type déterminé. Dans la prochaine
section, nous présentons les résultats relatifs a 1’étude de I’infection et 4 I’ontogénése des
nodules racinaires de Sesbania rostrata induits par I’ Azorhizobium ORS 571.

MATERIEL ET METHODES
Culture de Sesbania rostrata

La stérilisation, le milieu de culture de S. rostrata, le mode de culture en tube et I’inoculation
ont déja été décrits (voir Dreyfus et Dommergues 1981).

Meéthodes de fixation et d’inclusion

Les nodules prélevés a différents stades de développement on ét€ traités pour une observation
en microscopie photonique ou en microscopie électronique selon les étapes suivantes:
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La fixation: Les échantillons sont préfixés pendant 15’ par la glutaraldéhyde (2,75% dans
le tampon cacodylate de sodium 0,2 M; pH 7,2). Une fois disséqués, les échantillons sont
fixés dans le méme fixateur pendant 30’ sous vide, puis pendant 1h30’ dans une solution
renouvelée a la pression atmosphérique et a température ambiante. Les échantillons fixés sont
ensuite rincés dans une solution tampon de cacodylate de Na (0,3M, pH 7,2, 3 x 1h) puis
post-fixés pendant 1h dans une solution de tétroxyde d’osmium (0,0,) 4 1% dans un tampon
cacodylate 0,3M, pH 7,2.

La déshydration: Une fois fixés, les échantillons sont rapidement lavés a 1’eau distillée et
déshydratés progressivement par passages dans des solutions aqueuses de concentrations
croissantes en éthanol (25%, 50%. 70%, 90%, 1h pour chaque bain) et finalement par 3 bains
d’1h dans de I’éthanol pur. Des bains dans I’oxyde de propyléne (2 x 15°) précédent
I’imprégnation dans la résine d’inclusion.

Imprégnation dans la résine d’inclusion: La résine d’inclusion choisie est I’Epon 812. Les
échantillons sont imprégnés progressivement dans des mélanges oxyde de propyléne - résine.

Inclusion dans des gélules et polymérisation: Chaque échantillon déposé au fond d’une
gélule est bien orienté. On compléte ensuite avec de la résine d’inclusion. La polymérisation
des gélules est achevée aprés 48 h dans une étuve a 60°C.

Microtomie et microscopie

Microscopie photonique: Des sections de nodules fixés et inclus sont réalisées 4 ’aide d’un
ultramicrotome Reichert Jung ultracut E muni d’un couteau de verre. Les sections semi-fines
obtenues ont une épaisseur moyenne de 0,9um. Ces coupes sont déposées sur des lames
histologiques propres et séchées a 1’étuve a 60°C. Elles sont ensuite colorées selon la
méthode de Huber, Parker et Odland (1968) par la fuchsine basique et le bleu de méthyléne.
Des sections de nodules plus épaisses de 100 4 300 micrométres ont été également obtenues
a I’aide d’un microtome a lame vibrante Microcut H1200. Ces coupes épaisses sont réalisées
a partir de nodules fixés par la glutaraldéhyde, mais ni déshydratées ni incluses. Les sections
sont ensuite colorées au bleu de méthyléne (0,01% dans 1’eau distillée) selon la méthode de
Vasse et Truchet (1984) avant d’Stre montées entre lame et lamelle dans de I’eau distillée et
observées en microscopie photonique a fond clair.

Microscopie électronique: Des sections ultrafines de 70 4 80 nm environ, réalisées au
couteau de diamant sont contrastés selon la méthode de Reynolds (1963) par l’acétate
d’uranyle et le citrate de plomb. Une fois séches, les coupes sont observées a I’aide d’un
microscope électronique a transmission HITACHI EM.

Méthode d’éclaircissement
Racines entiéres: Des racines entiéres de Sesbania rostrata éventuellement préfixées par la

glutaraldéhyde 2,75% (15’ sous vide puis 15’ 4 la pression atmosphérique) sont éclaircies a
I’aide d’une solution d’hypochlorite de sodium pendant 15 a 30’ sous vide. Cette solution est
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préparée extemporanément, & partir d’une solution commerciale d’hypochlorite de sodium
concentrée contenant 12,5% de chlore actif et diluée dans I’eau distillée (v/v) (Truchet et al.
1989). Une fois éclaircies, les racines sont rincées a I’eau distillée (2 x 5’), débitées en
segments de quelques mm de longueur, montées entre lame et lamelle et observées en
microscopie photonique & fond clair.

Sections de nodules: Des sections de nodules de 100 4 300 um réalisées 4 1’aide du microcut
H1200, sont préfixés par la glutaraldéhyde pendant 15’ puis éclaircies 4 1’aide d’hypochlorite
de sodium. Aprés éclaircissement (15’ 4 la température du laboratoire) les sections sont
rincées a 1’eau distillée avant d’étre observées en microscopie photonique a fond clair. Dans
tous les cas (racines entiéres ou sections de nodules avec ou sans éclaircissement), les
échantillons peuvent étre colorés 5’ par le bleu de méthyle (0,01 % dans 1’eau distillée) avant
d’étre observés.

RESULTATS
Infection racinaire et développement des nodules

Sites de nodulation et mode d’infection: 1’observation du systéme racinaire de S. rostrata
permet d’identifier les sites de nodulation 16 & 24 heures aprés I’inoculation de la souche
Azorhizobium ORS 571. Ces sites sont exclusivement localisés 4 la base des racines
secondaires et affectent plus particuliérement le segment de la radicelle enfoui dans le cortex
de la racine principale. C’est donc dans la cavité naturelle due a I’émergence d’une radicelle
que sont réalisées les conditions propices a I’infection et a la nodulation.

Le mode d’infection est du type intercellulaire, c’est & dire que les bactéries pénétrent au
niveau de la paroi commune a deux cellules épidermiques adjacentes, au point de contact entre
une cellule épidermique et un poil absorbant ou encore entre deux poils absorbants adhérents
(PL 1, Fig. 2, 3 et 4).

Apreés coloration on peut souvent observer des structures d’infection classiques intensément
colorées, ayant la forme tubulaire classique de filaments d’infection. Ces filaments sont initiés
a partir de poches d’infection intercellulaires ou au point de contact entre cellules. Des coupes
semi-fines d’ébauches méristématiques témoignent de ce type d’infection intercellulaire (PL
2,Fig. 5, 6 et 7). En conclusion, I’infection des racines de S. rostrata par Azorhizobium ORS
571 est de type intercellulaire et se propage sous la forme de filaments d’infection.

Développement du nodule: 1’ apparition de boursouflures a la base d’une radicelle est la
premiére manifestation visible de la nodulation. L’observation de sections de nodules de trés
jeunes ages (16 a 24 h apreés I’inoculation) montre la présence d’une trace infectieuse localisée
au niveau des cellules épidermiques, et celle d’un méristéme nodulaire du forme arrondie situé
en position interne et formé de cellules de petite taille. Des nodules un peu plus dgés (24 a
36 h aprés I’inoculation), montrent une organisation interne différente. Le méristéme prend
progressivement la forme d’une corbeille dont la partie concave se distribue autour du site
infectieux originel; ce site, en position centrale, est alors constitué de poches d’infection
intercellulaires et de filaments d’infection (PL 3, Fig. 8 et 9). Au cours de ce stade, la
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dédifférenciation des cellules corticales nouvelles et/ou D’activité du méristéme originel
conduisent 4 une augmentation du massif méristématique. Cette augmentation se produit selon
un mode centrifuge par rapport d 1’axe central d’infection. C’est a ce stade, que débute la
différenciation des traces vasculaires du nodule qui assureront 1’échange des métabolites
carbonés et azotés entre le nodule et la plant hote (PL 3, Fig 11).

Le type de développement et I’organisation interne décrits ci-dessus, se confirment dans le
temps (48 h a 72 h aprés I’inoculation. Les cellules les plus anciennes, déja différenciées sont
alors au centre de la corbeille, tandis que les cellules les plus jeunes issues de I’activité
méristématique et nouvellement produites sont visibles 4 la périphérie (PL 3, Fig. 8 et 11).

C’est au 3éme jour suivant I’inoculation que débute la synthése de la léghémoglobine. La
présence de I’hémoprotéine est contemporaine du début de la fixation azotée, qui atteindra son
maximum environ 10 jours aprés I’inoculation (Fig. 1).

L’étude histologique des nodules fixés entre le 5¢me et le 7éme jour aprés l’inoculation,
montre le tissu bactéroidien qui conserve sa forme en corbeille, et le gradient de
différenciation cellulaire décrit ci-dessus. Les m&mes caractéres d’ensemble s’appliquent aux
nodules matures fixés entre le 7éme et 14éme jour. En section, les nodules montrent une
forme ovale rappelant celle d’une citrouille et qui s’explique par ’activité méristématique
centrifuge décrite plus haut.

Différenciation ultrastructurale des cellules végétales et des bactéroides

Poches d’infection intercellulaires: Dés les premiéres heures suivant I'inoculation, les
bactéries pénétrent dans la plante hote au niveau des espaces intercellulaires ou elles se
multiplient pour former des poches d’infection intercellulaires. Ces poches limitées par les
parois des cellules adjacentes, sont essentiellement constituées d’un mucilage dans lequel se
trouvent les bactéries. Dans le cytoplasme des cellules végétales limitant les poches
d’infection, la présence de nombreux dictyosomes et une densité ribosomique importante sont
les indications d’une activité métabolique importante.

Filaments d’infection et libération bactérienne: Les filaments d’infection sont des structures
tubulaires, initiées a partir des poches d’infection intercellulaires; les filaments progressent
dans les tissus de la plante par les parois des cellules qu’ils peuvent pénétrer, par invagination
(PL 4, Fig. 12 et 13). Un filament d’infection est délimité par les assises cellulosiques de la
paroi végétale qu’il emprunte.

Dans la lumiére du filament, les bactéries sont le plus souvent en ligne noyées dans un
mucilage dense aux électrons, on remarque le plus souvent une désorganisation ultrastructurale
i Pextrémité du filament d’infection, ou I’on note alors I’absence de la gaine cellulosique
périphérique, et une réduction du matériel mucilagineux. A cette extrémité, les bactéries
d’aspect hétérogéne ne sont plus alors séparées du cytoplasme végétal que par le
plasmalemme de la cellule hote.
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La libération se traduit donc par I’individualisation de gouttelettes 4 1’intérieur desquelles, on
observe une a plusieurs bactéries qui ne sont plus séparées du cytoplasme végétal que par le

plasmalemme (PL 4, Fig. 12 et 13).

Figure 1. Evolution de la fixation d’azote des nodules racinaires de S. rostrata
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Différenciation du tissu fixateur:

(1) Les cellules végétales qui commencent a &tre envahies par les bactéries ont un cytoplasme
faiblement vacuolisé mais trés riche en ribosomes, en profils réticularies et en dictysomes.
Au sein de ce cytoplasme, les bactéries sont enclavées, le plus souvent seules, et parfois i
plusieurs, dans une membrane qui dérive probablement du plasmalemme qui délimitait les
gouttelettes d’invasion décrites plus haut (PL 5, Fig. 14 et 15). Notons, dés ce stade, la
présence de cellules végétales envahies par les bactéries et d’autres exemptes de toute invasion
(PL 5. Fig. 15).

(2) La maturation des cellules envahies conduit a trois modifications ultrastructurales
d’importance. On observe une diminution progressive de la densité cytoplasmique en
ribosomes, le début de différenciation des bactéroides d’aspect plus régulier et qui s’allongent
et I’apparition dans le cytoplasme bactéroidien de granules de polyphosphates trés
osmiophiles. Enfin, d ce stade, on remarque généralement la présence d’une seule bactérie
par membrane de séquestration mais aussi des zones de contact étroit entre membranes
séquestrantes. Il y a donc une réduction du nombre de bactéries par sac si I’on compare les
cellules végétales récemment envahies a celles qui ont amorcé leur différenciation.

(3) La troisiéme étape de différenciation se caractérise également par plusieurs critéres
ultrastructuraux. Du point de vue végétal, la cellule hote, trés large et de forme généralement
arrondie, est alors entiérement envahie par les bactéroides.

Du point de vue bactérien, deux caractéres principaux sont a retenir: le profil régulier et
I’aspect homogéne des bactéroides dont les pdles sont le plus souvent occupés par une
accumulation importante de PHB et la concentration 4 nouveau de plusieurs bactéroides par
sac péribactéroidien dont le profil en "rosace” est alors caractéristique. Le stade ultime de
différenciation se caractérise chez la cellule végétale par une perte importante de la densité
ribosomique, un noyau de profil trés irrégulier et un cytoplasme réduit par la présence dans
les cellules envahies de sacs péribactéroidiens renfermant jusqu’a plusieurs dizaines de
bactéroides accumulant de larges gouttelettes de PHB et des inclusions denses de
polyphosphate (PL 6, Fig. 16 et 17).

DISCUSSION

L’organogénése des nodules racinaires de S. rostrata induits par 1’ Azorhizobium ORS 571 se
subdivise en trois phases principales: une phase d’infection intercellulaire des Azorhizobium,
une phase d’induction méristématique, une phase de maturation. Certaines étapes du
développement des nodules racinaires de S. rostrata rappellent celles, déja décrites, chez
d’autres légumineuses.

A ces étapes, communes i plusieurs associations symbiotiques, s’ajoutent d’autres étapes

propres a S. rostrata et qui ne semblent pas avoir été décrites d ce jour. La discussion qui
suit précise les caractéres communs ou spécifiques de la nodulation racinaire chez S. rostrata.
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Sites de nodulation

Chez la majorité des légumineuses tempérés comme la luzerne ou le tréfle, il n’est pas
possible de repérer a I’avance, les sites racinaires ou les nodules vont se développer. Chez
S. rostrata, les sites de nodulation sont prédéterminés. Cela parait étre également le cas
d’autres légumineuses tropicales comme Aeschynomene afraspera (Alazard and Duhoux 1987,
1988).

Mode d’infection

Le mode d’infection de la racine de S. rostrata par voie intercellulaire ("Crack entry”) est
observé couramment chez les légumineuses tropicales. Il a aussi été décrit dans le cas de la
nodulation caulinaire chez S. rostrata (Tsien et al. 1983, Duhoux 1984), chez Neprunia
oleracea (Schaede 1940, Dreyfus et al. 1984), Aeschynomene americana (Napoli et al. 1975),
Aeschynomene indica (Arora 1954), Arachis hypogea (Chandler 1978), Stylosanthes (Chandler
et al. 1982), Mimosa scabrella (Faria et al. 1988) et enfin chez le soja (Turgeon and Bauer
1985) ou il coexiste toutefois avec la voie classique d’infection par filaments d’infection au
niveau des poils absorbants (Turgeon and Bauer 1982). Ce mode d’infection intercellulaire
a également été décrit chez la luzerme aprés inoculation d’une souche d’Agrobacterium
tumefaciens portant le plasmide symbiotique de R. meliloti (Truchet er al. 1984) ou d’une
souche de R. melilotiEXO, déficiente dans la production d’exopolysaccharides acides (Finan
et al. 1985). Ces deux derniers résultats suggérent fortement que le mode d’infection atypique
par pénétration intercellulaire représente un type d’infection ancestral particuliérement répandu
chez les légumineuses tropicales.

La formation de poches intercellulaires, visibles dés les premiéres heures qui suivent
I’inoculation apparait en revanche, comme une caractéristique de S. rostrata et n’avait été
décrite a ce jour que dans le cas de la nodulation caulinaire de cette 1égumineuse (Tsien er al.
1983, Duhoux 1984). Des poches intercellulaires ont également été décrites a la périphérie
de nodules de luzerne stimulés par Agrobacterium tumefaciens portant le plasmide Sym
(Truchet et al. 1984).

Enfin, la présence de cordons d’infection, observés dans les nodules racinaires de S. rostrata
est un caractére de nodulation largement répandu. Chez les légumineuses tempérées, et
quelques légumineuses tropicales comme le soja, les filaments d’infection sont initiés au centre
de la courbure d’un poil déformé en crosse ("Shepherd’s crook”, phenotype Hac.). (Le tréfle
[Gourret 1975], le pois [Kijne 1975, Truchet 1976], la luzerne [Vasse and Truchet 1984]...)
et de légumineuses tropicales a4 nodules caulinaires (S. rostrata [Tsien et al. 1983, Duhoux
1984], Neptunia oleracea [Schaede 1940]) ou 4 nodules racinaires (Glycine max [Bauer 1981,
Pueppke 1983], Vigna unguiculata [Pueppke 1983]). En revanche, chez S. rostrata, et quel
que soit le type de nodulation observé, les filaments d’infection sont initiés a partir d’une
poche intercellulaire d’infection. A ce titre, et contrairement & ce que Olson et Rolfe (1985)
ont décrit dans le cas de la nodulation racinaire chez S. rostrata, nous n’avons jamais observé
d’infection au niveau d’un poil absorbant, rappelant, celle classique des légumineuses
tempérées, aussi bien avec la souche d’Azorhizobium ORS 571.
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Libération des bactéries

Le mode de libération par endocytose, répandu chez les légumineuses tempérées, a été décrit
par plusieurs auteurs. Chez ces plantes, les bactéries se libérent le plus souvent a partir de
I’extrémité d’un filament d’infection qui n’est plus limité par la paroi végétale et au niveau
de laquelle les bactéries s’accolent contre le plasmalemme limitant le filament d’infection. La
phase finale de libération s’apparente & un mécanisme d’endocytose, mécanisme par lequel
les bactéries s’extrayent du filament d’infection pour se retrouver en position intracellulaire.
Des modes de libération différents ont toutefois été décrits chez d’autres légumineuses et
essentiellement chez les légumineuses tropicales. Ainsi chez Arachis hypogea (Allen and
Allen 1940, Chandler 1978), Stylosanthes (Chandler et al. 1982), Aeschynomene (Arora 1954,
Napoli et al. 1975, Vaughn and Elmore 1985), Mimosa scabrella (Faria et al. 1988), les
bactéries sont déversées directement dans le cytoplasme des cellules végétales, aprés
dissolution de la paroi des cellules; les bactéries se propagent ensuite par mitoses successives
des cellules déja infectées. Un mode plus élaboré a été décrit chez Vigna radiata (Newcomb
and Mclntyre 1981) ou des gouttelettes d’infection véhiculent dans un premier temps, les
bactéries au sein du cytoplasme végétal.

La libération du microsymbionte intervient plus tardivement par un mécanisme d’endocytose
identique a celui décrit plus haut. Dans les nodules radiculaires de S. rostrata, un mode
intermédiaire semble exister. Comme chez Vigna, les gouttelettes d’infection ont été
observées. Contrairement au mécanisme observé chez Vigna, le processus final de libération
par endocytose n’a pas été observé, dans le cas des nodules radiculaires de Sesbania rostrata.
En revanche, la réduction du nombre de bactéries, de quatre dans les gouttelettes d’infection
localisées au niveau des cellules méristématiques a une seule bactérie par membrane enveloppe
dans des cellules plus différenciées, suggére fortement une division sélective de la membrane
limitant les gouttelettes d’infection en autant de compartiments qu’il y a de bactéries incluses.
Ce mode original de libération ne semble pas avoir été décrit a ce jour.

Induction du méristtme nodulaire

Le méristeme des nodules racinaires de S. rostrata est induit au niveau de cellules corticales
internes de la racine support, situées en regard de la trace infectieuse périphérique. Le fait
qu’aucun signe d’infection ne soit visible au niveau méme des cellules méristématiques
originelles, suggére que I’induction s’effectue a distance, en stimulant la dédifférenciation des
cellules corticales de la plante. Le mode d’induction a distance a été décrit lors de 1’étude
de I’organogénése des nodules chez les légumineuses tempérées comme le pois (Libbenga and
Harkes 1973, Newcomb er al. 1979) et la luzerne (Truchet et al. 1980).

Dans la majorité des travaux relatifs a la nodulation chez les légumineuses tropicales, il n’est
généralement pas fait mention des assises végétales initialement réactivées. Dans le cas des
nodules caulinaires de S. rostrata ol, une induction méristématique a distance a été décrite
(Tsien er al. 1983, Duhoux 1984), le nodule serait induit 4 partir du cortex de la racine (Tsien
1983) ou au niveau de tissus non caractérisés, mais qui seraient localisés sous le méristéme
apical du bourgeon caulinaire (Duhoux 1984).
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PLANCHE 1

Fig. 2, 3 et 4: Infection de la racine de Sesbania rostrata par la souche d’Azorhizobium
caulinodans ORS 571.

Fig. 2. Infection a la base d’un poil absorbant (astérisque) en contact avec un autre
cellule hors du plan de mise au point (flache) et un filament d’infection (tétes de fleches).

(coloration par le bleu de méthyléne des racines entidres sans traitement par
I’hypochlorite de sodium [fig. 2 et 4] ou apres éclaircissement [fig. 3]).

(Grandissements: Fig. 2: x 370; Fig. 3 x 340; Fig. 4 x 160).
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PLANCHE 2

Fig. 5, 6 et 7: Infection intercellulaire de Sesbania rostrata par Azorhizobium caulinodans
ORS 571 (16 h apres inoculation).

Infection intercellulaire (fleche), poches intercellulaires d’infection (doubles fleches) et
filaments d’infection (tétes de fleches).

{Coupes semi-fines; coloration par la fuchsine basique et le bleu de méthylene).

(Grandissement: Fig. 5: x 450; Fig. 6 x 500; Fig. 7 x 500).
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PLANCHE 3

Fig. 8, 9, 10, 11: Développement nodulaire (48 & 72 h aprés Pinoculation).

Fig. 8. Goulet central d’infection (large fleche) et tissu central envahi (astérisque).

Fig. 9.l Agrandissement de la figure 8. Goulet central et filament d’infection dans le tissue
central.

Fig. 10. Essaimage du réseau infectieux.

Fi%. 11. Différenciation centrifuge. Les cellules méristématiques périphériques (flaches)
et les traces vasculaires tout autour du nodule (tétes de fleches) sont visibles.

Fi% 8 et 10. Sections de 100 um, éclaircies par I’hypochlorite de sodium et colorées par
le bleu de méthylene).

(Grandissements: Fig. 8 x 60; Fig. 9 x 120; Fig. 10 x 300; Fig. 11: x 70).
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PLANCHE 4

Fig. 12 et 13: Filaments d’infection. Noter la continuité entre la paroi cellulaire et la
paroi des filaments d’infection (flaches) et ’absence de gaine cellulosique A I’extrémité
des filaments d’infection (astérisques) - b = bactérie; m = mucilage.

Les tétes de fleches localisent le plasmalemme de la cellule hote.

Grandissements: Fig. 12 x 7000; Fig. 13: x 7000).
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PLANCHE 5

Fig. 14 et 15: Cellules végétales envahies - Bactéroides intracellulaires individuels ou 2
plusieurs (larges fleches) dans un méme sac péribactéroidien (fleches).

Noter la richesse du cytoplasme végétal en dictyosomes (tétes de fleches; Fig. 14) et la
présence d’une cellule non envahie (astérisque) au milieu des cellules & bactéroides (Fig.
15).

(Grandissements: Fig. 35: x 5000; 36 x 7000).
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PLANCHE 6

Fig. 16-17: Différenciation du tissu fixateur (nodule mature de 14 jours). On remarque
la présence de sacs péribactéroides renfermant de trés nombreux bactéroides,
’accumulation de poly - 8 - hydroxybutyrate (astérisque) et de polyphosphate (sous forme
de gouttelettes électroniquement denses) au niveau des bactéroides (fig. 17) et la réduction
de la densité ribosomique du cytoplasme végétal (CV).

(Grandissements: Fig. 16: x 6000; Fig. 17: x 16 000).
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Activité méristématique et développement nodulaire

Une fois induit, le méristéme nodulaire montre une activité mitotique importante, et s’accroit
en volume. Le mode de fonctionnement méristématique détermine la morphologie des
nodules. Les nodules racinaires de S. rostrata présentent des caractéristiques de
développement a la fois de nodule de type indéterminé et déterminé des types.

Dans les nodules racinaires, nous avons décrit une activité méristématique de type centrifuge
éloignant les cellules méristématiques du goulet d’infection central et laissant dans I’intervalle,
une palette de cellules envahies dont les plus différenciées sont localisées au centre du nodule.
Ces critéres sont propres aux nodules de type indéterminé.

Toutefois, ce mode de développement s’achéve par I'arrét de 1'activité méristématique en
périphérie du nodule. La différenciation progressive des derniéres cellules du méristéme
conduit alors a I’homogéneisation cytologique des cellules internes du nodule qui, en section,
fait apparaitre un type cellulaire unique. A la fin de leur développement, les nodules
radiculaires de S. rostrata sont alors de type déterminé, et montrent un aspect ovoide
caractéristique. A notre connaissance, ce type intermédiaire de développement n’a pas été
décrit chez une autre 1égumineuse.

Le nodule mature

L’organisation histologique interne des nodules de S. rostrata est en tout point comparable a
celle des nodules caulinaires (Tsien er al. 1983, Duhoux 1984) ou celle des nodules d’autres
légumineuses comme Glycine max (Newcomb er al. 1979), Vigna unguiculata (Dart 1977) ou
Arachis hypogea (Chandler 1978). On notera en particulier parmi les cellules fixatrices
centrales du nodule, des cellules exemptes de toute infection, qui pourraient étre impliquées
dans la transformation de ’ammonium issu de la fixation en uréides.

CONCLUSION

11 était important de préciser si le mode d’infection caulinaire était différent de celui de la
racine. Nous avons observé un mode d'infection équivalent a celui décrit sur la tige (Tsien
et al. 1983, Duhoux 1984). Comme sur la tige, ’infection des racines de S. rostrata se fait
uniquement sur des sites privilégiés. Donc, contrairement 4 la majorité des légumineuses
tempérées comme la luzerne ou le tréfle, chez S. rostrata on connait a I’avance les sites ol
les nodules vont se former. Ceci constitue donc un avantage certain dans les observations
cytologiques.

Ce mode d’infection par pénétration intercellulaire des bactéries est suivie de la formation de
poches intercellulaires d’infection puis de la formation de cordons d’infection 4 partir de ces
poches. Ce processus d'infection est unique parmi les légumineuses connues. Il apparait
donc comme une caractéristique de I’espéce Sesbania.
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Notre étude nous a aussi permis d’observer pour la premiére fois chez une légumineuse, un
mode original de libération des bactéries des cordons d’infection dans le cytoplasme de la
cellule hote. Nous avons montré que les gouttelettes d’infection s’échappent de I’extrémité
du cordon d’infection sans paroi, véhiculent dans un premier temps les bactéries au sein du
cytoplasme végétal; la libération des bactéries se fait ensuite non pas par endocytose, mode
trés répandu chez les légumineuses tempérées, mais par division sélective de la membrane
limitant les gouttelettes d’infection en autant de compartiments qu’il y a de bactéries incluses.

Nous avons d’autre part observé un type de développement nodulaire encore jamais décrit 4
ce jour: en effet les nodules racinaires de S. rostrata présentent des caractéristiques
intermédiaires de développement propres a la fois aux nodules de type indéterminé comme
chez les légumineuses tempérées et aux nodules de type déterminé observés chez la majorité
des légumineuses tropicales.

Ces observations cytologiques devraient &tre un outil précieux dans I’étude de certains mutants
d’Azorhizobium et de Rhizobium. Notre étude a permis de connaitre le "timing" de
différentes étapes de 'infection et du développement des nodules racinaires de S. rostrata.
On pourrait ainsi voir a quel stade ces mutations provoquent des arréts dans le programme de
développement des nodules racinaires de S. rotrata.

DEUXIEME PARTIE:
BILAN DE 5 ANNEES D’EXPERIMENTATION SUR L’UTILISATION
DE SESBANIA ROSTRATA COMME ENGRAIS VERT EN RIZICULTURE
EN MILIEU PAYSAN CASAMANCALIS'

L’eau et 1'azote constituent deux des facteurs majeurs régissant la production agricole. Les
exigences en azote des plantes cultivées sont considérables. C’est ainsi que pour le riz,
aliment de base de prés de la moitié de la population mondiale, il a fallu accroitre la
consommation des engrais azotés et phosphatés pour faire face a une demande de plus en plus
forte. Cependant, I'emploi des engrais azotés est souvent limité par leurs prix élevés liées
au cours du baril de pétrole, incompatibles avec les ressources financiéres de la majorité des
paysans des pays en voie de développement. La fixation biologique de 1’azote constitue une
alternative attrayante et moins colteuse.  L’engrais vert veut dire la pratique de
I'enfouissement dans le sol des parties susceptibles de substituer aux engrais minéraux.

L utilisation des légumineuses comme engrais vert en vue d’améliorer les rendements des
riziéres est une pratique ancienne, en particulier en Asie du Sud-Est et en Inde ol de
nombreuses légumineuses sont utilisées, Aeschynomene americana, Aeschynomene indica,
Astragalus sinicus, Crotalaria juncea, Crotolaria stricta, Indigofera tinctoria, Lablab
purpurea, Medicago hispida, Medicago officinalis, Vicia officinalis, V. cracca, Sesbania

! par Ibrahima NDOYE, MMET/DAST, Chercheur associé au laboratoire de Microbiologie ORSTOM
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aculeata, S. cannabina, S. sesban, S. paludosa (Roger and Watanabe 1986, Brewbaker and
Glover 1988).

Des progrés ont été enregistrés dans le domaine des engrais verts avec la découverte des
légumineuses comme Sesbania rostrata, dont la présence de nodules a la fois sur ses tiges et
sur ses racines conduit a une nodulation cinq a 10 fois plus importantes que chez la plupart
des autres légumineuses qui comme on le sait possédent seulement des nodules racinaires
(Dreyfus and Dommergues 1981). Cela se traduit par une capacité de fixation d’azote trés
supérieure i celle par exemple, d’autres espéces de Sesbania citées plus haut (Ndoye and
Dreyfus 1988, Ndoye 1990). Sesbania rostrata dont on connait maintenant I’aptitude a
pousser trés rapidement dans des sols submergés et & fixer activement ’azote grace a ses
nodules de tige, pouvait donc &tre envisagée comme engrais vert en riziculture.

Les premiers essais conduits au Sénégal en microparcelles expérimentales de 1m? a 25 m? et
dans différents pays d’ Afrique, d’Asie et aux Philippines notamment, ont été réalisés dans les
conditions trés artificielles. 1ls ont montré que S. rostrata utilisé comme engrais vert en
riziculture pouvait doubler le rendement en riz par rapport 4 un témoin sans engrais et
augmentait la teneur en protéines des grains de 37 4 50% par rapport aux teneurs habituelles
(Rinaudo et al. 1983, Dreyfus er al. 1985, Rinaudo et Moudiongui 1985, Camara et Diara
1987, Ladha er al. 1988).

En outre, S. rostrata présente vis a vis du nématode parasite du riz Hirsmanniella oryzae un
effet piége trés net (Pariselle 1987, Pariselle et Rinaudo 1988). L’utilisation de S. rostrata
est donc doublement bénéfique. Des expériences conduites en 1985-1986 aux Philippines 4
I’IRRI (International Rice Research Institute) ont confirmé les résultats obtenus au Sénégal a
savoir que S. rostrata est actuellement la légumineuse la plus performante parmi les espéces
testées comme engrais vert. Son incorporation au sol de la riziére peut apporter I’équivalent
de 120 kg N par hectare (Ladha et al. 1988).

L’Universit¢ de Gand en Belgique, la DAST (Direction des Affaires Scientifiques et
Techniques au Sénégal) ’ORSTOM (Institut Frangais de Recherche Scientifique pour le
Développement en Coopération) et ’ISRA (Institut Sénégalais de Recherche Agricole) ont
entrepris conjointement des recherches sur cette légumineuse comme engrais vert dans les
conditions naturelles de riziculture, en milieu paysan.

L’utilisation de Sesbania rostrata comme engrais vert est envisagée avec pour objectif la
réduction de lourdes importations de riz par le Sénégal et I’amélioration des rendements de
riziéres permettant |’autonomie alimentaire du pays. Depuis 1985, un projet utilisation de S.
rostrata comme engrais vert a donc ét€ mené en Casamance (Sud du Sénégal, région de
riziculture traditionnelle ou les riziéres présentent de graves pénuries en azote. Les
expériences ont été réalisées dans un village, Fanghotte.

Les essais en milieu paysan ont eu pour but: de tester la validité de la démarche et de
confirmer la valeur agronomique de S. rostrata en milieu naturel, de déterminer les techniques
de culture qui valorisent le mieux cette légumineuse, d’identifier les contraintes lies a
I’introduction de cette biotechnologie dans les habitudes et pratiques culturales des agriculteurs
et éventuellement de trouver des solutions aux problémes liés 4 I’emploi des engrais verts.
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Fig 1. Utilisation de S. rostrata comme engrais vert (Plan de I’expérimentation)
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Tableau 1. Principales caractéristiques chimiques de sols de rizieres de Fanhote
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MATERIEL ET METHODES
Essais en parcelles expérimentales

Dispositif expérimental (Fig. 1): C'est un dispositif en bloc 4 randomisation totale avec
quatre traitements et huit répétitions sur un total de 32 parcelles élémentaires. La surface
d’une parcelle est de 8 m x 5 m = 40 m2,

Les traitements: Les traitements ont été les suivants: (1) Témoin T, aucune fumure minérale
azotée, (2) Témoin N, avec fumure miérale azotée, (3) Engrais vert S. rostrata (S) inoculé
et enfoui, (4) Engrais vert A. afraspera (A) inoculé et enfoui.

Analyse des sols (Tableau 1): Le sol utilisé est un sol argileux (ustisol), & pH acide et dont
la teneur en matiére organique est élevée. Contrairement a la plupart des sols tropicaux, ce
sol a un pourcentage en phosphore assimilable important. La proportion du sol en bases
échangeables, Ca et K, est forte mais un peu faible en Mg.

Fumures minérales (Tableau 2): La fumure phosphopotassique est épandue avant le semis,
30 jours aprés le semis des légumineuses sur les parcelles (S) et (A) et au moment du
repiquage du riz sur I’ensemble des parcelles du champ d’essai. La dose appliquée est de 60
unités de P sous forme de P,0O;s et de 50 unités de K sous forme de K,0. La fumure minérale
azotée, sous la forme d’urée répandue uniquement sur les parcelles témoins (N), est apportée
a raison de 20 umtés d’azote lors du repiquage du riz, du tallage (3 semaines plus tard) et
avant floraison (1'4 mois plus tard).

Tableau 2. Quantité de fumures minérales sur les différentes parcelles

Traitements Fumure sur S. rostrata Fumure sur le riz
et A. afraspera

N P,0q K,0 N P,0; K,0
Témoin (T) 0 0 0 0 60 50
Azote (N) 0 0 0 60/3 60 50
A. afraspera (A) 0 40/2 3272 0 20 18
S. rostrata (S) 0 4072 3272 0 20 18

40/2 Signifie 40 unités de P,05 en 2 apports
32/2 Signfie 32 unités de P,05 en 2 apports
60/3 Signifie 60 unités de P,05 en 3 apports
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Analyse des résultats: Pour la signification des résultats le test statistique de Newman et
Keuls au seuil de 5% a été utilisé.

Essais en milieu paysan

Les dispositifs et les traitements se résument a: (1) parcelles témoins sans enfouissement de
I’engrais vert S. rostrata et (2) parcelles témoins avec engrais vert S. rostrata inoculé et
enfoui. Pour ces essais en milieu paysan, aucune fumure minérale n’est apportée.

Culture des légumineuses

Préparation des graines: Afin d’obtenir une bonne germination, les graines sont
préalablement scarifiées. Le traitement mécanique consiste a ajouter du sable silicieux aux
graines et a faire tourner délicatement le mélange dans un mortier d 1’aide d’un pilon afin de
rayer le tégument des graines.

Inoculation et semis: Les graines sont inoculées avant le semis par immersion dans un
inoculum liquide contenant environ 10% bactéries/ml. Les graines sont ensuite semées i la
main, en ligne dans la riziére humide.

L’inoculation des tiges est effectuée environ 15-20 jours aprés le semis, 4 [’aide d’un

pulvérisateur 4 insecticide par pulvérisation de I'inoculum sur la tige des légumineuses (Fig.
2).

Figure 2. Croissance de Sesbania rostrata avant enfouissement
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Culture du riz
Préparation d’une pépiniére

Une pépiniére de riz est mise en place environ 20 jours aprés le semis des graines de
légumineuses. La variété de riz utilisée est: IRRI 1529.

Enfouissement des légumineuses

Aprés 35-45 jours de croissance, les légumineuses sont coupées a la base des tiges, 4 I’aide
de faucilles ou de coupe-coupes. Elles sont ensuite étalées sur le sol de la riziére, hachées
en portions de 10-20 cm et réparties uniformément sur les parcelles correspondantes.

L’engrais vert est alors enfoui 4 une profondeur de 10-15 cm par un labour au kadiendo, outil

traditionnel servant a4 enfouir les chaumes et les herbes et a4 effectuer des labours profonds,
ou des billons.

Repiquage du riz

Environ une semaine aprés 1’enfouissement de 1’engrais vert, les plants de riz de la pépiniére
sont prélevés et repiqués en riziere sur toutes les parcelles.

Désherbage

Les opérations de désherbage sont manuelles; elles intéressent I’ensemble des traitements et
sont laissées a I’appréciation des paysans.

Récolte du riz

Quand le riz atteint sa maturité (120 jours de cycle), la récolte est effectuée manuellement.

Le riz est alors séché pendant quelques jours et prét a &tre pesé pour le calcul des
rendements.

Modalités d’insertion de S. rostrata en riziculture

Deux principales modalités d’insertion sont étudiées: culture séquentielle de S. rostrata et du
riz comme indiqué ci-dessus (1985-1986-1987-1989-1990) et culture simultanée du riz et de
S. rostrata, S. rostrata étant introduite en interligne et enfouie au bout de quatre semaines

apres le semis (1988).

Prélévements et observations: Prélévement de sol (échantillon moyen) en début d’essai,
observation de la nodulation de tige et mesure de la croissance de S. rostrata, détermination
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du nombre de plantes de S. rostrata i I’hectare (échantillonnage moyen), détermination des
poids frais et secs des parties aériennes de plantes par métre carré avant I’enfouissement de
S. rostrata, prélévement d’échantillons de plantes pour analyse de N, éventuellement
prélévement des tiges et feuilles de riz pour analyse de N, et prélévement de sol en fin d’essai
pour analyses agronomiques par traitement.

RESULTATS
Influence de S. rostrata utilisée comme engrais vert sur le rendement en riz

Sesbania rostrata double les rendements du riz. En ce qui concerne les essais en parcelles
expérimentales, les essais agronomiques réalisés pour la premiére année en 1985 ont donné
d’excellents résultats. Nous avons obtenus une trés bonne croissance des plantes de S.
rostrata ainsi qu’une nodulation de tige importante.

Au bout de six semaines, S. rostrata peut ainsi atteindre une hauteur de deux métres et
produire une biomasse de 37 t/ha et la croissance de S. rostrata, illustrée sur la figure 2 peut,
dans la méilleure période, c’est 4 dire apreés trois semaines de croissance, atteindre 10 cm par
jour. L’apport d’azote au sol sous forme d’engrais vert est équivalent a environ 150 kg/ha
(Tableau 3).

L’inoculation de A. afraspera, légumineuse tropicale 4 nodulation caulinaire n’a pas donné
satisfaction en comparaison de la masse de matiére organique enfouie 27 t/ha (nodulation
défectueuse: probléme d’inoculation...).

Le rendement du riz en grains, exprimé par hectare a été évalué respectivement a 2,0 t dans
la parcelle témoin, a 2,9 t dans les parcelles ayant requ de I’engrais azoté et 4 4,9 t dans le
cas ou S. rostrata est utilisé comme engrais vert (Tableau 3). Le rendement dans les parcelles
traitées avec A. afraspera, 2,4 t/ha, correspond a un gain de rendement de seulement 20 % par
rapport au témoin.

Dans les essais en milieu paysan, les dispositifs les plus simples avaient pour but de comparer
des parcelles avec I’engrais vert S. rostrata et des parcelles témoins sans engrais vert. Ces
expériences se sont étendues sur quatre années 1986, 1987, 1988 et 1989 et ont continué en
1990 et 1991. Les Sesbania ont été enfouies cinq semaines aprés le semis en 1986 et 1987
et seulement aprés quatre semaines de croissance 1988. En 1986, les essais ont été effectués
sur une surface de 3000 m?.

Le rendement du riz est passé de 1,7 t/ha dans la parcelle témoin i 3,2 t/ha dans la parcelle

ayant requ I’engrais vert, soit un gain de rendement de 85% (Tableau 4). La biomasse
produite et enfouie est d’environ 25 t/ha et correspond i plus de 100 kg N/ha.
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Tableau 3. Influence de S. rostrata comme engrais vert sur le rendement du riz (grains):
Essais sur parcelles expérimentales (1985)

Traitements Biomasse Equivalent Rendements
T/ha azote total
kg/ha kg/40m? T/ha
Sesbania rostrata 37 153 19,83 b 49Db

(engrais vert)

Aeschynomone afraspera 27 - 9,51a 2,4a
(engrais vert)

Fumure azotée 11,55 a 29a
(60 kg/N/ha)

Témoin

(sans engrais vert) 8,21a 2,0a

Les chiffres (moyennes de huit répétitions) affectés des mémes lettres ne sont pas
significativement différents au seuil de 5% (Test de Newman et Keuls)

En 1987, a Fanghote, les essais ont été effectués sur une surface beaucoup plus grande de
10.000 m? (1 hectare). Au cours de cette année, une nodulation spontanée des tiges de S.
rostrata limitée a la base de la tige, étant observée, I’inoculation de la souche ORS 571 a été
réalisée afin que les plantes puissent exprimer totalement leurs capacitées de nodulation et de
fixation d’azote.

Dans ces conditions le rendement en riz s’est avéré de 2,2 t/ha dans la parcelle témoin a 4,3
t/ha dans le cas des parcelles a4 S. rostrata. En 1988, a Fanghote la surface de la parcelle a
été de 1000 m2. Cette année 14, aucune inoculation n’a été jugée nécessaire du fait de la
présence d’Azorhizobium dans le sol.

Le rendement de 2,1 t/ha dans la parcelle témoin, & 3,4 t/ha dans la parcelle avec engrais
vert, a montré un gain de 62% (Tableau 4). En 1989, les essais ont été effectués sur une
surface de 3000 m2.

Aucune inoculation n’a été réalisée, la nodulation des tiges ayant été satisfaisante en 1988.

Le rendement de 1,8 t/ha dans la parcelle témoin, a 4 t/ha dans la parcelle avec engrais vert,
a montré un gain de 122% (Tableau 4).
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Tableau 4. Influence de S. rostrata comme engrais vert sur le rendement du riz: Essais
en milieu paysan

Traitements Rendement T/ha
Fanghote
1986* 1987 1988%* 1989
Sesbania rostrata 3,2 4,3 3,4 4
(engrais vert)
Témoin
(sans engrais vert) 1,7 2,2 2,1 1,8

* La biomasse de I’engrais est de 25 t/ha et I’équivalent en azote enfoui de 110 kg/ha.

** S. rostrata enfoui quatre semaines aprés le semis.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les résultats de plusieurs années d’expériences au champ, en Casamance sur [’utilisation de
Sesbania rostrata comme engrais vert en riziculture pluviale ont montré que S. rostrata
constitue un engrais vert tout 4 fait exceptionnel dans les sols inondés et en particulier dans
les riziéres et qu’il était possible de faire passer les rendements en riz de 1,7 t 4 4 t/ha dans
les conditions de riziculture en milieu paysan.

Dans les périmétres irrigués de la vallée du fleuve Sénégal, les recherches menées en
collaboration avec I’ADRAO ont montré que l’enfouissement de S. rostrata sans apport
complémentaire d’azote minéral engendre un accroissement du rendement en riz de 100% par
rapport a des riziéres n’ayant pas regu I’engrais vert. Toutefois, I’obtention d’un rendement
optimum nécessite 1’apport additionnel modéré d’azote minéral soit 30 kg N/ha aprés
enfouissement de S. rostrata, 20 jours aprés le repiquage du riz. Le rendement en grains est
ainsi équivalent 4 celui obtenu avec la dose de 120 kg/ha préconisée dans la région (Camara
et Diara 1987).

Dans tous les cas, I’apport d’engrais vert a été supérieur 4 100 kg d’azote 4 ’hectare. Ces
résultats ont depuis été confirmés dans de nombreux pays et en particulier en Asie du Sud Est,
aux Philippines et en Inde on 'apport en azote de S. rostrata est du méme ordre de grandeur
(Ladha er al. 1988). L'apport d’engrais doublé d’un apport de matiére organique et
probablement d’une diminution de la population de nématodes phytoparasitaires, a donc permis
de doubler les rendements du riz sans avoir recours aux engrais chimiques dont le cofit élevé
est incompatible avec les revenus modestes de nos paysans.
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Il est probable que Ieffet bénéfique de Sesbania rostrata qui se traduit par un doublement du
rendement des récoltes par rapport aux témoins, ne résulte pas seulement de I’apport de
’azote mais aussi pourrait étre li€ 4 I’amélioration des propriétés physiques et techniques des
sols, elles-mémes génératrices d’arriéres-effets favorables.

Les résultats présentés ici confirment le potentiel fixateur d’azote élevé de la légumineuse S.
rostrata et suggérent que ’engrais vert S. rostrata peut étre recommandé pour la fertilisation
des sols pauvres de nos riziéres. De plus, ils illustrent bien 1’intérét des recherches sur
Dutilisation de S. rostrata comme substitut ou complément a la fumure azotée minérale.

Sesbania rostrata dont I’effet engrais vert est désormais reconnu peut-il passer dans les
pratiques culturales paysannes et étre utilisée a grande échelle dans la riziculture sénégalaise?
Plusieurs problémes demeurent, contrairement aux paysans asiatiques qui traditionnellement
utilisent les engrais verts dans la riziculture, les paysans africains, en général et les sénégalais
en particulier n’ont aucune pratique des engrais verts. Le systéme rencontre un certain
nombre de limites qui restent 4 améliorer. L’introduction de S. rostrata demande donc un
effort multidirectionnel, allant de la modification des pratiques culturales a la prise en compte
des aspects socio-€économiques et socio-culturels.

En Casamance, les premiéres pluies débutant vers les mois de juin-juillet et le repiquage du
riz s’effectuant généralement vers fin aoilt et début septembre, la période intermédiaire
comprise entre le ler juillet et le 15 aolit devrait toutefois permettre la culture de S. rostrata
en riziére sans perturber le calendrier traditionnel de la riziculture.

Nos derniéres études ont montré que I’enfouissement de S. rostrata jusque la préconisé aprés
45 jours de culture peut &tre réalisé aprés 35 jours, ce qui raccourcit le temps d’occupation
du sol par S. rostrata- et facilite le calendrier cultural pour le repiquage du riz. Ce délai
supplémentaire donne a I'utilisation de S. rostrata davantage de souplesse. La coupe et
I’enfouissement de I’engrais vert représentent la partie nécessitant le travail le plus intense.

En Casamance, les paysans ayant I’habitude d’enfouir de grandes quantités d’herbes dans leur
riziére avant le repiquage du riz. Une différence de travail minime entre I’enfouissement des
mauvaises herbes ou I’enfouissement de I’engrais serait nécessaire. Cet effort est fait par les

paysans qui utilisent, 4 ce titre leur outillage traditionnel efficace pour traiter de petites
surfaces.

L’enfouissement qui est réalisée facilement manuellement sur les parcelles de taille modeste,
devient lourd lorsqu’il s’agit de champs plus importants et demande en revanche la mise en
place de moyens de mécanisation tractée ou attelée adaptée a la coupe et a I’enfouissement
rapide de I’engrais vert dans les riziéres.

Les résultats présentés dans ce rapport montrent par ailleurs que les Azorhizobium une fois
introduites sont capables de coloniser les sols de riziéres méme dans les cas de sols acides
comme ceux de Fanhotte. Cette propriété observée également aux Philippines et en Inde
(Ladha er al. 1989), permet donc aux paysans d’éviter toute pratique expérimentale liée a
I’inoculation. Un autre facteur limitant de I’emploi de Sesbania rostrata est la fourniture de
semences; en effet, les paysans sont actuellement tributaires de ’extérieur pour la fourniture
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de graines de S. rostrata qui leur parviennent parfois tard, ce qui retarde facheusement le
calendrier cultural. Les paysans devront garder un certain nombre de plantes jusqu’a leur
maturité pour récolter des graines.

Notons, avec I’intérét qu’a la suite des expériences menées depuis 1986, les paysans de
Casamance ont bien maitrisé la technologie de !’engrais vert S. rostrata qu’ils jugent
supérieure, en rendements en riz 4 I'utilisation d’engrais chimiques azotés. Ils souhaitent
continuer la pratique de 1’engrais vert 4 condition qu’ils aient des graines. Il est évident que
tous les problémes que posent le transfert des technologies proposées en milieu paysan sont
loin d’étre résolus, mais les résultats obtenus soulignent la nécessité de persévérer dans la
voie tracée.

A I’avenir, Iutilisation 4 grande échelle de S. rostrata an Sénégal dépendra d’une part, d’une
collaboration accrue entre les différents instituts de recherche (ISRA, ORSTOM, ADRAO),
les organismes socio-éducatifs et de développement, les groupements villageois et d’autre part,
d’une réelle volonté politique du gouvernement. Il est urgent que I’engouement porté au
Sesbania rostrata en Asie, le soit aussi au Sénégal.

En effet, les excellents résultats des recherches menées au Sénégal sur I’utilisation de cette
plante, tant au plan fondamental qu’appliqué, ont été exploités 4 grande échelle par I'IRRI aux
Philippines, en Inde et 4 Madagascar, ou des essais prometteurs sont en cours. Par contre au
Sénégal, ou la plante a été découverte, le potentiel de cet engrais vert ne nous parait pas
avoir été assez exploité. Un développement a4 grande échelle, au Sénégal, nous apparait
maintenant indispensable et s’inscrit dans les objectifs du gouvernement.

Pour terminer nous souhaitons répondre 4 deux questions que peuvent poser I’application de
cette nouvelle technologie. La premiére concerne I’'impact des inoculations sur
I'environnement. Les souches dont nous préconisons I’utilisation sont des souches sauvages;
elles existaient au préalable dans la nature, non seulement a I’état symbiotique, mais aussi a
I’état saprophytique. Elles ne sont jamais apparues comme envahissantes et ne semblent pas
avoir eu d’impact défavorable sur les composantes des écosystémes, bien au contraire. En
ce qui concerne 1’aspect économique des techniques proposées, 1l n’est pas encore connu de
fagon définitive.

Tout ce que 1’on peut affirmer c’est que le transfert en milieu paysan sera plus facile dans
certains milieux que dans d’autres, pour des raisons socio-culturelles et climatiques. Les
dépenses correspondant aux inoculations seront relativement faibles car il est probable qu’il
ne sera pas nécessaire de répéter souvent ces opérations en raison du fait que les
microorganismes concernés survivent assez longtemps dans la plupart des sols.

PERSPECTIVES

En dépit de ses qualités qui ont été clairement identifiées, Sesbania rostrata doit faire 1’objet
d’investigations plus poussées a la fois sur le plan fondamental et sur le plan appliqué.

Les recherches fondamentales devraient concerner les domaines suivants:
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¢ Amélioration des hdtes en ce qui concerne plus particuliérement leur tolérance
photopériodique et leur résistance aux pathogénes (notamment nématodes). En effet S.
rostrata exige des jours relativement longs (13-14 h). Il pousse mal et fleurit précocement
lorsque la durée du jour est trop courte. Cette exigence photopériodique constitue une
limitation importante 4 son emploi dans les régions équatoriales, ou jours et nuits ont la méme
longueur.

Une percée majeure serait d’obtenir des lignées non photopériodiques, cet objectif pouvant
étre atteint: en réunissant une large collection de germoplasme et en effectuant le criblage des
especes les moins sensibles a la durée du jour; en induisant des mutations par irradiation ou
application de composées mutagénes pour obtenir des plantes non photodépendantes.

L’utilisation de S. rostrata est souvent limitée aux sols submergés en raison de la trés grande
sensibilit¢ de cette plante aux nématodes appartenant plus particuliérement au genre
Méloidogyne. 1l serait nécessaire de rechercher des cultivars résistant 4 ce parasite.

¢ Transfert de I’aptitude 4 1a nodulation de tige 4 des légumineuses dépourvues de nodules de
tige. Etant donné que Sesbania rostrata posséde, par rapport 4 de nombreuses légumineuses,
la double supériorité de fixer 1’azote activement et de tolérer les doses élevées d’azote
combiné dans le sol, on peut étre tenté de transférer le caractére de nodulation de tige a des
légumineuses n’ayant pas de nodules de tige.

L’obtention récente de mutants de S. rostrata sans sites de nodulation devrait dans une
premiére étape faciliter 1’étude des génes spécifiques codant pour cette structure particuliére.
Dans une seconde étape, il y aurait lieu d’essayer de transférer ces génes a d’autres espéces
du méme genre mieux adaptés aux conditions sahéliennes utilisables soit en agriculture soit
en foresterie.

* Génétique des souches de Rhizobium et Azorhizobium associées a S. rostrata. 1l est
également indispensable d’identifier les génes de Rhizobium et d’Azorhizobium codant pour
’aptitude 4 la nodulation de tige non seulement pour améliorer la fixation d’azote de S.
rostrata mais pour assurer la nodulation et la fixation d’azote de nouveaux systémes qui
pourrait étre construits.

Parmi les recherches appliquées que 1’on pourrait envisager, il y aurait lieu d’accorder la
priorité aux thémes suivants: comparaison de la fixation d’azote et du potentiel "engrais vert"
des différentes espéces ou accessions de légumineuses a nodules de tiges (Neprunia oleracea,
Aeschynomene afraspera et Aeschynomene nilotica), calendrier de D’insertion de ces
légumineuses dans les systémes culturaux en riziculture, techniques d’incorporation au sol des
engrais verts et application des engrais phospho-potassiques et méme azotés.
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RESPONSE OF GLIRICIDIA SEPIUM TO RHIZOBIUM
AND VA-MYCORRHIZAL FUNGI INOCULATION ON AN ACID SOIL

Akim O. OSUNDE
Department of Soil Science - Federal University of Technology
P.M.B. 65 Minna Nigeria

Abstract: The effects of inoculation with Rhizobium and VA-Mycorrhizal fungi on plant
height, dry matter yield, nodulation, and N and P uptake on Gliricidia sepium were evaluated
in a pot experiment using an Ultisol from southeastern Nigeria. Treatments included
uninoculated control, inoculation with either Rhizobium or VA-Mycorrhizal fungi, and a dual
inoculation with both microorganisms. Results obtained after a 12-week growth period
indicated a stronger effect of mycorrhizal symbiosis on plant height and total biomass
production compared to that of plant-Rhizobium symbiosis. Dual inoculation with Rhizobium
and VA-Mycorrhizal fungi resulted in fewer but larger nodules as well as greater biomass, and
higher plant nitrogen and phosphorus content than in the other treatments. These results
strongly show that VA-Mycorrhizal fungi can assist Gliricidia sepium to a large extent in the
uptake of phosphorus and some inorganic nutrients, and enhance nodulation and growth of the
plant under acid soil conditions.

Résumé: Les effets d’une inoculation de Rhizobium ou mycorhizes VA sur la taille des
plantes, le rendement en matiére séche, la nodulation et 'absorption de phosphore et d’azote
de Gliricidia sepium ont été evalués dans un essai en vase de végétation sur un Ultisol du sud-
est du Nigéria. Les traitements incluaient: un témoin non inoculé, ’inoculation soit par
Rhizobium soit par des champignons mycorhiziens VA et une double inoculation pratiquée
avec les deux microorganismes. Apres 12 semaines de croissance, il est apparu que la
symbiose mycorhizienne donnait de meilleurs résultats sur la taille et la production totale de
biomasse de la plante que 1’association plante-Rhizobium. La double inoculation (Rhizobium
+ mycorhizes VA) entrainait une augmentation de la taille mais une diminution de la quantité
de nodules et s’avérait étre le traitement qui assurait a la plante sa plus forte production de
biomasse et ses teneurs en phosphore et en azote les plus élevées. Les résultats montrent
clairement que les champignons mycorhiziens VA peuvent aider Gliricidia sepium a absorber
du phosphore et quelques substances nutritives inorganiques et stimuler la nodulation et la
croissance de la plante sur sol acide.

An urgent challenge facing agricultural scientists in most developing countries in the tropics
is the need to find viable, sustainable and environmentally sound production systems that can
meet the requirement of farmers using traditional cultivation practices. In recent years, this
need has led to the development of alley farming, an agroforestry technology that involves the
cultivation of arable crops between hedgerows of planted leguminous tree species (Kang et al.
1981, 1989). The leguminous tree species are usually multipurpose, serving as sources of
nitrogen, mulch, browse and fuelwood (Dommergues 1987, Huxley 1983, Wilson and Kang
1981).

Among the many potential leguminous tree species, Gliricidia sepium and Leucaena
leucocephala are most commonly used and have performed excellently in alley farming
systems in the tropics (Kang et al. 1989). The special features of these trees include fast
growth, rapid regeneration, multiple uses, drought and salt tolerance, high nitrogen-fixing
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ability and production of a large amount of biomass (Kang ef al. 1984, NAS 1979).
However, establishment, growth and nodulation of these trees as with most other legumes, on
acid high P-fixing soils are known to be poor (Kang et al. 1989, Marschner 1986, Munns
1976). The inhibition of root growth and phosphorus deficiency in such soils appear to be
among the major limitations to the growth of tree legumes, which have a high P requirement
for establishment, optimum growth, nodule formation and nitrogen fixation (de Lucena Costa
and Paulino 1990a, Wong and Davendra 1983). Acid soils prone to strong phosphate fixation
often require extremely high phosphate fertilizer applications in order to alleviate the effects
of fixation (Mengel and Kirkby 1987).

A dual symbiosis with vesicular-arbuscular mycorrhizal (VAM) fungi and acid-tolerant
Rhizobium sp. represents an alternative to other methods for increasing vegetative growth and
nodulation on acid infertile soils. While an acid-tolerant Rhizobium partner is essential for
effective nodulation, the VAM fungi forms a bridge between roots and nutrient sites in the
soil. Moreover, through hyphal connections, they facilitate the efficient uptake of immobile
nutrients (notably P) by host plants, particularly those with restricted root systems.

Recent reports have confirmed the beneficial effects of a combined inoculation with both
microorganisms on growth and nodulation of Leucaena leucocephala and other tree legumes
(Aziz and Habte 1990, de Lucena Costa and Paulino 1990b), Gardezi and Ferrera-Cerrato
1989, Guzman-Plazola et al. 1990). However, there is a complete lack of information on the
VAM fungi/Rhizobium symbiotic affinity of G. sepium. The objectives of this study were to
assess the effect of VAM and Rhizobium inoculation on dry matter yield, nodulation and N
and P uptake of Gliricidia sepium in an acid soil.

MATERIALS AND METHODS

The soil used for this experiment was an Ultisol collected from Onne, southeastern Nigeria.
It is derived from coastal sediments and classified as a sandy clay loam, Typic Paleudult.
Some properties of the soil are listed in Table 1. Before the experiment, the soil was air-
dried, passed through a 2 mm sieve and sterilized by autoclaving at 100°C for one hour a day
for three days. It was then transferred to plastic pots (2 kg soil per pot) and moistened daily
with de-ionized water to approximately field capacity.

Seeds of Gliricidia sepium were scarified with concentrated H,SO, for 10 minutes and
germinated in sterile Petri dishes containing moistened filter paper, prior to planting. The
VA-mycorrhizal inocula was made up of 10 g/plant of a crude inoculum which consisted of
crushed roots and root fragments of maize plants which were confirmed to be heavily infected
with VA/mycorrhizal fungi after they were assessed for mycorrhizal infection following the
technique of Phillips and Hayman (1970).

A suspension of a composite mixture of USDA 3489 and USDA 3490 (Nitragin Co. USA)

served as the Rhizobium inocula. The inocula were placed below the seedling holes at planting
time to ensure that all growing roots passed through the inocula layer.
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Table 1. Selected properties of a surface soil (0-15 cm) from Onne,
Southeastern Nigeria

Sand (%) 71
Silt (%) 4
Clay (%) 22
Organic C (%) 1.4
Total N (%) 0.12
pH (H,0) 1:2 4.84
Available P (ppm) Bray 1 10.1

Exchangeable Cations (meq/100g)

K+ 0.12
Ca2t 0.43
Mg2* 0.18
APt 0.9

CEC 2.80

Five uniform seedlings were transferred to each pot and later thinned to three seedlings per
pot one week after planting (WAP). The experiment was conducted using a randomized
complete block design with three replications. Treatments included Uninoculated control (C),
Inoculated with Rhizobium (R), Inoculated with VA-mycorrhizal fungi (VAM) and Inoculated
with both Rhizobium and VA-mycorrhizal fungi (VAM + R). All treatment pots received a
starter nitrogen of 20 ppm N as NH,;NO;. The soil was amended with N-free nutrient solution
of the following composition: 3.35 mM Ca(H,PO,),, 10.75 mM K,SO,, 12.5 mM
MgS80,.7H,0, 1.9 mM Fe (111) NaEDTA, 250 uM H;BO;, 45.5 uM MnCl,.4H,0, 20.2 uM
ZnS0,.5H,0 and 1.1 uM H, M0O4.H,0. Once a week, 40 ml of this nutrient solution was
applied to all treatment plots throughout the growth period. Plants were harvested at 12
WAP. At harvest, plant shoot height was measured and the plants were cut to ground level.
Nodules were detached from roots, cleaned, counted and weighed.

Plant samples were oven-dried at 70°C for 48 hours and the dry weight measurements were
determined. The plant samples were analyzed for total nitrogen using the microKjeldahl
procedure (Bremner 1965) and for phosphorus by the vanadomolybdate phosphoric-yellow
colour method (Jackson 1967). Nitrogen and phosphorus uptakes were computed as the
product of the percent nitrogen or phosphorus contents and shoot dry matter yield. The data
was subjected to the analyses of variance (ANOVA) using a computer statistical package
(Genstat 5) and the LSD 5% was calculated to determine the significance between treatments.

RESULTS

Results obtained from this study indicate a strong effect of mycorrhizal fungi symbiosis of
Gliricidia sepium growth. While there was no significant difference in plant height between
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the uninoculated control and the Rhizobium treatment, inoculation with mycorrhizal fungi alone
and a combined inoculation with both microorganisms had profound effects on the height of
Gliricidia sepium seedlings. Inoculation with mycorrhizal fungi and a combined inoculation
with mycorrhizal fungi and Rhizobium significantly increased plant height by 89% and 136 %
respectively over the uninoculated control (Figure 1). Plant shoot dry matter yield was
nevertheless significantly affected by all inoculation treatments. The lowest shoot dry matter
production was observed in uninoculated seedlings. Rhizobium inoculation increased shoot dry
matter yield by 40%, mycorrhizal fungi inoculation by 118% a dual inoculation with both
microorganisms by 142% over the uninoculated control plants (Figure 1).

Figure 1. Mean plant height and dry matter yield of Gliricidia sepium seedlings inoculated
with Rhizobium and/or VA mycorrhizal fungi on an acid soil at 12 WAP
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INOCULATION TREATMENTS

Contrary to results obtained for plant height and shoot dry matter production where the effect
of a combined inoculation with mycorrhizal fungi and Rhizobium superseded that of sole
Rhizobium inoculation, the data in Table 2 indicate that Rhizobium produced a significantly
higher number of nodules per plant than the combined inoculation with both microorganisms.
However, the combined inoculation with mycorrhizal fungi and Rhizobium increased the
nodule weight by 19% over the Rhizobium treatment.
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Table 2. Number of nodules per plant and nodules fresh weight of Gliricidia sepium
seedlings inoculated with Rhizobium and/or VA-mycorrhizal fungi on an acid soil at
12 WAP

Treatment Nodules/plant Relative Nodules fresh Relative
values weight/plant values
(%) (mg) (%)

Control (C) - - -
Rhizobium (R) 18.36a* 100 433 a 100

VA-Mycorrhiza - - - -
(VAM)

VA-Mycorrhiza +
Rhizobium 126 b 69 498 a 115
(VAM + R)

* Means within a column followed by the same letter are not significantly different
(P = 0.05).

The nitrogen and phosphorus uptake of Gliricidia sepium seedlings are shown in Figure 2.
Nitrogen and phosphorus uptake were much lower in uninoculated seedlings and those
inoculated with Rhizobium compared to those seedlings inoculated with either mycorrhizal
fungi alone or with a combination of both mycorrhizal fungi and Rhizobium. Rhizobium
inoculation increased nitrogen uptake by only 55 %, while inoculation with mycorrhizal fungi
and a combined inoculation with both microorganisms increased it by 103% and 160%
respectively.

The effect of microorganism inoculation on the phosphorus uptake of Gliricidia sepium was
much more spectacular. Rhizobium inoculation increased phosphorus uptake by 224 %,
mycorrhizal fungi inoculation by 861%, and a combined inoculation with mycorrhizal fungi
and Rhizobium by 816% over the uninoculated control treatment.

DISCUSSION

In this study, inoculation of Gliricidia sepium seedlings with mycorrhizal fungi had a more
pronounced effect on plant height and dry matter yield compared to that of Rhizobium
inoculation. AV-mycorrhizal fungi inoculation of legume plants has been reported to
substantially increase the absorption of phosphorus and other inorganic nutrients and thereby
increasing fixation of atmospheric nitrogen, growth and survival of these plants (Bowen and
Smith 1981, Daft and El-Giamhi 1975, Mosse 1981). Plant height and above-ground dry
weight of Acacia farnesiana grown in phosphorus-deficient soils were reported to be
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significantly improved by VA-mycorrhizal inoculation (Gardezi e¢ al. 1990). Similar results
were obtained with Leucaena leucocephala (de Lucena Costa and Paulino 1990b, Huang Ruey-
Shyang et al. 1983) Sesbania grandiflora (Habte and Aziz 1985) and Cajanus cajan (de
Lucena Costa et al. 1990).

The observed significant effect of a combined inoculation with mycorrhizal fungi and
Rhizobium in this soil may be attributed to the synergistic interaction between these two
microorganisms. Several other investigations have shown an apparent synergistic interaction
between Rhizobium and VAM fungi (Chang Kun-Piao et al. 1986, de Lucena Costa and
Paulino 1990b, Siababa and de la Cruz 1986, Sivaprasad et al. 1983). However, Gardezi et
al. (1988) and Manguiat er al. (1990) observed that interaction between Rhizobia and VAM
fungi on plant biomass production was either negative or non-existent in their respective
studies with Acacia cyanophylla and Gliricidia sepium.

Observations in this study showed that plants inoculated with Rhizobium alone had a
significantly higher number of nodules per plant than those inoculated with both mycorrhizal
fungi and Rhizobium, contrary to results obtained by Chang Kun-Piao er al. (1986) with
Acacia auriculiformis, de Lucena Costa and Paulino (1990b), Sivaprasad et al. (1983) with
Leucaena leucocephala and de Lucena Costa et al. (1990) with Cajanus cajan, whereby
combined inoculation with mycorrhizal fungi and Rhizobium significantly improved tree
legume nodulation over single Rhizobium inoculation. However, unlike the Rhizobium
treatment where quite a number of nodules were small and ineffective, most of the nodules
on plants inoculated with the combined mycorrhiza and Rhizobium were large with a pinkish
tint. These results clearly indicate that mycorrhizal fungi association probably plays a more
significant role in the formation of effective nodules under acid soil conditions.

Nitrogen and phosphorus uptake values were markedly increased by each of the inoculation
treatments (Figure 2). These results are indicative of the ability of Rhizobium to cause an
increase in the plant nitrogen yield on one hand, and the ability of mycorrhizal fungi to
increase the absorption of phosphorus and other inorganic nutrients, including nitrogen, on the
other hand. A dual symbiosis by mycorrhizal fungi and Rhizobium was observed in this study,
resulting in a higher nitrogen and phosphorus uptake compared to the single Rhizobium
treatment. This high absorption of nitrogen and phosphorus had resulted in a significant
increase in plant dry matter production (Figure 1) which implies that mycorrhiza association
helps to complement the growth-promoting effect of Rhizobium inoculation, especially in acid-
high phosphorus-fixing soil like this. Such positive responses result from the enhanced ability
of mycorrhiza-infected roots to absorb and translocate inorganic nutrients, especially phosphate
ions, from the soil solution to the root cells through an extensive network of external
mycelium (Mosse 1981). Rhizobium requires large amounts of phosphorus, an integral part
of the ATP molecule which provides the energy for nitrogen fixation.

Generally speaking, this study has shown that a combined inoculation with VA-mycorrhizal
fungi and Rhizobium could significantly improve growth and nodulation of Gliricidia sepium
under acid soil conditions. However, further studies are needed to assess these performances
under non-sterile field conditions where introduced microorganisms might have to compete
with numerous soil pathogens for survival.
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Figure 2. Nitrogen and Phosphorus uptake of Gliricidia sepium seedlings inoculated with
Rhizobium and/or VA mycorrhizal fungi on an acid soil at 12 WAP
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ROLE DU COLLETROTRICHUM GRAMINICOLA (CES) G.W. WILSON
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Résumé: Le sorgho est la quatriéme céréale mondiale aprés le blé, le riz et le mais. Au
Burkina Faso, le sorgho est la premiére céréale la plus largement cultivée avec une production
de 1 011 000 tonnes pour une superficie de 1 330 000 ha. Parmi les sorghos cultivés, il en
existe un type appelé "sorgho teinturier” qui, grdce aux tannins qu'il contient fournit un
colorant rouge utilisé dans le travail du cuir par les cordonniers. L’attaque du sorgho par
le Colletotrichum graminicola (ces) G. W. Wilson entraine la production de la pourriture rouge
au niveau de la moelle des tiges. Les colorants rouges des moelles de tige du sorgho
teinturier sans inoculation avec le C. graminicola er avec inoculation par le C. graminicola
ont été extraits au DMF a 75% (Dmethylformamide a 75%). Il a été mis en évidence que le
colorant produir aprés 1'attaque pour le C. graminicola différe qualitativement de celui produit
naturellement par le sorgho teinturier. En effet, I’attaque entraine l'apparition d’un produit
supplémentaire qui a une référence frontale de 0,74. L’attaque par le C. graminicola entraine
également la modification de certaines molécules dans le sens de la polymérisation ou de
I'apport d’un centre d’insaturation (noyau phénolique ou double liaison). La nature exacte
du produit supplémentaire, la modification de structures moléculaires et l'effet quantitatif sur
la production du colorant feront l'objet d'études ultérieures pour une meilleure connaissance
des produits issus de 1’interaction entre le C. graminicola et le sorgho teinturier.

Abstract: Sorghum is the world’s fourth major cereal crop after wheat, rice and maize. In
Burkina Faso, it is the no. 1 cereal with an output of 1 011 000 tons grown on 1 330 000 ha.
One type of sorghum, called "dye" sorghum (Sorgho teinturier) produces a red dye because
of its tannins. This dye is used by shoemakers in their leather work. Attacks by
Colletotrichum graminicola (Cesari) Wilson cause a red stalk rot. Red colouring was
produced at the medulla of the stalk in this dye sorghum, with and without a C. graminicola
inoculation, and was extracted by using a 75% DMF (Dmethylformamide). The dye produced
after a C. graminicola arrack had a quality that differed from that produced naturally by this
"dye"” sorghum. After the pathogen artacks, a supplementary product with a frontal reference
of 0.74 appears. Colletotrichum graminicola attacks also cause changes in the molecules -
occurrence of polymerization, or an unsaturated centre (phenolic core or double bond).
Future studies will be devoted to describing the supplementary product, changes in the
molecular structure, and the effect on the quantities of dye produced to increase knowledge
on the products generated by the interaction of C. graminicola and "dye” sorghum.

Le sorgho est la premi€re céréale la plus largement cultivée au Burkina Faso, avec une
superficie de 1 330 000 ha et une production de 1 011 000 t pour I’année 1987 (Annuaire
statistique du Burkina, 1987). Le sorgho est diversement utilisé (Pites alimentaires, boissons
fermentées etc...) mais sa production est entravée par plusieurs facteurs dont les aléas
climatiques, les maladies et les ravageurs (ICRISAT, 1984). Au Burkina Faso, il existe un
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type de sorgho appelé Sorgho teinturier, qui, grice aux tannins qu’il contient fournit un
colorant rouge pour le travail du cuir au niveau des cordonniers. En effet, selon Cassagnes
(1985) les tanins ont la propriété de se combiner aux protéines et c’est ce qui explique leurs
propriétés tannantes qui s’exercent sur le collagéne de la peau des animaux lors de son
utilisation comme cuir en tannerie. Le colorant est extrait 4 partir des gaines de feuilles 4
I’aide d’eau et de potasse mais la moelle des tiges est également colorée en rouge par les
tanins.

L’attaque du Colletotrichum graminicola (ces) G.W. Wilson entraine également la production
d’un colorant rouge au niveau de la moelle. Nous avons voulu savoir si le colorant produit
apreés attaque du C. graminicola était le méme que celui naturellement produit par le sorgho
teinturier. Si oui, le C. graminicola peut servir alors & augmenter la production du colorant.

MATERIEL ET METHODES

Neuf variétés (Teinturiers 1 d 5, un sorgho sucré, un hybride F2 issu du croisement teinturier
3 x M200, un sorgho témoin T1 sensible et un sorgho témoin T2 résistant & la maladie) ont
été retenues pour les inoculations. La souche du C. graminicola (ces) G.W. Wilson a été
isolée & partir des graines de la variété M200 et repiquée sur milieu PDA (Potato Dextrose
Agar) en boite de Pétri (B.P.) de 9 cm de diamétre. Nos manipulations au laboratoire ont
nécessité divers matériels, dont un incubateur, un Four Pasteur et une autoclave pour les
stérilisations, un phytotron pour provoquer la sporulation du champignon, des cure-dents
comme support du champignon pour les inoculations. Le solvant d'extraction du colorant est
le Dimethyl Formamide MERCH (DMF) 4 75%.

Les plaques de chromatographie sont des plaques TLC MERCK avec un gel de cilice 60F254
d’une épaisseur de 0,2 mm. L’éluant se compose de la phase supérieure du mélange Butanol-
1 (PROLABO) - Acide Acétique - Eau (4-1-5) et d’éther dans les proportions respectives de
20% et 80%. Cet éluant a été retenu aprés un test d’essai avec 12 autres éluants (Tableau 1).
Le colorant extrait a été dilué au 1/20 avec le DMF 4 75% et les spectres tracés 4 1’aide d’un
spectrophotométre UV visible de type Perkin Elmer 550S combiné a un registreur Perkin
Elmer No. 561.

Le dispositif expérimental est un split-plot & quatre répétitions avec neuf parcelles principales
ou variétés et deux parcelles secondaires: parcelle inoculée et parcelle non inoculée (Figures
1 et 2). Les deux paramétres étudiés (variété et inoculation) ont été affectés aux parcelles
grice 4 la table des nombres au hasard.

La méthode d’inoculation est celle utilisée par Neya et Kabore (1987). Les graines sont
trempées dans 1’éthanol 4 70% pendant 20 secondes puis désinfectées a 1’hypochlorite et
sodium (eau de Javel) 4 1% pendant 10 mn. Aprés plusieurs ringages, 4 1’eau stérile, les
graines sont rangées dans les boites de Pétri (10 graines par boite) stériles tapissées de
papier Wattman mouillée a I’eau distillée stérilisée.

Aprés 48 heures dans 1'incubateur 4 29°C, le champignon émerge 4 la surface de la graine
sous forme d’acervules qui sont prélevées et repiquées sur milieu PDA sous la hotte stérile.
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Des cure-dents en bois de 3 cm stérilisés au Four Pasteur & 250°C pendant 1h, ont é&té
refroidis et placés en étoile dans une boite de Pétri contenant du milieu PDA. Les bouts
pointus des cure-dents sont orientés vers le centre de la boite de Pétri ou aura lieu le
repiquage de la souche isolée.

Figure 1. Dispositif expérimental de quatre répétitions en vue du test de I’effet du

Colletotrichum sur la production de tanins

: REP: 1 & 1

2 H 7

5 9 3 4 6
C REP. II . 6 1 308 7 8 9 4
: REP. 111: 7 4 6 i 9 3 5 1 8
: REP. IV : 1 5 6 7 4 2 3 8

1 = teinturier 1
teinturier 2
= teinturier 3

w o
|

4 = teinturier 4
5 = teinturier 5
= sucré

7 = teinturier 3 x M200
8 =T1 = M200
9 = T2 = E35-1

Figure 2. Représentation du dispositif expérimental en split-plot A 4 répétitions

Parcelle principale = variété; Parcelle secondaire = inoculation
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Tableau 1. Liste des 13 éluants testés

Eluants Support Résuliats

01 Butanol-acide acétique-eau (4/1/5) Papier * Toute la tache est transportée
Wattman sur le front de I’éluant.

02 Ether pur Couche ¢ La tache décolle a peine.
de silice.

03 Chloroforme pur ® Le produit ne bouge pas.

04 Dimethylformamide (DMF) pur " ® Tout le produit est emporté.

05 Ether de pétrole " ¢ Le produit ne bouge pas.

06 Ether-DMF (1/1) " ¢ Le produit estAemporté.

07 Ether-DMF (7,5/2,5) " ® Le produit bouge a peine.

08 Ether-DMF (7/3) " ® Trainée de produit jusqu’au
front de I’éluant.

09 Acétate d’éthyl " ¢ Il n’y a pas de séparation.

10 Hexane " ¢ Il n’y a pas de séparation.

11 BAE " * Tout le produit est emporté.

12 BAE/Ether (3/7) " ¢ Début de séparation.

13 BAE/Ether (2/8) " ® 6 taches séparées sur le
teinturier.

Aprés 24 heures d’incubation dans ’obscurité, les boites de Pétri ainsi préparées sont
exposées 4 la lumiére vive d’un phytotron pour provoquer une sporulation abondante du
champignon (Kabore et Couture 1983). Dix jours aprés incubation, les cure-dents sont
fortement colonisés par le champignon et on procéde a I’inoculation des plantes au stade 2 a
3 noeuds. L’inoculation consiste d introduire perpendiculairement 4 la tige, au milieu du
deuxiéme entre-noeud visible au dessus du sol, un seul cure-dent. Le C. graminicola va
coloniser les tissus de la plante 4 partir de 1a tige et le cure-dent reste en contact avec la plante
jusqu’a la récolte.

A la récolte les tiges sont disséquées longitudinalement et la pourriture rouge estimée suivant
une échelle a 13 points (Neya et Kabore 1987, Figure 3). La moelle rouge est prélevée
autour du point d’inoculation pour 1’étude biochimique. La méthode d’extraction du colorant
est une adaptation de celle de Kleiber et Alen (1985). La moelle est broyée en particules
passant entiérement sous un tamis de 2 mm et 0,5 g de chaque broyat est introduit dans un
sachet de thé lipton préalablement vidé de son contenu. L’ensemble est trempé dans 20 ml
de Dimethyl formamide 4 75% pendant 15 heures d température ambiante. Le colorant ainsi
obtenu est utilis¢ pour la chromatographie sur couche mince et le tracé des spectres
d’absorption.
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Figure 3. Echelle de sévérité d’attaque de la pourriture rouge des tiges de sorgho causée
par le Colletotrichum graminicola. 0,0 = Tige sans trace de décoloration; 0,2 - Petite
décoloration limitée A la partie centrale de la moelle; 0,5 = Décoloration extensive
évoluant vers les 2 noeuds de ’entrenceud; 1,0 = Un entrenoeud presque ou totalement
décoloré sans pénétration des régions nodales; 1,5 = Un entrenoeud presque ou
totalement décoloré avec début d’invasion d’un 2e entrenoeud; 2,0 = Deux entrenoeuds
presque ou totalement décolorés; 2,5 = Deux entrenoeuds presque ou totalement
décolorés avec début d’invasion d’un 3e entrenoeud; 3,0 = Trois entrenoeuds presque
ou totalement décolorés; 3,5 = Trois entrenoeuds presque ou totalement décolorés avec
début d’invasion d’un 4e entrenoeud; 4,0 = Quatre entrenoeuds presque ou totalement
décolorés; 4,5 = Quatre entrenoceuds presque ou totalement décolorés avec début
d’invasion d’un Se entrenceud; 5,0 = Décoloration atteignant au moins cing entrenoeuds.

i

L,L_L_LJU _J

0,0 0,2 0,5 1,0 1.2 1,5 2,0

3,0 3,5 4,0 4.5 5,0

RESULTATS ET DISCUSSION

Les indices moyens de la pourriture rouge sont regroupés sur le tableau 2. La notation de la
pourriture a été effectue 4 la récolte sur des tiges dissequées. Dans I’ensemble les indices
moyens de pourriture rouge ont varié¢ de 0 pour le sorgho sucré et la E 35-1 4 0,33 pour le
sorgho teinturier 3 au niveau des lignes non inocukes et de 0,40 pour le sorgho sucré a 3,08
pour le sorgho teinturier 1 au niveau des lignes inoculées. Au niveau des lignes inoculées tous
les teinturiers ont eu des indices de sévérité supérieurs au témoin sensible M200 2,25). Le
grand indice de sévérité de pourriture rouge a été enregistré par le teinturier 1 inoculé (3,08)
tandis que les valeurs les plus faibles ont été obtenus par le sorgho sucré et la E 35-1 (témoin
résistant 4 la maladie). Ces résultats ont été soumis i une analyse de variance et la
comparaison des moyennes montre que tous les sorghos teinturiers ne différent pas
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significativement de la variété sensible M200 (Tableau 3): ce sont des variétés sensibles. La
F2 du croisement teinturier 3 x M200 est statistiquement aussi sensible a la pourriture rouge
que ses deux parents. Elle est moins sensible que le teinturier 1. La variété "tan" sucré ne
différe pas significativement du témoin résistant E 35-1.

Tableau 2. Indices moyens de la pourriture rouge des neuf variétés et des deux
niveaux d’inoculation I = Inoculé; NI = Non inoculé

REPETITIONS

Variétés Inoculation I I I11 v Moyennes
Teinturier 1 I 2,9 3 3,13 3,3 3,08
NI 0,21 0,29 0 0 0,13
Teinturier 2 1 3,25 2,5 2,5 3,17 2,86
NI 0 0 0 0 0
Teinturier 3 I 2,17 2,50 2,87 2,25 2,45
NI 0,5 0,33 0 0,5 0,33
Teinturier 4 I 2 1,58 3,09 2,44 2,28
NI 0,12 0 0,06 0,07 0,06
Teinturier S I 3,06 1,93 2,43 2,56 2,50
NI 0,42 0,33 0,18 0,3 0,31
Sucré I 0,2 0,49 0,5 0,4 0,40
NI 0 0 0 0 0
Teint 3 x M200 I 2,9 1,25 1,87 1,79 1,95
NI 0,37 0,4 0 0,08 0,21
M200 I 2,32 2,17 2,5 2 2,25
NI 0,67 0 0 0.42 0,27
E35-1 I 0,2 0,47 0,5 0,64 0,45
NI 0 0 0 0 0

Tableau 3. Comparaison des indices moyens de la pourriture rouge des neuf variétés

No. Variétés Indices moyens Groupes homogénes
1 Teinturier 1 1,60 A

2 Teinturier 2 1,43 A B

5 Teinturier S 1,40 A B

3 Teinturier 3 1,39 A B

8 M200 1,26 A B

4 Teinturier 4 1,17 A B

7 Teint 3 x M200 1,08 B

9 E35-1 0,23 C

6 Sucré 0,20 C
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Tableau 4. Comparaison des indices moyennes de pourriture rouge des deux niveaux
d’inoculation I = Inoculé;, NI = Non Inoculé

Facteur 1 Facteur 2 Indices moyens Groupes
(Variétés) (Inoculation) de pourriture homogénes
Teinturier 1 I 3,08 A

NI 0,13 B
Teinturier 2 I 0,86 A

NI 0,00 B
Teinturier 3 1 2,15 A

NI 0,33 B
Teinturier 4 I 2,28 A

NI 0,06 B
Teinturier 5 I 2,49 A

NI 0,31 B
Sucré I 0,40 A

NI 0,00 A
Teint 3 x M200 I 1,95 A

NI 0,21 B
M200 I 2,25 A

NI 0,27 B
E35-1 I 0,45 A

NI 0,00 A

Pour toutes les variétés sauf le témoin résistant E35-1 et la variété "sucré” la comparaison des
moyennes montre une différence significative entre les lignes inoculées et les lignes non
inoculées (Tableau 4). Le teinturier 1 inoculé est plus sensible a la pourriture rouge que le
témoin sensible M200 inoculé. Les lignes inoculées des teinturiers 2, 3, 4, 5 ne différent pas
significativement de la ligne inoculée du témoin sensible M200. La F2 du croisement
teinturier 3 x M200 présente le méme niveau de sensibilité que ses deux parents. La vaniété
"sucré” est aussi résistante a la pourriture que le témoin résistant E35-1. Toutes les lignes
non inoculées des différentes vaniétés ne différent pas significativement.

Nous remarquons encore une fois que les deux variétés sans tanins ni anthocyanes sont
résistantes a la pourriture rouge alors que les teinturiers (riches en tanins) sont sensibles.
L’importance de la pourriture rouge semble étre influencée par I’attaque du champignon.

La figure 4 présente les chromatogrammes des colorants des lignes inoculées (I) et non
inoculées (NI). Certaines moelles ont été éliminées car présentant des symptomes d’attaques
de moisissures. Toutes les lignes non inoculées des teinturiers présentent chacune huit
produits séparés. Les lignes inoculées des mémes teinturiers donnent neuf produits séparés.
Un produit supplémentaire d’une référence frontale de 0,74 apparait sur toutes les lignes
inoculées (y compris le M200 et la F2). Chez tous les teinturiers (1, 4 et 5) le deuxiéme pic
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d’absorption observé sur les lignes non inoculées est remplacé par deux pics en présence du
champignon.

Les chromatogrammes montrent des taches qui n’ont pratiquement pas décollé. Elles
pourraient &tre dues 4 des tanins que notre technique ne nous a pas permis d’identifier.
L’attaque du C. graminicola sur le sorgho teinturier entraine I’apparition d’un produit
supplémentaire dans les moelles inoculées. Lorsque les plaques chromatographiques sont
exposées, en chambre noire a une lumiére monochromatique de 365 nm, le produit présente
une fluorescence. Le petit pic observé au niveau des spectres d’absorption serait dii 4 ce
produit. Un 2éme nouveau pic 4 376 nm serait simplement un décollage vers les grandes
longueurs d’ondes de pic 4 372 nm observé sur les lignes non inoculées. Le méme décalage
est observé chez les teinturiers 4 et 5. Ce décalage vers les grandes longueurs d’onde
traduirait soit une polymérisation de la molécule concernée soit un apport d’un centre
d’insaturation (noyau phénolique ou double liaison).

Figure 4. Chromatogrammes des colorants extraits des moelles des Teinturiers 1, 3, 4,
5 du M200 et de la F2 (teinturier 3 x M200) I = Inoculé; NI = Non Inoculé; RF =
Réference frontale
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CONCLUSION

L’inoculation des sorghos par le C. graminicola entraine une augmentation de la pourriture
rouge dans la moelle des tiges. L’interaction C. graminicola (ces) G.W. Wilson - Sorgho
teinturier entraine I’apparition d’un produit supplémentaire dans les moelles inoculées. La
nature du produit reste 4 déterminer. Est-ce une toxine produite par le C. graminicola pour
contourner I’action des tanins? Cette substance pourrait étre également un produit €laboré par
le sorgho teinturier pour se défendre contre C. graminicola. Dans les deux cas, des études
doivent se poursuivre pour déterminer la nature et ’origine de cette substance.

L’action du C. graminicola se manifesterait aussi par une modification de la structure de
certaines molécules dans le sens de la polyménsation ou d’un apport d’un centre
d’insaturation. Des études ultérieures doivent étre également menées pour préciser cette
action du champignon.

Le sorgho teinturier est sensible a la pourriture rouge des tiges et le colorant produit aprés
cette attaque est différente de celle naturellement produite. Les propriétés tannantes du
colorant produites aprés attaque du C. graminicola doivent étre étudi€es afin de tirer une
conclusion économique de I’action de ce champignon.
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VARIABILITE DES PROTEINES FONGIQUES
APPLICATION A LA MISE AU POINT D’UN DIAGNOSTIC IMMUNOLOGIQUE
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Résumé: L’identité des champignons n’est guére reconnue que par des voies biologiques.
Peu de travaux encore se servent des protéines fongiques pour identifier un champignon
phytopathogéne dans une plante et établir un diagnostic. Des recherches portant sur
Visolement, la purification et la détection de protéines fongiques ont été récemment
entreprises, avec pour finalité l'application des méthodes immunologiques du champignon.
Or les protéines fongiques sont nombreuses, et évoluent au cours de la croissance mycélienne.
La complexité de la cellule fongique, la présence d'une paroi rigide, contenant des
macromolécules protéiques et polysaccharidiques, la répartition non homogéne du champignon
dans son hote rendent le diagnostic difficile. La variabilité intraspécifique du pathogeéne est
aussi a prendre en compte. Chaque préparation contient un grand nombre de déterminants
antigéniques. Tous ne sont pas spécifiques de l'espéce ou de la sous-espéce considérée.
Aussi, des études comparant les divers champignons hotes d’une méme plante, analysant des
fractions de matériel fongique, séparant divers groupes de protéines, concentrant celles qui
sont les plus caractéristiques sont un préalable indispensable a la réalisation d’antisérum
spécifiques. En ce sens, la bonne connaissance des protéines cytoplasmiques, des protéines
pariétales, des enzymes ou des diverses protéines émises dans le milieu de culture du
chanpignon (exoantigenes) permet la séparation antigéne spécifique dont dépendra la qualité
des réactifs immunologiques. Différentes techniques sont maintenant disponibles pour
comparer, isoler et concentrer ces différentes fractions antigéniques. Un certain nombre
d’antisérum ont déja été produits et des exemples sont données dans le texte. L’application
des méthodes immunoenzymatiques laisse présager l'utilisation de ces méthodes dans divers
domaines appliqués: diagnostic au niveau de la semence, serotaxonomie, reconnaissance
précoce des maladies fongiques, analyse de résistances variétales, immunocytochimie.

Abstract: Fungi are generally identified through biological definitions. Little has been done
using fungal proteins to identify phytopathogenic fungi and to establish a diagnosis. Research
on the isolation, purification and detection of fungus proteins has recently been started in the
hope that immunological methods can be used to recognize fungi. However, there are
numerous fungal proteins, and they change during mycelial growth. The complexity of the
fungal cell, the presence of a rigid wall that contains proteic and polysaccharidic
macromolecules, the irregular distribution of the fungus in the host plant complicate the
diagnostic work. Attention must also be given to the intraspecific variability of the pathogen.
Each preparation contains a large number of antigenic determinants. They are not all specific
1o the species or the sub-species being studied. Therefore, before making specific antisera,
it is important to do a comparative study of the various fungi in a given host plant, analyze
the fractions of the fungal material, and divide it into protein groups with emphasis on the
most characteristic ones. With this in mind, a thorough understanding of the cytoplasmic
proteins, the parietal proteins, the enzymes, and the various proteins coming from the medium
in which the fungus is cultured (exoantigens) makes it possible to isolate the specific antigens
which are essential 10 the quality of the immunological reagents. Various techniques can be
used to compare, isolate and concentrate the various antigenic fractions. Some antisera have
already been produced; examples are given in the text. The present use of immunoenzymatic
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methods suggests that in the future these methods will be used in various fields of applied
research, e.g. analyzing seed, serotaxonomy, early detection of fungal diseases, varietal
resistance, and immunocytochemistry.

Le succés de la lutte contre les agents pathogénes de plantes dépend pour beaucoup de la
qualité des tecnniques de diagnostic. Que cette lutte soit fondée sur I’application de fongicides
ou sur des méthodes de prophylaxie (sélection sanitaire, eradication du matériel infects), la
nécessité d’un diagnostic str, d’un résultat précoce, rapidement exécuté et spécifique de la
maladie, devient de plus en plus évidente, en particulier sur le plan économique. Cela est vrai
aussi bien pour la mycologie que pour la bactériologie et la virologie. En mycologie, un
diagnostic en I’absence de symptomes visibles peut étre utilisé 4 double fin: soit dans le cadre
d’une sélection de semences, plants, 4 boutures, pour une réduction de I’inoculum primaire,
soit pour une lutte mieux raisonnée, un test précoce et sensible permettant d’appliquer
judicieusement les traitements chimiques nécessaires:

¢ durant les 15 derniéres années, le test ELISA (Enzyme linked immunosorbant assay) a été
trés largement et universellement utilis€¢ pour I’immunodétection des pathogénes de type
bactériens et surtout viraux. La réaction antigéne - (le pathogéne) - anticorps spécifiques est
rendue visible par I’utilisation d’une enzyme associée 4 un substrat générant un produit coloré.
Cette technique ELISA, sur plaque, est automatisable et utilisé principalement comme
marqueur de la phosphatase alcaline.

De nombreuses variantes ont été proposées dans le but d’améliorer la fixation de ’antigéne
et ’amplification du signal pour répondre au probléme de la détection de faible niveau de
contamination dans les extraits végétaux (Fig. 1). On peut maintenant détecter des
concentrations de 1’ordre du ng/lml sans difficultés (Tableau 1). L’évolution des méthodes
de détection sérologique (Tableau 2) illustre parfaitement le degré de précision qui peut &tre
actuellement atteint. Les techniques sont maintenant un million de fois plus sensibles qu’il y
a une vingtaine d’années. Cependant, dans le domaine mycologique, le développement de ces
nouvelles techniques immunologiques, et simultanément la connaissance des protéines de
champignon, pour une détection fongique dans des graines ou plantes malades, accuse un
certain retard.

Ces progrés lents contrastent fortement avec le développement rapide et la réussite des
méthodes sérologiques (production d'anticorps monoclonaux ou polyclonaux) en virologie, qui
ont débuté en 1977 (Clark, Adams), et méme en bactériologie. Différentes raisons peuvent
étre données de cette lente évolution. En premier lieu, il faut bien admettre que les méthodes
traditionnelles d’isolement, de croissance et d’observation sont trés faciles 4 employer, qu’elles
ne sont pas chéres et donc 4 la portée de nombreux laboratoires. D’otl une moindre urgence
i développer des méthodes ne se basant pas sur un diagnostic visuel. Cependant la diagnose
fongique traditionnelle a ses limites:

® pour une détection précoce: faire un diagnostic d’aprés les symptdmes n’est pas toujours une
solution adéquate, en particulier si la maladie est déja bien développée quand les premiers
symptomes apparaissent. Souvent une détermination directe nécessite la présence des
fructifications du champignon qui n’apparaissent qu’d la phase ultime du processus
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pathologique. Aucune détection n’est notamment possible pendant la phase de latence en
I’absence de symptomes.

® pour une détection rapide: |'isolement et la culture sur milieu artificiel lorsqu’ils sont
possibles (parasites non obligatoires) ne donnent jamais une réponse immédiate, un délai d’au
moins une huitaine de jours est pratiquement inévitable.

® pour une détection spécifique: les difficultés lies soit a4 1’absence d’éléments
morphologiques caratéristiques sur I’hote ou sur milieu (fructifications et spores), soit au
caractére peu précis et fluctuant de ces éléments empéchent ou rendent difficile la
détermination au niveau de I’espéce de genres importants en pathologie, Phytophthora,
Pythium, Phoma, Phomopsis, de nombreux lignivores... De plus, au sein d’une espéce, les
races, souches ou types li€s au pouvoir pathogéne, présentent en général une identité
morphologique totale et I’étude des caractéres biochimiques constitue une voie importante pour
le diagnostic de la pathogénie.

Tableau 1. Comparaison de la sensibilité des variantes DAS-ELISA et DIB ELISA pour
les principaux pathogénes du Pelargonium

DAS-ELISA (100ul) DIB-ELISA (3ul)
Detected Detected Detected Detected Detected
organisms concentration amount concentration amount
Xanthomonas 2,5.10° cfu/ml 250 cfu 2,5.10%/ml 7,5¢fu
Verticillium 1 ng/ml 0,1 ng 0,5 ng/ml 1,5 pg
PFBV 1 ng/ml 0,1 ng 1 ng/ml 3 pg
Tom RSV 5 ng/ml 0,5 ng 1 ng/ml 3 pg

Ces limites ont conduit donc, progressivement, certaines équipes a étudier dans le cas des
maladies cryptogamiques végétales, la variabilité que I’on peut rencontrer au niveau protéique,
afin d’en tirer toutes les informations nécessaires 4 I’amélioration de tests biochimiques et
immunoenzymatiques pour les utiliser dans divers champs de la mycologie. Or les protéines
fongiques sont, pour une espece, trés nombreuses et encore mal connues. La grande difficulté
d’étude immunologique des champignons provient de la complexité d’une cellule fongique.

Chaque préparation contient un nombre important de déterminants antigéniques produits par
cette diversité. Le tableau 3 indique le nombre théorique possible de protéines des divers
organismes vivants (des viroides aux plantes et aux animaux).

On voit qu’il est de I’ordre de 15.000 pour les champignons (levures). Une cellule fongique
est beaucoup plus complexe, vu sous I’angle de I’immunologie qu’un virus! Elle contient un
cytoplasme, riche en ribosomes, mitochondries et autres particules cellulaires, un (ou
plusieurs) noyaux, une membrane, des systémes enzymatiques, et une paroi rigide et trés
spécifique contenant aussi des glycoprotéines et des molécules polysaccharidiques.
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Figure 1. Représentation des différentes variantes d’ELISA (Lemattre ef al. 1990 8th
Congress of ANAPPAY

I = Fixation des anticorps spécifiques ou de I’antigéne; II = Saturation par les agents bloquants; IIl = Révélation
par I’anticorps spécifique marqué ou par I’anti-anticorps de lapin (conjugue universel); IV = Introduction du substrat;
V = Lutilisation d'un systéme d’amplification (ex = Avidine Biotine) suppose une étape supplémentaire.
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Ce grand nombre de protéines antigénes est probablement la raison la plus significative des
faibles progrés obtenus dans le développement du diagnostic immunologique pour
champignons. De plus, non seulement ces protéines sont nombreuses, mais elles varient avec
la croissance du champignon. Une étude réalisée a Versailles (Fegies 1991) illustre dans le
cas du complexe Phomopsis-Diaporthe du Soja cette notion de variabilité dns le temps des
protéines, surtout celles excrétées dans le milieu.
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Le principal probléme posé par les études sérologiques avec les champignons est le manque
de spécificité. La nature et le site des antigénes spécifiques n’est pas encore connu. On peut
observer des protéines non spécifiques, c’est-d-dire des protéines communes 4 plusieurs
espéces, familles, ordres et méme parfois a la plante hote. Le choix de la (les) protéine(s)
immunogéne(s) est donc crucial et les débats scientifiques actuels portent beaucoup sur le type
d’immunogénes permettant d’accéder a des anticorps spécifiques.

Pour obtenir une réaction antigénique spécifique, il est donc en général nécessaire d’isoler et
de purifier une ou plusieurs protéines caractéristiques. Mais il y a alors une contradiction
fondamentale entre la spécificité recherchée et la sensibilité de la méthode qui doit étre
conservée. En effet, si les anticorps sont obtenus 4 partir d’une quantité spécifique, mais
faible, du contenu protéique total, la sensibilité du test sera moins élevée.

Figure 2. Filtrats de D. phaseolorum var. batatatis

Profils-types des filtrats de cultures prélevés aprés sept périodes de culture (3, 5, 7, 9, 15,
21 et 28 jours). SDS-PAGE sur gradient d’acrylamide 8-25%.
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Tableau 2. Sensibilité de détection de plusieurs méthodes de diagnostic (d’apres Lot et
Lecoq)

Microséroréaction sur lame 1-10 pg/ml
CLASSIQUES Immunodiffusion 2 - 20 ug/ml
Test au Latex 5-20 pg/ml
ELISA classique 1 - 10 ng/ml
RECENTES Immunoélectromicroscopie 1 - 10 ng/ml
ELISA/Avidine-Biotine 10 pg/ml
Sondes cDNA 1 - 10 pg/ml

Les extraits antigéniques sont en général préparés soit 4 partir des cellules mycéliennes ou
d’une partie de ce mycélium (antigénes dit cytoplasmiques ou cellulaires), soit 4 partir du
milieu de culture (composants extracellulaires ou exoantigénes, ou antigénes métaboliques),
soit encore des parois cellulaires.

Les antigénes produits par injection directe de spores ou autres fructifications sont considérés
comme des antigénes de parois, dans la mesure ou ces éléments sont probablement en contact
avec I’animal uniquement par leurs motifs antigéniques externes. Rien ne permet de dire
d’aprés les publications actuelles quel type de réactif antigénique va produire 1’antisérum
polyclonal le plus spécifique.

La premiére étape, avant de proposer un diagnostic immunologique est donc d’avoir le
maximum d’information sur les protéines fongiques du pathogéne étudié, et de comparer le
plus vite possible ces protéines a d’autres champignons proches (saprophytes ou parasites) et
qui peuvent étre retrouvés sur la méme plante, ou la méme semence. Ceci pour savoir si une
chance existe d’obtenir, par une production classique d’anticorps polyclonaux, un diagnostic
spécifique. Diverses variantes d’électrophorése en gel de polyacrylamide sont intéressants
pour séparer en milieu solide les principales protéines du champignon. On peut avoir la
chance de détecter par ce biais certaines protéines dites "majeures” qui prédominent dans
certain cas 4 un moment particulier de la croissance du champignon.

C’est ainsi que certains auteurs (Pettersen ef al. 1979, Van Etten et al. 1982) décrivent
Papparition de ces protéines majeures associées 4 ’émergence de fructifications ou de
sclérotes (Neurospora, botryodiplodia, sclerotinia). Leur concentration augmente
considérablement juste avant la formation des sclérotes dans le cas des trois Sclerotinia (8.
sclerotiorum, S. trifoliorum, S. minor) pour atteindre jusqu’d 40% des protéines totales du
sclérote mature. Une comparaison électrophorétique de ces protéines permet une distinction
des trois espéces. Mais, pour I’obtention d’un diaganostic suffisamment précoce, 1’ apparition
de ces protéines survient trop tard dans le cycle du champignon pour étre utilisable.
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Tableau 3. Classement des organismes par ordre de complexité de leur information
génétique. La masse moléculaire du DNA ou RNA des organismes pluricellulaires est
donnée pour une cellule (extrait de Eléments de virologie végétale P. Cornuet - INRA).

Organismes Masse moléculaire Nombre probable
approximative du RNA  de protéines codées
ou du DNA en daltons

Viroides 120 000 0
Satellite du Virus

de la Nécrose du Tabac 400 000 1
Virus de la Mosaique du Concombre 2 x 10° 4
Potyvirus, Comovirus 3.5 x 10° 6a7
Virus de la Mosaique du Chou-fleur

(DNA deux brins) 5.1 x 10¢ 6
Virus oncogénes, Retrovirus 10413 x 108 30
Virus de la Vaccine 200 x 10° 200
Mollicute (mycoplasmes, spiroplasmes) 0.5x 10° 500 a 700
Colibacille 2.6 x 10° 3000 a 5000
Levures 8.5x 10° 15 000
Drosophile 0.1 x 102 165 000
Certaines plantes, certains

poissons et batraciens 1x10"

Figure 3. Spécificité en ELISA d’un sérum anti-Peronospora pisi vis-A-vis de 16 agents
pathogeénes et saprophytes du pois en 17 tampon - 18 pois sains - 19 plantes infectées -
20 conidies broyées de P. pisi - N. Fegies.

9,6 r d(ce)/d(t)
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Dans les travaux que nous avons entrepris, nous avons utilisé le contenu protéique cellulaire
total du mycélium et les protéines extracellulaires issues du milieu de culture pour comparer,
non pas les trois sclerotinia, mais deux maladies que I’on retrouve simultanément sur le
Tournesol: Sclerotinia sclerotiorum et Botrytis cinerea (El Biari 1989). Des différences dans
les profils électrophorétiques ont été observées, mais elles sont insuffisantes pour obtenir un
antisérum capable de distinguer les deux pathogénes. 1l est clair, dans ce cas, que trop de
protéines communes provoquent une forte réaction non spécifique.

Des résultats de méme type ont été obtenus en comparant les protéines du complexe fongique
Diaporthe-Phomopsis, le plus important ensemble pathogéne du Soja, transmissible par la
semence (Fegies 1991). Dans certains autres exemples, il semble possible, si les pathogénes
ne sont pas taxonomiquement proches, d’obtenir directement par extraction du cytoplasme
fongique, des anticorps polyclonaux, spécifiques au niveau de ’espéce, avec une réaction de
sensibilité suffisante. C’est le cas de la détection de Verticillium sur coton, ou juste une faible
réaction croisée a été observée avec Fusarium oxysporum. Cette réaction croisée est ensuite
éliminée par purification des anticorps (Gerik er al. 1987). L’antiserum spécifique a permis
des études d’immunocytomicroscopie du pathogéne dans les racines. Dans une étude
allemande, il a été possible d’obtenir un bon niveau de spécificité avec Pseudocercosporella
herpotrichoides sur blé (Unger, Wolf 1988).

Une série de travaux réalisés pour détecter des endophytes (Acremonium) du Ray-grass et de
la Fétuque ont permis aussi de produire des antiserums spécifiques et une détection de ces
champignons toxiques pour les animaux, dans la plante et les semences (Musgrave ef al.
1986). Récemment un diagnostic quantitatif par ELISA de Microdochium nivale (syn.
Gerlachia nivalis-Fusarium nivale) a ét¢ mis au point (Hoxter e al. 1991), les anticorps
purifiés ne réagissent pas avec d’autres espéces attaquant le seigle. Il est nécessaire de
préciser la stratégie 4 mettre en oeuvre pour une production d’anticorps.

Deux cas différents peuvent survenir: dans le premier cas, il n’existe qu’un seul champignon
du genre ou de I’espéce recherchée au niveau de la plante ou de la graine a tester, les autres
pathogenes ou la flore saprophytique présents dans cette espéce végétale étant trés différents
taxonomiquement. Dans cette hypothése, la réaction non spécifique des espéces proches sera
sans conséquence. Il est donc possible de produire un réactif simple et spécifique dans le cas
"une seule espéce fongique pour une plante”.

Cela s’est présenté pour la détection du Verricillium dahliae dans les boutures de Pelargonium
(Balesdent er al. 1989). Certes les antiserums obtenus ne sont pas spécifiques de I’espéce et
peuvent détecter d’autres verticillium. Mais un seul V. dahliae se trouve associé au
Pelargonium. Un test officiel, combinant virus, bactéries et champignons dans un méme
diagnostic est maintenant appliqué en France. Le méme cas se présente si on applique les
anticorps obtenus du complexe Diaporthe-phomopsis sojae pour la détection de Phomopsis citri
des agrumes, seul Phomopsis présent dans cette espéce végétale (Fegies 1991). C’est enfin
encore pour la méme raison que nous avons pu récemment développer une méthode de
diagnostic sérologique pour détecter le mildiou du pois (Peronospora pisi) et les mildious en
général.
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Un antiserum a été préparé a partir d’extraits de conidiophores injecté 4 un lapin. La
méthode ELISA permet une détection de Ing/ml de protéines de conidies. Aucune réaction
croisée n’a été observée avec 16 champignons saprophytes ou pathogénes du Pois. Mais les
antisérums réagissent fort bien avec d’autres peronosporacées (Plasmopara halstedii du
Tournesol ou Bremia lactucae de la laitue. Un test a été mis au point pour analyser des lots
de semences de pois infectés. L’eau de lavage de ces lots donne une réaction positive avec
la méthode ELISA sur plaque.

1l existe un deuxiéme cas o plusieurs pathogénes (ou saprophytes) existent simultanément
dans la méme plante ou la méme semence, avec des protéines en commun, des espéces
taxonomiquement proches. La possibilité d’une détection sérologigue est alors rendue plus
difficile. C’est le cas déja cité de Sclerotinia et Botrytis. 1l en est de méme pour la détection
des trois ascochytoses du Pois, susceptibles d’étre présentes conjointement dans la semence.
(Ascochyta pisi, Mycosphaerella pinodes, Phoma medicaginis var. pinodella).

Différentes techniques doivent alors étre appliquées: soit séparer et extraire une ou plusieurs
protéines spécifiques et produire ’antisérum a partir de ces protéines, soit éliminer, une fois
Pantisérum obtenu, les anticorps non spécifiques par divers processus (chromatographie
d’exclusion, précipitation des anticorps homologues par les protéines du champignon qui
interfére), ou enfin en préparant des anticorps monoclonaux.

Séparation de protéines spécifiques

Ribosomes: Pour réduire le nombre de protéines a comparer, il est possible d’isoler certains
éléments de la cellule; en particulier les ribosomes. Les protéines ribosomales de certains
champignons ont pu &tre comparées. Sur des électrophorégrammes de différents Ascochyta,
par exemple, on peut observer des lignes spécifiques. Il en est de méme avec divers
Podospora. Mais, si ces expériences apportent un renseignement utile sur les chances de
réussir un antisérum spécifique, la séparation et la purification de ces protéines particuliéres
va conduire trés probablement a une forte diminution de la sensibilité¢ de I’antisérum.

Protéines extracellulaires - enzymes: En régle générale, les protéines extraites du milieu de
culture (et concentrées) donnent un profil électrophorétique avec moins de gandes que I’extrait
cellulaire mycélien total. Il est donc plus facile de comparer divers champignons et de
sélectionner les protéines spécifiques. 1l faut tenir compte cependant de 1’évolution de ces
protéines dans le temps, (de 1’age de la culture et choisir les bandes présentant une certaine
persistance.

De nombreux exemples d’analyse électrophorétique de ces protéines ont été produits. Citons
les recherches de caractérisation de certaines pythiacées par cette méthode (Nwaga 1988,
Nwaga er al. 1990); des électrophoréses en gel de polyacrylamide a partir de ces protéines
extracellulaires permettent la différentiation d’espéces de Phytophthora (Nwaga et al.).
L’extraction est issue d'un milieu de culture de sept jours. Chaque espéce a un profil bien
particulier, bien qu’une certaine variabilité s’observe entre souches.
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Les diagrammes isoenzymatiques sont aussi des éléments d’analyse de la variabilité protéique.
Leur application au diagnostic fongique vient juste de commencer. L’analyse des isoenzymes
est trés utile pour mieux connaitre les caractéres de variabilité d’un pathogéne et permet de
résoudre des problémes taxonomiques quand les paramétres morphologiques sont peu
nombreux ou quand d’autres caractéristiques sont trés élastiques parmi les isolats d’une méme
espéce. Nous pouvons donner des exemples différents.

L’étude faite pour des esterases d’Ascochyta rabiei et d’autres Ascochyta montre des profils
isoenzymatiques assez constants et une réelle stabilité intraspécifique. Sur milieu minimum,
il est possible d’observer quelques différences entre races, mais ceci reste 4 confirmer. Dans
d’autres cas, on observera des variations intraspécifiques importantes, signe d’une variabilité
plus forte.

Ce sont les enzymes directement lies au début du processus infectieux qui sont le plus
spécialement étudiés (avec I’espoir d’obtenir un diagnostic précoce). Par exemples, toutes
celles qui permettent au pathogéne de s’installer dans la cellule de la plante hote : cutinase,
pectinase, polygalacturanase etc... Ces enzymes ne sont que partiellement spécifiques, mais
si apparaissent des bandes protéiques spécifiques au cours d’électrophorése, leur injection peut
apporter des résultats intéressants.

Des corrélations ont ét€ trouvées entre les zymogrammes et les groupes d’anastomose de
Rhizoctonia solani. Ceci ouvre la voie a une reconnaissance pratique des especes de ce grand
complexe. On a méme reproduit des anticorps avec des protéines spécifiques du groupe 8 de
Rhizoctonia solani (probablement des pectinases). lls permettent de faire une distinction entre
les groupes d’anastomose (Cruikshank 1990, Lecoz er al. 1991) graduellement, la recherche
se dirige vers I’étude de la paroi cellulaire et de la surface des spores, demiére possibilité
pour trouver et séparer des protéines.

Récemment, de nouvelles techniques ont permis de dissoudre des protéines de paroi, en
ufilisant le chlorure de lithium (Hassan ez al. 1991). L’un des principaux avantages de
I'analyse des protéines de surface est la réduction des nombres de bandes protéiques des
diagrammes électrophorétiques par rapport aux analyses traditionnelles du contenu cellulaire
total. De plus, la paroi du champignon joue certainement un réle important dans 1’interaction
plante-pathogéne. Elle aura certainement son role dans les futurs diagnostics.

Développement du diagnostic a partir d’anticorps monoclonaux

Il 'y a encore peu de résultats a propos d’anticorps monoclonaux obtenus a partir de
champignons phytopathogénes dans un but de diagnose. Les succés ne sont pas i priori
garantis et beaucoup pensent que cette technique longue et coliteuse doit étre raisonnée et
employde aprés une analyse critique des protéines de I'espece considérée. C’est ainsi que
Banowetz er al. (1984) ont essay¢ les premiers, mais sans succés, de distinguer les téliospores
de Tilletia caries et Tilletia coutroversa.

La plupart des anticorps monoclonaux produits depuis lors, I’ont été a un niveau de spécificité
correspondant a I’espéce, par exemple vis-a-vis de Phytophthora cinnamomi, Phytophtora
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megasperma var. glycinae, Ceratocystis ulmi et plus récemment Rhizoctonia solani,
leptosphaeria Korea. 1l est sGr que de nouveaux diagnostics seront encore produits a partir
d’anticorps monoclonaux dans un avenir proche. Mais cette revue générale indique qu’il n’est
pas toujours nécessaire de prendre cette voie coliteuse. S’il faut tirer une conclusion de cet
exposé, nous pourrions dire que I'intérét de ces nouvelles méthodes de diagnostic en
mycologie réside:

¢ dans le fait qu’elles permettent une évaluation quantitative du pathogéne. C’est peut-étre
important, en particulier pour des études qui porteraient sur une analyse de la résistance
variétale;

¢ dans ’amélioration de nos connaissances sur la variabilité des pathogénes, avec les
implications que cela peut apporter pour la résistance des plantes et I’épidémiologie;

e dans le fait que les kits de diagnostic pourront étre utilisables non seulement pour la
détection, mais aussi pour des études d’ultrastructure, et la répartition du pathogéne ou de ses
toxines dans une plante;

® que peut-étre, il sera possible de détecter un sol infecté, mais il est trop tot pour le dire;

¢ que le principal role de ces tests sera de connaitre trés tot la présence du pathogéne et
d’étre capable, en conséquence, d’appliquer des traitements moins nombreux et dans de
meilleures conditions.
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Résumé: La vigne, comme la majorité des espeéces agricoles pérennes ou annuelles forme
naturellement et dépend des endomycorhizes a vésicules et arbuscules (VA). Cependant, le
développement de la pratique de la culture in vitro de ces espéces a abouti a la production de
plantes totalement dépourvues de leurs symbiotes pendant la premiere étape de leur
croissance. La premiére partie de cette communication rapporte les travaux portant sur la
mise au point d’une méthode d’inoculation endomycorhizienne VA lors d’un sevrage précoce
de vitroplants de vigne, cette méthode s'est avérée tres efficace pour la reprise et la croissance
de vitroplants. La deuxiéme partie présente la production d’anticorps polyclonaux produits
a partir des fractions solubles de broyats de spores de Gigaspora margarita et leur utilisation
pour la détection et la différenciation des champignons VA seuls ou en association avec les
racines de vitroplants de vigne infectés.

Abstract: Like most annuals and perennials, grapevines form and depend on vesicular and
arbuscular VA endomycorrhiza for their growth. However, micropropagation techniques lead
to the production of plants that are exempt from this symbiosis during the earliest stages of
their growth. The first part of this paper reports the development of a VA endomycorrhizal
inoculation technique during the weaning period of grapevine microplants which have proven
to be very effective for plant recovery and growth. The second part of the presentation
concerns the production of polyclonal antibodies against soluble spore extracts of Gigaspora
margarita and their use in the identification of VA fungi either alone or in endomycorrhizal
association with the roots of microplants.

11 a été€ demontré que les champignons endomycorhiziens VA peuvent améliorer la croissance
de la vigne en sols désinfectés et en conditions controlées (Schubert and Cammarata 1986).
Cependant, la pratique de la culture in vitro dans les programmes d’amélioration de cette
plante (Martin e al. 1987) a abouti a la production de plants totalement dépourvus de leurs
symbiotes endomycorhiziens pendant la premiére étape de leur croissance.

Nous nous sommes proposés au cours de nos travaux, de déterminer le moment opportun pour
intégrer les champignons V A dans le cycle de vitroplants de vigne. Une des voies d’approche
pour aborder ce probléme est la mise au point d’une technique permettant I’endomycorhization
VA directement in vitro, c’est-a-dire pendant le processus de multiplication végétative, en
culture axénique.

Cependant, la comparaison du comportement en serres des plants inoculés in vitro et des

plants inoculés post vitro, c’est-d-dire 4 la sortie des tubes, montrait que I’endomycorhization
post vitro est plus bénéfique aux plantes que I’endomycorhization directement in vitro
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(Ravolanirina ef al. 1989). Compte tenu de ces résultats nous rapportons ici, dans un premier
temps, la mise au point d’'une méthode d’endomycorhization post vitro trés précoce des
vitroplants de vigne.

Par ailleurs, les techniques immunologiques utilisant des anticorps polyclonaux, produits a
partir des spores ou de mycélium des champignons VA se sont dévéloppées. Les méthodes
employées aussi bien d’immunofluorescence (Kough et al. 1983, Wilson er al. 1983)
qu’immunoenzymatique (méthode ELISA indirecte: Aldwell er al. 1983, 1985) ont permis
d’étudier les relations immunologiques existantes entre les champignons VA et leur
identification au niveau du genre. Toutefois, elles restent limitées pour distinguer les espéces
entre elles car des réactions croisées ont été observdes.

Ainsi dans un deuxiéme temps, nous décrivons la production d’anticorps polyclonaux contre
la fraction soluble de broyats de spores de Gigaspora margarita, et leur utilisation dans les
tests ELISA, DIBA, en immunoblotting et en immunocytochimie pour d’une part, caractériser
'antisérum et d’autre part, détecter les champignons VA dans les tissus infectés.
MATERIEL ET METHODES

Endomycorhization VA des vitroplants

Production de vitroplants

Les vitroplants de vigne. porte-grefte SO, 102 sont produits selon la méthode de Carre et al.
(1979).

Obtention d’inoculum de champignons VA

Les vitroplants ont été inoculés avec les champignons suivants: Gigaspora margarita, Glomus
mosseae, G. caledonicum et G. fasciculatum. lls proviennent des racines fortement
mycorhizées des poireaux cultivés et entretenus dans des conditions saines et controlées. En
effet, au départ de la production d’inoculum, les spores des champignons VA et les semences
de poireaux sont désinfectés en surface tandis que les pots et les substrats utilisés le sont aux
rayons gamma. Au moment de I'inoculation, les fragments d’endomycorhizes sont encore
désinfectés en surface a 1'aide d’une solution de chloramine T a 2%.

Techniques d’inoculation

Deux méthodes d’inoculation post vitro ont été appliquées et comparées.

Inoculation au repiquage

Les vitroplants de vigne sont sortis du tube aprés six semaines de rhizogénese et sont repiqués
individuellement en pots dans un mélange de terre/tourbe/gravier (50:25:25) préalablement
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sterilis€¢ aux rayons gamma. L’inoculum endomycorhizien VA est apporté a raison de
0,5g/plante.

Inoculation au sevrage

Les vitroplants sont sortis du tube trés précocemment au stade de deux ébauches racinaires
aprés avoir passé seulement deux semaines de rhizogénése (au lieu de six habituellement).
Les plants sont sevrés pendant deux ou trois semaines, et groupés en terrine dans le mélange
terre/tourbe/gravier en présence d’inoculum endomycorhizien VA a raison de 5g/25 plantes.
Les vitroplants ainsi inoculés sont ensuite repiqués individuellement en pots comme décrit
précédemment mais sans apport supplémentaire d’inoculum.

Conditions de culture

Apres inoculation, les vitroplants sont restés en chambre climatisée (26/18°C, 16h, 12.000
lux, 100% d’humidité relative). Deux semaines aprés, I’humidité est réduite 4 70%. Ensuite,
les vitroplants passent dans une chambre climatisée ayant une température de 22/18°C.
Pendant le sevrage, les vitroplants sont arrosés a I’eau; ensuite, ils regoivent la solution
nutritive des la premiére semaine. Ensuite, les plants 4gés de onze semaines sont endurcis
en serre pendant deux semaines puis transplantés au champ sur des parcelles désinfectées a
la vapeur.

Mesures

La croissance des porte-greffes de vigne a été appreciée 13 semaines aprés 1’élévage en
chambre climatisée, par la mesure de la hauteur des plantes (cm), du nombre de vrilles, de
la longueur moyenne de la nervure principale des feuilles (cm) et aprés 12 semaines de
plantation en plein champ par la mesure du poids de matiére fraiche (g) des parties aériennes
et de la hauteur (cm) des plantes. L’estimation de I’infection endomycorhizienne des racines
de plants de vigne a été faite par la méthode de Trouvelot er al. (1986) aprés éclaircissement
et coloration des fragments de racines selon la technique de Philipps et Hayman (1971).

Approche immunologique
Préparation d’extraits protéiques des spores

Les spores de Gigaspora margarita ayant servi 4 I’'immunisation du lapin proviennent des
cultures de poireaux endomycorhizés par cette espéce et conduites en chambre climatisée. Les
spores sont recoltées par tamisage du sol, triées sous une loupe binoculaire et stérilisées en
surface selon la méthode décrite par Ravolanirina et al. (1987). Cinq mille spores de Gig.
margarita ont été broyés a4 4°C, dans 5 ml de tampon phosphate citrate 0,06M contenant du
saccharose 0,1 M, de I’acide ascorbique 0,05 M et du mercaptoéthanol 0,1%. Le mélange
est centrifugé 4 10.000 g pendant 30 mn, le surnageant constitue la fraction soluble. Deux
ringages successifs du culot ont été réalisés et I’ensemble du surnageant obtenu a été
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lyophilisé et stocké 4 -20°C jusqu’a utilisation. Les protéines totales contenues dans la
fraction soluble sont dosées selon la méthode de Bradford (1976).

Production d’antisérum polyclonal

La fraction soluble contenant 1,8 mg/ml de protéines totales mélangées 4 un volume égal de
I’adjuvant complet de Freund est administré 4 un lapin de laboratoire par des injections sous
cutanées de petits volumes. Quatre semaines aprés, une injection de rappel contenant 0,4
mg/ml de protéines totales a été faite. Avant I’immunisation, un sérum témoin (préimmun)
a été prélevé au niveau d’une veine marginale de I'oreille, puis les autres prélévements du
sang ont été effectués de la méme fagon aux 4, 6, 7, 9, 10, 12éme semaines aprés la 1ére
injection. Le sang recolté est laissé 2h 4 la température ambiante puis une nuit 4 4°C. Le
sérum recueilli a été partiellement purifié par précipitation au sulfate d’ammonium selon le
protocole décrit par Clark et Bar-Joseph (1984).

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Le test ELISA indirect a été effectué selon la technique décrite par Straker er al. (1989) avec
des modifications dans les temps d’incubation, pour caractériser I’antisérum obtenu (titre et
spécificité) et pour détecter les antigénes dans les racines. 100ul de suspension antigénique
(d’origine sporale ou racinaire) diluées dans le tampon carbonate de sodium 0,1M pH 9,6 sont
réparties dans les plaques de microtitration (NUNC) et mis 4 incuber une nuit 4 4°C. Les
lavages, aprés chaque incubation sont effectués 4 I’aide du tampon tris-caséine contenant du
NaCl 15 mM, caséine 5% et thimérosal 0,02%.

Ensuite, 100 ul d’une serie de dilutions de I’antisérum & tester, dans le méme tampon tris-
caséine, sont distribués dans chaque puit. Au bout de 2h d’incubation a4 37°C les puits sont
lavés et sont remplis de 100ul de protéine A-peroxydase diluée 4 1:2500 dans du tris-caséine.
Aprés 1h 30 mn d’incubation 4 37°C, les puits sont 4 nouveau rincés et le substrat approprié
(mélange de 3, 3’, 5, 5’ tetramethylbenzidine et de 1’eau oxygénée) selon le protocole de
Straker et al. (1989) est ensuite ajouté (100 ul). La réaction est arrétée 30 mn aprés, avec
de I’acide sulfurique 2 N (50 ul) et la lecture se fait 4 1’aide d’un spectrophotométre a 450
nm.

DIBA (Dot immunobinding assay)

Cette technique consiste 4 déposer 1 ul d’extrait de spores de champignons VA a tester, sous
forme d’un spot sur une feuille de nitrocellulose (0,1 um de porosité) qui adsorbe trés
fortement les antigénes de nature protéique ou glycoprotéique.

Aprés séchage de dépdts (30 mn), elle est saturée dans du tris-caséine a pH 7,6 pendant 1h.
Ebsuite, la feuille de nitrocellulose est incubée 1h a la température ambiante avec 1’anticorps
primaire (dilué au 1:2000 dans le méme tampon) puis avec 1’anticorps secondaire anti-IgG du
lapin marqué & la phosphatase alcaline (Sigma), dilué au 1:800, pendant 1h 4 la température
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ambiante, aprés une serie de lavages. La révélation de I’activité de la phosphatase alcaline
se fait selon la méthode décrite par Burgmeister et Koenig (1984) dans un mélange de Na
naphthyl phosphate et Fast Blue RR (Sigma). La réaction est arrétée par un ringage abondant
avec de I’eau distillée.

Immunoblotting

Cette technique a été réalisée pour identifier certains antigénes contre lesquels les anticorps
sont dirigés. Elle comporte trois étapes: la séparation des protéines contenues dans la
fraction soluble de broyats de spores par électrophorése sur gel de polyacrylamide,
’électrotransfert des protéines ainsi séparées sur une feuille de nitrocellulose et la détection
des protéines a I’aide des anticorps spécifiques.

Electrophorése

La séparation de protéines solubles de Gig. margarita, a 1’état brut ou aprés purification
partielle par précipitation 4 - 20°C dans de ’acétone i des degrés de saturation croissants
(30%, 50% et 80%), a été faite selon la technique proposée par Davis (1964) en systéme
discontinu et en conditions non dénaturantes sur des gels en plaque (7 x 8 x 1,5 cm). Le gel
de séparation contient 12% de polyacrylamide a pH 8,8 et le gel de concentration 4 5% a pH
6,8. Le dépot des protéines étant effectué, leur migration est conduite 8 ampérage constant
de 30mA/gel et le voltage limité & 350V pendant 2h a 4°C; le tampon de migration est du tris-
glycine a pH 8,3 (tris 25 mM, glycine 192 mM). Les protéines sont colorées a I’argent a 2%
selon le protocole de Blum er al. (1987).

Electrotransfert

Aprés électrophorése, les protéines sont immédiatement transférées sur une feuille de
nitrocellulose (0,1um de porosité) i I’aide d’un systéme de transfert électrique semi-sec de
Biolyon; le tampon de cathode est le tris-glycine pH 8,3 (tris 25mM, glycine 192mM) et le
tampon anodique est le méme additionné de méthanol a 20% (v/v). Le transfert est réalisé
sous un voltage de 12V pendant 15mn puis de 24V durant 1 heure.

Détection immunologique des protéines

Aprés transfert, la feuille de nitrocellulose est équilibrée dans le tampon TBS (tris 10 mM,
NaCl 154 mM i pH 7,5) pendant 15 mn & la température ambiante, puis saturée a I’aide de
la gélatine, ringée briévement et incubée dans du TBS additionné du Tween 20 a 0,05% et
du thimérosal 0,02%, contenant le premier anticorps dilué 4 1:2000, pendant 2h 4 37°C, ou
toute la nuit 4 température ambiante. La fixation de I’anticorps primaire sur les antigénes est
révelée par les anti-IgG du lapin conjugués a la phosphatase alcaline avec les mémes substrats
que ceux utilisés dans le test DIBA.
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Préparation d’antigénes provenant des racines infectées

Des vitroplants de vigne inoculés par Gig. margarita selon la méthode d’endomycorhization
au sevrage décrite précédemment, ont été utilisés aprés six et 15 semaines de culture. Les
racines des plantes témoins et infectées sont broyées a 4°C dans le tampon tris-HCI pH 7,6
contenant de I’acide ascorbique 0,2%, Na,EDTA 2%, tetraborate disodique 0,38%, NaCl
0,36 %, thioglycolate de sodium 2,5%, PVP 10% activé 4 I"HCI et PEG 20.000 4 2% comme
’avait proposé Benin (1989). Aprés centrifugation 4 10.000g pendant 30mn, le surnageant
est testé en ELISA.

Localisation cellulaire des antigénes par immunocytochimie

Les racines des plantes témoins et infectées sont lavées, fixées et inclues dans du LR White
selon la technique décrite par Gianinazzi et Gianinazzi-Pearson (1992). L’immunomarquage
a été réalisé en utilisant I’anticorps dilué 4 1: 1000 ou 1: 10.000 sur des coupes minces et
observé en microscopie optique et électronique. En microscopie optique, la méthode de
I’amplification 4 I’argent a été utilisée et en microscopie électronique, les antigénes sont
révelés en utilisant le marquage indirect (Straker er al. 1989, Gianinazzi and Gianinazzi-
Pearson 1992).

RESULTATS ET DISCUSSION
Effet de Uinoculation des champignons VA sur la croissance des vitroplants

Quel que soit le champignon VA utilisé, les vitroplants endomycorhizés ont eu un meilleur
développement que les témoins non inoculés (Tableau 1). Cette stimulation apparait dés la
cinquiéme semaine qui suit I’inoculation et varie en fonction du champignon VA utilisé. Le
gain de croissance par rapport aux témoins non inoculés varie entre 172% (G. caledonicum)
et 291% (G. fasciculatum) (Tableau 1). Pour tous les paramétres étudiés, G. fasciculatum
s’est avéré étre le plus efficace, bien que dans tous les cas le taux d’infection ait été trés

satisfaisant (Gig. margarita 715%, G. caledonicum 83%, G. mosseae 94% et G. fasciculatum
95%).

Comparaison de Iinoculation au sevrage et au repiquage pour la croissance des vitroplants

Le moment de I’inoculation influence de fagon significative la croissance du porte-greffe de
vigne. L’inoculation lors du sevrage précoce se montre plus efficace et plus bénéfique dans
la stimulation de la croissance de la vigne que celle obtenue au repiquage classique (Tableau
2). L’endomycorhization s’établit plus vite et se développe dés la premiére semaine.
L’apport deux fois par semaine d’une solution nutritive avec phosphore (+P), ne modifie pas
le développement des plantes endomycorhizées au sevrage, bien que le taux d’infection
diminue.
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Tableau 1. Influence de quatre champignons VA sur la croissance de vifroplants de
porte-greffe de vigne (SO, 102) inoculés au repiquage, 13 semaines apris

microbouturage

Traitements Hauteur Nombre de vrilles  Longueur de la
des plantes par plante nervure principale (cm)

Plantes témoins 21,5 ¢ 0,0b 6,1d
Plantes inoculées avec:
G. margarita 390b 0,4b 8,2 be
G. caledonicum 37,0b 0,6 b 7,9¢
G. mosseae 42,0b 0,7b 85b
G. fasciculatum 62,5a 1,5a 9,1a

Chaque valeur représente la moyenne de six répétitions. Dans chaque colonne, les valeurs
suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes a P = 0,05.

Tableau 2. Influence du moment d’inoculation par G. fasciculatum (+ G.f) sur la
croissance du porte-greffe de vigne (SO, 102) produit ir vitro, 13 semaines aprés

microbouturage
Inoculations et Hauteur des Longueur de la Taux
traitements plantes (cm) nervure principale (cm) d’infection (%)
Repiquage
Témoins - P 22,0 f 6,2 f 0d
+ G.f-P 66,6 d 11,5¢ 65,5b
Témoins + P 39,0 e 98¢ 0od
+ G+ P 70,0 cd 11,7 ¢ 57,6 be
Sevrage
Témoins - P 13,0 g 55¢ 0d
+ G.f -P 77,0 be 11,7¢ 72,0 a
Témoins + P 45,0 e 10,8d 0od
+ G.f + P 79,8 b 12,1 ¢ 60,0 be

Chaque valeur représente la moyenne de six répétitions. Dans chaque colonne, les valeurs
suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes a P = 0,05.
Comportement en plein champ des vitroplants inoculés lors du sevrage

Les vitroplants transférés en plein champ ont eu 100% de reprise. Aprés 12 semaines, tous
les plants endomycorhizés ont présenté une croissance significativement plus élevée par
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rapport aux témoins non inoculés (Tableau 3). Il est intéressant de noter que la différence de
I’effet endomycorhizien observé en chambre climatisée entre G. mosseae et G. fasciculatum
s’est estompé au champ. La meilleure croissance obtenue en chambre climatisée chez les
plaates inoculées avec G. fasciculatum pourrait étre due & la capacité de ce champignon de
coloniser plus rapidement les racines. Les résultats rapportés ici montrent clairement que la
recherche de I’expression maximale de 1’effet bénéfique des endomycorhizes VA passe non
seulement par le choix du champignon VA, du substrat mais aussi par le moment de
I’inoculation. Nos travaux démontrent que 1’endomycorhization post vitro est d’autant plus
efficace qu’elle est pratiquée conjointement a un sevrage précoce des plantes, c’est-d-dire trés
tot dans le processus de rhizogenése. De ce fait, les endomycorhizes se développent en méme
temps que les racines dans le milieu de sevrage, rendant tout autre inoculation inutile.

Ce procédé présente plusieurs avantages. Tout d’abord, il raccourcit sensiblement le temps
de séjour du vitroplant dans le tube. Ensuite, il permet de conjuguer efficacement les
processus d’acclimatation et d’endomycorhization pour disposer rapidement des plants trés
vigoureux & repiquer que par la pratique habituelle. Et comme les vitroplants pourront étre
repiqués aussi dans des substrats non désinfectés contenant des champignons VA indigénes,
P’inoculation précoce au sevrage assure I’introduction et I'installation de souches fongiques
performantes. Enfin, cette méthode d’endomycorhization au sevrage présente 1’avantage de
réduire considérablement la quantité d’inoculum VA nécessaire, car avec 100 g d’inoculum
il est possible d’inoculer 500 plantes. Cela est intéressant quand on sait que la production
massive d’inoculum de bonne qualité est le principal obstacle a4 I'utilisation raisonnée des
endomycorhizes VA en production végétale (Gianinazzi et al. 1988).

Tableau 3. Influence de I’inoculation au sevrage sur la croissance du porte-greffe de
vigne (§0,102) en parcelles désinfectées au champ

Poids frais des parties aériennes (g)

Traitements
Expérience 1 Expérience 2
Plantes témoins 150 b 238b
Plantes inoculées avec:
Glomus mosseae 508 a -
Glomus fasciculatum 474 a 546 a

Chaque valeur représente la moyenne de neuf répétitions. Dans chaque colonne, les valeurs
suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes 4 P = 0,05.
Production et caractérisation de Uantisérum contre Gig. margarita

ELISA: L’antisérum brut et la fraction enrichie en IgG ont été testés en ELISA sur des
extraits des spores de Gig. margarita. Les résultats ont montré que c’est ’antisérum obtenu
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10 semaines apres la premiére injection qui est le plus réactif. L’antisérum dilué au 1 : 100
donne sur des extraits de spores contenant 200 ng/ml de protéines, des valeurs de D.O. de
I’ordre de 1,08 et 0,85 respectivement, avec 1’antisérum brut et la fraction enrichie en IgG.
Avec des dilutions élevées (1:1000), des réactions nettement positives ont été observées
(Figure 1A). Par contre avec le sérum préimmun ou en absence d’antigénes, aucune réaction
positive n’a été observée. Un test ELISA effectué a une dilution fixe (1: 100) d’antisérum
ennichi en IgG a montré que les réactions antigénes-anticorps sont proportionnelles a la
concentration d’antigénes et que le seuil de détection peut &tre fixé 4 25 ng de protéine/ml
(Figure 1B).

DIBA: Cette technique a été utilisée pour étudier les relations immunologiques existant entre
les autres espéces de champignons VA. Les résultats (non rapportés ici) indiquent que les
anticorps obtenus contre Gig. margarita présentent des réactions croisées vis a vis des extraits
de spores d’autres champignons VA tels que G. caledonicum, Acaulospora laevis et deux
espéces de Scutellospora.

Identification par immunoblotting de quelques antigénes ayant servi & préparer
Dantisérum contre Gig. margarita

Les résultats sont illustrés sur la Figure 2. La séparation électrophorétique des protéines
solubles de spores de Gig. margarita précipitées a 1’acétone 4 80 % montre huit bandes bien
distinctes d’intensité variable ayant les Rf suivants: (1) 0,415; (2) 0,321; (3) 0,226; (4) 0,169;
(5) 0,134; (6) 0,113; (7) 0,037; (8) 0,018 (Figure 2A). L’électrotransfert correspondant,
aprés incubation avec I’antisérum (fraction enrichie en IgG) montre qu’au moins cinq protéines
réagissent avec les anticorps; ce sont les bandes n° (1), (3), (4) et faiblement (5) et (6) (Figure
2B). Par contre, 1’analyse électrophorétique suivi d’électrotransfert de la fraction soluble de
broyats de spores d’autres champignons VA (G. mosseae, G. monosporum et A. laevis) n’a
pas donné des réponses immunologiques positives avec les anticorps produits contre Gig.
margarita.

Détection de Gig. margarita dans les racines infectées

Les extraits des racines de vigne témoins et infectées par Gig. margarita sont testés en ELISA
en utilisant la fraction enrichie en IgG dilué au 1: 100. Les résultats sont présentés dans le
tableau 4. Les extraits des racines infectées montrent un valeur de D.O. significativement
plus élevée comparée i celle de plantes témoins. Ces derniéres donnent des valeurs de D.O.
trés faibles, ce qui laisse supposer qu'il n’y a pas eu de réaction croisée due au matériel
végétal. Cependant, la réponse du test ELISA change avec I'age des plantes endomycorhizées
et diminue significativement entre six et 15 semaines aprés I’inoculation. Cette diminution de
la réponse immunologique des extraits n’est pas due 4 une baisse de la concentration en
protéines des racines qui, au contraire augmente en méme temps que le taux d’infection. Ces
résultats montrent que les anticorps produits & partir de la fraction soluble de broyats de
spores de Gig. margarita sont capables de détecter I’antigéne fongique dans les racines
infectées et les réactions sont fortement positives durant les premi€res étapes de I’infection.
L’étude immunocytochimique en microscopie électronique et optique a confirmé ces résultats.
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Les anticorps reconnaissent les antigénes localisés dans le compartiment cytoplasmique des
hyphes de Gig. margarita, qu’ils soient issus de la germination des spores ou dans les racines
mycorhizées (résultats non montrés). Par contre, aucun immunomarquage n’a été détecté sur
les hyphes morts, seuls ou dans les racines. De plus, une réaction croisée a été observée avec
Glomus monosporum et G. caledonicum mais pas avec G. intraradices.

Figure 1A, Influence de la dilution de I’antisérum de Gig. margarita sur la réponse des
extraits solubles de spores en ELISA
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Figure 1B. Influence de la dilution des antigénes dans les extraits de spores de Gig.
margarita sur la réponse a I’antisérum en ELISA
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Figure 2. (A) Electrophorégramme sur gel de polyacrylamide 4 12% en conditions non
dénaturantes des protéines solubles de Gig. margarita (aprds précipitation a ’acétone
A 80%) et (B) Pimmunoblot correspondant apres réaction avec les anticorps.
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Tableau 4. Détection des antigénes fongiques dans les extraits racinaires de vignes

D.O. 4 450 nm des extraits dilués 4

Semaine Traitement Teneur en  Taux

apres protéines d’infection  ND 1: 2 1: 10

inoculation g/l M%

6 Témoins 0.34 b 0.0c 0.002 b 0.005 ¢ 0.005 ¢
+ Gi. margarita 0.36 b 49.0b 0.088 a 0.181 a 0.311 a

15 Témoins 0.50 a 0.0c 0.002 b 0.003 ¢ 0.004 ¢
+ Gi. margarita 0.54 a 65.0 a 0.002 b 0.035 b 0.130 b

Chaque valeur représente la moyenne de quatre répétitions. Dans chaque colonne, les valeurs suivies
d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes a P = 0,05.

Les résultats obtenus montrent que |’antisérum que nous avons produit posséde des anticorps
capables de reconnaitre spécifiquement les antigénes contre lesquels ils sont dirigés. Cette
reconnaissance est possible, que le champignon soit seul sous forme de spores non germés,
d’hyphes issus de germination ou en association dans les racines sous forme d’arbuscules. Ces
observations suggérent que ces stades morphologiques du champignon VA présentent le méme
motif antigénique que ces anticorps peuvent reconnaitre, du moins pendant les premiéres
phases de l'infection. En effet, bien que I'infection endomycorhizienne VA et la teneur en
protéines observées chez les plantes de vigne infectées par Gig. margarita augmentent entre
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six et 15 semaines aprés I’inoculation, la réponse au test ELISA, effectué pour détecter le
champignon dans I’extrait racinaire au cours de cette méme période, diminue comme si le
vieillissement de Dinfection se traduisait par une diminution de I’antigenicité des extraits de
racines infectées. Cela est confirmé par le fait qu’en immunocytochimie les hyphes morts ne
réagissent pas avec les anticorps.

L’immunoblotting des antigénes ayant servi a préparer I’antisérum contre Gig. margarita,
nous a permis de mettre en évidence qu’au moins cinq protéines réagissent avec les anticorps
obtenus. Par contre, aucune réponse positive n’a été observée lorsque ce sont les antigénes
protéiques des autres champignons VA qui ont été testés. Ces résultats semblent en
contradiction avec ceux du test DIBA dans lesquels les anticorps obtenus montrent des
réactions croisées vis 4 vis d’autres champignons mais en fait, ils se complétent.

En effet, les réactions positives observées dans le test DIBA seraient dues d des antigénes de
nature autre que protéique (glycoprotéique, polysaccharidique ...) fortement adsorbés par la
feuille de nitrocellulose et ayant réagi avec I’antisérum, qui [ui-méme pourrait étre constitué
par une population d’anticorps dirigés contre ces antigénes de par sa nature de départ. Cette
hypothése a été vérifiée récemment par les travaux de Sanders et al. (1992) qui ont montré
que I’aspécificité des anticorps polyclonaux obtenus a partir de la fraction soluble des spores
est liée 4 la présence des glycoconjugués communs aux différents champignons VA, et que
la nature spécifique des anticorps dépend de la présence d’antigénes protéiques dans les
extraits.

CONCLUSION

Nos travaux ont permis de proposer une possible stratégie d’intégration de
I’endomycorhization VA dans le processus de micropropagation des plantes. Avec le
développement de plus en plus important de la production des vitroplants fruitiers,
ornementaux et forestiers et I’utilisation quasi-générale de substrats artificiels et de la
désinfection en pépiniére, la méthode d’endomycorhization que nous avons proposée devrait
trouver des applications fort intéressantes pour ’utilisation des champignons VA en vue de
I’amélioration de la production des plants micropropagés. Elle devrait permettre aussi
d’obtenir des jeunes plants dotés d’un systéme racinaire plus performant et apte a résister aux
stress biotiques et abiotiques qu’ils rencontrent lors de leur croissance et développement.

Pour atteindre ce but il faudra procéder 4 une sélection de champignons VA efficaces pour
chaque type de culture, mais surtout pour les différents objectifs et caractéres recherches
(augmentation de la résistance aux stress, adaptation 4 certains écosystémes, stimulation de
la nodulation ...). Enfin, nous avons produit des anticorps polyclonaux contre Gig. margarita
a partir de la fraction soluble de broyats de spores. L’utilisation de ces anticorps en
immunoblotting et en immunocytochimie, en complément des tests immunoenzymatiques
(ELISA, DIBA) nous a permis de diversifier les approches expérimentales dans la détection
immunologique des différentes espéces fongiques VA mais surtout de montrer que de tels
anticorps peuvent répresenter un moyen pour détecter spécifiquement des champignons VA
seuls ou en association symbiotique.
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DIVERSITE GENETIQUE DES ACACIAS SAHELIENS:
EXPLOITATION PAR LES VOIES CLONALES ET SEXUEE

A. BORGEL*, C. CARDOSO*, M.-H. CHEVALLIER**
P. DANTHU**, J.-M. LEBLANC*
Génétique et Amélioration des Plantes, ORSTOM Dakar*
Génétique et Amélioration des Ressources Forestieres, ISRA/DRPF Dakar**

Résumé: Depuis la fin des années 60, les causes et les conséquences de I’avancé du désert
du Sahara vers le sud sont l'objet de nombreuses études tant au niveau climatique et agro-
écologique que socio-économique et démographique. La déforestation qui touche l'aire
sahélienne en est un des symptomes les plus spectaculaires. Une estimation de 1977 indique
que 60% des Acacia senegal du Nord-Ferlo avaient disparu a la suite des grandes sécheresses.
Ces pertes touchent tout aussi bien les autres espéces d’Acacias sahéliens. Une étude de la
diversité génétique des populations restantes des différentes espéces d’Acacias devient une
nécessité si l'on veur entreprendre des programmes de reboisement en ayant le souci de
conserver une richesse génétique dans les populations a mettre en place.

Des études antérieures montrent que 1’on pourrait assimiler plusieurs especes d’Acacia a un
groupe d’especes a l'intérieur duquel des flux géniques ne sont pas exclus. Cette hypothése

est a tester avec les moyens modernes de l'exploration comparative des génomes des
différentes espéces.

Nos travaux actuels portent sur I’analyse de la variabilité génétique intra et inter populations
des Acacias; d’une part par 1’étude des électrophorégrammes d’isoenzymes, et d’autre part
par la mise en place d’essais comparatifs multilocaux sur le terrain.

Afin de mettre en évidence la part génétique de la variabilité observée vs. la part
environnementale, nous avons choisi de travailler avec des clones plutdét qu’avec des
populations hétérogeénes. Pour ces aspects, le bouturage horticole n’est pas le moyen de
propagation habituel, aussi avons nous choisi d’étudier leur aptitude a la micropropagation
in vitro. Pour cela, le laboratoire a entrepris les études de physiologie du développement in
vitro: rajeunissement, multiplication conforme et enracinement.

Le but final de notre démarche est de promouvoir la plantation multiclonale de vergers a
graines améliorés dans les centres agricoles. Les descendances par polycross ou par
croisements controlés récoltées dans ces vergers serviront aux opérations de reboisement en
Yy apportant un gain génétique et en tenant compte de la conservation nécessaire de la
diversité.

Abstract: Since the end of the 1960s, climatological, agro-ecological, socio-economic and
demographic studies have been carried out on the causes and consequences of the Sahara’s
continued extension towards the south. Deforestation of the Saharan desert region is one of
the most spectacular symptoms. According to a 1977 estimate, 60% of the Acacia senegal of
North Ferlo have disappeared as a result of the drought. Other Acacia species in the Sahel
have suffered the same fate. A study of the genetic diversity of the remaining populations of
Acacia species is essential if the genetic heritage of the past is to be preserved in future
reforestation programmes.
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Studies show that several Acacia species could be considered as a group of species wherein
genes have perhaps moved around. This hypothesis needs to be tested using modern means
Sfor making comparative studies of genomes of different species.

At present we are looking for inter- and intra-population genetic variability in Acacias, by
studying the electrophoregrammes of the isoenzymes and by carrying out multilocational
comparative field trials.

In order to better weigh the genetic origin of observed variability against the environmental
origin, we decided to work with clones rather than with heterogeneous populations. In these
species, cuttings are not usually used in plant propagation work, so we decided to study their
aptitude for in vitro micropropagation. The laboratory thus made special physiological studies
of in vitro development: rejuvenation, standard propagation and rooting.

Our ultimate aim is to promote multiclonal plantations of improved seed orchards in
agricultural centres. Progeny from polycrossing or from controlled crossing in these orchards
will be used in reforestation operations, making genetic improvement possible, while
maintaining genetic diversity.
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APPLICATION DES TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE A L’ETUDE
DE LA DIVERSITE GENETIQUE DES CHAMPIGNONS PHYTOPATHOGENES

Diana FERNANDEZ
Laboratoire de Phytopathologie Tropicale
ORSTOM BP 5045
34032 Montpellier cedex 1 France

Résumé: La diversité génétique des microorganismes phytopathogénes au sein d’une
population s’exprime au niveau phénotypique par des types morphologiques distincts, par
exemple, ou encore par des pouvoirs pathogénes tres différents. La variabilité du pouvoir
pathogéne se traduit au niveau de l’interaction hote-parasite par des variations au niveau de
la virulence (on définit alors des pathotypes ou des races au sein d’une méme espéce de
champignon) et par des variations au niveau de 1’aggressivité de chacun des individus qui
compose cette population. Cette diversité génétique confronte le phytopathologiste a des
problémes d’identification et de caractérisation du pathogéne et le sélectionneur a des
problémes d’obtention de matériel végéral résistant.

Des techniques récentes de biologie moléculaire permettent 1’analyse directe du génome. En
général, les champignons, organismes eucaryotes, possédent un génome constitué d’'une part
d’un nombre variable de chromosomes nucléaires et, d’autre part, d’un chromosome
mitochondrial. La variabilité génétique au sein d’une espéce est liée a des variations dans la
séquence des acides nucléiques portant linformation génétique. Etant donné la grande taille
du génome chez les champignons (10 a 50 millions de paires de bases), I’analyse du
polymorphisme génomique se limite a 1’étude de certaines parties caractéristiques.

L’approche la plus développée jusqu’a présent chez les champignons phytopathogénes est
I’analyse du polymorphisnic de longueur des fragments de restriction (RFLP) qui révéle toute
mutation au niveau des sites de restriction de I’ADN. Cette technique permer ainsi d’estimer
les distances génétiques entre les individus et d’obtenir des marqueurs moléculaires
caractéristiques d’un genre ou d’une espéce. En utilisant des sondes d’ADN multi-locus, on
peut affiner le niveau de spécificité des marqueurs moléculaire en obtenant des "fingerprint"
ou empreintes génétiques spécifiques d’un individu ou d’un groupe d’individus. Récemment,
il a été montré que l'on pouvait obtenir des empreintes génériques en amplifiant au hasard des
séquences polymorphes sur le génome par la technique dite des RAPD (Random Amplification
of Polymorphic DNA), dérivée de la PCR (Polymerase Chain Reaction).

Ces techniques seront présentées illustrées par les principaux résultats obrenus sur les
champignons phytopathogénes.

Abstract: The genetic diversity of phytopathogenic microorganisms within a given population
can be identified, as far as the phenorype is concerned, either through differences in
morphological type, or through great differences in pathogenic capacity. The latter, as
concerns host-parasite interaction, results in differences in virulence (in this case the
pathotypes or the race within the fungus species are determined) and aggressivity of each of
the individuals in the population. Because of this genetic diversity, the plant pathologist has
to cope with problems of pathogen identification and characterization, while the plant breeder
has to work to obtain resistant plant matter.

201



INTERACTIONS PLANTES MICROORGANISMES

Modern molecular biology techniques can be used to make direct analyses of the genome.
Fungi are eucaryotic organisms which usually have a genome composed on a variable number
of nuclear chromosomes and, also a mitochondrial chromosome. Genetic variability in a
species is related to variations in the sequence of nucleic acids that bear the genetic
information. Considering the volume of the genome in the fungi (10 to 50 million base pairs),
analyzing the genomic polymorphism means studing certain representative parts.

The most advanced approach used to date on phytopathogenic fungi is the analysis of the
RFLP (restriction fragment length polymorphism) which brings out all the mutations that occur
in the DNA restriction sites. This technique can also be used to assess the genetic distance
between individuals and to obtain molecular markers that characterize a genus or a species.
By using multi-locus DNA probes, the specificity of the molecular markers can be further
detailed through the obtention of fingerprints which are (genetically) specific to an individual
or a group of individuals. Research carried out recently allows genetic fingerprints to be
obtained by random amplification of polymorphic sequences on the genome using the RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) technique which has been derived from the PCR
(Polymerase Chain Reaction).

These techniques will be reported and illustrated using results obtained on phytopathogenic
Sfungi as an example.
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TAXONOMIE, CHARACTERISATION ET IDENTIFICATION
IN SITU DES SOUCHES DE FRANKIA

Pascal SIMONET
Laboratoire d’Ecologie Microbienne du Sol, URA CNRS 1450
Université Lyon 1 Villeurbanne F-69622 Cedex, France

Résumé: Frankia est un actinomycete qui a établi une symbiose fixatrice d’azote avec un
grand nombre de plantes dicotylédones ligneuses. En fait, les véritables études sur cette
symbiose n’ont débuté que trés récemment avec 1’isolement en 1978 de la premiére souche de
Frankia. Depuis cette date, de nombreuses souches ont pu étre isolées en culture pure a partir
de différentes plantes actinorhiziennes de la flore européenne, américaine, océanienne ou
dafricaine.

Les premiéres tentatives de classification des souches de Frankia ont été basées sur leur
pouvoir d'infection ce qui a permis de définir trois grands groupes d’inoculation croisée.
Toutefois, un certain nombre de souches se sont révélées capables de franchir les barriéres
d’incompatibilité reposant ainsi les problémes de classification au sein de ce genre. Afin de
répondre aux problémes de caractérisation, d’identification et de taxonomie des isolats de
Frankia nous avons développé une panoplie d’outils basés sur les techniques de Biologie
Moléculaire. Les hybridations ADN-ADN ainsi que les séquences des génes ribosomiques et
de structure de la nitrogénase ont permis d’apporter une base aux problémes de taxonomie et
de phylogénie chez Frankia. Par ailleurs, l'utilisation de plasmides cryptiques puis les
séquences nif et ribosomiques ont permis de définir des signatures pour chaque souche
permettant d’identifier et de suivre ces isolats dans les nodules ou dans le sol.

Nous présenterons ainsi quelques résultats de tests de compétitivité pour la nodulation obtenus
par hybridation de type Southern ou par PCR.

Abstract: Frankia is an actinomycete which has established a nitrogen-fixing symbiosis with
a great number of woody dicotyledonous plants. Studies of this symbiosis only started in 1978
when the first Frankia strains were isolated. A lot of strains are now available, having been
isolated from actinorhizal plants from Europe, America, Oceania and Africa.

The first attempts to classify the Frankia strains were based on nodulation abilities and
permitted three major cross-inoculation groups to be established. However, these experiments
were conducted using crushed nodules as inocula and numerous strains showed that they were
able to cross boundaries of incompatibility, which proved that more accurate methods of
classification and characterization were needed. This was done by developing a large range
of tools based on molecular techniques. DNA-DNA hybridization studies and sequences of the
ribosomal and nitrogenase genes were used to assess the Frankia taxonomy and phylogeny.
Moreover, cryptic plasmids and nif and rrn sequences have enabled a signature for each strain
to be defined allowing the identification of these strains in the nodules and in the soil.

Results concerning competitivity tests using Southern hybridizations and PCR will be presented
and discussed.
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VARIABILITE DANS LE POUVOIR PATHOGENE DES ISOLATS
ET SOUCHES DE FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. ALBEDINIS,
AGENT DE LA FUSARIOSE VASCULAIRE (BAYOUD) DU PALMIER DATTIER

My Hassan SEDRA
Laboratoire de Phytopathologie
Centre Régional du Haouz-Présahara
INRA BP 533 Marrakech-Maroc

Résumé: L’étude de I’agressivité des isolats et de souches du Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis prélevés dans différentes palmeraies a permis de mettre en évidence un gradient dans
les niveaux d’agressivité. Sur des plantules de palmier dattier issues de deux croisements
réalisés entre parents sensibles ou résistants, on distingue trois groupes d’isolats présentant
des niveaux différents d’agressivité allant de 5% a 100% d’attaque. En outre, l'inoculation
de trois souches du parasite a des plantules issues de cing croisements différents a montré que
certaines souches se sont révélés peu ou pas pathogeénes sur les descendants de certains
croisements. D’autre part, la confrontation entre certaines souches isolées de cultivars ou
"variétés" résistants et quelques génotypes de palmier a mis en évidence l’absence d’attaque
d’un génotype par une souche du parasite. Les résultats indiquent donc qu’il y a une certaine
interaction souche x croisement et souche x génotype.

Abstract: A study of the aggressiveness of Fusarium oxysporum f. sp. albedinis strains and
isolates samplea from various palm groves shows that aggressiveness follows a gradient. Out
of date palm plantlets produced by two crosses of susceptible or resistant parents, there were
three groups of isolates with levels of aggressiveness ranging from 5% to 100%. Further
inoculating three strains of the parasite in plantlets produced from five different crosses
showed that certain strains had little or no pathogenic effect on the progeny of certain crosses.
Inoculation of certain strains that have been isolated from resistant varieties with certain palm
tree genotypes, showed that there was one genotype that was not attacked by one strain of the
parasite. The results thus indicate the existence of an interaction between the strain and the
cross and between the strain and the genotype.

Le Bayoud, fusariose vasculaire du palmier dattier (Phoenix dactylifera 1..) causée par
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis est 1a maladie la plus redoutable en Afrique du Nord. En
effet, en ’espace d’un siécle, il a détruit plus de 10 mullions de palmiers au Maroc (Pereau-
Leroy 1958) et 3 millions d’arbres en Algérie (Djerbi 1982). Cette maladie épidémique
constitue une menace potentielle pour la Tunisie et les autres pays producteurs de dattes. Au
Maroc, la voie jusqu’ici privilégiée pour lutter contre le Bayoud est la sélection variétale pour
la résistance a la maladie.

Plusieurs travaux réalisés dans ce sens ont été publiés (Pereau-Leroy 1958, Louvet et Toutain
1973, Saaidi er al. 1981, Djerbi et al. 1986, Saaidi 1989, Sedra 1989a, 1989b, 1990, 1992).
Par ailleurs, pour reconstituer la palmeraie dévastée par la maladie, il est nécessaire de
n’utiliser que des cultivars (variétés) et clones de palmier présentant le maximum de garantie
de résistance sur le terrain. Pour cela, la connaissance de la population naturelle du parasite
sur les plans qualitatif et quantitatif et des interactions hote-parasite s’impose. Plusieurs
auteurs ont constaté que la population du parasite est répartie de fagon trés hétérogéne dans
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les sols de palmeraie et que sa densité est faible (Bulit er al. 1967, Louvet et al. 1970,
Abbassi 1981, Sedra 1985, Djerbi et al. 1985, Tantaoui 1989).

L’objectif de ce travail est d’étudier les aptitudes pathogénes d’une gamme d’isolats de F. o.
f.sp. albedinis isolés de différentes variétés et qui proviennent de régions phoénicicoles plus
ou moins éloignées. Cette étude permettrait en outre de sélectionner des souches ou des
isolats du pathogene trés agressifs en vue de leur utilisation dans les tests de sélection variétale
et de screening des palmiers pour leur résistance au Bayoud; et de déceler certaines
interactions hote-parasite.

MATERIEL ET METHODES
Matériel fongique

Seize isolats et sept souches monospores ont €té isolés initialement a partir de palmes atteintes
de Bayoud prélevées de plusieurs variétés dont le comportement a I’égard de la maladie est
varié selon la classification établie par Pereau-Leroy (1958), Louvet et Toutain (1973) et
Saaidi er al. (1981) (Tableau 1). Ces isolats proviennent des principales palmeraies
marocaines: Dria, Ziz, Tafilalet et Bani.

Aprés isolement, le champignon est conservé dans le sable stérile 4 la mycothéque.
L’inoculum utilisé est produit sur milieu gélosé PDA & base d’extrait de pomme de terre (250
g/l), glucose (2%) et de gélose (2%). Les colonies développées sur le milieu et dgées de huit
Jours sont récupérées puis mises en suspension dans 1’eau stérile. Aprés élimination du
mycélium par filtration, la concentration de ’inoculum est ajustée a 10° spores par ml.

Matériel végétal
Production de plantules de palmier issues de graines

Le matériel utilisé est constitué de plantules issues de différents croisements contrdlés entre
des parents sensibles et parents résistants (Tableau 2). La résistance des parents miles,
représentés par des individus uniques n’est pas confirmée. La résistance ou la sensibilité des
parents femelles est connue.

Il est vraisemblable que les descendants de croisements sont génétiquement différents étant
donné I’hétérozygotie et la dioicie du palmier. Faute de virroplants, nous avons utilisé les
graines dans les premiers essais.

Pour avoir une idée précise sur le matériel utilisé, nous avons estimé préalablement le taux
d’homogénéité des descendants sur le caractére de résistance ou de sensibilité (Tableau 2).
Les graines sont utilisées aprés une phase de prégermination qui nécessite huit a dix jours
d’incubation (sous des conditions précises de température et d’humidité (Sedra, résultats non
publiés).
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Tableau 1. Origine des isolats et des souches du Fusarium oxysporum f. sp. albedinis

Isolat ou
souche

1TB
27
3TB
47

57

67

77

8 Z

97
10Z
11Z

12 Z
13Z

14 MZ (Fao 66)
15 MTF
16 MTB
MNS1
MNS2
MNS3
Foa 133
Foa 145
Foa 168
Foa 172

Parasite isolé des cultivars

Nom du cultivar

Boufeggous
Boufeggous
Mejhoul
Bouskri
Jihel
Ahardane
Iklane
Boufeggous ou Moussa
Mekt
Outoukdime
Outoukdime
Azigzao
BelHazit
Boufeggous
Boufeggous
Mejhoul
Boufeggous
Boufeggous
Boufeggous
Sair
Sairlayate
Boufeggous ou Moussa
Iklane

Comportement a
I’égard du Bayoud

TS
TS
TS
TS
AS
S
R
R
AS
PR
PR
AS
AR
TS

Localité géographique

Tabouassant (T)
Zagora (D)
Tabouassant (T)
Zagora (D)
Zagora (D)
Zagora (D)
Zagora (D)
Zagora (D)
Zagora (D)
Zagora (D)
Zagora (D)
Zagora (D)
Zagora (D)
Zagora (D)
Tafilalet (T)
Tabouassant (T)
Achouria (T)
M’hamid (D)
Zagora (D)
Tissergale (D)
Tata (B)
Zagora (D)
Zagora (D)

Tous les isolats exceptés 14 Mz, 15 MTF et 16 MTB sont isolés de palmes fraiches atteintes
de Bayoud, les autres ont été pris de la mycothéque du laboratoire; ils y étaient conservés
sur milieu gélosé (14MZ) et sur sable (15SMF, 16 MTB). Les souches MNS1, MNS2 et
MNS3 sont obtenues par cultures monospores. Les isolates Foa 145, Foa 168 et Foa 172
sont récemment isolées des variétés résistantes. Cultivars ou variétés trés sensibles (TS),
sensibles (S), assez sensibles (AS), peu résistantes (PR), assez résistantes (AR) et
résistantes (R). D: vallée du Dria, T: vallée du Ziz - Tafilalet, B: Bani, Zagora (Domaine
Expérimental de I’INRA), Achouria et Taboussamt (ex - stations expérimentales de

I’'INRA).

Vitroplants obtenus par culture des tissus

Les vitroplants utilisés dans notre travail sont produits par organogenése ou embranchement
axillaire par le laboratoire de I’Institut National de Recherches Agronomiques (Marrakech) et
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le laboratoire privé (Ouislane-Meknés). Ces plants élevés sur un substrat dans des sachets
individuels, sont utilisés au stade végétatif de deux a trois feuilles.

Inoculation expérimentale des plantes

Pour les plantules issues de graines, 1’inoculation des plantes a été réalisée selon la méthode
mise au point par Sedra (1991a). Elle consiste a apporter ’inoculum liquide sur les racines
i travers du sachet en plastique transparent et ceci a I’aide d’une pipette par perforation du
sachet; trois graines étant semées initialement a la périphérie de chaque sachet. L’inoculation
a lieu lorsque les plantules développent deux feuilles, stade végétatif favorable a I’infection
selon les travaux de Nlendi (1978) et Saaidi (1979). Quant aux vitroplants, ils ont été inoculés
par apport d’inoculum liquide sur les racines principales et latérales aprés enlévement de la
terre jusqu’a une profondeur de 5 cm (Sedra 1989c). Dans le cas des deux types de plant,
on apporte 10 ml d’inoculum par plant a la concentration 10% conidies par ml. Les plants
témoins regoivent de I’eau. Le niveau d’agressivité des isolats est exprimé en pourcentage
de plantes mortes aprés cinq a six mois de culture (22-27°C) en fonction des essais.

Tableau 2. Origine de plantules de palmier dattier issues de graines obtenues par
croisements contrdlés

Croisement Code Comportement a Taux

2xd I'égard du Bayoud d’homogénéité %
Boufeggous x mile local BFG x DSI1 TS x S 84 - 93
Boufeggous x male local BFG x ZS3 TS x S 85 -94

Jihel x male local JHL x ZS1 ASx S 81 -92

Aguelid x male local AGL x NP4 ASxR? 60 - 74

Iklane x male local IKL x NP4 RxR? 85 -92
Boutkammi noire x male local BSTN x DR RxR? 75 - 81
Tadmante x male local TDMT x ZS1 R x S 76 - 85

Variétés ou miles sensibles (TS, S AS) au Bayoud résistantes (R); R ?: la résistance des
palmiers males, individus uniques n’est pas confirmée; taux d’homogénéité estimé
relativement au comportement du parent femelle 4 1’égard de la maladie. 1l correspond
au pourcentage de plants atteints (croisement TS ou AS ou S X S) par le Bayoud ou sains
(croisement R X R ?) aprés inoculation artificielle de 3 séries de 50 plantes chacune par
croisement avec le F.o.f. sp. albedinis

Evaluation des niveaux d’agressivité des isolats et des souches du parasite et étude du
comportement des croisements et des génotypes de palmier

Dans I’essai 1, I'agressivité de 16 premiers isolats du parasite présentés dans le tableau 1 a
été comparée sur les plantules de palmier issues de deux croisements entre parents sensibles
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(BFG x DS1) et résistants (BSTN X DR) (Tableau 2). Deux répétitions de 20 plants chacune
ont été utilisées par isolat et par croisement.

L’essai 2 consiste a étudier le pouvoir pathogéne de trois souches monospores du parasite
MNS1, MNS2 et MNS3 (Tableau 1) sur les plantules de cinq croisements différents (BFG x
283, JHL x ZS1, IKL x NP4, AGL x NP4 et TDMT x ZS1) (Tableau 2). Pour chaque
souche et chaque croisement, quatre répétitions de 20 plantes chacune ont été utilisées.
D’autre part, I’essai 3 vise 4 étudier les interactions éventuelles entre quatre souches
particuliéres du parasite isolées des variétés résistantes et les vitroplants de trois génotypes
de palmier dattier.

RESULTATS
Comparaison de Uagressivité des isolats sur les deux croisements de palmier (essai 1)

La figure 1 indique une graduation importante et significative dans I’agressivité des isolats qui
peuvent se grouper en trois niveaux d’agressivité. Le groupe I comprend six isolats 4 haut
niveau d’agressivité sur les plantules de deux croisements. Le pourcentage moyen d’attaque
des plantes varie de 70% 4 100%. Le groupe [I est composé de sept isolats qui sont plus
agressifs sur le croisement des parents sensibles (65% 4 95 % d’attaque) et relativement moins
agressifs sur le croisement des parents résistants (35% a4 60%). Les trois isolats du groupe
III manifeste un niveau moyen d’agressivité faible allant de 6% 4 50% sur les deux
croisements.

L’isolat Foa66 a montré une trés faible agressivité sur les deux croisements. L’origine des
isolats du F.o.f.sp.albedinis est un facteur non négligeable 4 prendre en considération. En
effet, tous les isolats qui proviennent du Tafilalet et du Tabouassamt sont capables d’attaquer
plus de 60% de plantules tandis que pour ceux de Zagora, les niveaux d’agressivité sont
extrémement variés (6% a 80 d’attaque). Les isolats 7Z et 8Z prélevés respectivement des
variétés résistantes Iklane et Boufeggous ou Moussa appartiennent aux différents groupes
d’isolats précités et présentent des niveaux d’agressivité extrémement différents et opposés.

Agressivité de trois souches monospores et comportement de cing croisements (essai 2).

Le tableau 3 présente les niveaux d’agressivité des trois souches monospores sur cinq
croisements étudiés. L’analyse statistique des résultats n’a révélé aucune différence
significative entre les souches (30,7% a 40,1% d’attaque) sur tout le matériel végétal
confondu mais elle permet de noter un comportement différent des croisements pour
I’ensemble des souches (13,8% 4 51,4%).

La souche MNS3 n’a attaqué aucune plantule du croisement réalis€ entre les parents résistants
(IKL x NP4) alors qu’elle est trés agressive sur les autres croisements. La performance
relative de certains croisements est donc modifiée en fonction des souches; il y a donc une
interaction souche x croisement.
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Tableau 3. Pourcentage de plants atteints de Bayoud évalué en fonction des croisements
et des souches du parasite

Souches du parasite Moyenne

Croisement MNSI1 MNS2 MNS3

BFG x ZS3 57,5(1) aA 60,0 aA 36,6 aB 51,4a
JHL x ZS1 40,0 aA 25,0 ¢B 33,6 aB 32,8b
AGL x NP4 20,0 cA 38,3 ¢B 40,0 aB 32,8b
IKL x NP4 8,7 cA 33.0 bB 0,0 bA 13,8¢
TDMT x ZS1 27,5 bA 44,1 bB 51,2 aB 40,9a
Moyenne 30,7 A 40,1 A 32,2 A 34,4

(1): Pourcentage moyen de plants atteints de Bayoud calcul€ a partir de 4 répétitions de 20
plants chacune. L’essai est conduit sous serre vitrée pendant 6 mois. L’analyse de la
variance (P=0,05) ne révéle aucune différence significative entre les souches (F.cal 1,75)
mais une différence significative est observée entre les croisements (F.cal = 7,99) et les
interactions souches-croisements (F.cal = 2,31). Les nombres suivis de la mé&me lettre
minuscule sur la méme colonne ou majescule sur la méme ligne ne sont pas
significativement différents pour P = 0,05 (test de Newman et Keuls).

Figure 1. Niveaux d’agressivité de 16 isolats de F.o albedinis sur des plantules de palmier
issues de 2 types de croisements entre parents sensibles (BFG x DS1) et résistants
(BSTNxDR). Pourcentage moyen (suivi de I’écart-type) de plantes atteintes calculé a
partir de 2 répétitions de 20 plantes chacune. Différence significative entre les isolats
et les croisements pour p = 0.05 (analyse de variance).
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Comportement de certaines souches particulieres du parasite vis & vis de quelques génotypes
de palmier (essai 3)

Le tableau 4 montre que les quatre souches du parasite sont toutes capables de provoquer les
symptOomes sur les vitroplants des génotypes exceptée la souche Foa 145 qui n’attaque pas le
clone CH-1. Pour le cultivar Boufeggous sensible au Bayoud, le pourcentage d’attaque varie
de 31,2% a 68,7% en fonction des souches contre seulement 12,5% a 33,3 % pour le cultivar
résistant Sair Layalate. L’origine de production des vitroplants ne semble pas avoir une
influence sur leur comportement vis-i-vis du Bayoud.

Tableau 4. Pourcentage de vitroplants atteints par le Bayoud en fonction des souches du
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis et des génotypes du palmier dattier

Souches du

parasite (3)  Boufeggous (1)  Sairlayalate (1) Clone CH-1 (1) Clone CH-1 (2)
Foa 133 43.2% cA 33,3 aB 31,8 bB 17,3 bC

Foa 145 31,2 dA 28,6 aA 0,0 c¢B 0,0 c¢B

Foa 168 62,5 aA 25,0 aC 41,2 aB 12,5 bD

Foa 172 56,2 bA 12,5 bC 38,0 aB 60,7 aA

Foa MS 68,7 aA 25,0 aD 37,5 aC 56,2 ¢B
moyenne 52,5 A 19,5 C 29,1 B 30,5 B

* pourcentage moyen de plants atteints par le Bayoud 5 mois aprés I’inoculation avec le
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (F.o.a). Les nombres suivis de la méme lettre
majuscule sur la méme ligne ou minuscule sur la méme colonne) ne sont pas
significativement différents pour p = 0,05 (test de Newman et Keuls). Cultivars
Boufegouss (BFG) sensible, Sair Layalate (SLY) résistant. (3): parasite Foa isolé des
cultivars résistants SLY, BFGM (Boufeggous ou Moussa), lklane (IKL) et du clone
"Sair". (1) et (2): vitroplants du clone CH-1 et des cultivars (BFG et SLY) produits par
le laboratoire de culture des tissus de I'INRA (1) et le laboratoire privé de Oued Ouislane
(2).

DISCUSSION

Les résultats obtenus de 1'essai 1 ont montré qu’il existe une différence 1mportante dans
I'agressivité des isolats en fonction non seulement de leur origine mais aussi du matériel avec
lequel ils se confrontent. Le nombre des isolats étudiés n’est qu’un échantillon de I’ensemble
des isolats naturels. Mais les résultats obtenus permettent de mettre en €évidence une
variabilité dans |’agressivité des isolats.

La comparaison de I'aptitude pathogéne des isolats qui proviennent d’une méme localité de
la palmeraie (Domaine Expérimental de Zagora [INRA] indique en outre, que le niveau
d’agressivité de ces isolats semble avoir une relation avec leur origine de prélévement. Bulit
et al. (1967) puis Dubost et Kada (1974) et enfin Tantaoui (1989) ont constaté que les souches
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isolées a partir du sol sont moins agressives que celles isolées de palmes atteintes de Bayoud.
Sedra (1991b) a ajouté que les souches de F.o.f.sp. albedinis isolées a partir d’un sol de
palmeraie infesté artificiellement ont des capacités pathogénes plus élevées que celles des
souches de type morphologique proche isolées du sol naturel. L’isolat Foa66 isolée en 1966
et utilisé dans les tests de résistance des descendants de plusieurs séries de croisements (Saaidi
1979) manifeste dans notre essai le plus faible niveau d’agressivité sur les deux croisements
utilisés. D’autres essais ont montré que cet isolat a dégénéré et perdu en plus ses caractéres
morphologiques initiaux (Sedra 1982, Sedra et Djerbi 1985).

La confrontation des souches du parasite avec les plantules descendant de cinq croisements
différents et les virroplants de quelques cultivars de palmier a permis de révéler certaines
interactions souche x croisement ou souche x génotype. Ces constatations permettent de
penser a l’existence de différentes virulences ou races physiologiques chez le
F.o.f.sp.albedinis. Ce type d’interaction a déja été signalé dans le cas de plusieurs autres
couples hotes-parasite (Armstrong and Armstrong 1981). On peut encore expliquer les
interactions souche MNS x descendants du croisement IKL x NP4 ou souche Foa 145 x clone
CH-1 par la présence chez ces hotes d’un matériel génétique approprié qui leur a conféré une
résistance totale a ces souches.

Les résultats obtenus des essais 2 et 3 sont alors a prendre en compte en matiére de sélection
et d’évaluation de la résistance au Bayoud des palmiers, étant donné qu’ils permettent de
réfléchir pour le choix des souches du parasite a utiliser et les concentrations d’inoculum a
recommander dans les essais de screening variétal pour le caractére de résistance a la maladie.
L’importance de ces facteurs a ét€ déja démontrée dans le cas d’autres fusarioses vasculaires
(Douglas 1970, Martin and Laughlin 1983).
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FACTEURS DE VARIATION DE LA RESISTANCE DU RIZ
A LA PYRICULARIOSE CAUSEE PAR PYRICULARIA ORYZAE CAV.

Raymond S. VODOUHE
DRA B.P. 226, Bohicon, Benin

Résumé: Sept souches de Pyricularia oryzae Cav. de la gamme des races différentielles de
Kiyosawa ont été utilisées pour tester la résistance de 36 variétés de riz trés utilisées en
Afrique de 1’'Ouest. Les résultats obtenus ont montré que d’autres génes et par conséquent
d’autres souches du pathogeéne différentes de celles identifiées au Japon prévalent en Afrique
de 1’Ouest. L’étude de la répartition géographique des souches de P. oryzae Cav. en
République du Benin a permis de révéler la prédominance de souches efficaces contre le géne
Pi-a dans le sud et Pi-a + Pi-K" dans le nord du pays. Ces génes seuls ne permettent
toutefois pas d’expliquer la résistance de 14 autres variétés testées avec des souches locales.
La faible épidémie de la maladie de 1989 a 1991 n’'a pas permis d’identifier les facteurs
impliqués dans le comportement des variétés africaines face aux souches de P. oryzae Cav.
L'analyse de l'interaction de la fumure azotée et de la pyriculariose a indiqué un effet net du
milieu sur l’expression de la résistance partielle alors qu'il est sans influence sur la résistance
spécifique compleéte. La résistance spécifique compleéte lorsqu’elle est efficace, peut donc étre
conseillée dans le cadre de Uintensification de la culture.

Abstract: Seven strains of Pyriculana oryzae Cav. of different Kiyosawa races were used to
test the resistance of 43 very popular varieties of rice in West Africa. Results of tests in West
Africa showed the presence of genes and hence strains of pathogens that are different from
those found in Japan. A study of the geographical distribution of the P. oryzae Cav. strains
in Benin indicated the predominance of strains that were effective against the Pi-a gene in the
south and the Pi-a + Pi-K" strains in the north of the country. These genes cannot provide
the full explanation of the resistance of 28 other varieties that were tested with the local
strains. The small epidemic of the disease from 1989 to 1991 did not suffice to identify the
Sactors that were involved in the reaction of African varieties to the Japanese strains of P.
oryzae Cav. An analysis of the interaction of nitrogen fertilizer and pyriculariose indicate that
the environment has a clear effect on the expression of partial resistance while it has no effect
on the specific complete resistance. When effective, specific complete resistance is advisable
under intensive cropping conditions.

La pyriculariose du riz causée par Pyricularia oryzae Cav. est I’une des maladies les plus
importantes du riz dans toutes les régions productrices de riz dans le monde (Izadyar 1985).
L’ Association pour le Développement de la Riziculture en Afrique de I’Ouest (ADRAO) a
indiqué en 1988 que cette maladie est responsable pour environ 7,5 % de I’ensemble des pertes
subies par la culture du riz en Afrique de I’Ouest. La pyriculariose représente un danger non
seulement pour les dégits qu’elle occasionne mais également du fait de sa trés grande
variabilité dans le temps et dans |’espace.

Plusieurs méthodes de lutte sont utilisées contre cette maladie. Les fongicides donnent des
résultats trés appréciables, mais leurs colits généralement trés élevés limitent leurs emplois
a des systémes de culture intensive. Les techniques culturales appropriées assurent un
contrble relativement satisfaisant de la maladie, mais la résistance variétale apparait la
méthode la plus efficace et la plus pratique pour le contrdle de la maladie puisque directement
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utilisable par les paysans sans coits supplémentaires. Malheureusement, la plupart des
variétés résistantes voient leurs résistances surmontées quelques années seulement aprés leur
vulgarisation (Ahn er al. 1981). Plusieurs auteurs ont reporté que les variations du niveau de
la résistance sont dues soit a des facteurs de I’environnement (notamment 1’azote) soit 4 la
faillite de la résistance (apparution de races virulentes).

Afin de mieux connaitre la nature de la résistance & P. oryzae de certaines variétés
communes en Afrique de I’Ouest et les races de P. oryzae Cav. prédominantes en République
du Bénin des analyses de la résistance en conditions contrdlées et en milieu réel ainsi que des
sondages de la répartition des races de P. oryzae Cav. ont été organisées. L’étude de
P’influence de la fumure azotée sur la maladie a été également conduite.

MATERIEL ET METHODES
Etude de la nature de la résistance a la pyriculariose

Cette étude comporte trois volets: 1’étude de la résistance de 36 variétés utilisées comme
géniteurs, I'étude de la répartition des souches de P. oryzae Cav. en République du Bénin et
I’étude de la nature de la résistance de 14 variétés améliorées.

Etude de la nature de la résistance de 36 variétés

Matériel: La résistance 4 P. oryzae Cav. de 36 variétés utilisées comme parents dans de
nombreux croisements par I’IRAT en Afrique a ét¢ testée 3 Montpellier (Vodouhe 1986) avec
sept races différentielles de P. oryzae de Kyosawa (1976) et une souche collectée en Cote
d’Ivoire sur IRAT 13. Les réactions de ces variétés aux souches de P. oryzae ont été
comparées a celles de 13 variétés différentielles de riz de Kyosawa (1976). Les
caractéristiques des variétés testées, les génes de résistance identifiées chez les variétés
différentielles et les génes de virulence connus chez les races différentielles de P. oryzae sont
présentés aux tableaux 1, 2 et 3 respectivement.

Méthodes: Les variétés ont été cultivées en serre dans des terrines (45 x 30 x 8 cm) sur terre
de bruyére. Quatorze demi-lignes sont semées par terrine a raison de 10 plants par demi-
lignes, chaque variété étant semée sur deux demi-lignes opposées. Les plantes ont été
arrosées avec une solution nutritive. Les souches de P. oryzae Cav. ont été cultivées sous
éclairement artificiel (13 h de lumiére par jour) dans une piéce maintenue 4 28°C et 4 80%
HR. Le milieu de culture est composée de farine de riz (20 g/l), de gélose (15 g/l) et
d’extrait de levure (2,5 g/l) dans de I’eau distillée. Aprés 10 4 14 jours de culture, le
mycélium est raclé et les spores de P. oryzae sont recueillies dans de I’eau permutée. La
concentration de I’inoculum utilisé est ajusté 4 5 x 10% spores/ml. La technique d’inoculation
des feuilles par séringue a été utilisée. Les plantes sont inoculées 4 I’dge de cinq 4 six
feuilles. Les feuilles inoculées sont récoltées, séchées et notées. Quatre classes de notation
sont utilisées: résistante (R), moyennement résistante (MR), thoyennement sensible (MS) et
sensible (S).
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Etude de la répartition géographique de P. oryzae en République du Bénin

Matériel: Afin de mieux appréhender la présence et la prédominance des différentes races
de P. oryzae en République du Bénin, une gamme de variétés différentielles complétée avec
trois témoins de résistance et de sensibilité a été implantée dans cing régions agroclimatiques
différentes pour piéger les souches présentes.

Méthodes: Les variétés sont cultivées 4 la densité normale (25 cm x 15 cm) et ont été fumée
avec 80 unités de N, 30 unités de P,0; et 40 unités de K,0. L’azote a été apportée sous forme
d’urée, 30 unités au semis en méme temps que la totalité des autres éléments et le reste (50
unités) au tallage. Le dispositif de Diter a été utilisé. La bande infestante composée d’un
mélange de IR 442, IR 8 et Delta a été semée en forte densité et a regu la méme fumure que
les variétés testées. Les quatre classes de notation ont été utilisées. Les feuilles et panicules
infectées ont été récoltées et conservées pour des inoculations au laboratoire.

Etude de la nature de la résistance de 28 variétés

Matériel: La résistance 4 P. oryzae de 14 variétés améliorées sélectionnées pour leurs
performances agronomiques et 14 variétés différentielles a été testée avec trois souches locales
de P. oryzae collectées sur IR 442, ADNY 11 et Aichi Asahi. Les souches de Pyricularia
sont nommées BEN 5 (IR 442) BEN 6 (ADNY 11) et BEN 7 (Aichi Asahi).

Méthodes: Les variétés ont été cultivées dans des bacs de 50 x 25 cm x 12 cm sur du
terreau. Douze lignes sont semées par bac 4 raison de 20 plants par ligne. Chaque variété
est plantée sur deux lignes. Les souches de P. oryzae conservées sur tiges séches dans une
armoire frigorifique sont remise 4 germer dans des boites de Pétri, et les tiges sont mouillées
et gardées d la température ambiante 37-40°C pendant 48 heures. Les tiges sont ensuite
lavées dans de I’eau distillée. Les plantes sont inoculées au stade de 5 4 6 feuilles par
pulvérisation de la solution obtenue d raison dé 10 cc par bac répété deux fois. Les plantes
inoculées sont recouvertes de plastic pendant 16 heures (de 18 heures le soir 4 10 heures le
lendemain). Quatre classes de notation sont utilisées (R, MR, MS et S).

Etude de la variation de la résistance en fonction de la fertilité (azotée) du milieu de culture

Matériel: Les comportements de quatre variétés de riziculture pluviale stricte et de bas-fond
(IR 442, RAU 4072-13 et IRAT 13) vis-d-vis de la pyriculariose ont été testés en culture de
bas-fond sous trois niveaux de fumure azoté N1 (30 unités d’azote 4 1’hectare), N2 (60 unités
de N/ha) et N3 (120 unités de N/ha) & Moussourou en 1990.

Méthodes: Le dispositif de split-plot avec quatre répétitions a été€ utilisé. Les grandes
parcelles sont attribuées aux fumures azotées et les petites parcelles aux variétés. Toutes les
parcelles ont regu la fumure de base 40 unités de phosphore et 30 unités de potassium a
I’hectare. L’infestation naturelle a été utilisée. Les observations ont porté sur les symptomes
foliaires et les attaques du cou (échelle 1-5). Les pourcentages de cous malades, les taux de
fertilité des panicules et les rendements parcellaires ont ét¢ également observés.
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RESULTATS ET DISCUSSION
Etude de la nature de la résistance & la pyriculariose et & P. oryzae de 36 géniteurs

Les résultats d’inoculation des 36 variétés testées et des 13 variétés différentielles par les sept
races différentielles de Kiyosawa et la souche Ci 41 sont présentés au tableau 4. Sur les 36
variétés testées, 23 ont montré des réactions de compatibilité avec une ou plusieurs souches
de P. oryzae (réponses MS ou S) et pour les 13 autres aucune réaction de compatibilité n’a
été observée (réponses MR ou R). Ces résultats peuvent étre analysés soit par comparaison
avec ceux des variétés différentielles, soit par comparaison des réponses aux différentes
souches de P. oryzae Cav.

Analyse par comparaison des variétés testées aux variétés différentielles

Aucune des variétés testées n’a présenté des réactions différentielles identiques a celles d’une
des variétés différentielles. On note toutefois deux types d’analogie de réponses; d’une part
pour les réactions de résistance a toutes les souches et d’autre part pour les réactions de
sensibilité 4 toutes les souches.

Comparaison avec Toride I: Plusieurs variétés testées ont un comportement semblable 4
celui de la variété différentielle Toride 1 qui posséde le géne Pi-zt. Cet ensemble de variétés
résistantes a toutes les souches de P. oryzae Cav. comprend Carreon, Bansi, Teksi-chut,
Pursigui, Khao Hay et KU 86. A partir de ces résultats, on peut émettre deux hypothéses.
La premiére est que ces variétés possédent une résistance compléte spécifique contrdlée par
le géne Pi-zt ou un ou plusieurs génes inconnus. La présence du géne Pi-zt dans la variété
Carreon avait été signalée par Tanaka (1984). L’hypothése de la présence du géne Pi-zt dans
Carreon parait donc plausible. D’autres expérimentations (hybridation des variétés a tester
avec Toride 1) sont toutefois nécessaires pour confirmer la présence de ce géne. La deuxi€éme
hypothése est que ces variétés possédent une résistance compléte générale qu’aucune des
souches utilisées n’a surmontée.

Les variétés 902 TONI, R 67, RT 1031-69 et Makouta pourront étre rattachées a ce groupe
si leur réaction MR i la souche Ci41 est considérée comme de méme valeur que la réponse
R donnée par les autres variétés. Les variétés R 3-1 et Bete 3 pourront également &tre
rapprochées de cet ensemble si les réactions MR & Ken 53-33 et HOKU 1 de R 3-1 et 4 Ken
53-33 et Ken 54-20 de Bete 3 sont analogues la réaction R des autres variétés. Toutefois, cet
ensemble est hétérogéne et il est peu probable que les génes de résistance de ces variétés
soient identiques.

Comparaison avec Shin 2: Delta, le témoin sensible a donné des réponses de sensibilité a
toutes les races différentielles et d la souche Ci 41 utilisée. La variété différentielle Shin 2
qui posseéde le géne Pi-Ks donne les mémes réactions que Delta aux inoculations des races
différentielles, mais différe de cette derniére par sa résistance i la souche Ci 41.

Des différences de comportement avaient été également observées entre ces deux variétés par
Notteghem (1981) ot Delta était sensible a plusieurs souches auxquelles Shin 2 était résistante.
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Ces résultats suggérent deux hypothéses: soit Delta est dépourvue de géne de résistance
spécifique compléte efficace contre les souces utilisées; soit la résistance de Shin 2 a
certaines souches auxquelles Delta est sensible serait peut-&tre due d un ou plusieurs autres
génes de résistance inconnus. La présence éventuelle d’autres génes dans Shin 2 en plus du
géne Pi-Ks avait été signalée par Kiyosawa (1983). Dans ce cas Delta pourrait avoir le géne
Pi-Ks.

Regroupement des variétés suivant leurs réponses aux souches de P. oryzae Cay.

Les variétés IRAT 13 et KH Chebrock résistent 4 toutes les races différentielles, mais sont
sensibles a4 la souche C1-41 isolée de IRAT 13. Ces deux variétés du groupe Javanica
possédent une résistance compléte spécifique probablement contr6lée par des génes différents
de ceux identifiés au Japon ou par certaines associations de ces demniers non présentes chez
les variétés différentielles. o

Les variétés 62-667 et 63-83 se rapprochent de ce groupe si I’on considére leurs réponses MS
a Ci 41 comme du a I'absence de résistance oligo-génique spécifique efficace contre cette
souche.

Les variétés 63-104, Pate Blanc Man 1, Chianan 8, Tjempo Welut, DK 11, Todoroki Wase,
Chin Tsowoh Tao yi, Cuttak 4, Tainan Iku 512, Sa Moow Thou Goo, Khao Mone Tia, Khao
Chao, Hybride 1716/3/3, IRAT 105 et BG 90-2 présentent des réactions variables suivant les
souches.

La plupart de ces variétés possedent une résistance compléte spécifique, mais I’analyse de
leurs réactions vis-a-vis des souches de P. oryzae seule ne suffit pas pour expliquer avec
certitude les génes qui controlent leurs résistances.

CONCLUSION PARTIELLE

Si I’ensemble les souches utilisées a permis de révéler I’existence d’une résistance compléte
spécifique chez la plupart des variétés testées, aucune d’elle n’a pu surmonter les résistances
des variétés Carreon, Bansi, Teksichut, Pursigui, Khao Hay et Ku 86.

Afin de vérifier si les résistances de ces variétés sont complétes et générales ou complétes et
spécifiques, il est indispensable de les confronter a d’autres souches de P. oryzae.

La vanété Morobérékan présente une résistance moyenne a la plupart des souches utilisées.
L’hypothése de la présence d’un bon niveau de résistance partielle dans cette variété peut étre
formulée et devra étre confirmée par des expérimentations complémentaires (Analyse des
générations F2 et F3).
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Tableau 1. Caractéristiques des 36 variétés testées

No. d’ordre

00~ N AW

(USRNSSR S USEE FC RN UC I DU (O I (S T S T NG T NG T N T O T NS I S R S e e e e e )
AN B W= O VOO WNME WNRN=OWVOITOWMEBEWN=ONWO

Variétés

902 TONI

R 67

RT 1031-69
Makouta
Morobérékan
62-667

63-104

Pate Blanc Man 1
Chianan 8
63-83

H 105

Carreon’
Tjembo Welut
DK 11
Todoroki Wase
Fossa HV

Chiu Tsowoh Tao Yi
Bansi

Cuttak 4

Tainan IKU 512
Sa-Moow-Thou-Goo
R 3-1

Teksichut
Pursigui

Khao Mone Tia
Khao Hay

KH Chebrock
Kha Chao

KU 86

Bete 3

Hyb 1716/2/3/3
IRAT 105

BG 90-2

Lung Sheng 1
IRAT 13
Delta

Groupe variétal

Javanica p G3/G,
Javanica p G3/Gy
Javanica G4A
Javanica p G3/G,
Javanica G3;B
Javanica
Javanica
Javanica G3;B
Japonica G,B
Javanica

Indica Gg

Indica Gg
Javanica p G;
Indica

Japonica G,A
Javanica G3;B
Indica

Indica Gj
Javanica G4B
Japonica G,B
Indica

Indica Gg

Indica G
Javanica sp.
Javanica
Javanica
Javanica
Javanica sp.
Javanica G4A
Indica x Javanica
Javanica x Japonica
Indica

Japonica G,A
Javanica
Japonica
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Origine
géographique

Zaire

Zaire

Zaire

Cote d’Ivoire
Cote d’Ivoire
Sénégal
Sénégal

Cote d’Ivoire
Taiwan
Sénégal
Ceylan
Philippines
Indonésie
Pakistan
Japon
Burkina Faso
Chine

Inde

Inde

Taiwan
Chine

Zaire
Taiwan
Philippines
Laos

Laos

Laos

Laos
Thailande
Cote d’Ivoire
Cote d’Ivoire
Cote d’Ivoire
Sri Lanka
Taiwan

Cote d’Ivoire
France
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Tableau 2. Liste des génes de résistance spécifique complete identifiés chez les variétés
différentielles

Variétés différentielles

Skin 2
Aichi Asahi
Fujisaka 5
Kusabue
Tsuyuake
Fukunishiki
K1

K2

K3

Pin® 4
Toride 1
BL 1

K 59

Génes de résistance connus

Pi-K,
Pi-a

Pi-i + Pi-K,

Pi-K
Pi-K™
Pi-Z
Pi-ta

Pi-KP + Pi-a

Pi-KP
Pi-ta?
Pi-Z
Pi-b
Pi-t

Tableau 3. Races différentielles de P. oryzae Cav de Kiyosawa (1976)

Génes de
virulence
connus

Av-a
Av -1
Av -k
Av - k8
Av - Kp
Av - Kb
Av - Km
Av - ta
Av - ta?
Av -Z
Av -Z!
Av-b
Av -t

P,B

Races de Pyricularia oryzae Cav.

Ken53-33 INA 72 HOKU 1

A+t

Ken54-20

+ Présence du géne de virulence; - Absence du géne de virulence
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Tableau 4. Résultats d’inoculation de 36 variétés testées et des variétés différentielles de
Kiyosawa avec les races différentielles de P. oryzae Cav. et la souche Ci 41

Variétés de riz
(Oryzae sativa L.)
testées

902 TONI

R 67

RT 1031-69
Makouta
Morobérékan
62-667

63-104

Pate Blanc Man 1
Chianan 8
63-83

H 105

Carreon
Tjempo Welut
DK 11

Todoki wase
Fossa HV

Chiu Tsowoh
Bansi

Cuttak 4
Tainan Iku 512
Sa Moow Thou Goo
R 3-1
Teksichut
Pursigui

Khao Mone Tia
Khao Hay

KH Chebrock
Khao Chao

KU 86

Bete 3

Hybride 1716/2/3/3
IRAT 105
BG-90-2

Lung Sheng 1
IRAT 13

Delta

Génes
connus

Races différentielles de Kiyosawa (1976)
INA Hoku Ken
53-33 72

P2b

w»

VXXX AIAIAINIA AT IZI LI LI AN IO IO

Ken

w»

(7. 7]

~

] ~

=

PRI ANIZRZIRNANZANEIRNNZRNZO OO IIIDINZLRZ A AT
~ (72}
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w»
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»nwn

221

1
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Tableau 4. suite

Variétés différentielles
de Kiyosawa (1976)

Races différentielles de Kiyosawa (1976) Souche
Génes P2b Ken INA Hoku Ken Ken INA  afncaine
connus 53-33 72 1 54-20 54-04 168 Ci41
Shin 2 Pi-Ks S S S S S S S R
Aichi Asahi Pi-a MS S R S S S R S
Fujisaka 5 Pi-1+Pi-Ks MS S S S MR MS R S
Tsuyuake Pi-K™ R S S R R R R MS
Fukunishiki Pi-Z MS MR R MR MS MS R R
K1 Pi-ta S S R MR R R S S
K2 Pi-KP+Pi-a S MS S R R R R R
K3 Pi-K" R MS S R R R R R
Pi No 4 Pi-ta? S R R R R R R R
Toride 1 Pi-Z! R R R R R R R R
BL 1 Pi-b R R M R R R R R
K 59 pi-t R MS R MR MS MS R S

NB: R = Résistant; MR = Moyennement résistant; MS = Moyennement sensible et
S = Sensible. * Hypothese émise par Tanaka, 1984.

Etude de la répartition géographique de P. oryzae en République du Bénin

La grande variabilit¢ de I’agent pathogéne de la pyriculariose a été signalée par de nombreux
auteurs. Kiyosawa (1972, 1977) Iwano er al. (1990) ont indiqué qu’il existe en fonction des
localités, plusieurs groupes de races de P. oryzae. La connaissance des races prédominantes
dans chaque région facilite le choix de la stratégie d’utilisation de la résistance disponible.
Mbodj (1981, 1989, 1990) a montré que sur huit groupes internationaux de races de P. oryzae
un seul est absent du Sénégal; il s’agit du groupe IA. Vodouhe (1986) a indiqué que les
génes de résistance a la pyriculariose identifiés au Japon ne suffisent pas a eux seuls pour
expliquer certaines résistances observées chez des variétés populaires en Afrique de 1’Ouest.

Le sondage de la répartition géographique des souches de P. oryzae présentes dans les zones
de culture du riz au Bénin effectué de 1989 a 1991 (Tableau 5) a indiqué la présence de
souches efficaces contre Aichi Asahi et IR 442 dans toutes les localités, K3 dans deux
localités au Nord du Pays, Shin 2 dans toutes les localités sauf une (Moussourou) et ADNY
11 dans deux localités sur 5. Le faible niveau de développement des épidémies de
pyriculariose au Bénin en général depuis 1989 ne permet pas de conclure, aux vues des
présents résultats, a ’absence de souches capables de surmonter les résistances de plusieurs
autres variétés différentielles. Ces résultats permettent toutefois d’émettre I’hypothése de la
présence au Bénin de souches possédant les génes de virulence Av-a, Av-K® et Av-K®; les
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souches surmontant la résistance Pi-KP étant surtout présentes dans la partie septentrionale du
pays. La variété IR 442 confirme sa sensibilité dans toutes les zones (Vodouhe 1981) ce qui
rapproche beaucoup de la variété différentielle Aichi Asahi qui ne posséde que le geéne de
résistance Pi-a. ADNY 11 précédemment résistante s’affaiblit dans certaines localités surtout
lorsque les conditions de culture deviennent difficiles (déficit hydrique).

En attendant des conditions plus favorables pour recueillir des informations sur la présence
éventuelle d’autres souches au Bénin, il doit &tre tenu compte des présentes informations dans
le choix des variétés propices a ces différentes régions.

Tableau 5. Etude de la répartition géographique des souches de P. oryzae Cav. au Bénin
(1989-1991)

No. d’ordre Varniétés Niaouli  Moussourou Lema INA Bagou
différentielles

1 Aichi Asahi MS S S S S

2 K1 R R R R R

3 K2 R R R R R
4 K3 MR R R S MS
5 K59 R R R MR MR
6 K60 R R R R R

7 Shin 2 MR MR MR MS MS
8 Fukunishiki R R R R R

9 Tonde 1 R R R R R
10 OU-244 R R R R R
11 Pi no. 4 R R R R R
12 BL 1 R R R R R
13 Kusabue R R R R R
14 Chugoku R R R R R
15 IR-442 (témoin) S S S MS MS
16 IRAT 13 (témoin) R R R R R
17 ADNY 11 (t¢moin) R MR R MS R
N.B.: R = Résistant; MR = Moyennement résistant; S = Sensible; MS = Moyennement
sensible.

Etude de la réaction de 14 variétés améliorées aux souches BEN 5, BEN 6 et BEN 7

Les résultats de la confrontation des souches de P. oryzae isolées de IR 442, ADNY 11 et
Aichi Asahi avec 14 variétés améliorées et 14 variétés différentielles sont présentées au
Tableau 6. D’une maniére générale on note une assez faible virulence pour toutes les souches
testées; la souche BEN 6 isolée de ADNY 11 étant la plus virulente. Les variétés IR 442,
Aichi Ashai et Shin 2 ont été sensibles a toutes les souches tandis que K3 et Kusabue ne 1’ont
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été que pour les deux souches BEN 5 et BEN 6. Ces deux variétés différentielles possédant
respectivement les génes de résistance Pi-K" et Pi-K, on pourrait émettre I’hypothése que les
variétés IR 442 et ADNY 11 possédent en commun un ou plusieurs génes communs. Notons
par ailleurs que ces deux variétés ont Peta comme parent commun. Cette hypothése devra
toutefois étre vérifiée par des études de leurs descendances.

Etude des variations de la résistance en fonction de la fertilité (azote) du sol

Les doses croissantes de fumure azotée ont pour conséquence d’augmenter les niveaux
d’attaques par P. oryzae (Mbodj et al. 1988, 1989, 1990; Vodouhe 1989). Les résultats de
I’étude des variations de la résistance en fonction de la fertilité (azote) a confirmé ces
observations pour la variété IR 442 sensible a la pyriculariose (Tableau 7).

Par contre pour IRAT 13 et 11365, en dehors des variations constatées pour la durée du cycle
et la verse, aucune variation de la résistance a la pyriculariose n’a été observée. Ces variétés
ont d’ailleurs connu des augmentations continues de leurs productions de la plus faible dose
i la plus forte dose de fumure azotée.

Une légére chute de la production a la plus forte dose d’azote a été enregistrée pour la variété
RAU 4072-13 sans qu’il soit observé une variation substantielle des niveaux d’attaque de
pyriculariose. Cette l€gére baisse de productivité pourrait avoir donc d’autres causes que la
pyriculariose.

Tableau 6. Réactions de 14 variétés améliorées et de 14 variétés différentielles aux
souches BEN 5, BEN 6 et BEN 7

No. Pyriculariose foliaire Variétés Pyriculariose foliaire

d’ordre  Variétés BENS BEN6 BEN7 différentielles BENS BEN6 BEN7
(IR442) (ADNY11) (Aichi Asahi) (IR442) (ADNYI11) (Aichi Asahi)

1 11365 R R R Aichi Asahi S S S

2 ADNY 11 MR Ms R K1 R R R

3 ITA 222 R R R K2 R R R

4 NIARIS 85-12 R R R K3 MS MS R

5 NIARIS 85-13 R R R K 59 R R R

6 NIARIS 85-15 MR R R K 60 R R R

7 IDSA 6 R R R Shin 2 MS S MS

8 IRAT 170 R R R Fukunishiki R R R

9 ITA 302 MR MR R Toride 1 R R R

10 ITA 304 R MR MR Ou 244 R R R

11 IRAT 112 R MR MR Pino. 4 R R R

12 TGR 78 R R R BL 1 R R R

13 IR 442 MS S MS Kusabue MS MS R

14 IRAT 13 R R R Chugoku R R R
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Tableau 7. Etude des variations de la résistance en fonction de la fertilité (azote) du sol
Moussourou (1990)

Variétés Niveau d’azote  Pyriculariose Pyriculariose =~ Rendement en
unités/ha foliaire (1-5) du cou grain (t/ha)
30 1 5 2,45
IR 442 60 3 25 2,12
120 4 76 1,25
30 1 0 2,70
11 365 60 1 1 2,95
120 1 2 3,90
30 1 0 2,50
RAU 4072-13 60 1 0 3,15
120 2 3,2 3,06
30 1 0 1,60
IRAT 60 1 0 2,05
120 1 0 2,65
CV = 14%

VX Azote = Signification ! %

Aux vues de ces résultats on serait tenté de conclure que la résistance spécifique telle que
celle de IRAT 13 lorsqu’elle est efficace est recommandable dans un syst¢me de culture
intensive du riz utilisant de fortes doses d’engrais azoté.

CONCLUSION GENERALE

L’agent pathogéne responsable de la pyriculariose du riz a une faculté de variation trés élevée
qui met en échec la résistance des variétés sélectionnées quelques années seulement aprés leur
utilisation (Ahn 1981). La connaissance des races du pathogéne présentes dans
I’environnement et le suivi de leurs évolutions dans le temps permettra I’adoption de stratégies
de lutte efficaces contre cette maladie.

La durabilité de la résistance ne reléverait plus aujourd’hui seulement d’un type particulier de
résistance (Mbodj 1990) mais de la combinaison d’un ensemble de mesures, de 1’adoption
d’une stratégie appropriée de lutte ou de la lutte intégrée. La résistance spécifique compléte,
lorsqu’elle est efficace dans le milieu, peut étre conseillée dans le cadre de 1’intensification
de la culture faisant appel a I'utilisation de fortes doses d’engrais azoté.
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CLASSIFICATION OF SYMBIOTIC INTERACTIONS BETWEEN STRAINS OF
RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM AND GENOTYPES OF FABA BEAN

Mohammed SADIKI
Department of Agronomy and Plant Breeding
Hassan II Institute of Agronomy and Veterinary Medicine, Rabat, Morocco

Abstract: The variability of biological nitrogen fixation (BNF) in legumes depends on the
effect of plant genotype, strain of Rhizobium, and the host by strain interactions. The
objectives of this research were to examine the relative importance of the plant, the
Rhizobium, and plant by Rhizobium interaction on BNF associated traits in faba bean (Vicia
faba L. var. major). Eight faba bean lines were grown in all combinations with six Rhizobium
leguminosarum bv vicae strains in pots filled with sterile sand in the greenhouse. Plants were
harvested at flowering stage and evaluated for actylene reduction activity, nodule number,
nodule mass, shoot and root weights, and shoot nitrogen content. Plant genotype had the
greatest effect on all traits with nodule number and mass being the most affected. The plant
and Rhizobium symbionts individually, and their interaction, affected ARA. The host by strain
interaction was most important for plant yield and N content. Two concepts were developed
and proposed to characterize plant genotypes when breeding for improved BNF. "General
Biological Nitrogen Fixation Ability” (GBNF) would characterize plant genotypes that perform
equally with a series of Rhizobium strains. "Specific Biological Nitrogen Fixation Ability”
(SBNF)} would characterize plant genotypes that perform differently with different strains.
Regression coefficients (b) can be used to quantify GBNF. Genotypes with good GBNF (b=0)
and high mean yields would be desirable for a large target area, whereas genotypes with
SBNF are only desirable for the specific areas from which the effective strains originated.
Plant germplasms in breeding programmes should be selected for high GBNF and efficient
symbiosis. This would require using a number of strains collected from the target culture area
as inoculum.

Résumé: La capacité de fixation biologique de 1’azote (BFA) par les légumineuses dépend du
génotype de la plante, de la souche de Rhizobium, et de l'interaction hote-souche. Les
objectifs de cette étude consistaient a examiner l'importance relative de la plante, du
Rhizobium et de l’interaction plante-Rhizobium sur les caractéristiques de FBA de la Feve
(Vicia faba L. var. major). Huit lignes de feves ont été cultivées selon toutes les combinaisons
possibles avec six souches de Rhizobium leguminosarum bv vicae en serre dans les vases de
végétation remplis de sable stérile. Au stade de la floraison, les plants ont été récoltés et
évalués pour leur activité de réduction de 'actyléne, le nombre et la masse de nodules, le
poids des pousses et des racines et la teneur des pousses en azote. Le génotype s’est avéré
avoir la plus grande influence sur toutes les caractéristiques de la plante, en particulier le
nombre et la masse de nodules. On a constaté que la plante et les symbionts de Rhizobium
avaient un effet sur la capacité de réduction de ’actyléne, aussi bien individuellement que par
leur interaction. L'’interaction hote-souche était plus importante pour le rendement de la
plante et la teneur en azote. Deux concepts ont été mis au point et proposés pour caractériser
les génotypes sélectionnés pour améliorer la FBA. La "capacité de fixation biologique
générale de lazote” (FBGA) caractériserait les génotypes dont les performances sont
équivalentes a une série de souches de Rhizobium. La "capacité de fixation biologique
spécifique de I’azote” (FBSA) caractériserait les génotypes dont les performances varient en
Jonction des différences de souches. Des coefficients de régression (b) peuvent étre utilisés
pour quantifier la FBGA. Des génotypes ayant une bonne FBGA (b=0) et des rendements
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moyens élevés conviendraient & une zone-cible trés élargie alors que des génotypes FBSA ne
sont adaptés qu’aux régions d’oit proviennent les souches spécifiquement identifiées. Les
ressources génétiques des programmes de sélection devraient étre choisies pour leur forte
capacité de FBGA et leur efficacité symbiotique. Certe sélection implique de collecter un
certain nombre de souches qui serviront d’inoculum dans la zone de culture cible.

Biological nitrogen fixation (BNF) in legume species is influenced by host plant genotype,
Rhizobium strain genotype and host by Rhizobium strain interactions. Significant host by
Rhizobium strain interactions have been reported for many legume species, including soy beans
(Glycine max [L.] Merr.) (Caldwell and Vest 1970), mungbean (Vigna radiata [L.])
(Fermnandez and Miller 1985, 1987), field pea (Pisum sativum L.) (Holl 1975), cowpea (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) (Minchin er al. 1978), white clover (Trifolium repens L.) (Mytton
1975), faba bean (Vicia faba L.) (Mytton et al. 1977), and common bean (Phaseolus vulgaris
L.) (Westermann and Kolar 1978).

Such interactions have many implications in BNF breeding and genetic research. For
inheritance studies, it has been recommended that a single Rhizobium strain be used as
opposed to a mixture of several strains, because rhizobia strain variability could confuse
results (Lie and Mulder 1979, Miller et al. 1986). Conversely, a mixture of strains was
suggested for use as inoculum in plant selection experiments because it better represents the
field situation (Viands et al. 1981 and Bamnes er al. 1984).

Our goal is to develop a breeding strategy for increasing BNF in Moroccan faba bean. The
only pertinent research on the host by Rhizobium strain interaction for faba bean was reported
by Mytton et al. (1977). However, their study reported observations of only plant weight and
nitrogen concentration as plant traits associated with BNF. The objectives of this study were
to assess the relative importance of the interaction between Moroccan faba bean genotypes and
Moroccan Rhizobium leguminosarum bv vicae strains for a range of BNF associated traits and
to establish a protocol for selecting the optimum germplasm and Rhizobium lines for use in
a breeding programme.

MATERIAL AND METHODS
Plant material

The faba bean lines used in this study were derived from accessions collected throughout
Morocco (Sadiki 1990). Forty accessions were randomly polycrossed under natural conditions
in Morocco, and the polycross seed was bulked to produce the Moroccan Gene Pool (MGP)
of faba bean. One hundred lines were developed from random MGP seeds following four
generations of selfing. These hundred parental lines were inoculated with a single R.
leguminosarum strain and evaluated ina preliminary experiment for BNF traits under nitrogen-
free conditions in the greenhouse. The eight parental lines chosen for this experiment (7, 28,
66, 73, 115, 150, 275, 311) represented the range of variability that we had observed in
preliminary experiments for BNF traits.
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Rhizobium strains

The experiment included six R. leguminosarum strains (F8, F17, F19, F43, F52, and F59)
isolated from Moroccan soils by Dr Hilali in the Department of Soil Science, Hassan II
Institute of Agronomy and Veterinary Medicine, Rabat. The Rhizobium strains chosen for this
experiment represented a range of effectiveness from low to high. Rhizobium strains were
tested for purity and cultured in YEM solution media at 25°C for five days. Inoculum was
prepared by adding sterilized water to each solution to provide a concentration of about 107
to 10° cells per ml.

Procedures

Clay pots filled with sand and containing a glass watering tube were autoclaved. Seeds were
surface sterilized by immersion in 5% mercuric chloride for five minutes and washed with
sterilized water. Two seeds were planted per pot and after 10 days the seedlings were thinned
to one per pot. The experiment was designed as a randomized complete block with 10
replications (pots) per parental line per Rhizobium strain.

Inoculation was done at seedling emergence by introducing 50 ml of inoculum solution of the
appropriate Rhizobium strain into the pots through the watering tube. Plants received 100 ml
of nitrogen-free nutrient solution (Dart and Pate 1959) every week and were watered as
necessary with sterilized water. Two control treatments, uninoculated without nitrogen and
uninoculated with nitrogen supplied as ammonium nitrate solution were also included in the
experiment.

After nine weeks at the early flowering stage, all plants were removed from the sand. Plant
shoots were removed and weighed (SFW), and oven dried (80° C for 12 h) to determine dry
weight (SDW). Total nitrogen content (SNC) was determined by the Kjeldahl technique. The
roots were immediately assayed for acetylene reduction activity (ARA) as described by Viands
et al. (1981), and then visually scored for nodule number (NN) on a 1 to 9 scale (1=0to 5
nodules and 9= > 75 nodules) and nodule mass (NM) on a 1 to 5 scale (1= 0 to 30 mg and
5= > 90 mg), weighed to determine the root fresh weight (RFW), and oven dried to
determine the root dry weight (RDW).

Statistical analysis

Analysis of variance was performed for each trait, and components of variance were estimated
from the appropriate mean squares. Principal component analysis (PCA) was used to establish
a BNF index by linear combination of BNF associated traits (Johnson and Wilchern 1982).
This technique consisted of transforming the original variables (traits) into a few uncorrelated
variables or principal components (PC). The same procedure was used by Fernandez and
Miller (1987) to establish a BNF index in mungbean. An index was computed for each
Rhizobium strain as an average of BNF (PC1) over lines and replications. Regression
coefficients were computed for individual lines with Rhizobium strain index being the
independent variable (X) and line performances being the dependent variable (Y).
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RESULTS

Means for the six Rhizobium strains, the eight faba bean lines and the two controls, are
presented in Tables 1 and 2 respectively. The two uninoculated controls (Table 1) showed no
nodules and no ARA, thus demonstrating the lack of contamination and cross inoculation. The
two control treatments also produced the most divergent values for plant fresh and dry
weights, and total nitrogen. Significant differences were observed among Rhizobium strains
for all traits evaluated. The plant genotype effects (Table 2) were relatively larger than the
magnitude of Rhizobium strain effects. Significant differences were observed among the 48
host genotype by Rhizobium strain combinations (Table 3). The poorest plant genotype by
Rhizobium strain combination for NN, NM, ARA, total plant fresh weight (TFW) and total
plant dry weight (TDW), and total shoot nitrogen (TSN) was 28 X F17 while the best
combination was 7 x F17. The plant effects were clearly demonstrated by these two
combinations because Rhizobium strain F17 was used in both the highly and poorly performing
combinations.

Table 1. Means of six Rhizobium leguminosarum strains and two uninoculated controls
for six traits associated with biological nitrogen fixation and a BNF index measured
over eight Vicia faba var. major lines.

Rhizobium  Nodule Nodule Acetylene Fresh Dry Total BNF
strains number* mass**  reduction weight  weight shoot index®
activity nitrogen
score  score micromol/pt/hr g/plt g/plt mg/plt

F59 4.9 2.8 18.5 31.8 4.3 118.6 48.6
F43 4.4 2.5 8.9 19.6 1.5 42.2 30.3
F8 5.5 3.2 21.3 36.7 4.9 141.7 56.4
F19 4.7 2.6 18.1 28.2 3.8 108.2 44.5
F17 4.5 2.5 17.0 26.9 3.6 104.1 42.5
F52 4.6 2.6 17.9 31.0 4.1 123.9 47.8
Uninoculated

Control-N 0.0 0.0 0.0 12.3 0.6 26.6 -
Uninoculated

Control+N 0.0 0.0 0.0 73.4 5.6 161.6 -
LSDy g5 0.3 0.3 1.3 1.6 0.2 8.9 2.3

* Nodule number scored 1 - 9: 1 = 0 to 5 nodules, 2 = 6 to 15, 3 = 15 to 25 nodules, 4 =
26 to 35 nodules, 5 = 36 to 45 nodules, 6 = 46 to 55 nodules, 7 = 56 to 65 nodules, 8 =
66 to 75 nodules, 9 more than 75 nodules. ** Nodule mass scored 1 - 5: 1 = 0 to 30 mg,
2=31t050mgg,3 =51to70mg, 4 = 71 to 90 mg, 5 >90 mg. $ BNF index computed
by principal component analysis using 7 traits (high values indicate greatest BNF)
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Table 2. Means for six traits associated with biological nitrogen fixation (BNF) and a
BNF index for each of eight Vicia faba var. major germplasm lines individually
inoculated with six strains of Rhizobium leguminosarum

Lines Nodule  Nodule Acetylene Fresh Dry Total BNF
numbert mass** reduction weight  weight shoot index®
activity nitrogen
score score micromol/pt/hr  g/plt g/plt mg/plt
7 7.4 4.5 26.6 46.3 59 175.8 71.2
28 2.8 1.4 9.8 14.6 2.1 56.0 24.1
66 4.8 2.7 16.8 30.0 3.6 102.6 45.6
73 4.0 2.1 13.8 21.7 2.8 79.0 34.8
115 4.8 2.7 16.8 32.7 39 117.8 48.8
150 4.4 2.4 15.8 26.2 3.2 90.6 40.8
275 6.2 3.8 221 39.3 49 143.1 60.4
311 3.7 1.9 13.7 21.6 3.1 87.2 34.4
LSDgos 0.4 0.3 L.5 1.9 0.2 10.3 2.6

* Nodule number scored 1 -9: 1 = 0 to 5 nodules, 2 = 6 to 15, 3 = 15 to 25 nodules, 4
= 26 to 35 nodules, 5 = 36 to 45 nodules, 6 = 46 to 55 nodules, 7 = 56 to 65 nodules, 8
= 66 to 75 nodules, 9 more than 75 nodules. ** Nodule mass scored 1 - 5: 1 = 0 to 30 mg,

=31t050mgg,3 =51t070mg, 4 = 71 to 90 mg, 5 >90 mg. ¥ BNF index computed
by principal component analysis using 7 traits (high values indicate greatest BNF)

The average TDW and TSN of the 48 plant/strain combinations were 37.5% and 34.1% less
than the average for the uninoculated check supplied with mineral nitrogen respectively (Table
3), indicating that nitrogen from fixation was generally a limiting factor for plant growth.
However, four combinations (7 x F59, 7 x F8, 7 x F5, and 115 x F8) produced statistically
higher yields than the control supplied with nitrogen (Table 3), indicating that the nitrogen
requirement of faba beans could be satisfied through symbiosis, when the most effective
combinations of the two symbionts are realized. Analyses of variance showed highly
significant effects of the three variation sources (host, strain and their interaction) for all traits.
However, the contribution of each component to the total variation differed from trait to trait.
The relative contribution of host, strain, and host by strain interactions were quantified by
computing the appropriate variance components from the analysis of variance table (Table 4).
Those estimates confirmed that host effects were generally larger than the strain and host by
strain effects for all traits including in the index. The host effects contributed 51% of the total
variability of the BNF index; the interaction contributed 21%; whereas the strain effects
contributed 15%. The maximum plant effects were for NN, NM and TFW.

The contribution of the Rhizobium strain to the total variability fluctuated from trait to trait,
but was greatest for TDW and ARA. The interaction effects were greatest for TFW, TDW,
TSN, and BNF index. The BNF index is a linear combination of the traits measured, and was
defined by the first principal component (PC1) which concentrated more than 72 % of the total
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variability in all traits measured. With the exception of nitrogen concentration, all other
variables had about equal weights in the combination (_ 0.4). This demonstrated that PCA
was a good approach to use when establishing such an index.

DISCUSSION

The host, Rhizobium strain, host by strain interaction effects were statistically significant for
all the traits. Generally, the average effect of host genotype was larger than the average effect
of the Rhizobium strains. The host by Rhizobium strain interaction effects were intermediate
in importance. This contrasts with results in faba bean reported by Mytton (1977) which
indicated that the interaction was the most important source of variability, followed by
Rhizobium strain, then by the plant. The large effect of plant genotype on BNF related traits
observed in our study confirmed results reported for other legumes that the host plant has
primary control over nodulation, but that both symbionts affect nitrogenase activity.
According to Kidby and Goodchild (1966), the host plant is involved in the regulation of the
nitrogenase enzyme, which is synthesized by the Rhizobium through the contribution to
leghemoglobin synthesis. Leghemoglobin content of the nodules was reported by Rai and
Singh (1979) to be a more critical factor for maximum nitrogen fixation than the number of
nodules or their dry weight in chick peas.

Table 3. Means for seven traits associated with biological nitrogen fixation (BNF) for 48
combinations of faba bean lines and Rhizobium leguminosarum strains

Faba Rhizobium Nodule Nodule Acetylene Fresh Dry Total BNF*
bean strain number mass reduction weight  weight  shoot index
line activity nitrogen
score score micromol/plt/hr g/plt g/plt mg/plt

7 F59 7.8 4.9 29.7 49.9 6.7 184.6 75.6
7 F43 7.3 4.6 18.3 36.6 2.9 90.3 56.5
7 F8 7.7 4.6 30.0 49.9 6.8 214.8 77.5
7 F19 7.0 4.4 26.8 43.1 5.8 167.5 68.6
7 F17 8.2 4.9 31.4 54.4 7.4 205.9 81.9
7 F52 6.0 3.8 23.2 43.7 5.7 191.2 66.7
28 F59 2.2 1.3 6.9 19.7 2.5 55.5 25.9
28 F43 2.2 1.3 6.2 5.3 1.3 36.2 13.6
28 F8 4.2 2.2 16.5 16.7 2.4 68.5 32.2
28 F19 3.6 1.9 14.1 23.4 3.1 88.2 35.0
28 F17 1.9 1.0 6.0 9.1 1.3 34.8 15.2
28 F52 2.5 1.2 9.0 13.7 1.9 52.2 22.4
66 F59 5.3 3.1 20.3 36.4 4.8 129.9 54.8
66 F43 4.4 2.5 7.1 22.9 0.9 23.1 30.4
66 F8 55 3.2 21.3 35.8 4.8 127.3 56.1
66 F19 3.4 1.5 12.9 20.4 2.7 80.0 30.7
66 F17 4.9 3.0 19.2 28.3 3.8 110.0 46.3
66 F52 5.1 2.9 19.9 36.2 4.7 144.8 54.8
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Table 3 contd.

Faba Rhizobium Nodule Nodule Acetylene Fresh Dry Total BNF®
bean strain number mass reduction weight  weight  shoot index
line activity nitrogen
score  score  micromol/plt/hr  g/plt g/plt mg/plt

73 F59 4.5 2.5 17.3 28.5 3.8 105.7 43.9
73 F43 3.7 2.1 5.8 9.6 0.6 16.4 17.4
73 F8 4.0 2.2 15.5 22.7 3.1 87.0 36.7
73 F19 4.8 2.7 18.9 29.7 4.0 115.8 47.3
73 F17 2.2 1.0 7.5 9.3 1.4 40.7 17.1
73 F52 4.5 2.4 17.9 30.2 4.0 108.5 46.1
115 F59 4.1 2.3 15.7 24.3 3.3 91.1 38.9
115 F43 5.1 2.8 9.3 36.6 2.6 69.2 46.3
115 F8 5.3 3.2 20.6 50.6 6.5 204.6 70.1
115 F19 3.8 2.0 14.8 17.0 2.4 60.8 30.1
115 F17 5.2 3.1 19.8 30.5 4.1 124.1 49.5
115 F52 54 3.2 21.0 37.3 4.9 156.3 57.5
150 F59 4.1 2.1 15.9 23.5 3.2 92.4 37.3
150 F43 4.0 2.2 7.9 14.5 0.5 13.0 24.4
150 F8 4.7 2.6 18.0 30.5 4.0 109.6 46.7
150 F19 4.7 2.6 18.5 30.6 4.0 113.5 47.3
150 F17 3.8 2.1 15.1 24.8 3.3 81.6 37.4
150 F52 5.0 3.0 19.7 33.0 4.4 133.1 51.7
275 F59 7.0 4.4 26.8 46.3 6.1 189.0 71.2
275 F43 5.5 3.1 11.2 28.9 1.8 51.5 41.4
275 F8 6.7 4.3 26.1 44.4 5.9 166.0 68.5
275 F19 6.9 4.5 26.9 46.0 6.3 181.6 71.5
275 F17 6.0 3.8 23.4 39.6 5.3 157.1 62.3
275 F52 4.7 2.7 18.4 30.6 4.0 113.0 47.3
311 F59 4.0 2.1 15.6 26.3 3.6 100.7 40.4
311 F43 2.5 1.4 54 2.5 1.5 38.2 12.0
311 F8 5.6 3.6 22.2 42.7 5.6 155.6 63.1
311 F19 3.0 1.4 11.7 15.3 2.1 58.0 25.2
311 F17 34 1.6 13.3 19.3 2.6 78.7 30.1
311 F52 3.6 1.8 14.3 23.6 3.2 91.8 35.2
Mean 4.7 2.7 33.9 29.1 3.7 106.5 45.0
LSDyg g5 0.9 0.7 3.6 4.7 0.6 25.3 6.4

* Nodule number scored 1 - 9: 1 = 0 to 5 nodules, 2 = 6 to 15, 3 = 15 to 25 nodules, 4 = 26
to 35 nodules, 5 = 36 to 45 nodules, 6 = 46 to 55 nodules, 7 = 56 to 65 nodules, 8 = 66 to 75
nodules, 9 more than 75 nodules. ** Nodule mass scored 1 -5: 1 = 0 to 30 mg, 2 = 31 to 50 mg
g2,3=511070mg, 4 = 711090 mg, 5 >90 mg. * BNF index computed by principal component
analysis using 7 traits (high values indicate greatest BNF)
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Table 4. Variance components for six traits associated with biological nitrogen fixation
(BNF) when analyzed over 48 faba bean lines x Rhizobium leguminosarum strain
combinations

Traits Host genotype Rhizobium strain  Interaction

% of variation -----------------—

Nodule number 52.5 2.4 13.3
score (NN)

Nodule mass 49.4 3.1 13.0
score (NM)

Acetylene 37.6 23.8 13.1
reduction

activity (ARA)

Plant fresh 47.5 12.7 26.0
weight

Plant dry 34.2 31.8 23.2
weight

Total shoot 423 6.8 22.4
nitrogen
(TSN)

BNF index® 51.1 15.0 21.3

$ BNF index computed by principal component analysis using six traits.

The significance of the host by Rhizobium interaction suggests that the selection and testing
of both partners will be necessary to maximize the benefit from breeding for BNF
improvement. This will probably require the use of mixed inoculum strains rather than using
a singular strain because if superior host by Rhizobium strain combinations were identified
there still would be problems of introduction and establishment of the improved Rhizobium
strains into the soil. Even massive applications of an inoculated strain might be insufficient
to successfully compete with the indigenous strains (Ellis et al. 1984).

Based on results from this study, we believe that Rhizobium could most effectively be
introduced into faba bean breeding programmes during the germplasm testing and evaluation
stages. The arguments supporting this strategy include the view that the legume by Rhizobium
interaction is a plant-disease reaction in which the susceptibility of the host is desirable. Plant
genotypes that perform equally with a series of Rhizobium strains could be referred to as
having "Horizontal susceptibility” to nodulation or as having a "General Biological Nitrogen
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Fixation Ability” (GBNF). Plant genotypes that perform differently with strains could be
referred to as having "Specific” nodulation characteristics or "Specific Biological Nitrogen
Fixation Ability" (SBNF). A GBNF type of performance would be the most desirable
characteristic for planting in soils where indigenous Rhizobium strains are present. If the
target area had no history of growing faba beans, then specific host by strain combinations
could be useful. This would not be an alternative in Morocco where faba bean has been
grown for centuries.

Figure 1. Regression of six Rhizobium strain indices on BNF index of eight lines of

faba bean
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The GBNF and SBNF concepts are similar to the average fixing ability (AFA) and to the
specific fixing ability (SFA) terminology suggested by Fernandez and Miller (1987). These
parameters can be quantified by using methods of stability and adaptation analysis based on
research by Finlay and Wilkinson (1963) and Eberhart and Russel (1966). We used strains
similar to environments in which each plant genotype was tested. Each strain then was
characterized by an index represented by the mean efficiency over all genotypes in the study.

Strain index (X variable) was regressed on performance of individual genotypes (Y variable).
Thus each plant genotype was characterized by a regression coefficient (b). Genotypes that
bad b close to 0 could be classified as having GBNF ability and could be expected to perform
in a stable way with most Rhizobium strains. The other useful statistic in searching for
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desirable plant genotypes is average performance. Lines with high stable performance would
be preferred.

The foregoing computations were performed with data from this study, using PC1 (BNF
index) as a BNF predictor. The results are shown in Figure 1. Lines 7, 28, and 115 had a
regression coefficient not significantly different from zero. Lines 66, 73, 150, and 275 had
b statistically equal to 1. Line 311 had a regression coefficient greater than 1. The two
extreme lines for average performance (71.2 and 24.1 BNF index) had a good GBNF (b=0),
demonstrating that the most desirable levels of GBNF and average performance can be
frequently associated in a single line. Line 7 was the most desirable. Line 311 with the
highest SBNF was low performing on the average.

We believe our GBNF protocol could be very useful for testing the interaction between elite
plant germplasms with inoculums collected from a number of sites from the crop target areas.
Genotypes that have good average performance and have b close to O are the most desirable.
This would be a rapid test that could be done before genotype testing in the field. It also
would allow the separation of Rhizobium effects from other environmental factors.
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Résumé: La classification des bactéries capables d’induire des nodules sur les Légumineuses
a subi de nombreux remaniements ces derniéres années. Autrefois basée sur ’aptitude des
isolats a infecter certaines plantes, cette classification est maintenant davantage fondée sur
U’étude phylogénétique des souches: hybridations ADN/ADN, ADN/ARNr, séquengage
d’ARNr, analyse des protéines... Ainsi, on a vu récemment la description de plusieurs
nouveaux genres et espéces, et cette classification est en constante évolution. Les Rhizobium
tropicaux, en particulier ceux isolés des Légumineuses arborées, sont encore mal définis. En
collaboration avec I'Université de Gand, nous avons entrepris l'étude d’une centaine de
souches de Rhizobium isolés d’Acacia sp. et de Sesbania sp.: analyse des protéines par PAGE-
SDS, tests nutritionnels en galeries API, hybridations ADN/ARNr, spectre d’'hotes. Les
résultats montrent une grande hétérogénéité parmi ces souches, qui se répartissent en trois
groupes principaux: un groupe rassemble des isolats de Sesbania sp. et d’Acacia sp., un
groupe contient des isolats de Sesbania sp., et un groupe est composé d’isolats d’Acacia sp.
Le spectre d’hote montre que la plupart des isolats des différents groupes est capable d’induire
des nodules sur différentes espéces d’Acacia et de Sesbania et qu'il est impropre de désigner
comme des "souches d'Acacia” et des "souches de Sesbania”.

Abstract: The taxonomy of nodule-inducing bacteria of leguminous plants has changed
considerably over the last few years. It was first based on plant infection and is now based
on DNA/DNA and DNA/rRNA hybridization, rRNA sequencing, protein analysis, etc. Several
new genera and species have been proposed recently. Tropical rhizobia are poorly
documented, especially those isolated from leguminous trees. In collaboration with the
University of Gent, we began a study of close to 100 strains of Rhizobium sp. isolated from
Acacia sp. and Sesbania sp., looking at SDS-PAGE protein patterns, API nutritional tests,
DNA/DNA and DNA/rRNA hybridizations and host specificity. These strains appeared to be
very heterogeneous, and belong to three main groups composed of Sesbania and Acacia
isolates (group 1), Sesbania isolates (group 2), and Acacia isolates (group 3). Most isolates
are capable of nodulating both Acacia and Sesbania species, thus indicating that they cannot
be defined as "Acacia strains" or "Sesbania strains”.

CLASSIFICATION DES RHIZOBIUMS

La classification bactérienne a évolué depuis la formation de groupements subjectifs vers des
arrangements généraux plus objectifs généralement basés sur des ressemblances
phénotypiques. Celles-ci se sont avérées étre trop variables et ne représentent qu’une partie
mineure du géndme. Ce sont enfin les classifications basées sur plusieurs aspects de la cellule
bactérienne, incluant des parentées génétiques qui sont maintenant adoptées. En particulier,
la classification des bactéries capables d’induire la nodulation des racines ou des tiges des
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Légumineuses a subi de nombreux remaniements ces derniéres années. Autrefois établie sur
la base des spectres d’hdtes des bactéries, c’est-d-dire de leur aptitude i noduler certains
genres ou groupes de genres de Légumineuses, cette classification peu satisfaisante a été
abandonnée au début des années 1980.

De nouvelles approches moléculaires (hybridations ADN/ADN, analyse des protéines,
hybridations 16S rARN/ADN total, sequengage de I’ARNTr 168...) ont alors été utilisées pour
définir la position taxonomique des rhizobiums et leurs relations phylogénétiques. Ainsi de
nouveaux genres et espéces de rhizobiums ont été décrits récemment et actuellement les
rhizobiums sont classés en quatre genres (voir Figure 1): Rhizobium, Bradyrhizobium (Jordan
1982, 1984), Azorhizobium (Dreyfus et al. 1988) et Sinorhizobium (Chen et al. 1988).
Cependant cette classification reste imparfaite: le groupe des Bradyrhizobium est assez
homogéne quoique on y distingue plusieurs sous-groupes; il est assez proche de
Rhodopseudomonas et Azorhizobium en est apparenté. Rhizobium est plus hétérogéne, R.
meliloti et R. leguminosarum sont proches d’Agri. tumefaciens biovar 2, tandis que R. loti est
plus proche d’Agri. tumefaciens biovar 1 B. Par ailleurs, des sous-groupes, qui n’ont pas
encore regu de nom, ont été identifiés chez R. meliloti (Eardly er al. 1990), Azorhizobium
(Rinaudo et al. 1991), et parmi les rhizobiums de Légumineuses arborées (Jarvis 1983, Zhang
et al. 1991). Enfin, cette classification est en constante évolution du fait de nouveaux
isolements: seulement 15% des 19700 espéces de Légumineuses ont fait I’objet d’isolements
bactériens a ce jour.

Un comité international s’est réuni et a publié recemment des recommandations sur les critéres
standards minimaux requis pour modifier la taxonomie des rhizobiums, et qui comprennent
a la fois des données phylogéniques et phénotypiques (Graham et al. 1991, voir Figure 2).
Il devenait en effet nécessaire que la taxonomie des rhizobiums réponde aux mémes critéres
que ceux retenus pour la taxonomie du monde bactérien (caractéristiques morphologiques et
culturelles, homologies ADN/ADN et ADN/ARNr, %G+C, profils électrophorétiques de
protéines...), tout en conservant ses critéres distinctifs particuliers (performances
symbiotiques, sérologie, sensibilité aux phages...) qui sont secondaires pour la taxonomie mais
essentielles pour les études pratiques et I’utilisation des souches.

Etude taxonomique des Rhizobium sp. nodulant les Sesbania et les Acacia au Sénégal

Les rhizobiums des Légumineuses arborées sont encore mal connus. Certaines souches sont
trés spécifiques, tandis que d’autres présentent un spectre d’hote trés large (Trinick 1980,
Dreyfus et Dommergues 1981, Dommergues et al. 1984, Herrera et al. 1985). Beaucoup
d’entre elles sont capables d’induire des nodules efficients sur des Légumineuses herbacées
(Trinick 1965, Herrera er al. 1985, Martinez-Romero et al. 1991). Certaines études portant
sur un nombre restreint de souches suggérent que les bactéries a croissance rapide isolées
d’arbres sont proches de Rhizobium meliloti et Rhizobium leguminosarum (Trinick 1980,
Dommergues et al. 1984, Lindstrom et Lehtomaiki 1988).

Par analyse numérique basée sur 115 caractéres phénotypiques, Zhang et al. (1991) ont
montré qu’une centaine de souches isolées d’Acacia senegal, de Prosopis chilensis au Soudan

239



INTERACTIONS PLANTES MICROORGANISMES

ou d’autres Légumineuses d’autres régions, présentent une grande diversité et forment 19
groupes séparés. Cependant leur position taxonomique exacte reste 4 déterminer.

Au laboratoire de microbiologie des sols de ’'ORSTOM a Dakar, en association avec le
laboratoire de microbiologie de I’Université de Gand, nous étudions les souches & croissance
rapide isolées de différentes espéces d’Acacia et de Sesbania principalement au Sénégal.
Rappelons que les acacias sont nodulés soit par Bradyrhizobium (A. albida), soit par
Rhizobium (A. senegal, A. raddiana) ou indifféremment par I’un ou I’autre (4. seyal) (Dreyfus
and Dommergues 1981); les Sesbania spp. sont nodulés par Rhizobium ou Azorhizobium
(Dreyfus er al. 1988).

Figure 1. Classification actuelle des rhizobiums

Genre Espece Biovar Plantes nodulées
Bradyrhizobium
B. japonicum Glycine soja, Glycine max
Rhizobium
R. leguminosarum
viciae Pisum, Vicia, Lathyrus, Lens
trifolii Trifolium
phaseoli Phaseolus
R. meliloti Medicago, Melilotus, Trigonella
R. loti Lotus
R. galegae Galega
R. tropici Phaseolus vulgaris L. Beans,
Leucaena sp.
R. huakuii Astragalus sinicus
Azorhizobium
A. caulinodans Sesbania
Sinorhizobium
S. fredii Glycine soja, Glycine max
S. xinjiangensis Glycine soja, Glycine max

Les résultats de I'analyse numérique par ordinateur fondée sur I’étude du profil
électrophorétique des protéines cellulaires totales en PAGE-SDS, des hybridations ADN/ADN
et ARN/ADN montrent que ces souches (plus d’une centaine) appartiennent toutes au genre
Rhizobium, présentent une grande hétérogénéité, et forment quatre groupes principaux,
distincts des autres Rhizobium décrits (voir Figure 3): le groupe I, proche de R. meliloti,
comprenant des isolats d’Acacia spp. et de Seshania spp.; le groupe II, proche de R. meliloti,
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ne comprenant que des isolats de Sesbania spp.; le groupe III, proche de R. loti, ne
comprenant que des isolats d’Acacia spp. et un groupe atypique.

Figure 2. Etudes utiles pour la définition de nouveaux genres et espéces de rhizobiums
(selon Graham et al. 1991)

e caractéristiques morphologiques et culturelles (taux de croissance, type de colonies sur YM,
utilisation de différentes sources de Carbone...),
¢ G+C % Rhizobium 59-64 mol %
Azorhizobium 66-68 %
Bradyrhizobium 61-65%,
 homologies ADN/ADN ( > 70%, avec OTm < 5°C a ’intérieur d’une espéce),
e hybridations 16S rARN ADN total,
o profils électrophorétiques des protéines solubles totales en SDS-PAGE,
¢ mobilité électrophorétique des enzymes du métabolisme,
& séquence du 16S rARN,
e RFLP de ’ADN total (hybridations avec sondes spécifiques nif, nod, ISRml, ...) ou de
sections amplifiées par PCR.
e lipopolysaccarides cellulaires,
e performances symbiotiques avec les hotes végétaux,
e groupe sérologique
¢ sensibilité aux bactériophages,
® et toute autre caractéristique utile.

N.B. La définition de nouvelles espéces nécessite la convergence du maximum de ces
informations dont certaines sont indispensables (notamment les pourcentages d’homologie
ADN/ADN).

Les résultats auxanographiques (API SOCH, API SOAQ et API 50AA) sont en accord avec ces
groupements. Par ailleurs, le contenu plasmidique des souches semble corrélé avec le groupe
auquel elles appartiennent. Enfin, nous avons étudié les caractéristiques symbiotiques des
souches de ces différents groupes taxonomiques en mesurant leur pouvoir de nodulation et leur
potentiel fixateur d’azote sur différentes espéces de Sesbania et d’Acacia.

La figure 4 montre que le spectre d’hote de ces souches est trés varié, et fait apparaitre que
la plupart des isolats des différents groupes sont capables d’induire des nodules (plus ou moins
efficients) a la fois sur Acacia et sur Sesbania, suggérant qu’il est impropre de distinguer des
"rhizobium d’Acacia” et des "rhizobium de Sesbania”. A I’intérieur d’un groupe, il n’est pas
possible de dégager clairement une logique de nodulation des souches qui le composent. 1l
en est de méme des souches des différents groupes. Ainsi les spectres d’hotes établis a partir
des différentes espéces de Sesbania et d’Acacia ne sont pas caractéristiques des groupes
taxonomiques précédemment définis. Ceci étaye le fait, déja signalé plus haut, que les
propriétés symbiotiques des rhizobiums ne reflétent pas leur proximité taxonomique.
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Figure 3. Dendrogramme des souches isolées d’Acacia et de Sesbania au Sénégal (obtenu
par analyse numérique des profils de protéines en SDS-PAGE).
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Figure 4. Spectre d’héte de quelques représentants des quatre groupes de Rhizobium isolés de Sesbania et d’Acacia sur différentes espdces d’Acacia
et de Sesbania

GROUPE | GROUPE II GROUPE Il GROUPE
ATYPIQUE

Souches 1009 1007 25 929 606 51 22 609 611 Pj12 1004 1010 1014 507 20MB
Plantes-hdtes  Acacia laeta Acacia Seshania  Seshania  Seshania  Seshania Prosopis  Acacia  Acacia  Acacia  Seshania Acacia
d’origine sp. cannabina rostrata  cannabina grandiflora julifora senegal senegal senegal pachycarpa senegal
Plantes-hotes
testées
A. seyal e E E e e e o 1 e I I E e 1 I
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PERSPECTIVES

Nous allons poursuivre 1’étude de ces groupes de souches en choisissant plusieurs voies
d’approche: caractéres phénotypiques (tests nutritionnels en galeries API 150, étude des
flagelles, température maximale de croissance...), spectre d’hote sur d’autres genres végétaux,
analyse en RFLP de fragments PCR de la zone intergénique entre les ARNr 16S et 23S (en
collaboration avec 1'Université de Lyon I), séquengage de I’ADN codant pour I’ARNTr 168,
localisation des génes symbiotiques sur des plasmides ou sur le chromosome, étude des
signaux bactériens ayant un role dans la nodulation (en collaboration avec le centre INRA de
Castanet-Tolosan), construction de sondes spécifiques pouvant servir de marqueurs de ces
groupes, moyen indispensable pour les études sur le terrain...

Ainsi, nous désirons accumuler le maximum d’informations sur le partenaire bactérien, sa
’

.....

d’améliorer la fixation d’azote, augmenter la croissance des plantes, contribuer a
I’amélioration de la fertilité des sols sahéliens et a la réhabilitation des terres dégradées.
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INDUCTION OF DISEASE RESISTANCE
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Abstract: Confined to diseases caused by fungi or bacteria, resistance to a parasite is induced
by events caused by the parasite itself, or by another microorganism. Induced resistance is
the most important form of resistance. It has been most studied as race-specific resistance
between races of a pathogen and cultivars of a host in which genes for resistance are matched
specifically by genes for virulence/avirulence. This research aims to determine how matching
of these genes leads to resistance. Much is known about avirulence genes and their products,
and expression of resistance through synthesis and accumulation of phytoalexins. Little is
known about resistance genes and their products, and on how matching of gene products leads
to the expression of resistance. The final objective of this very active field of research is the
direct use of the DNA of resistance genes to transform selected susceptible into resistant
plants. There has been much less research on race non-specific resistance between races and
cultivars, probably controlled by many genes. And still less is known about the commonest
Sform of resistance, non-host, the resistance of plants to microorganisms other than their own
parasites. There are formidable problems in studying race non-specific and non-host
resistance at physiological and molecular levels,; progress in elucidating them will be slow
despite their importance in crop production and in natural populations. The voluminous
research on "cross-pollination”, resistance induced other than by the parasite, locally and
systemically, will be assessed in relation to a better understanding of self-induced resistance
and to the development of new methods of disease control by sensitizing plants to infection.

Résumé: Limitée aux maladies dues a des champignons ou des bactéries, la résistance a un
parasite est induite par des événements dis au parasite lui-méme ou a un autre
microorganisme. La résistance induite est la forme de résistance la plus importante; elle a
surtout été étudiée en tant que résistance locale spécifique sur des races de pathogénes et
cultivars d’un héote dont les génes sont spécifiquement associés a des génes de
virulence/avirulence. Cette étude vise a déterminer comment le groupement de ces génes
conduit a la résistance. Les génes d’avirulence et leurs produits sont bien connus ainsi que
Vexpression de la résistance par synthése et accumulation de phytoalexines. On connait peu
les genes de résistance et leurs produits et le processus d’induction de la résistance di au
groupement de ces produits génétiques. L’objectif final de cette recherche de pointe est
d'utiliser directement I’ADN des génes de résistance pour transformer des plantes sélectionnées
sensibles en plantes résistantes. Les recherches portant sur la résistance locale non spécifique
des espéces locales et cultivars qui font probablement intervenir une trés grande quantité de
génes, ont été moins nombreuses. La forme de résistance la plus répandue, sans hote (ou
résistance des plantes a des microorganismes autres que leurs propres parasites), est encore
moins connue. Les problémes auxquels se trouve confrontée l'étude de la résistance locale
non-spécifique et sans hite sont immenses a I’échelle physiologique et moléculaire mais les
progrés seront lents alors qu'il est urgent de les élucider au profit de la production agricole
et des populations locales. Les trés nombreuses recherches portant sur la "protection
croisée”, la résistance induite autre que celle venant du parasite, localement et
systématiquement, seront évaluées ici pour permetire de mieux comprendre la résistance auto-
induite et 1'élaboration de nouvelles méthodes de lutte contre la maladie en rendant les plantes
sensibles a Uinfection.
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In plant pathology, the science of plant diseases and the technology of controlling these
diseases, the central problems are specificity of parasitism, resistance and susceptibility. This
paper will be confined to resistance in diseases caused by microorganisms, and to induced
resistance which is far more important than constitutive resistance that is not induced.
Resistance to a potential parasite is induced when it depends on earlier events in a plant caused
by the same parasite, or by other microorganisms. It can also be induced in other ways not
to be considered.

Self-induced resistance

First, resistance induced by the parasite itself.

Race-specific resistance

This has been and still is one of the most active fields of research in plant pathology. For
technical and practical reasons most of the research has been with cultivars of crop plants and
races of parasites causing important diseases in which the genetics of reactions between host
and parasite conform, or are assumed to conform, to the gene-for-gene hypothesis. This states
that each gene for resistance in a cultivar can be matched by a gene for virulence in races to
which that cultivar is susceptible. Usually, resistance is dominant and virulence is recessive.
Research has been based on the following model:

Host
Genotype Rk, T
Parasite Ajor AjA, Resistant Susceptible
a; or aja; Susceptible Susceptible

Ay, R, dominant genes for avirulence/resistance

Similarly for A,, R, ... An, Rn. When races and cultivars carry two pairs of matching genes
Aja; X R{Ryr,r, the response is resistant because A RR, is epistatic to a,r,r, which alone
would specify susceptibility. These and other facts imply that in cultivar/race responses,
resistance depends on matching of genes for resistance and avirulence. This causes something
to happen which prevents or greatly decreases the growth of the parasite. The parasite does
grow in the absence of this matching.

The aim of most research has been to determine how expression of an A; gene leads to
resistance in Ry but not in r; (or Ry, r,, Ry, r3...plants). The first objective has been to isolate
from the A parasite a substance, putatively the product of the A, gene, that causes effects

associated with resistance in R, but not in ry plants. These effects and their consequences for
the parasite are as follows:
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¢ Immediately before, during or soon after infection, damage or death of one cell or a few
host cells, and little or no growth within or beyond these cells. This has long been known as
the hypersensitive response (HR) a valuable term, so long as it is restricted to responses to
infectious agents.

* The HR itself could explain resistance to an obligate parasite because by definition this type
of parasite can continue to grow only in or in association with living, susceptible host cells.

* The HR itself will not explain resistance to a non-obligate parasite which will grow in or
in association with damaged or dead host cells.

¢ Therefore in the HR there must also be other changes which prevent or decrease greatly
growth of the parasite.

¢ There may be changes with similar effects in the absence of a well-defined HR.

¢ The changes in the two foregoing points by far the most studied are those that cause new
or much increased synthesis and then accumulation of substances toxic to the parasite -
phytoalexins.

¢ Much less studied but no doubt very important are changes leading to lignification and other
effects on the structure of cells.

Almost all research so far has focused on the isolation from an A, parasite a substance, an
elicitor, the putative product of the A; gene, which will cause one or more of the effects
referred to above in R; but not in r; or in other plants. Almost all research on elicitors has
focused on their role in the synthesis of phytoalexins and how an elicitor reacts with the
product of a resistance gene to cause this synthesis. Note that reactions with other matching
genes A, x RyR, and so on, also lead to the synthesis of the same phytoalexin.

There is now this difficulty that has been with us since the early work on phytoalexins.
Synthesis of a phytoalexin may be induced by a wide variety of substances other than the
supposed products of avirulence genes. These substances also, and somewhat confusingly,
are called elicitors. They act non-specifically on all cultivars. These features imply that
induction of synthesis is a two-stage process in which specific or non-specific elicitors cause
host cells to produce a substance which directly, or at one or more removes, triggers synthesis
presumably by derepressing one or more genes that code for enzymes in the biosynthetic
pathway with the phytoalexin as the end product. This hypothetical substance has been called
a constitutive or endogenous elicitor which acts as a second messenger. It is non-specific in
contrast to the product of the avirulence gene which functions as a first messenger in
cultivar/race interactions.

It is unfortunate that elicitor is used for both substances because they will function quite
differently in host cells. Their combined action results in synthesis and accumulation of a
phytoalexin, only at the site of infection, but enough to limit growth of the parasite. Note the
economy of resistance induced in this way. It depends not on substances produced
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constitutively as part of a normal metabolism but on substances produced very locally when
and where they function usefully to limit damage caused by a parasite.

Isolation and identity of elicitors

Research has focused on race specific elicitors causing death of host cells or accumulation of
phytoalexins, or both. In most of this work, the elicitors from a range of pathogens were not
specific in their effects on host plants and therefore are of little consequence in specificity,
although they are otherwise important because of their striking effects on plant cells, often at
very low concentrations. But fortunately there are now a few diseases for which there is good
evidence for race-specific elicitors.

Perhaps the best is for races of Fulvia fulva and tomato cultivars. Substances produced by
each of various races cause necrosis only in leaves of plants resistant to the race. These
substances are produced only when the parasite grows in susceptible leaves; they have not
yet been produced in vitro. One of the substances is a small, linear peptide, the amino acids
of which have been sequenced. There is similar but much less complete evidence for race-
specific elicitors in a few other diseases.

Along quite different lines are the striking advances made by the use of recombinant DNA
technology in a number of diseases caused by bacteria. For example, DNA corresponding to
a gene in a race X controlling avirulence to a plant A has been isolated, cloned and then used
to transform a virulent race Y so that it becomes avirulent on plant A. A number of
avirulence genes have been expressed in vitro, isolated and sequenced. The products of these
avirulence genes have been isolated and would be expected to have the same effects on
cultivars with matching genes for resistance as do the races of pathogens from which the genes
were isolated and cloned.

In the early tests, and unexpectedly, the products of the genes did not reproduce the specific
effects caused by the pathogens as did, at least partially, the extracellular proteins produced
in tomato leaves by Fulvia fulva. However, there are more recent reports of elicitors from
bacteria carrying cloned avirulence genes which are cultivar-specific for hypersensitive
responses. Corresponding research with fungal pathogens is less advanced because of the
technical difficulties of transforming fungi, especially those that are obligate parasites. But
the techniques will be developed because of the much greater importance of diseases caused
by these pathogens.

Cultivar-specific resistance genes

Again, the objectives are to isolate and clone specific genes, to obtain their products and then
use them with the products of matching avirulence genes to elucidate the mechanisms of race-
specific resistance. At present there is little to report mainly because of the general difficulties
in manipulating DNA of higher plants, the particular difficulty of identifying the lengths of
DNA comprising resistance genes, and because almost nothing is known about the products
of these genes. However, the cloning of resistance genes is certain to attract research on a
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large scale in the years ahead because of the prospective benefits of using these genes directly
to transform susceptible into resistant plants.

There can be little doubt that significant progress in elucidating induction of race-specific
resistance will depend very largely on the use of recombinant DNA. But the problem is
highly complex and despite the power and scope of the techniques, progress will be slow
unless the resources deployed for its solution are much greater than they are at present.

Race non-specific resistance

This again relates to responses between races of a pathogen and cultivars of a host. But now
the responses are not highly differential as they are in race-specific resistance. Race non-
specific resistance acts against all races, sometimes at different but usually not at very
different levels. Resistance rarely appears as a hypersensitive response. Instead the pathogen
continues to grow but much less slowly than in susceptible plants. Most of the evidence
indicates that resistance is controlled by a number of genes, probably many. I shall assume
that resistance again is induced although, in fact, there is not much evidence on this point.
I shail also assume that induction is controlled by gene-for-gene mechanisms because as a
plant pathologist, I think of disease in terms of factors in plants each of which have to be
accommodated by a potential parasite if it is to become virulent. In race-specific resistance,
one factor in a race matched by one factor in a cultivar leads to a major effect recognized as
high resistance. In contrast, race non-specific resistance depends on many pairs of factors,
each with minor effects which add up to decrease growth of the parasite. It is difficult to see
how this happens. Thus, if resistance depends on phytoalexins with the hypothesis referred
to earlier of a specific first messenger followed by one or more non-specific messengers, why
in race non-specific resistance are many specific first messengers required to activate the non-
specific messengers.

Little as is known about the mechanisms of race-specific resistance, there is almost total
ignorance about mechanisms in race non-specific resistance. Thus, it is difficult to see how
recombinant DNA technology can be used to elucidate its mechanisms, or to relieve some of
the problems of its use in plant breeding.

Non-host resistance

This is the resistance of plants to microorganisms other than their parasites, by far the
commonest and most important type of resistance. By its nature, we know nothing about its
genetic control. But we know that it may be induced and expressed as is resistance of
cultivars to races of a parasite, and as hypersensitive responses associated with accumulation
of phytoalexins. Indeed some of the early research on phytoalexins was based on non-host
resistance. This poses many problems because in race-specific resistance matching of the
product of one avirulence and one resistance gene leads to damage or death of protoplasts and
synthesis of a phytoalexin. How are similar events caused in non-host resistance? If again
there be a single gene pair, then where is the virulence allele, is the receptor the product of
a resistance gene similar in type, is the endogenous elicitor the same, are there multitudes of
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matching avirulence and resistance genes for the thousands of microorganism/non-host pairs.
Such questions are readily posed but answers are difficult in genetical or functional terms for
resistance induced specifically.

Seemingly to circumvent the complexities of specific induction it has been proposed that non-
host resistance is induced non-specifically; the plant recognizes and then rejects "non-self™
tissues. One (or a few) substances common in all parasites reacts with one (or a few)
common receptors in plants to induce resistance non-specifically. A potential parasite becomes
a parasite by nullifying this resistance but does so specifically, only in the plant that becomes
its host. This has been called "establishing a basic compatibility” which is no more than
saying that a non-parasite becomes a parasite. Later in the evolution of parasitism, race-
specific resistance emerges to break this symbiosis. But this in no way illuminates the
problem of how a pro-parasite becomes a parasite and the problem is no easier for less than
for highly specialized parasites. For me this has for many years been the main conceptual
problem in plant pathology with all the difficulties of studying it genetically and with the
uncertain prospect of being able to use recombination DNA technology in probing its solution.

Resistance induced by other microorganisms

This usually is called "cross-protection” which is a poor term for the following: plant A,
normally susceptible to parasite X is made resistant by inoculating it with avirulent parasite
Y, closely related or otherwise. Usually, but not always, plant A has to be inoculated with
Y some time before X. In most of the very many examples of this type of resistance X is
placed close to Y. Some have then assumed that the first inoculation with Y causes changes
in and around infected cells and it is these changes which make hitherto susceptible cells
resistant to X. Such changes could be the accumulation of phytoalexins as proposed by Miiller
and Borger in the earliest experiments which led to the concept of phytoalexins. But, in fact,
there is little evidence that resistance is thus induced. It is more likely that inoculation with
Y does cause changes in cells of plant A such that they now respond to X as they did to Y.
Genetically susceptible cells respond as if they were genetically resistant.

This leads to resistance induced not locally, as in the foregoing, but systematically as in the
long series of striking experiments of Kué and co-workers. Inoculation of cotyledons or lower
leaves of cucurbits with a virulent parasite causes upper leaves to become remarkably resistant
to the same or other virulent parasites. The parasite does not move from the first inoculated
leaves and phytoalexins do not accumulate in the upper leaves. These effects have also been
reported and investigated in a few other diseases, notably tobacco and Peronospora tabacina.
Whether or not they are common remains to be determined. We have failed to get them in
a number of diseases and there is also the point that if they are common in the field then why
are foliar diseases so damaging in many crops, particularly when the lower parts of plants are
likely to be infected as in potato blight.

In spite of much research, the mechanisms of induced systemic resistance remains unknown.
What probably happens is that first infection causes changes in host cells and then the release
or new production of substances that move upwards from infected leaves to other parts of
plants, especially leaves. Their cells are altered so that although genetically susceptible they
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now react to pathogens as if they were genetically resistant, such as they would by transfer
by plant breeding of a gene for resistance to the pathogen, or transformation by the
corresponding length of DNA. The implications for disease control are clear. The
translocated substance is a novel type of fungicide which acts not directly against the pathogen
but by making susceptible cells functionally resistant. A few commercial fungicides such as
the dichlorocyclopropanes and fosetyl-A also may act in this way by "sensitizing" host cells
to infection.

Induction of susceptibility:

Most research on race-specific resistance is based on specific induction of resistance through
matching of host and parasite genes. In its absence the plant is susceptible. There is the
alternative, less widely held view (already mentioned briefly) that induction of resistance is
non-specific and that susceptibility depends on specific suppression of the induced resistance.
Somewhat oddly, this suppression is often called "induction of susceptibility”. There are
schemes in which products of avirulence genes react with products of resistance genes to
prevent binding of the non-specific elicitor. This then remains free to induce resistance. Such
a model is one step less simple than the other in determining specificity. It is supported,
partially at least, by reports of a few diseases in which plants with resistance genotypes
become susceptible to a potentially avirulent parasite when this is inoculated near a virulent
parasite inoculated some time earlier. So far as | know only local effects have been reported,
the intervals between first and second inoculations are much longer and the effects are less
stnking than for locally induced resistance. There is also the problem that non-specific
elicitors are very much more active than are the suppressors reported from Phytophthora
infestans, the pathogen most studied in this context. On present evidence, specific induction
of resistance is the more promising basis for future research on race-specific resistance.

CONCLUSIONS

Most research should continue to be on induction of resistance in race/cultivar interactions for
which there are the best prospects for progress in elucidating mechanisms, and for practical
benefits for plant breeding by genetic manipulation, more conventionally and through
recombinant DNA and tissue culture. Also, if we do not elucidate race-specific resistance,
what hope is there of more than superficial research on race non-specific resistance for long
widely exploited, and for non-host resistance with its possible potential in the breeding of
disease-resistant crop plants. One also hopes that much more research will be done on
resistance induced by organisms other than the parasite, particularly in systemically induced
resistance in which there must be translocation of a substance which makes susceptible cells
respond as if they were genotypically resistant. Such a substance would indeed be a novel
type of systemic fungicide.
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RECENT RESEARCH INTO THE CELLULAR, MOLECULAR AND GENETICAL
BASES OF COMPATIBLE HOST-FUNGUS INTERACTIONS IN (VESICULAR)
ARBUSCULAR ENDOMYCORRHIZA: APPROACHES AND ADVANCES
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Abstract: The growth of many agricultural, horticultural and fruit crops in soils of low
Sfertility is dependent on (vesicular) arbuscular endomycorrhizas because of the important role
they play as biofertilizers and biocontrol agemts.  The symbiotic nature of these
endomycorrhizas implies that compatibility systems are reciprocally activated during symbiont
interactions, and their widespread occurrence throughout the plant kingdom means that these
interactions must be based on widely occurring molecular mechanisms. Host factors favour
Sfungal development prior to contact and once root infection occurs both organisms show
structural and physiological adaptations which lead to morphological integration and
Sunctional compatibility between them. Morphofunctional integration reaches a maximum with
the formation of fungal arbuscules in parenchyma root tissues, these are surrounded by a
specialized host membrane, essential to bidirectional nutrient exchange between the
endomycorrhizal associates. The complex events occurring between host and fungus with
endomycorrhiza formation must involve coordinated changes in gene expression in both
partners, with specific control of the host plant over fungal development. Plant gene
expression during host-fungus interactions in (vesicular) arbuscular endomycorrhiza differs
Jfrom that occurring in the presence of pathogens, and there is little or no activation of host
defence mechanisms by endomycorrhizal fungi. However, in plants mutated for their ability
to form endomycorrhizas, plant resistance reactions to the symbiotic fungi do occur. Since
endomycorrhiza formation is under multiple, dominant host gene control, symbiosis-specific
genes may be controlling the expression of plant defence genes in normal endomycorrhizal
plants so that the symbiotic association can be established.

Résumé: La plupart des plantes terrestres cohabite en symbiose avec certains champignons
du sol (Glomales), formant les associations endomycorhiziennes a vesicules et arbuscules. Sur
les sols pauvres, la croissance de nombreuses cultures agricoles, horticoles et fruitieres dépend
des endomycorhizes grdce au role qu’elles jouent dans la nutrition minérale et la protection
contre des agents pathogeénes telluriques. Le caractére symbiotique des endomycorhizes VA
implique que les systémes de compatibilité reciproque soient activés pendant les interactions
entre symbiotes. Le fait que ces associations se rencontrent chez un grand nombre d’espéces
végétales laisse supposer que les interactions symbiotiques doivent étre basées sur des
mécanismes moléculaires trés répandus. Des études des stades de préinfection in vitro ont
montré que l’échange de signaux entre hote et champignon stimule le contact nécessaire pour
déclencher Uinfection. Une fois l'infection établie, les deux symbiotes subissent d’importantes
modifications qui dépendent directement du type de tissu-hote colonisé. Des techniques
ultrastructurales associées a la cytologie moléculaire ont été utilisées pour décrire les zones
oi les cellules fongiques et végétales sont en contact étroit a lintérieur du tissu racinaire.
L’héte et le champignon présentent des adaptations structurales et physiologiques qui
entrainent une intégration morphologique et un état de compatibilité fonctionnelle entre les
deux organismes. Cette intégration morpho-fonctionnelle atteint son maximum dans les
cellules du parenchyme du cortex racinaire oi les champignons VA se divisent en arbuscules
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(haustoria) entourés par une membrane-hite spécialisée. C'est aussi a ce niveau que se
produit ’essentiel des échanges nutritifs entre les partenaires endomycorhiziens. La
complexité des événements survenant entre hote et champignon lors de la formation des
endomycorhizes implique des changements coordonnés de l'expression des génes chez les deux
partenaires, et la plante-hbte doit nécessairement contrdler le développement fongique
puisqu’il se limite spécifiquement au parenchyme cortical de la racine. Toutefois, les analyses
biochimiques et moléculaires indiquent que les génes impliqués dans les réactions de défense
ne sont que peu activés au cours des interactions hote-champignon chez les endomycorhizes
VA. L’étar symbiotique des tissus mycorhiziens au contraire est caractérisé par des
modifications dans l'expression génique de la plante-héte qui différent de celles survenant en
présence des pathogénes. Les mutants isogéniques, résistant aux champignons
endomycorhiziens ont été obtenues chez les légumineuses par mutagenése chimique. L’analyse
de ces mutants a montré que la formation d’endomycorhizes VA dépendait de nombreux génes
dominants de la plante-hote. Il est intéressant de noter que l'absence de formation des
endomycorrhizes chez ces mutants est liée au déclenchement localisé des réactions de défense
de I’héte lorsqu’un champignon VA entre en contact avec les racines. Il est donc possible que
les génes végétales spécifiques a la symbiose endomycorhiziennes contrdlent I’expression des
genes de défense pour permettre 1’établissement de l’association symbiotique entre les racines
et les champignons VA.

Many land plants would probably not exist today without the symbiotic mycorrhizal
associations that have co-evolved between their roots and certain soil fungi. Different types
of mycorrhiza can be found depending on the plant and fungal taxa involved, but by far the
most common type is that called (vesicular) arbuscular endomycorrhiza (Gianinazzi-Pearson
1984). It is formed by over 80% of plant species growing in a wide range of terrestrial
ecosystems. The fungi involved (Glomales) therefore have a very wide host range with which
they are able to establish a reciprocally compatible relationship. Consequently, plant-fungal
compatibility is the rule in endomycorrhiza and plant resistance is the exception. This
contrasts with most other microorganisms that infect and colonize living plant tissues and
which generally show a fairly limited host range. It is essential to understand the bases of the
widespread compatibility systems involved in symbiotic endomycorrhizal associations in order
to use and manage them efficiently in plant production. The aim of this presentation is to
discuss recent approaches and progress in research into how host plants influence fungal
development during pre- and post infection phases, react at the cellular level to exploit the
symbiotic infection and control fungal development and maintain it compatible with their own.

THE INFECTION PROCESS

Fungal development

The pre-infection phase: Plant-fungal interactions in endomycorrhiza are complex and one
symbiont affects the behaviour of the other during the different stages of infection. In vitro
studies of pre-infection stages have recently shown that factors stimulating spore germination

and hyphal growth of (vesicular)-arbuscular endomycorrhiza fungi are specifically produced
by host plants (Gianinazzi-Pearson et al. 1989, Paula and Siquiera 1990, Nair ef al. 1991).
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This suggests that signal exchange occurring between host and fungus before contact is
important in favouring initial infection events. Many substances present in root exudates could
be acting as plant signal(s). Among these, flavonoids and isoflavonoids, which affect the
expression of nod genes in Rhizobium (Rolfe 1988), have been shown to mimic the stimulating
effect of root exudates on fungal development in vitro (Table 1) and to enhance
endomycorrhizal infection under conditions of low to medium inoculum potential (Siquiera
1991). Since these effects are concentration dependent, the relative presence of such
molecules in root exudates may be a key factor in determining rates of contact, and
consequently infection development, between endomycorrhizal symbionts.

The post-infection phase: The major effects of the host plant on fungal behaviour occur after
cell contact between the symbionts and these are dependent on the type of host tissue colonized
(Gianinazzi-Pearson 1984, Bonfante-Fasolo 1984). The fungus forms appressoria in contact
with the root surface, from which infection hyphae develop and cross the outer cell layers
inter- or intracellularly. Mycelium oniy proliferates when hyphae reach the parenchyma tissue
where the fungus forms highly branched intracellular haustoria, arbuscules. These are only
induced within living parenchymal cells of the root cortex, which means that any plant signals
involved in their formation must be specific to these tissues but occur in a wide number of
plants. Arbuscules are terminal structures of hyphae and although they are short-lived, they
are essential for reciprocal nutrient exchange between host and fungus.

The host plant not only affects morphology but also the physiology of the endomycorrhizal
fungus as it colonizes the root tissues. Alkaline phosphatase, an enzyme that is localized
within the fungal vacuoles, can only be detected in the subapical part of hyphae growing from
spores whilst its activity is induced throughout the active mycelium within roots of host plants
showing a growth stimulation (Tisserant et al. submitted). This, together with previous
observations (see for example Gianinazzi-Pearson and Gianinazzi 1983), suggests that this
fungal enzyme activity may be a useful marker of a functional endomycorrhizal symbiosis.

Host reaction

Different types of host reaction are elicited by the symbiotic fungus and these also depend on
the type of tissue that is infected (Bonfante-Fasolo 1984). The only evident reaction in the
epidermis or hypodermis is the production of wall-like material around the fungus as it crosses
the cells forming simple, unbranched hyphae or coils. Parenchymal cells of the root cortex,
on the contrary, react strongly to fungal infection and subsequent arbuscule formation. As in
the outer root tissues, host wall material is abundant around the invading hypha, but this
decreases to scattered molecules as the fungus grows and divides quickly (Dexheimer ef al.
1979). The volume of cytoplasm and number of organelles (mitochondria, plasts) increase,
nuclei swell, become lobed (Toth and Miller 1984, Berta et al. 1990) and DAPI staining and
ultrastructural analysis of plant nuclei indicate that they have increased transcriptional activity
(Berta et al. 1990).

Despite these important changes, the host cell remains alive during the whole infection cycle
and returns to its normal aspect after arbuscule senescence. The host cell encloses the fungus
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with a specialized membrane that we have called the periarbuscular membrane (Gianinazzi-
Pearson er al. 1991), and which is continuous with the peripheral plasma membrane of the
cell. Although this new membrane shows a similar structural and cytochemical nature to the
plasma membrane, it does possess some specific properties essential to the compatible
relationship between the plant cell and the fungal symbiont (Table 2).

Of particular interest is the existence of two enzyme activities - neutral phosphatase and
ATPase (Jeanmaire et al. 1985, Gianinazzi-Pearson er al. 1991). Neutral phosphatases are
considered to indicate sites of glycosylation: they are active in Golgi bodies (Dauwalder et al.
1969) and along the plasma membrane of elongating root cells where wall precursors are being
actively produced (Jeanmaire et al. 1985). Their preferential activation all along the
periarbuscular membrane in infected parenchymal cells suggests that the host is also producing
wall precursors around the growing fungus, that is even where structured host wall is not
formed.

Analytical and molecular cytology has confirmed the occurrence of host wall components
(pectin, cellulose) and of enhanced oligosaccharide production here (Bonfante-Fasolo et al.
1990, Gianinazzi-Pearson et al. 1990). The continual production of such molecules by the
host, probably elicited by the fungus, could act as a source of nutrients to the latter, or of
molecular signals essential to the symbiotic development of the endomycorrhizal association.
As soon as the fungus stops growing and begins to senesce in parenchyma cells, host material
accumulates again around the hyphal remains indicating that the living fungus somehow
prevents polymerization of host wall precursors into a structured deposit.

Such interference by the (vesicular) arbuscular fungus of host wall-building activities creates
an interface between the symbionts where barriers to nutrient exchange are reduced to a
minimum. This is an essential structure to the functioning of the (vesicular) arbuscular
endomycorrhizal symbiosis. Active H* ATPase is specifically localized by the host plant along
the periarbuscular membrane of this symbiotic interface (Gianinazzi-Pearson et al. 1991) but,
contrary to neutral phosphatase, the H* ATPase activity disappears with the aging of the
arbuscule and senescence of the hyphae. The presence of this enzyme only around living
arbuscule hyphae indicates that the periarbuscular membrane is energized and therefore
capable of active uptake of nutrients, especially phosphate, that are released by the living
fungus.

The infected parenchymal cells of an endomycorrhizal root therefore acquire a new function
of nutrient absorption, via the symbiotic fungus, which in a non-mycorrhizal root is restricted
to the outer cell layers. The additional acquisition of this function by the parenchymal cells
of an endomycorrhizal host root not only increases the surface area for absorption but also
extends the absorbing zone of the root beyond that usually limited to immediately behind the

apex.

PLANT CONTROL OVER FUNGAL DEVELOPMENT

Fungal biomass can reach over 10% of the root biomass in (vesicular) arbuscular
endomycorrhizal associations but, as already mentioned, fungal proliferation and activity is
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kept under host control within cortical parenchyma of the root cortex, and the fungus never
penetrates the central cylinder nor meristematic tissue. Plants have co-evolved systems to
offset the high energy cost of such an infection by exploiting the fungus’s capacity to absorb
soil nutrients and transport them into the root in its hyphae, so that the overall balance is
positive, as illustrated in the well-known mycorrhizal effects on plant growth. It is evident
that the close morphofunctional integration between plant and fungus in endomycorrhizas
resulting from cellular interactions requires finely tuned compatibility systems in both partners.

Biochemical, molecular and genetical studies of the basis of these compatibility systems have,
however, been hampered by the fact that endomycorrhizal fungi are obligate biotrophs and
nothing is known of their sexual life cycle. It is possible to develop experimental approaches
to get around these problems and so begin to provide answers to questions like:

¢ Are biochemical responses, considered to be part of active plant defence, induced by
endomycorrhizal fungi?

¢ Do specific molecular modifications occur in plants, linked to endomycorrhiza formation?

¢ Are specific plant genes involved in compatible interactions with endomycorrhizal fungi?

Are plant defence mechanisms activated in endomycorrhiza?

Research addressed at answering this question has shown that whatever aspect of plant defence
has been studied, the level of host response to (vesicular) arbuscular fungi is very weak as
compared to events when plants resist pathogens. Callose and phenolic compounds are
deposited around invading pathogens (Halbrock er al. 1986) but neither of these have ever
been observed during normal endomycorrhizal infections (Maffei er al. 1986).

Although root infection by endomycorrhizal fungi can elicit the production of antimicrobial
substances like phytoalexins and associated flavonoids (Morandi et al. 1984, Morandi and
Gianinazzi-Pearson 1986), which are molecules associated with the development of plant
resistance to pathogens (Bailey and Mansfield 1982), these compounds accumulate in relatively
low amounts and late in the infection process as compared to what happens during pathogen
attacks. Hyphal growth of endomycorrhizal fungi can be stimulated by the phytoalexins
glyceollin and coumestrol (Table 1), and studies with xenobiotic compounds have shown that
there is no consistent relationship between the accumulation of phytoalexins in roots and
endomycorrhiza development (Morandi 1989), suggesting that these molecules do not play a
central role in the control of the symbiotic fungi within host tissues.

Several types of proteins, of known (enzymes) or unknown function, are synthesized or
activated by the penetration of a fungal pathogen into plant tissues and are considered to be
markers of the host defence reactions controlling development of the pathogen (Ward 1986,
Tahiri-Alaoui et al. 1990). (Vesicular) arbuscular endomycorrhizal infections have been
analyzed for the presence of some of these, in order to elucidate whether a plant controls the
development of a mycorrhizal fungal symbiont in a similar way to that of pathogens.
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Table 1. Effect of host or non-host root exudates and flavonoids or isoflavonoids on
Gigaspora margarita spore germination and hyphal growth in vitro (Gianinazzi-
Pearson et al. 1989; Gianinazzi-Pearson, Branzanti and Morandi, unpublished results)

Relative response after 9 days (%)

Spore Hyphal

germination growth
Lupin root exudates + 6 + 18
Clover root exudates + 130 + 282
Hesperitin - 1.5uM + 17 + 251
Naringenin - 150nM + 30 + 80
Apigenin - 150nM + 10 + 77
Glyceollin - 0.5uM 0 + 45
Coumestrol - 50uM 0 + 48
Quercitin - 1.0uM - 12 + 36

Table 2. Some characteristics of the peripheral plasma membrane and the periarbuscular
membrane of parenchymal cortical cells of endomycorrhizal roots (Dexheimer ez al.
1979; Jeanmaire et al. 1985; Gianinazzi-Pearson et al. 1990, 1991).

Reaction Peripheral Periarbuscular
plasmalemma membrane

Phosphotungstic acid + +

MAC 206 (oligosaccharide) + ++

MAC 64 (glycoprotein) + -

Neutral phosphatase activity - +

ATPase activity - +

Biochemical analyses of root extracts of different plants indicate that overall peroxidase
activity (in vacuoles and cell walls) is enhanced in endomycorrhizal roots (Dehne and
Schénbeck 1979), but when wall-bound peroxidase activities (involved in wall stiffening) are
considered alone, increases can only be detected during the initial phases of infection
development (Spanu and Bonfante-Fasolo 1988). This enzyme activity can be localized, using
histochemical techniques, in the epidermal and hypodermal cells of endomycorrhizal roots and
in the middle lamella around growing intercellular hyphae in the root cortex, but it is not

258



DR VIVIENNE GIANINAZZI-PEARSON

present in cells containing intracellular arbuscular hyphae (Spanu and Bonfante-Fasolo 1988,
Gianinazzi 1991). In contrast to pathogen infections, peroxidases do not therefore seem to be
associated with plant control over symbiotic fungal development in the root cortex, nor are
they linked to arbuscule senescence and death within host cells. However, priming of these
enzymes in the outer tissues of endomycorrhizal roots may contribute to the reported
biocontrol effects of the symbiotic association (Bagyaraj 1984).

Total chitinase activity is also higher in (vesicular) arbuscular endomycorrhizal roots as
compared to non-mycorrhizal roots (Dehne and Schdonbeck 1978), but the part of the activity
due to host enzymes only increases during the early stages of mycorrhiza formation (Spanu
et al. 1989). No increases in host chitinase synthesis have been found by immunological
analyses in extracts from well-infected endomycorrhizal roots (Dumas et al. 1989) and similar
observations have been made for the production of plant glucanases (Dumas et al. 1990).
Again this contrasts with the important accumulation of both chitinases and glucanases during
plant defence responses to pathogenic fungal infection of roots (Tahiri-Alaoui er al. 1990).

Another group of plant proteins induced by pathogen infections, called (PR)b; proteins
(Gianinazzi 1984) and which have no known function, are also only produced in extremely
low amounts in endomycorrhizal roots. They are not detectable by immunoanalyses, but
DNA/RNA hybridisation shows that there is a weak activation of genes synthesizing mRNA
for these proteins in endomycorrhizal roots, as compared to that in pathogen-infected roots
(Gianinazzi-Pearson ef al. submitted). In fact, PRb, protein can be immunolocalized in
parenchyma cells where arbuscules are developing, and here it is limited to the host-derived
material laid down around the fungal hyphae.

All these observations suggest that (vesicular) arbuscular endomycorrhizal fungi only weakly
and very locally activate host defence mechanisms. This contrasts with plant responses to
pathogens, which are rapid in resistant interactions but do occur, though more slowly, during
susceptible infections (Carr and Klessig 1989, Linthorst ez al. 1991). It seems, therefore, that
although the host plant must somehow limit fungal development in endomycorrhiza, the
processes involved may be different from those involved in pathogen control. This could be
linked to the apparent weak virulence of (vesicular) arbuscular endomycorrhizal fungi vis a
vis host tissues. It is evident that such a lack of aggressiveness between host plant and
endomycorrhizal fungi must be an essential factor in the establishment of the persistent,
balanced symbiotic relationship between the two endomycorrhizal partners.

Are specific molecules produced by the host plant in relation to endomycorrhiza formation?

The cellular observations described previously show that roots respond strongly to an
endomycorrhizal infection and this can also be seen in the important amount of protein
synthesized during interactions. Both quantitative and qualitative differences can be detected
in proteins from endomycorrhizal roots by electrophoretic analyses. The host plant produces
a number of new proteins, which have been called endomycorrhizins (Dumas e al. 1989,
1990, Wyss er al. 1991). The function of these endomycorrhiza-specific proteins has not yet
been determined but they are not serologically related to host proteins induced by pathogens
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(Dumas et al. 1989, 1990). However, at least one of them shows a serological homology with
nodulins, proteins synthesized specifically during nodule formation (Wyss er al. 1991).

It thus appears that specific modifications in host gene expression, producing different families
of proteins, occur when roots react to different types of fungal infection and that the plant
must be able to discriminate very early between a pathogenic or a symbiotic fungus.
Purification of endomycorrhizins, production of specific oligonucleotide probes or antibodies
to them and identification of corresponding DNA clones will open the way to studies of plant
genes expressed during host-fungus interactions in (vesicular) arbuscular endomycorrhiza.

Are specific plant genes involved in endomycorrhiza formation and function?

The discovery a few years ago of isogenic plant mutants resistant to endomycorrhizal fungi,
obtained by chemical mutagenesis (EMS), represented a big step forward to answering this
question (Duc et al. 1988). Since then, such resistance has been found in mutants of two
different pea varieties and in a genotype of alfalfa (Gianinazzi-Pearson et al. 1991, Bradbury
et al. 1991). Two endomycorrhiza-resistant phenotypes can be distinguished: an ’early’ one
where fungal development is stopped after appressorium formation on the root surface and a
’late’ one where it is limited to intercellular hyphae in the root cortex, without formation of
arbuscules.

In each case, the resistance to endomycorrhizal fungi is found in plants that are altered for
their ability to form nodules with Rhizobium, which suggests that there may be links between
common early infection events in nodulation and endomycorrhiza infection. Genetic studies
of the pea mutants have shown that several different mutated loci can be responsible for the
resistant phenotype and that the inability to form (vesicular) arbuscular endomycorrhiza is a
recessive, monoallelic character. This differs from the resistance obtained in plants to
pathogens and which is usually a dominant, inheritable character. It also means that
susceptibilty to (vesicular) arbuscular endomycorrhizal fungi is normally under the control of
multiple, dominant genes in host plants which no doubt explains, at least in part, the
widespread occurrence of the endomycorrhizal symbiosis in nature.

The structural aspects of the plant’s reaction during initial infection events at the level of
appressorium formation differ greatly between ’early’ mutants and the parent wild type
(Gianinazzi-Pearson et al. 1991, Gollotte 1991). In the latter, little or no cell modifications
occur when an endomycorrhizal fungus comes into contact with the surface of epidermal cells.
In contrast, strong autofluorescence (suggesting the presence of phenolic substances) can be
observed in epidermal walls of mutants at contact points with fungal hyphae, as these pass
from one epidermal groove to another in an attempt to infect.

At the ultrastructural level, these contact points are characterized by an important deposit of
dense material on the inside of the epidermal host wall. This, together with the accumulation
of autofluorescing substances, recalls plant defence reactions normally observed during
pathogen attack and indicates that (vesicular) arbuscular endomycorrhizal fungi do possess
elicitors to induce resistance responses in plants. This hypothesis is strengthened by the
observation of hypersensitive responses to endomycorrhizal fungi in non-host plants like
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Salsola kali (Allen et al. 1989). This could mean that activation of endomycorrhiza-specific
host genes through plant recognition of a symbiotic fungus normally somehow represses the
expression of plant defence genes, so maintaining resistance responses at a weak level in
endomycorrhizal roots. Where chemical mutagenesis has altered the function of an
endomycorrhiza-specific gene, as in the ’early’ mutants, there is no longer regulation of
defence genes and resistance phenomena are activated.

CONCLUSION

The striking modifications occurring in the host plant during the establishment and
development of (vesicular) arbuscular endomycorrhizas make this symbiosis an interesting
model for analyzing the fine regulation of compatible plant-fungal interactions. However, the
results obtained so far raise more questions than they answer, for example:

¢ What are endomycorrhiza-specific genes coding for and how are their products involved in
regulation of plant-fungal interactions?

* Why are defence responses (normally) so little activated by symbiotic fungi when these fungi
are able to elicit such responses, as in endomycorrhiza deficient plant mutants?

¢ How do so-called symbiosis genes affect defence gene expression: are intergene interactions
involved and if so what are the mechanisms that are responsible?

Molecular biology techniques are going to help us answer some of these questions and so
explain in molecular terms the mechanisms involved in endomycorrhiza formation and
function. Furthermore, such research should lead to the definition of more appropriate
markers of the functional state of the symbiosis, essential tools for ecophysiological studies
and for the rational use of endomycorrhiza in agroecosystems. This will have consequences
for optimizing the management of endomycorrhiza in plant production systems, and the fact
that over 80% of plants are susceptible to endomycorrhizal fungi should facilitate transposal
of results to a wide range of agronomic hosts.
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Résumé: Chez la plante - tout comme chez les autres organismes vivants - la "maladie” est
un événement exceptionnel, soit parce que l’agent potentiellement infectieux est incapable
d’attaquer physiquement ou chimiquement les barriéres préformé de la plante, soit que a une
étape donnée de la pathogénése, 1’agent est reconnu comme agresseur et déclenche chez son
hote une réaction suffisamment forte pour le neutraliser.

La réaction des plantes est complexe; elle concerne des molécules résultant directement du
métabolisme primaire - telles que les PR-protéines, des enzymes litiques, des polypeptides
capables d’inhiber ’activité des enzymes excrétées, in vivo, par l’agent pathogéne ou encore
des protéines modifiant la composition de la paroi cellulaire de la plante; elle concerne
également des produits du métabolisme secondaire: polymeres (lignine, subérine, callose)
impliqués dans I’édification de barriéres mécaniques ainsi qu’une grande variété de molécules
organiques a effet antibiotique (phytoalexines) ou "imprégnant” les parois.

Il convient d’étre trés prudent avant d’affirmer qu’une modification du métabolisme de la
plante est réellement assimilable a une réaction de défense et donc qu’elle conditionne ou, au
minimum, qu'elle module la pathogénése. Plusieurs critéres sont & examiner, tels que:

® [a cinétique d’apparition et de développement de la réaction: dans le cas d’une résistance
induite le délai séparant l’attaque initiale de la mise en place des réactions est un facteur
primordial; la plante (individu, cultivar ou variété) a d’autant plus de "chance” d’échapper
au développement de infection que ce délai est plus court. Il peut étre apprécié soit par
dosage direct de la molécule étudiée (chimique ou enzymatique,... selon le cas), soit par
estimation de 1’apparition de mRNA lorsque les sondes adéquates sont disponibles,

¢ la localisation de la réaction: cette derniére, pour étre efficace, doit se situer au niveau des
points d’infection ou a proximité immédiate des agents pathogénes. Des techniques modernes,
immunocytochimie dans le cas de molécules immunogénes, ou hybridation in situ, permettent
de mener cette investigation au niveau non plus du tissu, mais de la cellule. Par ailleurs, la
précision de cette recherche conduit a une meilleure estimation de la concentration réelle des
molécules étudiées dans 1'environnement immédiat du parasite;

¢ les caractéristiques physico-chimiques de la molécule elle-méme (solubilité en milieu
aqueux, par exemple).

In fine, la démonstration de l'implication réelle d’une molécule dans la pathogéneése passe par
la voie génétique,; c’est cette approche qui a fourni la preuve définitive du role de la pisatine
en tant que facteur de résistance du pois vis a vis de parasites tels que Fusarium solani.

Si I'identification des molécules impliquées dans la résistance des plantes est toujours
activement en cours, un autre aspect se développe depuis plusieurs années, relatif aux
premiéres étapes, cruciales, de la pathogénése: étape de la reconnaissance du pathogéne par
la plante, étape de transmission des signaux de cellule a cellule et, enfin, étape d’élicitation
des mécanismes de défense d’une part (coté plante) et du "systéme d’agression” d’autre part
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(coté parasite). Le développement du processus pathogénique est le résultat d’interactions
complexes entre les deux protagonistes - plante et agent pathogéne. La non-reconnaissance,
par la plante, de I’agent pathogéne en tant qu’agresseur - soit dés l'instant ou le contact
s’établit, soit des la pénétration dans la plante - conduit au développement de l'infection. La
reconnaissance (interaction positive entre le produit d'un géne de résistance et le produit d’un
géne d’avirulence) conduit a 'élicitation de réactions de défense qui, si elles sont efficaces,
aboutit a I’élimination de 1'agent pathogéne ou a son confinement. Ce schéma est le plus
simple possible; le plus souvent il s’'établit une succession d’actions et de réactions, la
réponse de I’hdte induisant, chez le parasite, de nouvelles armes (enzymes de détoxification,
suppresseurs de reconnaissance...) qui, elles-mémes, élicitent de nouvelles réactions de
défense. On assiste ainsi a un véritable "Kriegspiel” (war game) entre les protagonistes onl
le vainqueur sera: le plus rapide et/ou le plus puissant et/ou le plus subtile (dans la mesure
od il disposera d’un plus large éventail d’armes ou de contre-mesures de défense) et/ou, degré
de complexité supplémentaire, dans la mesure on il se trouvera dans l’environnement le plus
favorable a la manifestation de ses potentialités, l’expression des génes étant modulée par des
Sfacteurs de ce type (température, par exemple).

Abstract:  lliness is exceptional in plants, either because the potential pathogen cannot
vanquish the plant’s existing physical or chemical barriers or because at some stage of the
pathogenesis, it is identified as an aggressor, which triggers a sufficiently strong neutralizing
reaction in the host.

Plant reactions involve the expression of proteins, such as the PR-proteins, lytic enzymes,
polypeptide hormones capable of inhibiting the activity of the enzymes excreted in vivo by the
parasite or some other proteins that alter the composition of the plant cell walls. It also
concerns products from the secondary metabolism: polymers (lignin, suberin, callose) that
contribute to the production of mechanical barriers, and a large variety of organic molecules
that have an antibiotic effect (photoalexins) or that impregnate the cell walls.

Great caution is advised before asserting that a change in the plant metabolism can be
considered to be a defence reaction, able to condition or at least modulate pathogenisis.
Several criteria need to be considered e.g.:

® the kinetics of the appearance and development of the reaction: in the case of induced
resistance the time between the initial attack and the actual reaction is vital. The plant
(individual, cultivar or variety) has a better chance of "escaping” infection if the reaction
triggering time is shorter. It can be evaluated by direct measurement of the selected molecule,
or in some cases by estimating the production of mRNA, if suitable probes are available;

® location of reaction: to be maximally effective, the reaction should be localized at the points
of infection or near the pathogenic agents. Modern techniques, immunocytochemistry in the
case of immunogenic molecules, or in situ hybridization now make it possible to investigate
these phenomena at the cell level and allow a more accurate estimate of the real concentration
of the relevant molecules in the parasite’s immediate environment,
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¢ physico-chemical characteristics of the molecule itself (solubility in a liquid medium for
instance).

Furthermore, the great precision of these methods lead to a better understanding of the
molecular basis of pathogenesis. Nevertheless the genetic approach (classical or molecular)
is the only one that can conclusively demonstrate the genuine involvement of a molecule in
pathogenesis. This method was used to assess the importance of pisatine in the resistance of
pea genotypes against attack by Fusarium solani.

Identifying molecules of importance to plant resistance is actively underway, but there is
another aspect that has been under study for several years: the first, all-important phases of
pathogenesis, the phases during which the plant "recognizes the pathogen, transmits signals
JSrom cell to cell, and finally activates its defence mechanisms, while the parasite activates its
'system of aggression’”. The development of the pathogenic process is the result of
complicated interactions between the two protagonists, the plant and the pathogen. If the
plant does not recognize the pathogen as an aggressor, at the moment of contact or
penetration into the plant, the infection will develop. Recognition (positive interaction bewteen
the product of a resistance gene and the product of an avirulence gene) leads to activation of
defence reactions which, if they are effective, will manage to eliminate or confine the
pathogen. This is the simplest pathway. More often that not, there is a succession of actions
and reactions. The response of the host activates new "weapons” in the parasite
(detoxification enzymes, recognition suppressors, etc.) which in turn trigger new defence
reactions. The protagonists play a veritable war game, with the winner being the fastest
and/or the mightiest, and/or the subtlest (if he has a large choice of weapons or counter-
defence) and/or the one benefitting from the most favourable environment for the expression
of the resistance gene.
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Abstract: Plants have highly efficient defence mechanisms against invading viruses, bacteria,
fungi and even nematodes. The defence reaction is characterized by a rapid and localized cell
death (hypersensitive response), the production of so-called pathogenesis-related (PR) proteins
such as ((1,3)-glucanases and chitinases, the synthesis of antimicrobial compounds,
phytoalexins, and the reinforcement of the cell wall resulting from an induced lignin
biosynthesis and the formation of hydroxyproline-rich glycoproteins (e.g. extensin) and glycine-
rich proteins. It is very important to understand the molecular mechanisms that regulate the
expression of the defence genes upon infection. To this end, we have cloned and characterized
several genes encoding PR proteins, an extensin, an O-methyltransferase with a key role in
lignin biosynthesis, and several superoxide dismutases which are thought to play a role in
limiting the hypersensitive reaction to a restricted area. The expression of these genes has
been analyzed by the use of promoter/3-glucuronidase gene fusions in transgenic plants. It
was found that most of these genes are not only induced by infection but that they are also
expressed during specific stages of development and in response to other stress conditions.
To achieve a better understanding of the role of 3(1,3)-glucanases and superoxide dismutases
in the defence reactions, we have generated transgenic tobacco plants which overproduce these
proteins to high levels. The results suggest that it will only be possible to engineer full
resistance to pathogens when we are capable of controlling the expression of the whole,
coordinated defence system. It is therefore important 