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L"auteur décrit,
dans cet article,

la spécificité

de la plante-h6te
pour noduler

et fixer ['azote
fout en montrant
les caractéristiques
phénotypiques

et symbiotiques

du partenaire microbien.

La resiauration et le maintien de la
fertilité des sols est un probléme en-
vironnemental crucial. Ce probléme
est plus particuliérement marqué
dans les pays tropicaux et subtropi-
caux ou les sols pauvres en matiére
organique soni forfement lessivés
par les pluies, ce qui accentue leur
carence en éléments nutritifs. L'utili-
sation dans les pays du Sud des
arbres fixateurs d’azote comme Cal-
liandra calothyrsus, Gliricidia se-
pium et Acacia mangium, pour amé-
liorer la feriilité et la siabilité des sols
agricoles, s’est intensifiée ces der-
niéres années

C. calothyrsus (Mimosacée) est un
arbuste non épineux de ftaille
moyenne appartenant & la famille
des légumineuses et originaire
d'Amérique  centrale et du
Mexique ; c’est une espéce frés utili-
sée dans son aire d'origine mais
aussi dans d’autres pays tropicaux
ot elle a été introduite avec succés.
Dans les systémes agroforestiers, C.
calothyrsus a des usages nombreux
et variés: production de bois
d'usage ou de feu, biomasse pour
I"utilisation en mulch, haies anti-éro-
sives pour fixer les falus de ferrasse,
ombrage des culures (cacao,
café...). Ainsi en Indonésie plus de
170 000 hectares ontils été plantés
avec succés autour de villages dont
les sols sont irés érodés et peu fer-
files  (National ~Academy of
Sciences, 1983}, KAN et HU (1987)
ont également décrit comment 'ins-
tallation de haies de C. calothyrsus
limite |érosion des sols gréice & un
systéme racinaire profond et & une
intense ramification latérale. De leur
cdté & la Réunion, TASSIN ef al.
(1995) ont moniré que la porosité
du sol augmente au fur et & mesure
que 'on s'approche des haies de
C. calothyrsus ; PELSSOU (1993) q,
quant & lui, fait la preuve de la
bonne valeur fourragére de |'espé-
ce, frés appréciée en tant quap-
point riche en protéines, pour nour-
rir les caprins dans les petites
exploitations des Hauts de Iile.
C. calothyrsus présente aussi un

grand intérét agroforestier en
Afrique de I'Est (Burundi, Rwanda et
Kenya}, & Madagascar et en Nou-
velle-Calédonie.

Comme d'assez nombreuses légu-
mineuses ligneuses, C. calothyrsus
peut s'associer avec rhizobium pour
former des nodules au sein desquels
'azote atmosphérique est fixé. Dans
beaucoup de sols tropicaux, la pré-
sence de souches locales peu effec-
tives avec ['espéce de légumineuses
que I'on souhaite introduire est un
facteur limitant pour la fixation bio-
logique de |'azote [SINGLETON et al.,
1992). C'est pourquoi, dans ces
sols, l'inoculation des arbres avec
des souches sélectionnées de rhizo-
bium est fortement recommandée
[GANRY, DOMMERGUES, 1995}, Ac-
tuellement, trés peu de souches de
rhizobium de C. calothyrsus sont
disponibles ; seules quelques sou-
ches de Rhizobium sensu stricto fi-
gurent dans la collection du NifTAL
[HALLDAY et SOMASEGARAN, 1984).
C’est trés insuffisant car il est néces-
saire de disposer d'une large collec-
tion de souches de rhizobium spéci-
fiques de C. calothyrsus afin de
pouvoir identifier celles qui sont les
plus appropriées pour s'associer ef-
ficacement avec la plante-héte sui-
vant les caractéristiques écophysio-
logiques du sol.

Les obijeciifs de notre travail sont les
suivants :

e Confirmer ou infirmer les résultats
de TURK et KEYSER (1992) et ceux de
LAJUDIE et al. (1994), d’ou il ressort
que C. calothyrsus est nodulé uni-
quement par des Rhizobium sensu
sfricto.

o Réunir une collection de souches
isolées de nodules de C. calothyrsus
poussant dans frois zones géogra-
phiques différentes {La Réunion, le
Kenya et la Nouvelle-Calédonie), en
effectuer la caractérisation phénoty-
pique afin de vérifier si ces souches
appartiennent & frois groupes phé-
notypiques disfincts.

o Comparer I'effectivité de ces
souches avec des souches de collec-
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tion connues afin de découvrir éven-
tuellement des souches plus perfor-
mantes que les souches de réfé-
rences classiquement utilisées.

MATERIELS

ET METHODES

0O Matériel végétal

Au cours de ceite étude, nous avons
utilisé la provenance de C. calothyr-
sus Suchitepequez originaire du
Guatemala (référence n’92/9599
du CIRAD-Forét). Les graines sont sca-

rifiées mécaniquement : & l'aide
d’un scalpel, on sectionne une por-
tion du tégument dans la zone op-
posée de celle ol se trouve I'em-
bryon (MACQUEEN, 1993). Les
graines, une fois scarifiées et imbi-
bées dans 'eau, sont mises a ger-
mer en serre dans un mélange de
perlite et de vermiculite ; c’est & par-
tir de ces semis que les expériences
1 et 3 sont réalisées.

O Souches de rhizobium

A partir de chaque lot de nodules ré-
coltés & La Réunion, au Kenya et en
Nouvelle-Calédonie, nous avons ef-
feciué un réisolement des rhizo-
biums présents dans les nodules.
Pour cela, les nodules ont été écra-
sés dans de ['equ distillée puis ino-
culés & de jeunes plantes de C. ca-
lothyrsus cultivées en serre. Aprés
deux mois de culture, les plantes
sont déracinées, et les jeunes no-
dules formés sont prélevés. Aprés
une désinfection de surface (éthanol
a 95 °C pendant 10 secondes, puis
2 minutes dans HgCl, & 0,1 %) et
plusieurs ringages dans de I'eau dis-
tillée stérile, les nodules sont écrasés
dans de I'eau physiologique stérile
et le tout est étalé & I'aide d'une
anse de platine dans une boite de
Pétri contenant du miliev Yeast Ex-

fract Mannitol ou YEM (VINCENT, i CCNCQ"”ﬂ
1970) ; aprés plusieurs repiquages, 1+ -CCST Pl
on dispose ainsi de cultures puresde |+ +CC82: 0 i

Kenya | ‘
- Kenya: [Mombase-Miwapa] -
*Nouvelle-Calédonie (PortLague
“Nouvelle-Calédonie (Lifou) -

* Singapour-:

rre)

Singapour . -

rhizobium. L'ensemble des souches Sl i

de rhizobium ainsi isolées est pré-  NifAL Nitrogen Fixation for Tropical Agriculture Legumes. Références des souches : HALIDAY ef

senté dans le tableau 1. SOMASEGARAN {1984).
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EXPERIENCE 1

Afin de déterminer si C. calothyrsus
nodule avec des souches de Rhizo-
bium et/ou de Bradyrhizobium, de
jeunes plantules &gées de 8 jours
sont transplantées dans des pots en
plastique de 12 x 8 cm contenant
un mélange de sable et de vermicu-
lite. Les 8 souches de Rhizobium et
les 6 souches de Bradyrhizobium
qui sont festées au cours de cefte ex-
périence sont présentées dans le ta-
bleau I, p. 48. Elles sont cultivées
dans le milieu YEM & 28 °C pendant
5 jours. L'inoculation des plantes est
effectuée au moment de la mise en
place des jeunes semis ; elle consis-
te & verser sur la zone du collet
500 ul de la culture bactérienne
dgée de 5 jours et confenant 107
cellules par ml. Pour chacune des
14 souches festées et pour la série
de plantes non inoculées, nous
avons 12 répéfitions. les plantes
sont arrosées en alternance avec de
la solution nufritive sans azote

(BROUGHTON, DILWORTH, 1971} et
de I'equ distillée.

Aprés 12 semaines de croissance,
on dénombre les plantes qui sont no-
dulées avec les différentes souches
de rhizobium festées. Chez les
plantes nodulées, on estime que la
symbiose est efficiente lorsqu’elles
sont trés développées et que leur
fevillage est bien vert. Dans le cas
contraire, si le développement des
plantes est réduit et que les feuilles
sont jaunes, on parle alors de sym-
biose inefficiente.

EXPERIENCE 2

Au cours de cefte expérience, nous
avons utilisé 39 souches de rhizo-
bium : 37 sont des souches isolées &
partir de nodules de C. calothyrsus
récoltés & La Réunion {Groupe géo-
graphique 2}, au Kenya (Groupe
géographique 3), en Nouvelle-Calé-
donie {Groupe géographique 4) et
& Singapour (Groupe géogra-

phique 5), et deux (TAL 1 et TAL 33)
sont des souches issues de la collec-
tion du NifTAL (Hawaii, USA) (cf.
tableau 1). Des tests biochimiques et
métaboliques sont utilisés afin d'éva-
luer la diversité au sein de notre col-
lection de souches de rhizobium de
C. calothyrsus.

* Croissance en milieu YEM conte-
nant 25 mg I-' de bleu de bromo-
thymol : chacune des souches fes-
tées est mise en culture dans des
boites de Pétri contenant du milieu
YEM gélosé additionné de bleu de
bromothymol qui est un indicateur
coloré de pH. Aprés cing jours d'in-
cubation a 28 °C, on note si la
souche de rhizobium a acidifié {cou-
leur jaune} ou alcalinisé (couleur
bleue) le miliev de culture (cf. photo
p. 49). Dans le cas d'un acidifico-
tion, on parle de souche de Rhizo-
bium sensu stricto (rhizobiums &
croissance rapide) et, dans le cas
d'une alcalinisation, on parle de
souches de Bradyrhizobium (rhizo-
biums & croissance lente ; JORDAN,
1984).

o Test d’hydrolyse de l'urée :par la
méme procédure que celle décrite
lors du test précédent, on détermine
si les souches testées sont capables
d’hydrolyser 'urée. L'hydrolyse se
manifeste par |'apparition d'une
couleur rouge dans les boites de
Pétri confenant du YEM, 2 % d’urée
et 0,012 % de rouge phénol aprés
cing jours d'incubation & 28 °C
(LINDSTROM, LEHTOMAKI, 1988).

¢ Croissance en présence de 8 %
de KNO3 : I'aptitude des souches a
croiire en présence de 8% de
KNO3 a été réalisée dans du milieu
YEM suivant la technique décrite
par DREYFUS ef al. {1988).

¢ Tolérance a la salinité : la résis-
tance d la salinité de ces souches a
été évaluée en les cultivant dans du
milieu YEM gélosé dépourvu de
NaCl, dans lequel on a ajouté res-
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pectivement 1, 2 et 3 % (soit respec-
tivement 172, 348 et 516 mM)} de
NaCl. Contrairement aux tests pré-
cédents, |'inoculation a été réalisée
& l'aide d'un inoculateur multipoint
qui permet de ‘déposer en méme
temps quelques pl de 48 souches
différentes & la surface d'un milieu
gélosé.

» Résistance intrinseque aux anti-
biotiques : la résistance intrinséque
& différents antibiotiques de chacu-
ne des souches a éié déterminée en
utilisant du milieu YEM gélosé sur le-
quel on a déposé les disques (Bio-
mérieux) des antibiotiques suivants :
Streptomycine (10 pg), Chloram-

phénicol (30 ug), Kanamycine
(30 pg}, Néomycine (30 ung), Ampi-
cilline {10 ug) et Tétracycline

(30 ug). Un ml de culture dgée de
cing jours contenant 107 cellules par
ml est étalé sur du milieu YEM gélo-
sé. Une fois que la surface du milieu
de culture est parfaitement séche,
les disques d'antibiotiques sont dé-
posés ; aprés cing jours d’incuba-
tion & 28 °C, les souches sont dites
résistantes si de la culture s'est dé-
veloppée tout autour du disque.

» Résistance intrinséque aux métaux
lourds : la résistance inirinséque aux
métaux lourds de chacune des
souches a éié déterminée en utilisant
du miliev YEM gélosé. Les solutions
stocks de métaux lourds sont stérili-
sées par filiration ef ajoutées stérile-
ment au milieu YEM aux concentra-
tions suivantes :

CdCl,, 2 H,0 20 ug ml! ;

CuCly, 2 H,0 100 pg ml- ;

ZnCl, 100 pg mt' ;

AlCl,, 6 H,O 500 ug mi ;

Hgd2 Sugml';

Pb{CH,CO0), 500 ug mi-! ;
BaCl,, 2 H,O 100 pg ml! ;
MnSO,, H,0 100 ug mt' ;

NiCl,, 6 H,0 100 mk-!.

La technique d'inoculation utilisée
estla méme que celle décrite pour le
test de tolérance & la salinité.

o Utilisation de différents acides ami-
nés comme seule source d’azote : |'ap-

titude de ces souches & utiliser diffé-
rents acides aminés comme source
d’azote a été déterminée en utilisant
du milieu M2 dont la composition
est la suivante :

Mannitol 10 g [

NaCl 0,1 g IF!

K,HPO, 0,5 g

FeCly, 2 mg I

Biotine 1073 mg I!

Thiamine 0,4 mg I-'.

Les acides aminés testés sont les sui-
vants : DL-Phénylalanine, Llsoleuci-
ne, Glycine, DL-Valine, DL-Cystéine,
Dl-leucine, DLSérine, DL-Alanine,
DL-Méthionine, DL-Lysine, DL-Histidi-
ne, Asparagine, DL-Thréonine, DL
Tyrosine, L-Glutamine, L-Arginine, L-
Proline. Le milieu M2 contenant du
Clutamate de sodium est utilisé
comme témoin positif, fandis que le
milieu M2 sans source d'azote est
utilisé comme témoin négatif. Les so-
lutions stocks de chaque acide
aminé sont stérilisées par filtration et
ajoutées stérilement au milieu M2 &
la concentration finale de 10 mM.
Lo technique d’inoculation utilisée
est la méme que celle décrite pour le
test de tolérance & la salinité.

¢ Utilisation de différentes sources
de carbone : ['aptitude de ces sou-
ches a utiliser différentes sources de
carbone est déterminée en utilisant
du milieu M3 [miliev YEM sans man-
nitol et sans autres sources de carbo-
ne). Les solutions stocks de chaque
source de carbone sont stérilisées
par filration et ajoutées siérilement
au milieu M3 & la concentration fi-
nale de 0,2 %. Les sources de car
bone festées sont les suivantes : Fruc-
tose, Dexirine, Rhamnose, Sorbitol,
Arabinose, Citrate, Glucose, Galac-
tose, Maltose, Mannose, Myo-inosi-
tol, Acétate de sodium, Poly-Ethyle-
ne-Glycol, Glycérol, Ribose, Xylose,
Saccharose, Riboflavine. Comme
lors du premier test, du bleu de bro-
mothymol est ajouté au milieu M3 &
la concentration de 25 mg 1. Le mi-
lieu YEM est utilisé comme témoin
positif, alors que le #moin négatif
correspond au milieu M3 sans au-
cune source de carbone. La tech-
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nique d'inoculation utilisée est la
méme que celle décrite pour le test
de tolérance 4 la salinité.

EXPERIENCE 3

Deux séries d'expériences en serre
ont été réalisées afin d'étudier I'effet
de [linoculation avec 35 des
37 souches de rhizobium présen-
tées dans le tableau | {les souches
singapouriennes n’ont pu éire tes-
tées) sur la croissance et la fixation
d'azote de C. calothyrsus :

e La premiére série concerne les
souches originaires de La Réunion ;
elle s'est déroulée de 1% mai au

31 juillet 1994.

e Au cours de la seconde série, ce
sont les souches kenyanes qui ont
été testées de janvier & mars 1995.

A titre de comparaison, lors des
2 séries, 3 souches de référence ont
également été testées (la souche TAL
1 de C. calothyrsus, la souche TAL
1145 de leucaena leucocephala et
la souche TAL 1806 de Gliricidia se-
pium; HALUDAY, SOMASEGARAN,
1984) car ces souches sont recom-
mandées par I'Oxford Forestry Insti-
tute et le NIfTAL pour I'inoculation
au champ de Calliandra.

Prafiquement, de jeunes plantules de
C. calothyrsus Ggées de huit jours sont
transplantées dans les mémes pots que
ceux ulilisés lors de I'expérience 1,
contenant cette fois<i un mélange de
perlite et de vermiculite. Toutes les
souches testées sont cultivées dans du
milieu YEM et incubées & 28 °C pen-
dont cing jours. L'inoculation est effec-
tuée au moment de la mise en place
des plantules svivant le méme protoco-
le que celui décrit pour I'expérience 1.
Pour chacune des 37 souches testées,
plus la série de plantestémoins non ino-
culées, nous avons 12 répétitions.
Comme lors de la premiére expérien-
ce, les plantes sont arrosées alternati-
vement avec de la solution nufritive
sans azote {BROUGHTON, DIWORTH,
1971) et de I'eau distillée.

Aprés irois mois de culture en serre,
les plantes sont récoltées et leurs

TYRSUS
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parties aériennes sont mises a sé-
cher & l'étuve (50 °C pendant deux
jours) ef pesées. Leur teneur en azofe
total est déterminée par la méthode de
Kieldalh (BREMNER, MULVANEY, 1982).

RESULTATS

EXPERIENCE 1
Tableau 11

Au vu des résultats présentés dans le
tableau 1l, on constate que C. calo-
thyrsus n’est que peu ou pas nodulé
par les différentes souches de Bro-
dyrhizobium que nous avons fes-
tées. Les souches d’acacias ausira-
liens et d'Albizia lebbeck n'ont
induit la formation d’auvcun nodule,
seules les souches de Bradyrhizo-
bium ORS 800 et TAL 72 en ont

formé quelques-uns ; mais ces no-
dules se sont avérés éfre non effi-
cients, ce qui explique pourquoi les
plantes sont peu développées et que
leur feuillage est joune. En re-
vanche, on s'apercoit qu'un groupe
de souches de Rhizobium est ca-
pable de noduler efficacement C.
calothyrsus (100 % de planfes no-
dulées) et de former avec cette der-
niére une symbiose irés fixatrice
d’azote (plantes trés développées et
avec un feuillage trés vert). Outre la
souche TAL 1 de C. calothyrsus, on
trouve la souche TAL 1145 de leu-
caena leucocephala, la souche TAL
1806 de Gliricidia sepium et la
souche PJ12 de Prosopis juliflora. En
ce qui concerne les souches de Rhi-
zobium de légumineuses annuelles,
que ce soit la souche de pois-chiche,

de luzerne ou de tréfle, aucune n’est
véritablement capable de noduler
avec C. calothyrsus {cf. tableau Il).

Conclusion de l'expérience 1 : on
peut donc dire que C. calothyrsus
est une plante-hdte spécifique en ce
qui concerne la nodulation et I'apti-
tude a fixer I'azote.

EXPERIENCE 2
Tableau Ill

¢ Croissance en milieu YEM conte-
nant 25 mg I-! de bleu de bromo-
thymol : toutes les souches que nous
avons isolées ont acidifié le milieu
YEM gélosé au cours de leur crois-
sance. Ceffe caractéristique est spé-
cifique du genre Rhizobium, ce qui

\cacia-holoser

- Abizia foleataria

a estle nombre de plantes nodulées.

|, inefficients : les plantes sont nodulées mais ne sont pas plus développées que les plantes non inoculées ; E, efficients : les plantes sont frés dévelop-

pées par rapport aux plantes non inoculées.

1, BERRAHO B, {communication personnelle, 1990 ; 2, SCHWYN et NELANDS (1987) ; 3, DREYFUS B. [communication personnelle, 1987) ; 4, HAWDAY
of SOMASEGARAN {1984] ; 5, Auteurs de Idrticle ; 6, DIAGNE (1988} ; 7, GAUANA {1990).
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signifie que |'ensemble des souches
isolées & la Réunion, au Kenya, en
Nouvelle-Calédonie et & Singapour
sont toutes des souches de Rhizo-
bium sensu stricto.

¢ Test d’hydrolyse de l'urée : aucu-
ne des souches testées n'est parve-
nue & croftre sur un milieu contenant
de 'urée et donc & hydrolyser ceite
derniére.

¢ Tolérance a la salinité : dans |'en-
semble, les souches de Rhizobium
de C. calothyrsus sont assez sen-
sibles & la salinité puisqu’en présen-
ce de 1 % de NaCl, la croissance
des deux souches de collection (TAL
1 ef TAL 33), ainsi que celle de la
quasi-otalité des souches réunion-
naises, est fotalement inhibée. En
présence de teneurs plus élevées en
NaCl (2 et 3 %), on constate que la
croissance des souches kenyanes et
calédoniennes (groupes 3 et 4) est
globalement inhibée. Mais, en re-
vanche, les deux souches isolées &
Singapour [groupe 5) résistent par-
faitement & une teneur élevée en

NaCl puisqu’elles ne sont pas inhi-
bées en présence de 3 % de NaCl

dans le milieu de culture.,

» Résistance intrinséque aux antibio-
tiques : dans leur grande majorité,
les cing groupes géographiques de
souches que nous avons festées sont
sensibles & la Streptomycine, & ' Am-
picilline et surtout & la Tétracycline et
& la Kanamycine (cf. tableau I1i). En
revanche, la présence de Néomyci-
ne dans le milieu de culture n’inhibe
pas leur croissance. le comporte-
ment de ces souches visdrvis du
Chloramphénicol est intéressant car
on constate que les souches de col-
lection {groupe 1) et celles de La
Réunion (groupe 2) sont résistantes
& cet antibiotique, mais qu'en re-
vanche 12 des 16 souches du
Kenya {groupe 3] et les 4 souches
de Nouvelle-Calédonie et de Singa-
pour (groupes 4 et 5) ont leur crois-
sance qui est inhibée.

e Résistance intrinséque aux mé-
taux lourds : les cing groupes géo-
graphiques de souches testées sont
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peu ou pas sensibles au baryum, au
manganése et au plomb. En re-
vanche, la présence de nickel dans
le milieu de culture inhibe totalement
leur croissance. D’autres métaux
lourds comme I'aluminium et le mer-
cure ont des effets plus contrastés sur
la croissance des souches car, pour
chaque groupe, une partie des
souches a une croissance inhibée
par le métal. Comme dans le cas du
test précédent, de fels résultats ne
nous permettent pas de différencier
nos cinq groupes géographiques de
souches de Rhizobium. En revanche
en présence de cadmium, de cuivre
et de zinc, on constate que les résul-
tats obtenus varient d'un groupe &
un autre ; ainsi, les souches des
groupes 1, 2 et 5 sont-elles toutes in-
hibées en présence de ces trois mé-
taux (cf. tableau lll} alors que la
grande majorité des souches du
groupe 3 et les deux souches du
groupe 4 se sont développées nor-
malement.

e Utilisation de différents acides
aminés comme seule source d’azote :
comme dans le cas des deux tests
précédents, on constate que cer-
tains acides aminés sont utilisés par
la majorité des souches testées
(Glutamine, Asparagine, Arginine
et Proline} et que d'autres, en re-
vanche, ne sont que peu ou pas uti-
lisés {Phénylalanine, Valine, Cystéi-
ne, Isoleucine et Leucine). Dans le
cas de la Tyrosine, on constate que
seules les souches des groupes 1 et
2 sont capables de I'vtiliser, tandis
qu'en ce qui concerne |'utilisation
de la Glycine, seules les souches
du groupe 5 sont capables de I'uti-
liser pour croftre. Pour ce qui est
des autres acides aminés testés, les
résultats obtenus traduisent une
plus grande variabilité au sein des
groupes de souches mais égale-
ment entre les cing groupes, ce qui
rend difficile leur inferprétation
pour permettre la différenciation
des groupes de souches entre eux.
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“n estle nombre de souches festées.

b« + » Toutes les souches ont poussé ; « - » Toutes les souches sont inhibées. Cependant dans le cas des tests sur apfitude des souches a uiiliser différents acides
aminés comme source d'azofe ef différentes sources de carbone pour crolire, nous avons noté que quelques unes des souches testées étaient copables de pous-
ser dans des milieux de culture sans carbone ou sans azofe. Aussi pour ces deux tests, « + » signifie que la croissance des souches est meilleure que celle obser-
vée dans un milieu sans source de carbone ou d'azote. Les chiffres correspondent aux nombres de souches ayant répondu positivement.

nd : non délerminé.

o Utilisation de différentes sources
de carbone : & |'exception du Ci-
trate, de I’Acétate de Sodium, du
PEG et de la Riboflavine, toutes les
autres sources festées au cours de
cefte expérience sont utilisées par
les souches des cing groupes géo-
graphiques. Malgré tout, on dis-
tingue des différences enire les
groupes : les souches des quatre
premiers groupes n’ont utilisé glo-
balement que 11 des 17 sources
de carbone proposées (soit 65 %),
alors que les souches singapou-
riennes en ont utilisé 81 %. D'un
point de vue qualitatif, on constate
également quelques différences in-
téressantes comme, par exemple,
le cas de la Dextrine que seules 15
des 16 souches du groupe 3 et 1
des deux souches du groupe 4
sont capables d'utiliser comme

> ; 1) on the growth of Calliandra calothyrsus in gr
source de carbone. . O R
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Conclusion de 'expérience 2 : nous
avons vu que toutes les souches qui
ont été isolées sont des souches de
Rhizobium sensu stricto. Si I'on veut
essayer de faire des regroupements
entre les cing groupes géogra-
phiques de souches, il semble pos-
sible de distinguer frois grands en-
sembles :

o le premier regrouperait les
groupes 1 et 2 (souches de collec-
tion et souches réunionnaises).

e le second rassemblerait les
groupes 3 et 4 (Kenya et Nouvelle-
Calédonie).

e Enfin, le troisiéme correspondrait
au groupe 5, soit les deux souches
isolées & Singapour.

0,3
0.2

0,1

Production de biomasse aérienne (mg/plante)

Témoin
CCR3
TAL1
CCRS8
CCR2B
TAL 1145
CCR2A
CCR1
CCR18
CCR6
TAL 1806
CCR20B

CALOTHYRSUS

CCR12
CCR11
CCR14

EXPERIENCE 3
Figures 1 et 2

o Effet de I'inoculation sur la bio-
masse aérienne : par rapport aux
plantestémoins non inoculées, on
constate que foutes les souches tes-
tées ont amélioré significativement
la croissance de C. calothyrsus.
Ceite amélioration varie cependant
d’une souche & une autre; c'est
ainsi que les plantes inoculées avec
les souches CCK5 et CCK8 ont pro-
duit 78% de biomasse aérienne en
plus que les plantes non inoculées,
alors que 'augmentation est de 369 %
chez les plantes inoculées avec la
souche CCR17. Par rapport aux

souches de référence, on constate

CCR4

CCR9
CCR10
CCR13
CCR20A
CCR17

TAL 1806

Souches de Rhizobium

TAL 1145

que la souche TAL 1 est peu effi-
ciente avec C. calothyrsus. En effet,
& l'exception de la souche CCR3,
foutes les autres souches de la col-
lection produisent des quantités de
biomasse aérienne significative-
ment supérieures & celles obtenues
avec TAL 1 dans les deux séries. En
ce qui concerne TAL 1145 et TAL
1806, on constate qu’elles ne figu-
rent pas parmi les souches les plus
efficientes. Ainsi comme on peut le
voir sur la figure 1, toutes les
souches qui ont permis une produc-
fion de biomasse aérienne supérieu-
re ou égale & celle de la souche
CCR20B sont significativement plus
efficientes que la souche TAL 1806
(Test de Duncan, P < 0,05). Dans le

ST
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ies aériennes

des plauntes (%/plante)

Pourcentage d'azote dans les part

cas de la deuxiéme série, ce sont les
souches qui ont permis une produc-
tion de biomasse aérienne supérieu-
re ou égale & celle de la souche
CCK7 qui sont significativement
plus efficientes que les souches TAL
1806 et TAL 1145 (Test de Duncan,
P < 0,05). A noter que les produc-
tions de biomasse cérienne obte-
nues lors de la seconde série sont
plus faibles que celles obtenues lors
de la premiére série. Il est possible
que la durée d'éclairement qui est
moindre en hiver qu'en été soit res-
ponsable de cefte différence, et ce
malgré I'utilisation d'un éclairage
artificiel visant & compenser cette
carence lumineuse. Cependant,
comme pour chacune des séries
nous avons festé les frois souches de

CCK11
CCK7
CCNC2
CCK9

g
=}
E

@

=

Souches de Rhizobium

référence, il est tout & fait correct de
comparer entre eux les résuliats
d’une méme série, & I'image de ce
qui vient d'étre discuté dans ce pa-
ragraphe.

Au vu de I'ensemble des résultats,
on peut idenfifier huit souches qui
semblent en serre améliorer le plus
significativement la croissance de
C. calothyrsus. Dans la premiére
série, il s'agit des souches CCR10,
CCR13, CCR20A et CCR17 ef,
dans la seconde, des souches
CCK10, CCK13, CCK3 et CCK6. A
noter que les deux souches calédo-
niennes n‘ont pas donné des pro-
ductions de biomasse aérienne trés
élevées, ce qui laisse présager
qu'elles ne sont pas irés efficientes
avec C. calothyrsus.
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o Effet de l'inoculation sur la te-
neur en azote total dans les parties
aériennes : comme dans le cas de la
biomasse aérienne, les teneurs en
azote total dans les parties aé
riennes des plantes inoculées avec
les différentes souches tesiées sont
toutes significativement supérieures
& celles obtenues chez les plantes-té-
moins non inoculées |fig. 2}. Par
rapport aux frois souches de collec-
tion, des souches comme CCR10,
CCR11 et CCR1, dans la premiére
série, et CCK12 et CCKS2 dans la
seconde série donnent des teneurs
en azote total dans les parties aé-
riennes de la plante trés significati-
vement supérieures & celles obte-
nues avec TAL 1, TAL 1806 ou TAL
1145. Malheureusement leurs pro-
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ductions de biomasse aérienne de
parties aériennes sont frés modestes
par rapport aux huit souches citées
précédemment. A propos de ces
huit souches, on remarque que glo-
balement elles donnent des teneurs
en azote total moyennes & 'excep-
tion des souches CCR10 et CCK13,
dont les teneurs en azote sont parmi
les trois valeurs les plus élevées de
leur série respective. Par consé-
quent, ces deux souches sont trés in-
téressantes car elles permettent une
importante production de figes et de
fevilles dont la teneur en azote est
trés satisfaisante.

Conclusion de l'expérience 3 : il
ressort de notre étude que nous
avons pu identifier huit souches de
Rhizobium qui ont amélioré trés si-
gnificativement, par rapport aux
trois souches de référence que nous
avons testées, la production de bio-
masse aérienne chez C. calothyr-
sus. En terme de feneurs en azote
total dans les parties aériennes,
deux de ces huit souches donnent
également des teneurs élevées signi-
ficativement supérieures a celles ob-
tenues avec les souches TAL 1, TAL
1145 et TAL 1806. Nous devons
maintenant vérifier le bon comporte-
ment symbiotique de ces deux
souches au champ et voir si elles
peuvent &tre utilisées comme inocu-

lum-de référence pour |'inoculation
de Calliandra.

DISCUSSION

O Suite aux fravaux de PEOPLES ef
al. (1989}, TURK et KEYSER (1992) et
LAJUDIE et al. {1994} qui ont abouti &
des résultats contradictoires sur I'ap-
fitude de C. calothyrsus & noduler ef-
fectivement avec une large gamme
de souches de rhizobium, il nous est
apparu nécessaire de disposer de
données infirmant ou confirmant
cette absence de spécificité pour la
nodulation. Toutes les souches que
nous avons isolées & partir de no-

dules de C. calothyrsus récoltés a La
Réunion, au Kenya, en Nouvelle-Ca-
lédonie et a Singapour sont des
souches de Rhizobium sensu stricfo.
De tels résultats laissent penser
qu'au champ, C. calothyrsus est plu-
t6t nodulé par des souches de Rhi-
zobium que par des souches de Bra-
dyrhizobium. les résultats de
I'expérience 1 montrent que seules
quelques souches de Rhizobium for-
ment avec C. calothyrsus une sym-
biose efficiente ; il s'agit des
souches TAL 1145 de L. leucoce-
phala, TAL 1806 de G. sepium et
P12 de P. juliflora. En revanche, les
auires souches de rhizobium que
nous avons festées, que ce soient les
souches de Bradyrhizobium d'aca-
cias et d'albizia ou les souches de
Rhizobium de légumineuses an-
nuelles, ne nodulent pas ou peu
avec C. calothyrsus, et les quelques
nodules formés s'avérent étre ineffi-
cienis [cf. tableau Il). TURK et KEYSER
(1992) ont montré que C. calothyr-
sus a les mémes affinités symbio-
tiques vis-Gvis de rhizobium que G.
sepium et L. leucocephala. DIAGNE
(1988) a également montré que la
souche de Rhizobium PJ12 est effi-
ciente avec L. leucocephala et que
P. juliflora forme une symbiose effi-
ciente avec des souches de Rhizo-
bium de L. leucocephala et de G. se-
pium isolées au Sénégal. Au vu de
I'ensemble de ces résultats, il semble
que C. calothyrsus, G. sepium, L.
leucocephala et P. juliflora appar-
tiennent au méme groupe de légu-
mineuses ligneuses qui sont & la fois
spécifiques pour la nodulation mais
aussi pour |'efficacité symbiotique
(activité fixatrice d'azote).

O La caractérisation phénotypique
des souches de notre collection de
Rhizobium de C. calothyrsus a per-
mis la mise en évidence d'un cerfain
nombre de poinfs :

o Nous avons relevé une assez
grande diversité parmi nos souches
en fermes de caractéristiques bio-

chimiques et métaboliques ; en par-
ticulier, des différences apparais-
sent entre certains des groupes géo-
graphiques de souches {La Réunion,
Kenya, Nouvelle-Calédonie et Sin-
gapour).

o Malgré lo variabilité évoquée
plus haut, nous avons noté dans un
méme temps cerfaines similitudes
phénotypiques entre les cing
groupes étudiés. Ainsi, les résultats
obtenus suggérent que I'on place
dans un premier ensemble les
souches des groupes 1 et 2, puis
dans un second ensemble celles de
groupes 3 et 4 et enfin, dans le froi-
siéme et dernier ensemble, les deux
souches singapouriennes.

Cefte répartition des souches de
C. calothyrsus reste préliminaire
car, pour ce genre de travail, il est
nécessaire d'analyser les données &
I'aide d'un logiciel du type de celui
développé par la Société SAS (Mé-
thode dite « Average-linkage »,
VAX VMS) afin d'aboutir & I'élabo-
ration d'un dendrogramme comme
I'ont fait ZHANG et al. {1991) avec
des souches d’Acacia senegal et de
Prosopis chilensis isolées en Ethio-
pie. Cependant nous sommes obli-
gés de constater que cefte étude est
incompléte ; en effet, cette collection
de souches de Rhizobium de C. ca-
lothyrsus a été réalisée uniquement
avec des nodules prélevés dans des
pays oU cefie espéce a été introdui-
te. Jusqu'd maintenant, nous
n‘avons pas de souches de I'aire
d'origine de C. calothyrsus. Or, il
est indispensable pour une étude
comme la ndtre sur la diversité des
rhizobiums de disposer de souches
originaires du  Honduras, du
Mexique, du Costa Rica, du Nica-
ragua, afin de pouvoir comparer
leur caractéristiques avec celles des
souches isolées dans les zones d'in-
troduction de C. calothyrsus. Actuel-
lement, nous continuons de complé-
ter notre collection avec des souches
de rhizobium isolées dans de nou-
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velles zones d'infroduction de cette
espéce (Céte-d'Ivoire, Burkina Faso,
et quelques nouvelles souches de
Nouvelle-Calédonie), mais il est trés
difficile pour le moment de se pro-
curer des nodules et/ou des souches
en provenance d'Asie ou d'Amé-
rique centrale. Ce ne sera qu’aprés
avoir comblé cefte lacune qu’une
étude globale de la diversité des
souches de C. calothyrsus pourra
&ire réalisée, et ainsi confirmer ou
infirmer les résultats préliminaires
présentés dans ce travail.

O En ce qui concerne la nécessité
d'inoculer C. calothyrsus, plusieurs
auteurs estiment que les espéces de
Légumineuses qui, comme C. calo-
thyrsus, sont irés spécifiques en
terme de nodulation et de fixation
d'azote doivent &tre systématique-
ment inoculées avec une souche de
rhizobium sélectionnée au labora-
foire, ceci afin d'éviter que les
plantes soient peu ou pas nodu-
lées (TURK, KEYSER, 1992 ; GANRY,
DOMMERGUES, 1995). Mais une
bonne nodulation ne signifie pas
obligatoirement que la symbiose est
efficace en terme de fixation
d’'azote (HALUDAY, SOMASEGARAN,
1982). C'est pourquoi, une inocula-
tion systématique des plantes avec
des souches efficientes de rhizo-
bium offre plus de garantie que la
nodulation des plantes par les
souches locales dont on ne sait rien
sur leur efficacité symbiotique. Par
cette approche d'inoculation systé-
matique, la production d’Acacia
mangium a pu &ire significativement
améliorée en pépiniére et au champ
par rapport aux plantes naturelle-
ment nodulées par les souches lo-
cales de rhizobium (SOUVANNAVONG,
CALANA, 1990 ; GALANA ef dl,
1994 ; LESUELR et al., 1994). Dans
chacun de ces essais, l'inoculation a
&té réalisée avec une souche austra-
lienne de Bradyrhizobium haute-
ment efficiente avec A. mangium,
qui a été sélectionnée au laboratoi-
re (GAUANA ef al, 1990). Clest

s CALOTHYRS

pour ceffe raison que nous avons
adopté le méme protocole pour op-
timiser la croissance et la fixation
d'azote chez C. calothyrsus. Parmi
notre collection de souches, nous
avons ainsi identifié celles qui per-
meitent d la fois les plus importantes
productions de biomasse aérienne
et les meilleures teneurs en azote
total dans les parties aériennes (Ex-
périence 3). Les figures 1 et 2 mon-
trent que toutes les souches testées
améliorent  significativement  les
deux paramétres mesurés par rap-
port aux plantestémoins non inocu-
lées. Cela signifie que C. calothyr-
sus répond de maniére satisfaisante
a linoculation avec Rhizobium.
Pour ces essais internationaux sur
différentes provenances de C. calo-
thyrsus, I'OFl et|'Université d’Hawaii
[NIifTAL) recommandent aux utilisa-
teurs d'inoculer systématiquement
leurs semences avec différentes
souches de Rhizobium de référence
[MACQUEEN, 1993). C’est la raison
pour laquelle nous en avons testé
trois au cours de nos deux séries
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d'expérimentations. Nous sommes
parvenus ainsi & identifier deux
souches de Rhizobium dont I'inocu-
lation a permis d'obtenir des pro-
ductions de biomasse aérienne et
des teneurs en azofe significative-
ment supérieures & celles obtenues
avec les trois souches de référence ;
il s'agit des souches CCR10 et
CCK13 [cf. fig. 1 et 2). Cependant,
toufes nos expériences ont été réali-
sées en serre dans un substrat stéri-
le (perlite-vermiculite). Au champ,
les caractéristiques  physico-chi-
miques du sol {pH, disponibilité en
éléments minéraux, toxicité de cer-
tains éléments comme I"aluminium
ou le manganése...) jouent un rdle
dans la survie des rhizobiums ino-
culés et dans les phénoménes de
compétitiviié entre les rhizobiums
locaux et ceux inoculés pour nodu-
ler la plante-hdte ef, par consé-
quent, influencent forfement le suc-
cés de linoculation des arbres
(KossLak, BoHLoOL, 1985 ; DOWLNG,
BROUGHTON, 1986 ; THIES ef al.,
1992 ; LESUEUR et al, 1995). la
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prochaine étape de notre travail va
donc consister & vérifier au champ si
I'inoculation de C. calothyrsus avec
les deux souches de Rhizobium que
nous avons sélectionnées donne
d'aussi bons résultats que ceux oble-
nus en serre (nous envisageons de
mettre en place en Nouvelle-Calédo-
nie et au Cameroun un ou deux es-
sais d'inoculation de C. calothyrsus).
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CALLIANDRA CALOTHYRSU.

RESUME

LA SYMBIOSE CALLIANDRA CALOTHYRSUS-RHIZOBIUM

Depuis 1988, le Programme Agroforesterie du CRADForét développe & la Réunion, au Burundi et en Nouvelle-Calédonie des recherches
sur V'utilisation de Calliandra calothyrsus au sein de disposiifs agroforestiers. Afin d’optimiser le rendement de ces haies de C. calo-
thyrsus, nous avons étudié les caractéristiques symbiofiques de cetre espéce. Les résultats obtenus indiquent que C. calothyrsus est une
plante-héte spécifique en ce qui concerne la nodulation et I'apfitude a fixer 'azofe. L caractérisation phénotypique de 37 souches de
frois provenances géographiques [La Réunion, Kenya, Singapour et Nouvelle-Calédonie) a été effectuée. Un criblage en serre de ces
souches a permis l'identification de huit souches dont 'effectivité [aptitude & fixer 'azote in planta) est supérieure & celle des meilleures
souches de collection connues. La prochaine étape de ce travail va consister & vérifier au champ (Cameroun ef Nouvelle-Calédonie),
dans des conditions écophysiologiques aussi différentes que possible {que ce soit en terme de pH du sol, de température, de pluviomé-
trie....), le bon comportement symbiotique des souches sélectionnées au laboratoire ef & déterminer dans quelle mesure elles améliorent
significativement la production de biomasse ef surtout de fourrage, d'un point de vue qudlitafif et quantitati.

Mots-clés : Cafliandra calothyrsus. Rhizobium. Fixation de I'azote. Efficacité symbiotique.

ABSTRACT

CALLIANDRA CALOTHYRSUS-RHIZOBIUM SYMBIOSIS

Since 1988, the CRAD-Forét Agroforestry Programme has been carrying out several lines of research on the utilization of Calliandra ca-
lothyrsus within agroforesiry systems on Reunion Island, in Burundi and in New Caledonia. In order fo optimize the yield of C. calo-
thyrsus hedges, we have invesfigated the rhizobium requirement of C. calothyrsus for forming nodules and fixing nitrogen. This species
is shown fo be a specific host plant in ferms of nodulation and effectiveness. The phenotypical characterization of our 37 Rhizobium
sensu siricto strains established from nodules of C. calothyrsus harvested on Reunion Island, and in Kenya, New Caledonia and
Singapore shows that some significant differences have appeared between sirains nafive to these four countries. When C. calothyrsus
seedlings were inoculated with these Rhizobium strains, it was possible, after three months in the greenhouse, to identify eight sirains
which were able to improve significantly the growth (shoot dry weight) of C. calothyrsus in comparison with non-inoculated plants and
plants inoculated with strains in the NIfTAL collection. Two of these eight strains also significantly improved the tofal shoot nitrogen
content of C. calothyrsus. The next step in our study will consist in verifying in field conditions (Cameroon and New Caledonial, the
sound symbiofic behaviour of laboratory-selected Rhizobium strains, and determining how this inoculation can improve both the pro-
duction and forage quality of C. calothyrsus.

Key words : Calliandra calothyrsus. Rhizobium. Nitrogen fixation. Symbiosis efficiency.

RESUMEN

LA SIMBIOSIS CALLIANDRA CALOTHYRSUS-RHIZOBIUM

Desde 1988, el Progama Agroforesteria del CRADcrét desarrolla, en colaboracién con grupos agroforestales, una serie de investige-
ciones en La Reunién, Burundi y Nueva Caledonia, acerca de la ufilizacisn de Calliandra calothyrsus. Con el fin de opfimizar el ren-
dimiento de los setos de C. calothyrsus, hemos estudiado las caracteristicas simbidticas de esta especie. Los resultados obtenidos indi-
can que C. calothyrsus es una planta huésped especifica en lo que concieme la nodulacién y la aptitud para fijar el nitrégeno. Se
realizé la caracterizacion fenotipica de 37 cepas de fres proveniencias geogréficas {La Reunion, Kenic, Singapur y Nueva Caledonia).
Un ensayo en invernadero de estas cepas ha permitido identificar ocho cepas cuya eficacia para fijar el nitrégeno in planta es super-
ior a aquella de las mejores cepas de coleccion conocidas. La proxima étapa de nuestro trabajo consistird en la verificacion del buen
comportamiento simbidtico de las cepas seleccionadas (Camerin y Nueva Caledonia, en condiciones ecofisiologicas tan diferentes
como sea posible {en términos de pH del suelo, de temperatura, de pluviometria... efc.] y, a deferminar en que medida ellas mejoran
significativamente la produccién de biomasa y, en particular, del forraje fanto del punto de vista cudlitativo como cuantitativo.
Palabras dave : Calliandra calothyrsus. Rhizobium. Fijacion del nitrégeno. Eficacia simbitica,
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CALLIANDRA CALOTHYRSUS-RHIZOBIUM SYMBIOSIS

Specificity of the host plant for nodulation and nitrogen fixation
Phenotypical and symbiotic characterization of the microbial partner

Calliandra calothyrsus is @ small thornless fodder
free legume native to Central America and
Mexico. It is utilized in its nafive range and in se-
veral fropical regions where it has been infrodu-
ced with success. Itis used in agroforestry systems
for fuelwood, plantation shade, as an intercrop
hedgerow un(ﬁ more recenily, as livestock fora-
e. Like most leguminous frees, C. calothyrsus can
E)rm nodules ond fix N, in symbiosis with rhizo-
bia, a root nodule bacleria. lack of information
on the symbiofic characteristics of the microbicl
artner and the host plant do not dllow the N,
ixing capacity of C. calothyrsusrhizobia symbio-
sis fo be optimized in a « symbiofic way ». The
obiectives of this study were therefore as ?;”ows :

* Asthere is considerable confusion surrounding
the rhizobia affinities of C. calothyrsus (PEOPLES ef
al., 1989 ; Turk, KEYSER, 1992'; LAUDEE et o,
1994], we investigated the ability of this species
to nodulate and fix N, when inoculated with a
collection of rhizobia including both Brady-
rhizobium and Rhizobium strcins.

* The establishment of a large collection of rhi-
zobia isolated from nodules of C. calothyrsus
harvested in Reunion lIsland, Kenya, New
Caledonia and Singopore. The phenotypical
characterization of these rhizobia was evaluated
by biochemical and metabolic tests.

* The study of the response of C. calothyrsus to
inoculation with the various isolates of rhizobia
from Reunion Island, Kenya and New Caledonia.

MATERIALS AND METHODS

The provenance of C. calothyrsus under siudy
was Suchitepequez in Guatemala (reference
92/9599). Seeds were supplied by the CRAD-
Forét Depariment, Nogent/Marne, France. The
mechanically scarified seeds were germinated
on a perlite-vermiculite mixiure under greenhouse
conditions,

Experiment 1 : In order to invesfigate the affini-
ty of C. calothyrsus with rhizobia, we have ino-
culated in greenhouse eightday-old seedlings
with eight strains of Rhizobium sensu stricio and
6 strains of Bradyrhizobium were inoculated in o
greenhouse (Table Il).

Experiment 2 : A fofal of 39 strains were used
in this experiment. All these strains are listed in
Table 1. Several biochemical and metabolic fests
were used o evaluate the diversity of these rhi-
zobia from C. calothyrsus {Table Ilf.

Experiment 3 : The aim of this experiment was
o study the effect of inoculating C. calothyrsus
with our thirty-seven rhizobia strains from
Reunion Island, Kenya and New Caledonic, and
fo compare the results with those obtained with
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non-inoculated plants, and with plants inoculated
with sfrains of the NifTAL collection (HALIDAY,
SOMASEGARAN, 1984), We used the same expe-
rimental profocol as in experiment 1.

RESULTS

Experiment 1 : We can thus state that C. calo-
thyrsus appears fo be very specific not only in
terms of nodulation but also effectiveness.

Experiment 2 : We observed that all the strains
that were isolated were Rhizobium strains sensu
stricto. If we try to make clusters among the five
geogrophic groups of strains, it seems possible to

istinguish 3 main arrangements : The first would
confain groups 1 and 2 {strains of the collection
and sirains from Reunion Island). The second,
would contain groups 3 and 4 [Kenya and New
Caledonic). And lastly, the third would corres-
pond fo group 5 consisting of the 2 strains isola-
ted in Singapore.

Experiment 3 : When C. calothyrsus seedlings
were inoculated with the Rhizobium strains from
our collection, it was possible, after three months
in the greenhouse, o identify eight strains which
were able fo improve significantly the growth
(shoot dry weight) of C. calothyrsus in compari-
son with non-inoculated plants and plants inocu-
lated with sirains in the NifTAL collection. Two of
these eight strains also improved significontly the
folal shoot nitrogen content of C. calothyrsus.

DISCUSSION AND CONCLUSION

According o dafa in Table I, C. calothyrsus
seems to be noduloted preferentially by
Rhizobium strains rather than by Bradyrhizobium
sfrains. Experiment 1 showed t%,at C. calothyrsus
was only nodulated effectively by Rhizobium
strains from L. leucocephala (TAL 1145), G. se-
pium (TAL 1806) and P. juliflora [P)12) (Table ).
However, the several fested rhizobia strains iso-
lated from ofher woody legumes, such as
Australian acacias or Albizia species and from
annual legumes such as chickpea, clover and ok
folfa were unable to nodulate effectively with C.
calothyrsus, Taking all these results with conside-
ration, it seems that C. calothyrsus, G. sepium, L.
leucocephala and P. juliflora belong to a com-
mon group of woody legumes which are specific
for both nodulation and effectiveness.

Evaluction of the diversity within our collection of
Rhizobium sirains from C. calothyrsus has shown
two important points : (1) Cafliondra rhizobia in
the five geographical groups are ouite diverse
with respect fo their physiclogical and biochemi-
cal properties. This means that a natural diversity

o
b

may exist within the population of rhizobia from
C. calothyrsus native fo four countries in the world
{Reunion Island, Kenya, New Caledonia and
Singa{)ore). (2) We have observed some similira-
ty of features between cerfain groups of sirains.
The Rhizobium sirains from our geographic
groups 5 were thus distributed in three main ar-
rangements. But our sfudy is incomplele : indeed
our collection of Rhizobium strains from C. cale-
thyrsus has been established solely from nodules
harvested in countries where this fodder tree legu-
me has been infroduced. So far, we have no ﬂﬂ—
zobia sfrains from the nafive area of C. calothyr
sus. It is therefore essential for our study to have
the types of strains native fo Honduras, Mexico,
Cosfa Rica, Nicaragua in order fo compare their
characterisfics with those of the areas info which i
has been infroduced. We hope fo solve these pro-
blems as soon as possible, and when our coﬁec—
tion is complefe, a global study on the diversity of
thizobia from C. calothyrsus will be carried out to
ascertain whether or not our results presented in
this report can be confirmed.

We have defermined the effectiveness of
Rhizobium strains from our collection in crder to
identify those which are the most effective
{Experiment 3). Data from Figure 1 and 2 show
the significant effect of inoculation with our
Rhizobium strains on the shoot dry weight and
the total shoot nitrogen of C. calothyrsus in com-
parison with nondnoculated planis. This means
that C. calothyrsus responds satisfactorily to ino-
culation with Rhizobium strcins. For these world:
wide investigations on the trial performances of
different seedlots of C. calothyrsus, OFl and the
University of Hawaii recommended the use of se-
veral Rhizobium strains such as TAL 583, TAL
1145, TAL 1770, TAL 1806 and TAL 1887 for
the inoculation of C. calothyrsus JMACQUEEN/
1993). Within our collection, we identified two
inferesting strains which give better resulfs (high
shoot dry weight and tok:?shoot nitrogen content]
than the three collection sirains tested. These
strains are : CCR10 and CCK13. This means the-
refore that some of our strains are more effective
with C. calothyrsus than the collection strains.
However, our experiment was carried out in a
greenhouse and in a sterile mixture of perlite-ver
miculite. Before spreading the inoculation of C.
calothyrsus with one of these Rhizobium strains,
we must verify whether they are also effective
with C. calothyrsus when they are tested in field
condilions {fwo field trials are in preparation for
next year in New Cc1|edoni0?. We will also be in-
terested in the value of the forage produced de-
pending on the provenances of C. calothyrsus
and/or the Rhizobium strains tested.
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