Photo Duhoux.
Fic. 1. — Plantation de Filaos (Casuarina equisetifolia) sur le littoral sénégalais.
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SUMMARY

IMPROVEMENT OF NITROGEN FIXATION BY CASUARINA EQUISETIFOLIA THROUGH CLONAL SELECTION
Two individual seedlings of Casuarina equisetifolia exhibiting conspicuous differences in their nodule numbers were identified
in a preliminary screening experiment. Then, these individuals were vegetatively propagated as cuttings. One of the clones thus
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obtained was shown to fix 1.6 times more nitrogen and produce a biomass 2.6 times higher than the other clone, the inoculation
having been achieved with the same strain of Frankia. To avoid plagiotropism and other defects observed in cuttings, we devised an
original method of micropropagation based on the use of immature female inflorescences as explants.

RESUMEN

MEJORA DE LA FIJACION DE NITROGENO EN C. EQUISETIFOLIA POR SELECCION CLONAL

En un muestreo preliminar se han identificado dos brotes de Casuarina que exhiben marcadas diferencias en el nmiimero de sus

nodulos.

Estos individuos fueron multiplicados vegetativamente por esqueje uno de estos clones, asi obtenido, muestra que fija 1.6 veces

mds nitrégeno y produce 2.6 veces mds biomasa que el otro.

La inoculacién ha sido llevada a cabo con la misma cepa de Frankia.
Para evitar el plagiotropismo y otros defectos observados debido al medio de propagacion por esqueje hemos puesto a punto un
método original de micropropagacion basado en el uso de inflorescencias femeninas inmaduras como material de partida.

INTRODUCTION

Il y a de nombreuses années que ’on a reconnu le
10le de la plante héte dans les symbioses fixatrices
d’azote chez les légumineuses cultivées (CALDWELL et
VEST, 1977).

Cependant, c’est seulement récemment que quelques
groupes de chercheurs ont tenté d’exploiter cette don-
née pour améliorer le potentiel fixateur d’azote de ces
plantes (ex. ATTEWELL et BLISS, 1985 ; PHILIPPS et
TEUBER, 1985 ; GRESSHOFF ef al., 1985). Dans le cas
des plantes ligneuses fixatrices d’azote (Iégumineuses
ligneuses ou plantes actinorhiziennes), cette possibilité
n’avait pas encore été explorée jusqu’a présent.

Au cours de nos recherches récentes sur la fixation
d’azote par Casuarina equisetifolin (GAUTHIER ef al.,
1985), nous avions remarqué que les semis de cette

espéce présentaient des variations considérables dans
leur vitesse de croissance et dans leur nodulation. C’est
pourquoi nous avons entrepris de faire un criblage
ayant pour objet I'identification d’individus caractérisés
par des potentiels fixateurs d’azote différents. Paralléle-
ment, nous avons mis au point une méthode de micro-
propagation spécialement adaptée au cas de Casuaring
equisetifolia, en vue d’assurer la multiplication & grande
¢échelle de clones sélectionnés pour leur potentiel fixateur
d’azote élevé.

Nous présenterons successivement ici une étude com-
parative du potentiel fixateur d’azote de deux clones de
Casuarina equisetifolia identifiés récemment et une
méthode originale de micropropagation de Casuarina
equisetifolia (Fig. 1).

COMPARAISON DE DEUX CLONES DE CASUARINA EQUISETIFOLIA

Au cours d’une expérience de criblage préliminaire,
nous avons identifié deux plants issus de semis présen-
tant des aptitudes différentes 4 la nodulation. On a
multiplié ces deux individus par bouturage en utilisant
des explants de 4-5 cm. L’enracinement a été satisfai-
sant. Les clones ainsi obtenus ont été appelés « et . On
a étudié leur aptitude a noduler et a fixer ’azote en les
cultivant sur un sol déficient en azote. Un lot de boutu-
res a €té inoculé avec la souche de Frankia ORS021001
(DIEM ef al., 1983), alors que I’autre lot n’a pas été ino-
culé. Les mesures effectuées sur les boutures agées de
7 mois (Tableau 1) ont montré que les deux clones o et
B-non inoculés poussaient aussi mal ’un que ’autre. En
revanche, dans le cas ol ’on avait procédé 3 I’inocula-
tion, la croissance des plantes a été satisfaisante. Il est
apparu des différences importantes entre les deux clo-
nes inoculés. La biomasse (exprimée en poids sec et en
azote total) du clone B a été 2,6 fois plus importante
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que celle du clone a. Parallélement le poids des nodules
et Pactivité fixatrice d’azote, exprimée en activité réduc-
trice d’acétylene (ARA) par plante, du clone B ont été
significativement 1,6 fois plus élevés que les caractéristi-
ques homologues du clone a. Il est intéressant de noter
que Pactivité fixatrice d’azote spécifique (ARA expri-
mée en fonction du poids de nodule) des deux clones
n’a pas été significativement différente. On pouvait
s’attendre a un tel résultat, puisque cette derniére carac-
téristique est probablement sous la dépendance du
génotype de la souche de Frankia utilisée.

Cette expérience montre clairement que la différence
de potentiel fixateur d’azote qui existe entre les clones o
et B est fortement liée 4 I’aptitude & la nodulation des
clones eux-mémes. Des essais au champ actuellement en
cours semblent bien confirmer la supériorité du clone §
en ce qui concerne son potentiel fixateur d’azote.




TABLEAU 1

COMPARAISON DE DEUX CLONES DE CASUARINA EQUISETIFOLIA (1)
(BOUTURES AGEES DE 7 MOIS)

Parties aériennes Nodules, ARA (2) par
. ids sec
poids sec N total pot
(mg/plante) N % (mg/plante) (mg/plante) plante g nodule

Pas d’inoculation

Clone o, 130 a 0,73 a 0,95 a 0a 0a 0a

Clonef 90 a 1,02 a 0,92 a 0a Oa 0a
Inoculation
avec Frankia (3)

Clonea 660 b 1,71 b 11,29 b 54 b 2,88 b 54 b

Clone 1.730 ¢ 2,02 ¢ 34,93 ¢ 88 ¢ 4,58 ¢ 56 b

(1) Neuf répétitions.

(2) Activité réductrice d’acétyléne exprimée enpmol C;Hy par plante ou par g de nodule (poids sec).
(3) Chaque bouture a été inoculée avec 2 ml d’une culture 4gée de 4 semaines de la souche de Frankic ORS021001 (ce qui

correspond 4 20 ug de protéines microbiennes).

Les chiffres dans les mémes colonnes suivis d’une méme lettre ne différent pas significativement pour P = 0,05 (poids des
nodules, ARA) ou pour P = 0,01 (poids, teneur en N et N % des parties acriennes).

MICROPROPAGATION DE CASUARINA EQUISETIFOLIA

Depuis plusieurs années, on a eu recours au boutu-
rage pour multiplier certaines espéces de Casuarina
(SOMASUNDARAN et JAGADEES, 1977 ; HUSAIN et PON-
NUSWAMY, 1980 ; LUNDQUIST et TORREY, 1984 ; EL-
LAKANY et SHEPHERD, 1984). Les expériences que nous
avons effectuées de notre c6té ont montré que les bou-
tures de Casuarina equisetifolia s’enracinaient facile-
ment, mais nous avons trouvé que les boutures obte-
nues 4 partir d’arbres adultes présentaient souvent des
degrés variables de plagiotropisme. C’est pourquoi nous
avons tenté de mettre au point une méthode donnant
des plants ne présentant pas ce défaut. Considérant
avec BONGA et DURZAN (1982) que, chez la plupart des
arbres, certaines zones conservent des caractéres de
juvénilité plus longtemps que d’autres zones, nous
avons utilisé comme explants des inflorescences femelles
immatures (IFI), en espérant que ces organes allaient
conserver au moins partiellement leur caractére juvé-
nile. Des IFI excisées d’un arbre adulte ont donné de
multiples bourgeons aprés une incubation de 4 semaines
sur milien de Murashige et Skoog (1962) renfermant par
litre 0,05 pmol d’acide a-naphtaléne acétique (NAA) et
11,1 pmol de 6-benzylaminopurine (BAP). Les bour-
geons axillaires ont donné des tiges de 4-5 cm de long
5 semaines apres le transfert des IFI sur un milieu iden-

tique, mais enrichi en charbon actif, que nous avons
appelé milieu de multiplication (Fig. 2). L’enracinement
a été induit sur un troisiéme milieu sans BAP ni char-
bon mais additionné de NAA i la concentration de
2 umol par litre, que nous avons appelé milieu d’enraci-
nement (Fig. 3). Les plantules ainsi obtenues ont été
ensuite transférées dans des pots renfermant un sol trés
sableux, sol Dior de Bel-Air, Dakar (GAUTHIER ef al.,
1985), ou leur croissance a été satisfaisante. On n’a
décelé aucune tendance & la plagiotropie (DUHOUX
et al., 1986).

Les IFI semblent donc constituer de bons explants
lorsque I’on a affaire & des Casuarina equisetifolia adul-
tes. Il est probable que les IFI pourront &tre utilisés
aussi pour d’autres Casuarinacées. Il est intéressant de
noter que la période pendant laquelle on peut récolter
les IFI sur les arbres peut &tre considérablement allon-
gée en arrosant les pieds méres.

Des recherches sont en cours pour améliorer la pro-
duction des bourgeons et le développement des racines
sur les microboutures, pour déterminer la période opti-
male d’excision des IFI et pour vérifier I’aptitude a
noduler des plantules lors de leur transfert dans les
pots.

CONCLUSION

Pour accroitre la fixation d’azote, on cherche habi-
tuellement a sélectionner les souches associées de Rhizo-
bium ou de Frankia en fonction de leur effectivité mais

i

on néglige trés généralement 'approche qui consiste &
sélectionner la plante héte en fonction de ses perfor-
mances symbiotiques. Les résultats préliminaires pré-
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Fic. 2. — Nombreux rameaux néoformés a la base de
linflorescence immature (IFY) aprés 5 semaines de culture sur
le milieu de multiplication.

sentés ici indiquent clairement que la deuxiéme appro-
che est particulierement prometteuse dans le cas d’espé-
ces caractérisées par une grande variabilité génétique,
comme Casuarina equisetifolia. Nous avons montré que
cette variabilité concernait non seulement la vitesse de
croissance, mais aussi le potentiel fixateur d’azote.

L’exploitation de cette variabilité fondée sur le repérage
des génotypes les plus intéressants devrait permettre
d’obtenir des augmentations de rendement substantiel-

FI1G. 3. — Rhizogénése sur une microbouture
Dplacée 2 semaines dans le milieu d’enracinement,

les dans les plantations effectuées dans des sols défi-
cients en azote.

La sélection des génotypes supérieurs doit obligatoi-
rement €tre associée a4 'amélioration des méthodes de
multiplication végétative, permettant ainsi la produc-
tion massive et réguli¢re de plants de qualité. Les pro-
gres récents réalisés dans la technique de micropropaga-
tion de Casuarina equisetifolia vont permettre la diffu-
sion dans le monde entier des clones caractérisés par un
pouvoir fixateur d’azote élevé,
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