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Summclny 1 Casuarina equisetifolia seedlings,uninoculated orwith 

Frankia strain ORS021001 were grown for 4.5 months in pou- 
3 

. 
ches, then transplanted into 1 m concrete containers for- 

ming 1 m2 microplots. Trees were harvested 6.5 months later 

when they were 11 months old. N2 fixation was mesured using 

three methods of assessment : the direct isotopic method, 

the A value method and the difference method. Estimations 

of N2 fixation during the 6.5 months following transplanta- 

tion were respectively 3.27, 2.31 and 3.07 g N2 per tree. 

From these values it was calculated that about 40-60 kg N2 

would be fixed per ha in a year at normal densities of 

10,000 trees ha -1 . The results of this experiment confirm 

that Frankia strain ORS021001 can be confidently recommen- 

ded to inoculate casuarinas in the field. Miens to improve 

nodulation and subsequently N2 fixation by casuarinas are 

discussed. 
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INTRODUCTION ’ 

The outstanding ability of casuarinas to thrive in poor N- 

deficient soils is due to their association with Frankia, 

the symbiotic N2- fixing acti,nomycete forming nodules on 

their roots. Because of this characteristic, casuarinas can 

give a high yield of biomass, exploited as timber, firewood 

or charcoal in many tropical countries; Furthermore casua- 

rinas are sometimes used in rotational agriculture to improve 

the N status of soil. Casuarinas are then planted in wasted, 

N-deficient soils, grown for 5-10 years, cleared for wood 

or charcoal, after with the land is planted with various 

crops, such as yams in New Guinea (Silvester, 1976) or non- 

N2-fixing trees such as Anacardium occidentale for the pro- 

duction of cashew nuts in India (J.C.C. Ottow, personal 

communication). The crops or forest plantations following 

casuarinas benefit from the soil N accretion resulting from 

the N2 -fixing activity of the actinorhizal tree. Thus it 

is a primary task to evaluate the amount of N2 actually 

fixed by field-grown casuarinas. Up to now, only two esti- 

mations have been published. The first one by Hannon, quo- 

ted by Silvester (1977), is related to a stand of Allocasua- 

rina littoralis near Sydney, Austrlia. The litter fall was 

estimated as 29 t ha -1 -1 year . Since this litter contained 

l%N, the N circulation rate in it was estimated to be 

290 kg N ha-' 
-1 

year . Taking into account the fact that the 

N content of all the soils in the region was less than 0.1% 

it was assumed that at least 75 % of this N was recently 

fixed, thus suggesting a fixation rate of 218 kg N2 ha -1 

-1 
year . 
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'The second estimation is related to a 13-year-old 

Casuarina equisetifolia stand established in the sand du- 

nes of the Cap-Vert peninsula 30 km from Dakar (Dommergues, 

1963). By comparing the soil and tree N content of a plan- 

ted plot with the soil N content of an adjacent plot devoid 

of vegetation, the mean N 
-1 

fixation rate was calculated to 

be ca 58 kg N2 ha -1 ,year . 

Since the results mentioned above are questiona- 

ble because the methods of estimation are not the most re- 

liable and since we wanted to check the effectiveness of 

recently isolated strain of Frankia ORS021001 (Diem et al, 

1982), we decided to apply the 15 N-tracer technique. We 

report here the results of a study to avaluate N2 fixation 

by Casuarina equisetifolia inoculated with Frankia ORS021001 

and growing in conditions very close to those encountered 

in the open field. This experiment covered a growth period 

of 6.5 months thus providing a basis for estimation of the 

annual N 2 fixation. Three different methods for measuring 

N2 fixation were compared : the direct isotopic dilution 

method, the A value method and the difference method. 

It is now well known that casuarina roots have 

symbioses not only with Frankia but also with ecto- (Bamber 

et al, 1980) or endomycorrhizal fungi (Rose, 1980 ; Diem 

et al, 1981) that help the trees scavenge mineral nutrients, 

especially P, thus enhancing nodulation and N2 fixation 

(Diem and Gauthier, 1982). However this reponse to mycorrhi- 

zal infection occurs only when the soil content in available 

P is low (<lo kg P ha -l>. S' ince the aim of the experiment 

reported here was not to study the effect of mycorrhizal 

fungi we added to the soil a relatively high level of P 

(30 kg P ha-') at the onset of the experiment and later- 

N-free Hewitt (1966) solution so that the plant requirements 

in elements other than N were largely fulfilled, thus mas- 

king a possible effect of any mycorrhizal infection. 



4 

MATERIAL AND METHODS 

The experiment was conducted from July 1982 to 

May 1983 at the ORSTOM Be1 Air Station in Dakar, Senegal, 

in twelve lm 3 concrete containers forming lm 2 microplots. 

The soil used was Be1 Air soil, a typical sandy (93 % sand), 

neutral (pH 7.0) soil, with C and N contents of 0.3 and 

0.025 % respectively (psamment ; vernacular name : Dior). 

The soil was carefully homogenized, introduced into the 

concrete containers and finally fumigated with methyl bro- 

mide. 

Seeds of Casuarina equisetifolia harvested in the 

vicinity of Dakar were sown in sterile Be1 Aire soil. 

When l-month-old, the seedlings were planted into 5 x 25 cm 

polyethylene pouches filled with a mixture of vermiculite 

and sterile soil (1 : 5). Inoculation of the seedlings was 

performed by dipping their roots in a suspension of a 2- 

months-old culture of Frankia ORS021001 grown at 28°C in 

liquid QMOD medium (Lalonde and Calvert, 1979), the amount 

of Frankia inoculum brought to each plant being equivalent 

to 3 pg of proteins. 

Plants were raised in the pbuches for 3.5 months 

and then transplanted into the microplots with four plants 

per microplant, all of which received PK as K2HP04 at the 
-2 rate of 17 g m . 

74eatmenfn. At transplantation time three treatments with 

four replications each were used as follows : 

Treatment 1. No inoculation ; application of 15N - 

labelled NH: - N at the rate of 2 g N m -2 
(i.e., 

U.5 g N piant -1 ) as a solution of ( 
15 

15NH4)2S04 

containing 10.5 atom % N excess. 

Treatment 2. No inoculation ; application of 15N - 

labelled NH: - N at the rate of 10 g N m -2 (i.e., 

2.5 g N plant -1 ) as a solution of ( 
15 

15NH,),S04 

containing 1.9 atom % N excess. 
, lreatment 3 . Inoculation with Frankia ORs021001 ; 

application of 15 N-labelled fertilizer as in 

treatment 1. 
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Throughout their growth the plants were carefully 

irrigated. When the plants were 8 months old, they exhibited 

symptoms of an undefined nutrient deficiency which was eli- 

minated following application of 1 liter of Hewitt (1966) 

N-free nutrient solution to each microplot every 2 weeks. 

Plants were harvested 6.5 months after transplantation to 

the microplots when they were 11 months old. Three out of 

the 16 plants in treatment 1 and three out of 16 plants in 

treatment 2 were found to bear nodules. These contaminated 

plants were discarded so that calculations were based on 

13 plants instead of 16 in treatments 1 and 2. 

Entimation o& /v2 &kution. Shoots were divided into three 

fractions : cladodes, branchlets (diameter<4 mm), and stems 

plus branches (diameter> 4 mm), dried to a constant weight 

at 60-70°C. The totality of each fraction was ground into 

100 pm powder. Samples of each powdered fraction were ana- 

lysed for total N and 15N 15 . N analyses were carried out at the 

Seibersdorf Laboratory (IAEA) using Dumas' method (the com- 

bustion performed in this technique converts total N direc- 

tly to N2> and emission spectrometry. For each individual 

tree N and 15 -N values were calculated taking into account 

the weight, N and 15 N contents of the different fractions 

of the tree (cladodes, branchlets, stems and branches).' 

As already indicated in the introduction N2 fixa- 

tion was assessed using three methods : the direct isotope 

dilution method (JBremmer, 1975 ; Fried and Middleboe, 1977; 

Vose et al., 1982),the A value method proposed by Fried and 

Broeschart (1975) and the difference method (Williams et al, 

1977). 

a. Use of the direct isotope dilution method 

The percentage y of-the plant N derived from N2 

fixation was calculated according to the formula : 

eo and en being the atom % 15 N excess in non-N2-fixing and 

N2-fixing plants respectively. 

The individual y values for each of the 16 N2-fixing plants 

were calculated taking into account each of the en values 
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whereas eo was the average value for the non-N2-fixing 

trees. 

If N was the total content of each N2-fixing tree, N2 fixed 

per tree was : 

y= yxN 
100 

b. Use of the A value method 

In this modification of the isotope dilution me- 

thod proposed by Fried and Broeschart (1975), the 15N-label- 

led fertilizer is applied at a low rate to the N2-fixing 

plant but at a normal (higher) rate to the non-R2-fixing plant. 

The A value method involves the assumption that, 

when confronted with different sources of N, the plant 

uptake is directly proportional to the amount of N availa- 

ble in each sour'ce, provided that this amount is measured 

in the same unit, designated A. This unit is expressed as 

fertilizer N equivalent : 

% Pi derived from fertilizer = % N derived from N2fixation(y) = 

A value of fertilizer A value of N2 fixation 

% N derived from soil 

A value of soil 

The available amount of soil plus fixed N is 

determined using the N2- fixing plants : 

A 'soil + fix' = (100 - fn) x fertilizer rate (N,-fixing plants) 

fn 

The available amount of soil N is determined using 

the non-N2 -fixing plants : 

A 'soil' = (100 - fo) x fertilizer rate (non-N 2-fixing plants) 

fo 

and the A value for fixed N 
2 is : 

A 'fix' = A 'soil + fix' - A 'soil' 
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fn and fo being the percentages of N derived from fertilizer 

in N 2-fixing and non-N2 -fixing plants respectively : 

fn = * and fo = A efo 

en and eo being the atom % 15 N excess in N2-fixing and non- 

N -fixing 
13 

plants respectively and efn and efo the atom % 

N excess in the fertilizer applied on N2-fixing and non- 

N2-fixing plants respectively. 

The percentage y of the total plant N derived from N2 fixa- 

tion is calculated using the formula :, 

Y 
A 'fix' x fn = 

fertilizer rate (N2-fixing plants) 

We calculated the average A 'soil' value which 

was considered as a constant in our experiment. For each 

individual N *-fixing (inoculated) plant, we calculated A 

'soil + fix', A 'fix', y and finally the amount of NZ fixed 

per plant : 

y= yxN 
100 

where N was the total N content of each plant. 

C. Use of the difference method 

For each individual N2 -fixing plant (treatment 3), 

N2 fixation was estimated to be the difference betwee‘n the 

total N content of the harvested portion of each ot these 

plants and the average total N content of harvested portion 

of uninoculated ones. 

RESULTS 

N 2 f!ixufion .Q Casuarina equisetifolia 

At transplantation time the sedlings were 4.5 

months old, the height of inoculated seedlings was ca 30 cm 

and that of uninoculated ones was ca 25 cm. 'The mean N con- 

tent of inoculated seedlings was< 30 mg plant -1 . Thus N2 

fixation before transplantation was,< 30 mg plant -1 , which 
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is negligible in comparison to the amount of N2 fixed after 

transplantation. Therefore N2 fixation values presented 

hereafter are related to the 6.5 months following trans- 

plantation to the field. During this period of time N2 
-1 

fixation was 2.31 - 3.27 g N2 fixed tree , depending on 

the method of assessment ('I'able 2). If we assume that N2 

fixation would have been stabilized at this rate during 

the whole year following transplantation, extrapolation 

would give figures in the range of 4.26 

plant -1 -1 
to 6.04 g N2 fixed 

year . 

Table 2 indicates that in 95 out of 100 times we 

can expect a large variation in the estimation of N 2 fixa- 

tion since the related values lie within the range of 0.84 

to 4.93 N2 fixed plant -1 if we take into account the highest 

and the lowest figures calculated from the three methods. 

Nitfiogen uptake +?aom nod und {entilizea 

'The percentage of plant N derived from soil by 

N2-fixing plants was 42.5 or 56.9 % according to the method 

of assessment used (Fig. 1). The percentage of plant N de- 

rived from fertilizer was 4.1 - 8.8 % (lower application 

of fertilizer) and 26.1 % (higher application of fertilizer). 

The contribution of N fertilizer to plant nutrition was 

small probably because the percentage of utilization of N 

fertilizer remained low (27.12 - 31.26 %), a situation 

comparable to that reported for soybean and millet in other 

Senegalese soils (Ganry, unpublished data). 

DISCUSSION 

N 
2 

&ixution ky Casuarina equisetifolia 

From the values on Table 2 it can be calculated 

that at normal planting densities for Casuarina equisetifolia 

i.e. 10, 000 trees ha -' (Kondas, 1983), and in the presence 

of 20 kg fertilizer N ha -1 , N2 fixation would be in the 

range of 40-60 kg N2 fixed ha-' -1 year . The three methods 

used led to N 2 fixation estimates not very different from 

each other. The 15 
N based estimates should be interpreted 

with caution since the methods used involve not only the 
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assumption that the N2 -fixing plant takes up N from soil 

and added 15 N-labelled fertilizer in the same ratio, but 

also that the time courses of declining 15 N enrichment in 

N and of assimilation of N for the nodulated and non-nodu- 

lated treatments are the same (Witty, 1983). The difference 

based estimates differ somewhat from the 
15 N estimates pro- 

bably for the reason, suffested by Witty (1983), that the 

relative fertilizer uptake of non-N2-fixing and N2-fixing 

casuarinas differ, being 8.8 and 4.1 % respectively (Fig.1). 

Further field esperiments.are required to improve 

the accuracy of the 15 N method used, especially by attemp- 

ting to get more stable soil enrichment throughout the ex- 

periment (Witty, 1983). 

In addition it would be desirable (1) to study more exten- ' 

sively the influence of plantation density on N2 fixation 

taking into account the fact that in semi-arid conditions 
. 

many plantations do not contain more than 2,000 trees ha-l 

(Andeke-Lengui and Dommergues, 1983 ; Ataia, 1983) ; (2) 

to follow up the N2 -fixing activity of aging plantations, 

this activity supposedly increasing up to 5-10 years of 

age, then decreasing with the progressive accumulation of 

N in the forest litter. 

Vclniation in fhe N 
2-i 

king potenfiel o& indiuidua.t heen 

This variation could not be attributed to the 

endophyte, since trees were inoculated with a pure strain 

of Frankia and contamination by external strains was unli- 

kely. Nor could the variation be due to soil heterogeneity, 

because the soil was carefully homogenized before filling 

the microplots. Since table 1 shows that the total dry 

weight of trees was in the range of 363 to 687 g (P = O.OS), 

which indicates a heterogenous growth, we assume that a 

large part of the variation in N2 fixation was due to diffe- 

rences in individual tree growth. These differences were 

probably related (1) to the intrinsic genetic variability 

of the trees, which were all obtained from seeds and exhi- 

bited conspicuous differences in shape and color ; (2) to 

variations in the physiological state of the seedlings at 
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ability of the host-plant genotype. Attempting to explore 

this variability would probably be a fruitful approach to 

increasing N2 fixation of casuarina stands. 
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Table 1. Influence of inoculation with Frankia ORS02lOOl on nodule weight, height, 
(1) dry weight and N content of 11-month-old Casuarina equisetifolia 

d2)Nodule Height Dry weight (g tree -I 
Treatment ) N conteat (%) h total-, 

weight (cd Cladodes Branchlets Stems and Cladodes Braachlets Stems and (g tree 1 

(g tree-') (diam.64mm) branches Total (diam.$4mm) branches 

(diam.>4mm) , (diam.>4mm) 

1 0 170 a 151 a 43 a 100 a 295 a 0.86 a 0.36 a 0.30 a 1.77 a 

+22 f32 +13 +27 *70 kO.05 kO.02 f0.01 +0.45 

2 0 192 ab 204 ab 66 b 140 ab 409ab 1.00 a 0.39 a 0.29 a 2.71 a 

*20 258 518 234 +105 f0.09 20.03 +0.04 20.75 

3 17 216 b 260 b 76 b 188 b 525 b 1.30 b 0.54 b 0.40 b 4.78 b 

+9 *21 f88 +20 +58 +162 +0.14 +0.05 to.09 51.90 

(1) Mean values f confidence interval (P - 0.05) 

(2) Treatment 1: uninoculated trees with application of 15 N-labelled fertiliser, 0.5 g N tree 
-1 

Treatment 2: uninoculated trees with application of 15 N-labelled fertiliser, 2.5 g N tree 
-1 

Treatment 3: inoculated trees with application of 
15 N-labelled fertilizer, 0.5 g N tree 

-1 

For each experiment, numbers in column with same letter do not differ significantly, P 59.05 (Duncan, 1955). 

. 
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Table 2. N2 fixation by 11-month-old Casuarina equisetifolia 

as estimated by three different methods (1). 

Methods N, fixation(2) expressed as 

Percent plant N 

derived from N2 

fixation (y) 

g N2 fixed 

tree -l (Y> 

Direct isotope dilution 55.0 + 11.0 3.27 + 1.60 

A value 39.1 + 11.9 2.31 -I 1.47 

Difference 49.0 + 14.8 3.07 + 1.86 

(1) Mean values 2 confidence interval (P = 0.05) 

(2) For the period of 6.5 months following transplantation 

to the field. 
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A c8te des energies fossiles (petrole, charbon, gaz 

naturel), qui diminuent a un rythme qui s'accelere en fonc- 

tion des besoins enormes de nos economies modernes, existe 

une source d'energie inepuisable et gratuite : l'energie 

solaire. Grace a la photosynthese, les plantes captent 

cette Cnergie sous forme de liaisons chimiques stables. 

Bien que le rendement du processus soit faible (0,2 % a 

0,5 % pour les plantes habituellement cultivees), les 

potentialites sont considerables puisque les 176 milliards 

de tonnes de matiere seche, produits chaque annee par la 

photosynthese planetaire, representent plus de 20 fois 

l'energie fossile consommee dans le monde (Sasson 1983). 

Cette gigantesque production v&g&tale a d,eux fac- 

teurs limitants principaux : l'eau et l'azote. En ce qui 

concerne l'azote, il est important de souligner qu'il 

n'existe pas de gisements naturels d'azote fixe puisque les 

gisements de nitrate d'tlmerique du Sud (Chili, PCrou) sont 

d'origine animale (Guano). 

Des le 19eme siecle, sous la poussee des besoins 

agricoles, il a etC necessaire de developper des methodes 

industrielles permettant d'obtenir des engrais azotes de 

synthese. La methode la plus repandue etant le procedg 

Haber qui consiste a synthetiser de l'ammoniac a partir 

d'azote moleculaire et d'hydrogene, ceci a haute temperatu- 

re et pression &levee. L'hydrogene etant un sous-produit 

du petrole, le coiit de production des engrais azotes n'a 

cesse d'augmenter ces dernieres annees. Ceci explique que 

l'utilisation des engrais chimiques de synthese n'est 

largement repandue que dans les pays fortement industria- 

lisgs. Cependant, l'utilisation massive d'engrais presente 

des inconvenients puisque seulement une partie est assimi- 

lee par les plantes et que l'excedent, lessive par les eaux 

de pluie, va contribuer a l'eutrophisation des lacs et a 

la pollution des eaux potables. Dans les regions agricoles 

comme la Brie, la pollution des eaux potables par les 

nitrates d&passe frequemment 50 rnge-l, ce qui est la concen- 

tration maximale admissible. 
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avec indication des ordree comportant des eeptcee eueceptiblee de e’aseocier 

eymbiotiquement avec Rhizobium ( l 1, Frankla ( i ) ou cyanobacterie ( 0 1. 

L’ordre des Rosalee comprend la grande famille dee Ldgumineueee (dent un 

tree grand nombre d’eap&cee eat aeeoci6 eymbiotiquement avec Rhizobium) et 

la famille dee Roeacaee dont on connait cinq genres comportant dee especes 

aeeociees symbiotiquement avec Frankia. Lee Urticalee comportent un seul 

genre, Paraeponia (Ulmacbe) , connu pour e’aesocier aymbiotiquement avec Rhi- 

zobium. 
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Or, une source d'azote inepuisable (4.10 15 tonnes), 

gratuite et non-polluante existe : l'atmosphere (Dalton, H 

et Mortenson, L.E., 1972). 

Pour l'ensemble de la biosphere, la principale voie 

d'entree de l'azote atmospherique est la fixation biologi- 

que de l'azote qui consiste en la reduction enzymatique de 

l'azote moleculaire en ammoniaque. 

1. Les fixateurs d'azote 

Tous les fixateurs d'azote (diazotrophes) connus 

sont des procaryotes (Quispel, 1974) regroupant, au moins 

200 especes bacteriennes (Postgate, 1981) dont plus de la 

moitie sont des cyanobacteries (Stewart, 1976, 1980). 

Toutes ces especes ont en commun la m&me enzyme : la nitro- 

genase. Cette enzyme a QtC purifiee a partir d'une quinzai- 

ne d'especes bacteriennes appartenant a des groupes taxono- 

miques differents. Malgre cette diversite, les proprietes 

physico-chimiques de l'enzyme se sont toujours revelees 

assez similaires (Emerich et Burris, 1978 ; Eady et Smith, 

1979). 

On distingue deux groupes de microrganismes diazo- 

trophes : (1) les fixateurs libres qui sont generalement 

trouves dans la rhizosphere de plantes, (2) les diazotro- 

phes symbiotiques capables d'ktablir une symbiose fixatrice 

d'azote dans laquelle le partenaire vCgCta1 fournit le car- 

bone et l'energie (produits de la photosynthese) alors que 

le partenaire bacterien fournit l'azote reduit par sa 

nitrogenase. On connait actuellement trois principaux types 

de symbiose (Figure 1). 

1.1. Les symbioses avec des cyanobacteries ------------_______------------------ 

11 s'agit probablement du type de symbiose le plus 

primitif existant actuellement. On distingue cinq groupes 

differents : 

- symbiose cyanobacterie-hepatiques : les hepatiques 

appartiennent a la lignee des Bryophytes (plantes non vas- 

culaires) qui sont des plantes incrustbes ou rampantes (sur 



3 

le sol, les arbres et les rochers) des regions chaudes et 

humides. On connait trois genres capables d'etablir une 

symbiose avec une cyanobacterie du genre Nostoc, il s'agit 

de Blasia, de Cavicularia et de Anthoceros. 

Dans ce type de symbiose, la cyanobacterie se developpe 

dans des cavites situees a la base des thalles (Bond, 1983); 

- symbiose cyanobacterie-lichens : les lichens 

resultent d'une symbiose entre un organisme heterotrophe 

(champignon) et un organisme photosynthetique (algue verte 

ou cyanobacterie). Les lichens "a cyanobacterie" represen- 

tent 20 % des 18 000 especes de lichens connues (Bond, 1983) 

- symbiose Cyanobacterie - Gunnera (angiosperme) : 

aucun nodule typique n'est form4 et la cyanobacterie du 

genre Nostoc est confinee dans des glandes speciales que la 

plante developpe a la base des feuilles (Becking, 1977) ; 

- symbiose Cyanobacterie - Azolla (fougere) dans ce 

cas Cgalement l'infection de la plante par une cyanobacte- 

rie du genre Anabaena ne se fait qu'en surface dans des 

sacules ; 

1 symbiose Cyanobacterie - Cycadales : dans ce type 

de symbiose, il y a formation de structure similaires a 

des nodules. Cette symbiose est restreinte aux Cycadales 

qui sont des formes primitives de plantes a graines ratta- 

chees aux gymnospermes. Ce groupe est actuellement represem 

t6, en milieu sub-tropical et tropical, par 9 genres et 

90 especes. Le microsymbiote responsable de la formation de 

ces "nodules de gymnospermes" est probablement une cyano- 

bacterie du genre Nostoc ou Anabaena (Akkermans, 1978). 

1.2. La symbiose Frankia non-legumineuse ------_____-________--------------- 

Les non-legumineuses symbiotiques associees a 

Frankia (actinomycete fixateur d'azote) ou plantes actino- 

rhiziennes (Torrey et Tjepkema, 1979) sont representees par 

plus de 170 especes appartenant a 8 familles et 7ordres 

differents .d'angiospermes present-es tant en regions tempe- 

rees qu'en regions tropicales. 
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1.3. La symbiose Rhizobium-legumineuses ---__----_---___--__------------------- 

On connait 17 600 especes de legumineuses (Meijer 

et Broughton, 1982) mais seulement une centaine d'entre- 

elles sont cultivees. Les legumineuses sont fondamentale- 

ment des especes arborescentes tropicales ; les especes 

herbacees ou buissonnantes des regions temper&es en 

seraient des formes derivees recentes. MalgrC les recher- 

ches intensives men&es sur les legumineuses depuis le debut 

du siecle, les etudes sur la nodulation n'ont portit que sur 

10 % des especes connues. 

Depuis peu, on connait un cas de symbiose Rhizobium 

non-legumineuses : il s'agit du Parasponia appartenant a 

la famille des Ulmacees et $ l'ordre des Urticales (Trinick, 

1979). 

2. Les arbres fixateurs d'azote 

Les arbres appartenant aux symbioses Rhizobium- 

legumineuses et Frankia-non-legumineuses seront probablemert 

amends A jouer un r81e economique essentiel dans les annees 

a venir pour les raisons suivantes : 

- Les besoins planetaires en bois doublent tous les 

25 ans (J.W. Brewbaker, 1982) alors que la diminution de la 

fordt tropicale est estimee entre 7,5 a 20 millions d'hec- 

tares par an. Dans les pays en voie de developpement, lee 

besoin en bois de feu est particulierement important. Dans 

la region Sahelienne, on estime que chaque habitant en 

utilise 1 kg par jour pour la cuisson des aliments ce qui 

contribue grandement a la deforestation dramatique observee 

dans cette region (Badji, 1982). 

- La totalitk des sols de bonne qualite est utili- 

see pour la production alimentaire necessaire a une popula- 

tion mondiale qui atteindra 6 a 7 milliards d'individus en 

l'an 2000. 

- Les varietks v&g&tales modernes a haut rendement 

epuisent rapidement les sols et notamment les sols tropi-‘ 

caux souvent pauvres en azote et en phosphore. Cet epuise- 



Tableau 1. Classification des non-ldgumineuses fixatrices d'azote assocides B Frankia (1) 

Ordre 

Casuarinales 

Coriariales 

Fagales 

Myricales 

Paristales 

Famille 

Casuarinac6es 

Coriariac6es 

Betulacees 

Myricacees 

Datiscacdes 

Rhamnacees 

Rhamnales 

Elaeagnacees 

Rosales Rosac6es 

Genre 

Casuarina 
AZ Zocasuarina 
GgmnO8tOma 
c 
Coriaria 

Ahu8 

Myrica 
Comp tonia 

Datisca 

Ceanothus 
Cottetia 
Discaria 
Ken thro thamnus 
Talguenea 
Tre voa 

Ei?aeagnus 
Hippophaa 
Shepherdia 

Cercocarpus 
Chamaebatia 
Cowania 
Dryas 
Purshia 
Rubua 

Distribution geographique 

Circum-pacifique 

RBgions m6diterranbennes, Nlle Zblande,Japon 
Amerique du Sud 

Europe, Amdrique du Nord, AmQrique du Sud, 
montagnes d'bsie 

Rggions tempgrges, tropicales et sub-tropicales 
Amdrique du Nord. 

Californie, Mexique, bassin mdditerranden 
Asie Centrale. 

Am6rique du Nord, Mexique 
Amerique du Sud 
Ami5rique du Sud, Australie 
Chili 
Chili 
Chili 

Asie, Europe, Amerique du Nord 
Asie, Europe 
Amarique du Nord 

Ouest des USA et Mexique 
Californie 
Californie, Mexique 
Alaska, Canada, Montagnes d'Asie 
Amerique du Nord 
Asie, Indonesie 

(1) d'apras Bond et Wheeler (1980) et Becking (1982). 

. 

. 
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ment des sols est souvent aggrave par l'erosion, eolienne 

ou due a l'irrigation, dont l'intensite peut &tre conside- 

rable sous les tropiques. 

11 resulte de cet &tat de fait qu'il ne reste dis- 

ponible pour les cultures forestieres que les sols degrades 

ou de mauvaise qualite. Les arbres fixateurs d'azote, grGce 

a leur rusticite et a leur adaptabilite a des conditions 

edaphiques et climatiques marginales, peuvent prosperer sur 

de tels ~01s. Si ces arbres sont Qgalement mycorhizes, ils 

peuvent alors vivre dans des sols deficients a la fois en 

azote et en phosphore ; en outre, bien souvent, ils suppor- 

tent mieux l'aridite. 

Les retombes economiques que l'on peut attendre de 

l'utilisation a grande Cchelle des arbres fixateurs d'azote 

sont considerables, les principales etant : 

- production de bois pour les besoins industriels : 

bois d'oeuvre, pate a papier ; 

- production d'energie : charbon de bois, methano- 

g&n&se a partir de la matiere seche ; 

- retour a Pagriculture 
- protectioncontre l'erosion. 
A c6te des especes appartenant a la grande famille 

des legumineuses, on commence a s'interesser de plus en 

plus aux especes appartenant a diverses famille de non- 

legumineuses ayant en commun leur capacite a vivre en 

symbiose avec un micro-organisme fixateur d'azote apparte- 

nant a l'ordre des actinomycetales : le Frankia. Ces non- 

legumineuses fixatrices d'azote sont desormais appelees 

plantes actinorhiziennes (Torrey et Tjepkema, 1979). 

3. Les plantes actinorhiziennes 

Les plantes actinorhiziennes sont reparties en 7 

ordres comprenant 8 familles et 24 genres (Tableau 1). 

Actuellement, on connait plus de 170 especes capables de 

s'associer symbiotiquement avec Frankia. A part les genres 

Dryas et Datisca qui sont des herbacees, ces plantes sont 

en general ligneuses et a morphologie variables ; il s'agit 
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alors de buisson (Colletia, Rubus), de petits arbres (Hippo 

phae) ou d'arbres pouvant atteindre de grandes dimensions 

(Al nus, Casuarina). Leur aire de distribution geographique 

couvre l'ensemble de la planete. 

On trouve des representants des plantes actinorhi- 

ziennes dans les regions froides (Alnus, Dryas, Myrica, 

Elaeagnus), les regions mediterraneennes (Hippophae, Elaea- 

gnus, Coriaria, Alnus, Casuarina) et les regions tropicales 

et sub-tropicales (Cercocarpus, Coriaria, Alnus,- Myrica, 

Casuarina) tant au niveau de la mer qu'en altitude. 

Les espece actinorhiziennes sont d'excellentes 

plantes pionnieres capables de coloniser des sols tres 

pauvres. De nombreux restes fossiles de plantes a actino- 

rhizes (Dryas, Hippophae, Elaeagnus, Shepherdia, Alnus) 

attestent que ces plantes ont joue un r61e essentiel dans 

la constitution des sols entre et apres les epoques gla- 

cieres. 11 est done fort possible que ces plantes ont CtC 

les precurseurs des forets actuelles d'Europe et d'Amerique 

du Nord (Silvester, 1974, 1977). 

A part Rubus ellipticus de la famille des Rosacees 

qui produit un fruit comestible semblable a une framboise 

(Becking, 1982 ; Bailey, 1927), les plantes actinorhizien- 

nes ne constituent pas une source pour l'alimentation 

humaine. Leur importance Cconomique est essentiellement 

like a leur grande capacite $ coloniser des sols degrades 

et a les enrichir en azote. 

En region temperbe, ce sont les especes appartenant 

au genre Alnus qui ont et& le plus employees en particu- 

lier pour la mise en valeur des dunes sablonneuses et des 

terrils resultant de l'exploitation du charbon (Silvester, 

1977). 

Les plantes actinorhiziennes peuvent, en outre, 

servir d'alternative a l'utilisation d'engrais chimiques 

dans diverses conditions : 

- plantations mixtes : Alnus rubra-Pin Douglas aux 

U.S.A. (Becking, 1982) ; 



7 

- sous-bois de plantes actinorhiziennes : Coriaria 

sP* dans le cas des forets tempkrees d'Europe (Silvester, 

1977) ou Cercocarpus dans des plantations de Pinus flexilus 

de Californie (Lepper et Fleschner, 1377) ; 

- engrais vert : Coriaria sinica est utilise comme 

engrais vert en Chine et peut produire jusqu'a 10 tonnes de 

matiere seche par hectares et par an (Watanabe, communica- 

tion personnellc). 

Bien que toute les familles de plantes actinorhi- 

ziennes soient represent&es en milieu tropical, c'est 

actuellement la famille des Casuarinacees qui forme le 

groupe le plus important au point de vue economique. 

4. Les Casuarinacees 

Les Casuarinas sont represent&s dans le plupart 

des ecosysteme s'etendant du desert a la forCt tropicale 

humide. Leur capacite a Ctablir des doubles symbioses 

(Frankia et mycorhizes) leur permet de coloniser des sols 

tres pauvres et de pousser dans des conditions extremes, 

l'exemple le plus frappant etant Allocasuarina decaisneana 

qui pousse au centre de 1'Australie dans des regions 06 

la pluviometrie annuelle varie de 100 a 275 mm (Chuck, 1983) 

et 06 le potentiel d'evaporation annuelle se situe entre 

2500 et 3300 mm. Malgre ces conditions peu clementes, A A 
decaisneana atteint couramment des tailles allant de 9 a 

12 m de haut. 

4.1. Taxonomie et aire de distribution geographique ----------------------w---------e--e---------- 

La famille des Casuarinacees comprend 82 especes 

dont l'aire de distribution geographique est circum-pacifi- 

que. D'apres L.A.S. Johnson (1982), cette famille peut Gtre 

diviske en 4 genres distincts. 

4.1.1. Genre Gymnostoma ------------e--e 

Le genre Gymnostoma est le plus archaique de la 

famille des Casuarinacees, il comprend 19 especes indigenes 

aux iles Fidji, a Sumatra et a la Nouvelle Caledonie. 
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Ces especes sont generalement arborescentes et poussent 

dans des regions de for&ts tropicales humides. 

4.1.2. Genre casuarina (sensu stricto) --------------- 

Le genre Casuarina comprend 16 especes originaires 

pour la plupart d'Australie mais aussi rencontrees dans le 

Sud-Est asiatique et dans les iles du Pacifique. Ce sont 

des especes pouvant atteindre jusqu'a 20 ou 30 m de hauteur 

et appartenant d des biotopes tels que les zones chtieres 

CC. equisetifolia), les mangroves (C-. glauca) ou les bords 

des rivieres (C-. cunninghamiana). 

4.1.3. Genre Allocasuarina -------------s----- 

Ce genre comprend 45 especes endemiques a l'Austra- 

lie et presentes dans un large eventail d'ecosystemes 

allant de la forCt tropicale humide aux deserts du centre 

de 1'Australie. 

4.1.4. Genre C ---w--- 

l;e genre ne comprend que 2 especes originaires de 

Palawan et de Nouvelle tiuinee. 

4.2. Utilisation des Casuarina -----_--__--_------_----- 

L'espece la plus etudiee et la plus largement intro- 

duite hors de son aire geographique d'origine est sans con- 

teste Casuarina equisetifolia. Cette espece, qui produit un 

bois tres dense (0,8 a 1,2) ayant un grand pouvoir calori- 

fique (5050 Kcal kg-'), est couramment utilisee pour fixer 

les dunes littorales, pour la reforestation, la confection 

de brise-vent et comme source de charbon de bois. 

L'exemple le plus spectaculaire concernant les 

possibilites d'emploi de C. equisetifolia est la mise en 

place, depuis 1954, d'une bande catiere couvrant 1 million 

d'hectares en Chine du Sud (Turnbull, 1983). Cette ceinture 

de Casuarina a une longueur de 2300 km et une largeur 

variant de 0,5 a 5 km ; elle a permis, par son effet brise- 

vent et le blocage des dunes de sable, l'augmentation des 
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rendements agricoles. De plus, elle fournit aux populations 

locales leurs bois d'oeuvre et de feu. 

Au Senegal, les dunes cbtieres ont ete stabilisees 

entre Saint-Louis et Dakar, par l'introduction de Casuarina 

equisetifolia. Malgre une pluviometrie faible (200-300 mm), 

cette espece pousse tres bien probablement grace a l'humi- 

dite provenant de la mer (Andeke-Lengui et Dommergues, 1983). 

11 est egalement possible d'utiliser les casuarinas 

en alternance avec des plantes agricoles. Apres 5 a 10 ans 

de croissance sur des sols degrades et deficients en azote, 

les casuarinas sont coupes et utilises comme bois de feu. 

Les sols ainsi regeneres permettent diverses productions 

agricoles, telles que la patate deuce en Nouvelle GuinCe 

(Silvester, 1977), l'arachide en Inde (Kondas, 1983); ou 

la plantation d'arbre non-fixateur d'azote tel qu'Anacar- 

dium occidentale pour la production de noix de cajou en 

Inde (J.C.C. Ottow, communication personnelle). 

4.3. Endophyte spdcifique aux casuarinas --_-_-_-_-_------------------------ 

Dans la plupart des cas, l'introduction des Casua- 

rina se fait sur des sols tres pauvres ou degrades et le 

plus souvent les echecs d'implantation sont dOs a la non- 

nodulation des casuarinas lice a l'absence de l'endophyte 

dans les sols en question. En effet, hors de leur aire 

geographique d'origine, les casuarinas sont rarement nodu- 

lks, un exemple typique etant l'absence totale de nodules 

rencontree chez les casuarinas introduits en Nouvelle 

Zelande (Becking, 1982). La situation etant identique au 

Senegal, les services forestiers ont pratique, a partir 

de 1976, une inoculation systematique des pepinieres 

de Casuarina par des nodules broyes (Andeke-Lengui et Dom- 

mergues, 1983). Cependant, cette methode presente deux in- 

convenients majeurs : (1) introduction possible de patho- 

genes qui peuvent detruire la plantation, (2) existence dars 

les environs de la plantation d'une source de nodules suf- 

fisante. 
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L'implantation de casuarinas sur des sols deficients 

en azote et depourvus en Frankia specifique ayant comme 

condition sine qua non l'introduction simultanee de leur 

endophyte, il etait necessaire de disposer d'une source 

d'endophytes autre que les broyats de nodules. Ceci nous a 

conduit a etudier, a partir de 1980, la symbiose Frankia- 

casuarina. Deux grands themes de recherches ont CtC deve- 

loppes dans cette optique : 

l/ recherches fondamentales concernant les Frankia specifi- 

ques des casuarinas, a savoir : 

- Mise au point de methodes d'isolement des Frankia 

responsables de la nodulation des casuarinas. 

- Etude des Frankia in vitro : recherche des meil- 

leuresconditions de culture, physiologie de la fixation 

d'azote chez Frankia, etude des voies de l'assimilation de 

l'azote chez cet endophyte. 

-Etude du spectre d'h8te des souches isolees de 

nodules de Casuarina. Ceci nous a conduit a etudier deux 

plantes actinorhiziennes appartenant $ l'ordre des Rhamna- 

les : Colletia spinosissima et Hippophae rhamnoides. 

2/ recherches appliquees, a savoir : 

- estimation du potentiel fixateur d'azote de la 

symbiose Frankia Casuarina dans des conditions de croissan- 

ce proches de celles rencontrees au champ. 

Ce travail accompli au laboratoire de Microbiologic 

des Sols de 1'ORSTOM a Dakar au Senegal, a fait l'objet de 

neuf publication principales que j'ai rassemble en fin 

d'ouvrage, non dans l'ordre chronologique, mais en fonction 

des sujets traitds, a savoir : 

- Isolement de Frankia de Casuarina (articles 1 et2). 

- Infectivite, effectivite et spectre d'hhte des 

Frankia isolks de Casuarinacees et de Rhamnales (articles 

3 et 4). 

- Comportement de Frankia dans la rhizosphere de 

Casuarina, sa vie saprophytique (article 5). 

- Etude de Frankia in vitro (articles 6 et 7). 

- Estimation du potentiel fixateur d'azote de la 
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symbiose Frankia Casuarina (article 8). 

- La double symbiose Frankia-Mjcorhize chez Casuari- 

na-equisetifolia (article 9). - 



CHAPITRE I 

ISOLEMENT DE L'ENDOPHYTE 

DE CASUARINA-EQU ISETIFOLIA 



Tableau 2. Principales m6thodes utilisdes lors de l'isolement 

des endophytes des plantes actinorhiziennes 

Auteurs 

Pommer, 1959 

Technique utilisge 

Dilution de broyats de 

nodules et Gtalement 

sur milieu gelosQ 

glucose-asparagin 

Especes 

actinorhiziennes 

Alnus glutinosa 

Callaham et al., 1978 Digestion enxymatique 

des nodules 

Comptonia peregrina 

Quispel et Tak, 1978 Dilution de broyats de 

nodules et Btalement 

sur milieu complexe 

supplement6 par des 

extraits racinaires 

Alnus crispa 

Baker et al., 1979 Fractionnement sur 

colonne de Sephadex 

Qfrica gale 

Elaeagnus umbet lata 

Baker et al., 1979 Fractionnement sur Ahue crispa 

gradient de sucrose EZaeagnus umbetteta 

Lalonde et al., 1981 Sterilisation de 

morceaux de nodules 

par Osmium tetroxide 

Atnus glutinosa 

Benson, 1982 Filtration sur tamis 

de 20um et 50um 

Atnus incana 
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1. Isolement de l'endophyte de Casuarina (Articles 1 et 2). 

1.1. Historique de l'isolement des endophytes chez les --____------------------------------------------- 

plantes actinorhiziennes ----------_------------- 

Le nom de Frankia a 6th adopt4 au 19eme siecle, en 

l'honneur du botaniste allemant Frank., pour designer les 

endophytes des plantes actinorhiziennes. C'est en 1866 que 

Woronin apporta la preuve de la presence d'un microrganisme 

dans les nodules des plantes actinorhiziennes mais il fau- 

dra attendre plus d'un siecle pour que le premier isolement 

d'un Frankia ait lieu (Callaham et al., 1978). Entre ces 

deux dates, de nombreuses tentatives d'isolement firent 

faites mais sans succes. L'isolement, en 1959, du Frankia 

d'Alnus glutinosa par Pommer est sujet a caution du fait de 

la perte de la souche par son inventeur et de la non repro- 

ductibilite de sa methode d'isolement (Quispel, 1960). 

Les difficult&s rencontrees pour isoler les endophp 

tes des non-legumineuses expliquent probablement le foison- 

nement de techniques compliquees (Tableau 2) liees a l'uti- 

lisation de milieux souvent tres complexes, qui permirent 

l'obtention des differentes souches de Frankia, endophytes 

d'especes actinorhiziennes variees telles que Elaeagnus 

umbellata, Alnus crispa, Alnus glutinosa et Myrica pale. 

En ce qui concerne les Frankia de Casuarina, aucune 

souche n'avait etk isolee lorsque nous avons commence 

notre etude sur la symbiose Frankia-Casuarina en 1980. 

1.2. Isolement des Frankia de Casuarina ---------------------------------- 

Lors de la mise au point des methodes d'isolement 

des Frankia de Casuarina, nous avons adopt& deux approches 

differentes du probleme : 

(1) isolement a partir de broyats de nodules utilises comme 

inoculum ; 

(2) isolement de Frankia a partir de morceaux de nodules 

incubes dans differents milieux. 



Tableau 3. Origine g6ographique des souches de Frankia isolLes et 

correspondance entre ancienne et nouvelle ddsignation 

des souches. 

Lieux d'origine des nodules Ancienne designation 

des Frankia 

Part de Rann, Dakar,SBnegal 

Saint-Louis, S6n6gal 

Petit-Bourg, Guadeloupe 

Saint-Franpois, Guadeloupe 

IRRI, Los Ba'iCos,Philippines 

Bangkok, Thailande 

Rio Tercero, Argentine 

Mens, IsSre, France 

Dl 

DII 

Sl 

GI 

G2 

Pl 

Cj 1-82 

HI3 

Nouvelle dssignation 

des Frankia(') 

ORS020601 

ORS020602 

ORS020610 

ORS020603 

ORS020604 

ORS020605 

ORS021001 

ORS060501 

ORS140101 

(1) ORS - ORSTOM. Les 2 premiers chiffres indiquent le genre (02 * Casua- 

a, 06 - Colletia, 14 - HippophaZ), les 2 suivants indiquent 

l'esp8ce (06 = equisetifolia, 10 - junghuhniana, 05 - spinosissima, 

01 - rhamnoidea), les 2 derniers indiquent la no de la souche 
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Dans un premier temps, nous avons constitue une col- 

lection de nodules de differentes provenances geographiques 

(Tableau 3) en inoculant avec des broyats de nodules, recol- 

t&s a travers le monde, des plants axeniques de Casuarina 

equisetifolia cultivks sur milieu nutritif saris azote 

(Vincent, 1970). Les nodules ainsi obtenus ont Cte utilises 

pour les differents isolements. 

1.2.1. Isolement de Frankia a partir d'un broyat de ---------------m--------------------------w- 

nodule (Article 1). ------ 

1.2.1.1. Principe de la methode --------s-s----------- 

Les principales &tapes de cette methode sont les sui- 

vantes : 

- sterilisation externe de lobes de nodules par la 

chloramine T (3 % dans l'eau) pendant 5 mn ; 

- broyage des lobes de nodules dans de l'eau dis- 

tillie sterile. 

- dilution des broyats de nodules de 10-l A 10 -4 

dans de l'eau distillee sterile. 

- inoculation de milieu QMOD (Lalonde et Calvert, 

1979) liquide ou g&lose, par les diverses dilutions et 

incubation a 28-30°C. (L a composition du milieu QMOD est 

rapport6 dans le Tableau 11). 

1.2.1.2. Kesultats --------- 

1.2.1.2.1. Isolement sur milieu QMOD g&lose ----_--------------------------- 

Apres 15 a 20 jours d'incubation, 10 a 20 % des 

boites de Petri, inoculees avec la dilution 10vJ, presen- 

tent des colonies de Frankia visibles a la loupe binoculai- 

re. Ces colonies de 100 a 200 pm de diametre sont au nom- 

bre de 1 a 20 par boite. Les boites de Petri contenant le 

plus souvent des colonies bacteriennes contaminantes, les 

colonies de Frankia sont prelevees et transferees, une a 

une, en milieu QMOD liquide. Apres croissance pendant 1 a 

2 mois, la colonie de Frankia est broyee et l'inoculum 

ainsi obtenu sert a multiplier la souche. 
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Une etude comparative de divers lobes de nodules a 

montre que le nombre d'unites conduisant a la formation de 

colonies de Frankia (U F F) est tres variable puisque cer- 

tains lobes ne produisent aucune colonie. 

1.2.1.2.2. Isolement sur milieu QMOD liquide --------_--------------e--wee---- 

Des piluliers de 15 ml contenant 7 ml de QMOD liqui- 

de sont inocules avec diverses dilutions de broyats de no- 

dules et incubes a 28-30°C. Dans ces conditions, 10 a 20 % 

des piluliers inocules par les dilutions 10 -3 et 10 -4 con- 

tiepnent une ou plusieurs colonies de Frankia apres 4 a 6 

semaines. 

L'inconv6nien.t de cette methode consiste dans le 

fait qu'il est impossible de separer contaminants et 

Frankia comme dans la methode d'isolement sur le milieu 

solide. De ce fait, il faut inoculer 100 a 200 piluliers 

pour obtenir quelque's cultures pures de Frankia. Cependant, 

en remplaGant le milieu QMOD par un simple milieu sans 

azote (Gauthier et al., 1981 b), on diminue notablement 

le nombre des contaminants et l'on peut obtenir jusqu'a 

50 % de piluliers contenant du Frankia exclusivement. 

Ces methodes utilisant des broyats de nodules de 

Casuarina pour inoculer du milieu QMOD nous a permis d'iso- 

ler des souches de Frankia provenant de regions geographi- 

ques tres diverses : Senegal (souches Dl et Dll), Guadelou- 

pe (souches Gl et G2) et Philippines (souche Pl). La souche 

Sl (originaire de Saint-Louis au Senegal) a 6th isolee en 

employant un milieu sans azote contenant du succinate 

comme source de carbone. 

Toutes les souches de Frankia isolees a partir de 

broyats de nodules se sont montrees incapables de noduler 

Casuarina equisetifolia (voir chapitre II). Ceci nous a 

conduit a rechercher d'autres methodes d'isolement permet- 

tant l'obtention de l'endophyte de Casuarina. 

1.2.2. Isolement de Frankia a partir de morceaux de ---_---------------------------------------- 

nodules (Article 2). ----_-_ 
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1.2.2.1. Principe de la methode. ------_----____------- 

Les lobes de nodules sont laves et sterilises super- 

ficiellement avec une solution acqueuse de Tetroxide d'os- 

mium (0~04) a 3 % pendant 4 mn selon la methode decrite par 

Lalonde et al. (1981). Apres rinGage a l'eau distil16 ste- 

rile, ces lobes sont decoupes aseptiquement en fragments 

d'un volume approximatif de 0,5 mm3. Chaque fragment ainsi 

obtenu est introduit dans un pilulier de 15 ml contenant 

7 ml de milieu QMOD g&lose a 0,3 %; Apres 2 mois d'incuba- 

tion a 28-3O"C, environ 10 % des fragments non contamines 

donnent naissance a une colonie de Frankia qui est prelevee 
etdispersee paragitationdansun flacon serumcontenant dumilieu 

QMOD liquide et un barreau aimante. La suspension ainsi 

obtenue sert a inoculer du milieu QMOD pour multiplier 

la souche. Une variante de cette methode consiste a depo- 

ser plusieurs fragments de nodule au fond d'une boite de 

Petri et a couler du milieu QMOD g&lose dessus. 

1.2.2.2. Kesultat. -------- 

Lette methode nous a permis d'isoler la souche de 

Frankia Cjl-82 $ partir de nodules d'un hybride de Casua- 

rina equisetifolia et de Casuarina junghuhniana provenant 

de Thailande. Cette souche s'est montre infective vis-B-vis 

de Casuarina equisetitolia (voir chapitre II). 

1.3. Designation des isolats. -----_------------e---s 

Recemment, Lechevalier (1983) a propose un mode de 

designation cod&e des differents Frankia isoles. Ceci etait 

devenu necessaire etant donne la numerotation anarchique 

employee par les differents auteurs pour designer leurs 

isolats. 11 est desormais conseilli? de designer les diffe- 

rentes souches de Prankia par trois lettres suivies de 6 

chiftres. 

Le tableau 3 donne la correspondance entre l'ancien- 

ne et la nouvelle designation des souches de Frankia isolees 

au tours de ce travail. La plupart des articles presentes 
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FIGURE 2. Spectre du pigment de la souche ORS020602 (- dans 
l'&hanol,- _ dans l'ac6tone , ---- dans le methanol. 
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dans cette these etant anterieurs a la terminologie propo- 

see par Lechevalier, l'ancienne et nouvelle designation des 

souches seront souvent utilisees simultanement. 

2. Morphologie des Frankia isoles de nodules de casuarina 

Les differentes souches de Frankia isolees de nodu- 

les de Casuarina peuvent etre class&es en deux types morpho- 

logiques. 

2.1. Morphologie de type I. (article 1) --------------------- 

Ce type morphologique regroupe les souches Dll, Dl, 

Gl, G2, Pl et Sl qui ont toutes et& isolees a partir de 

broyats de nodules de Casuarina. Les principales caracteris 

tiques de ce type de souches sont les suivantes : 

- ces souches developpent en milieu QMOD liquide, 

les structures maintenant reconnues specifiques au genre 

Frankia : hyphes septees, sporanges tres polymorphes pro- 

ductrices de spores polyedriques souvent relachees dans 

le milieu, vesicules le plus souvent en position terminale 

sur les hyphes et parfois liberees dans le milieu ; 

- ces souches sont incapables de noduler leur hbte 

d'origine, Casuarina equisetifolia ; 

- ces souches produisent un mucilage et un pigment 

non diffusible qui precipite sous forme de microcristaux 

dans le mucilage. La teinte de ce pigment varie du "saumon 

clairli au lirouge sang" selon les souches. La figure 2 rap- 

Porte les spectres d'absorption du pigment de la souche 

ORSU20602 (syn. Dll) apres extraction par divers solvants. 

Jusqu'a present, aucune hypothese concernant la fonction de 

ce pigment n'a ete proposee. 

Dans la suite de ce travail, la souche ORS020602 

(syn. Dll) sera utilisee comme souche de reference du type 

morphologique I et sera done de ce fait, etudie en detail. 

La figure 3 rapporte les differentes structures morpholo- 

giques observees, chez la souche ORS020602, en microscopic 

electronique. 



a 
- . 

FIGURE 3. Observation en microscopic electronique de transmission de Frankia ORS020602 (syn.Dll) 

cultiv& in vitro. (3a) - : vi?sicule, (2) : 
la barre represente 1 

@orange, (3~) : hyphe sept&e. Dans les trois cas, - 

r"- 
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2.2. Morphologie de type 11 (Article 2). ----------------------------------- 

Ce type de soucne, represent6 par le Frankia 

ORS021001 (syn. Cjl-821, forme en milieu QMOD liquide des 

hyphes courtes et larges, des sporanges de formes typiques 

ainsi que des structures intercalaires et allongees, awe- 
lees S L S (Sporangia-like structures), ressemblant a des 

sporanges. Ces SLS peuvent donner naissance par fragmenta- 

tion a des unites semblables B des spores. La souche 

ORS021001 n'est pas pigmenthe et ne forme pas de vesicule 

en milieu QMOD. L'apparition des vesicules ne se produit 

qu'en milieu sans azote. Cette souche s'est montree capable 

de noduler Casuarina equisetifoiia. 

RBcemment, Diem et Domaergues (1983) ont rapport6 

l'isolement de deux autres souches infectives de Frankia 

de Casuarina (CeFl-82 et CeDl-82) ayant le meme type morpho- 

logique que la souche ORS021001. La souche ORS021001 servira 

de reference pour le type morphologique II tout au long de 

ce travail. 

La figure 4 et le tableau 4 illustrent les differ-en 

ces tres nettes existant entre les deux types morphologiques 

decrits. 

3. Application de nos methodes d'isolement a des Frankia 

appartenant a d'autres symbioses actinorhiziennes. 

Pour mener a bien notre etude sur le spectre d'h6te 

des Frankia de Casuarina, nous avons 6th amend a isoler 

deux souches de Frankia a partir de deux especes actino- 

rhiziennes appartenant a l'ordre des Rhamnales. 

La souche ORS140101 (syn. H13) a et& isolee a partir 

de nodules d'Hippophae rhamnoides en employant la methode 

de dilution de broyats de nodules et en utilisant un 

milieu de culture sans azote. Cette souche presente une 

morphologie de type I ainsi qu'une pigmentation orangee 

(article 3). 



FIGURE 4. (4a) : souche ORS020602 (type morphologique I); 

H: hyphe, V : vCsicule, Sp : sporange, S : spore. : (4b) 
souche ORS021001 (type morphologique II); 

SLS : sporangia- 
like-stucture, H : hyphe. Dans les 2 cas 

, la barre repdsente 
10 p. 
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Par la methode d'incubation de morceaux de nodules 

dans le milieu QMOD, nous avons isole la souche ORS060501 

qui est l'endophyte de Colletia spinosissima (article 4). 

Cette souche prksente, elle aussi, une morphologie de 

type I. 

Ces deux Frankia, isolees de nodules de Rhamnales, 

se sont montrees infectives et effectives vis-a-vis de 

leurs hates d'origine (voir chapitre II). 

4. Discussion et conclusions 

Deux raisons concourent a faire du Frankia de 

Casuarina un endophyte difficile a isoler : 

lo/ la faible vitesse de croissance de Frankia in vitro 

augmente considerablement les risques de contamination par 

d'autres microrganismes tels que les batteries et les cham- 

pignons ; _ 

2'/ilsemble que les nodules de Casuarina renferment 

qu'une faible proportion d'unites capables de conduire a 

la formation de colonies de Frankia in vitro (U F F). 11 

est probable que le nombre d'U F F dans le nodule est en 

liaison avec l'age du nodule et son etat physiologique. 

Cependant, des determinants genetiques lies a la plante- 

h6te et aux divers Frankia doivent intervenir au niveau des 

UFF. Ceci pourrait expliquer pourquoi certains Frankia tels 

que ceux de Colletia et d'Hippophae sont plus facilement 

isolables que ceux de Casuarina. 

En ce qui concerne les UFF de Casuarina, il semble 

que ceux conduisant aux souches de type I soient nettement 

plus nombreux que ceux conduisant aux Frankia de type II. 

En effet, il n'a jamais ete possible d'isoler des souches 

des types II a partir de broyats de nodules. Cet &tat de 

chose est vraissemblablement le reflet du rapport numeri- 

que existant entre ces deux types de Frankia au sein du 

nodule de Casuarina. 

Afin d'optimiser les resultats lors de l'isolement 

des Frankia, il nous est possible d'intervenir a deux 



Tableau 4. Comparaison morphologique des deux types de 

Frankia, isolgs de nodules de Casuarina, 

en milieu QMOD. 

Structures Frankia 

Type I: ORS020602 Type II: ORS021001 

(syn. Dll) (syn. Cj l-82) 

Hyphes 094 - 0,9um 1 - 1,5um 

Vdsicules 2 - 3um absente 

Sporanges typiques 6 - 20um 6 - 20um 

Spores 193 - 1,9um 1,3 - l,gum 

SLP) absente 3 - 50um 

Pseudo-spores 

venant des SLS absente 195 - 2vm 

(1) Sporangia-like-structures. 
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niveaux : la sterilisation des nodules et le milieu utilise 

pour l'isolement. 

lo/ La sterilisation des nodules : il faut pratiquer une 

sterilisation superficielle du nodule qui elimine la majeu- 

re partie des contaminants saris trop alterer la viabilite 

des UFF. Ce juste equilibre n'est pas toujours facile a 

trouver et varie en fonction de l'etat du nodule. Les ste- 

rilisations a la chloramine T et a 1'0sium tetroxide, bien 

que tres violentes, donnent de bons resultats alors que la 

sterilisation par le chlorure de mercure a un effet toxique 

qui le plus souvent inhibe la croissance ulterieure des 

-Frankia. 

La grande sensibilite des E'rankia aux agents desin- 

fectants lors de l'isolement est lice a la structure des 

nodules des plantes actinorhiziennes. En effet, contraire- 

ment aux legumineuses oh l'endophyte (Rhizobium) est loca- 

lise dans la partie centrale du nodule entre les faisceaux 

vasculaires, l'endophyte des plantes actinorhiziennes 

(Frankia) accupe des cellules du cortex du nodule situ&es 

21 l'exterieur du cylindre vasculaire central. 

2"/ Le milieu d'isolement : le milieu QMOD utilise pour 

la plupart des isolements nous parait Gtre trop riche et 

contribue a favoriser la croissance des contaminants. 

L'utilisation de ce milieu, lors de l'isolement des b'rankia 

de Casuarina, s'explique par le manque de connaissance que 

nous avions au sujet de la physiologie de cet endophyte 

quand nous avons commence nos recherches en 1980. 

En ce qui concerne la methode d'isolement par dilu- 

tion de broyats de nodules, le remplacement du milieu QMOD 

par un milieu pour fixateur d'azote donne, le plus souvent, 

de bons resultats en permettant aux Frankia (qui comme on 

le verra plus loin sont capables de fixer l'azote molecu- 

laire in vitro) d'avoir un avantage selectif vis-a-vis des 

contaminants. L'ajout de cycloheximide (100 pg ml -1 
> au 

milieu, favorise egalement la croissance des Frankia en 

inhibant les champignons qui sont une cause frequente de 

contamination. 
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Enfin, la modification extreme du milieu d'isolement 

consiste en la supression pure et simple des nutrients. 

Recemment, Diem et Dommergues (1983) ont isole une souche 

de Frankia (CeFl-82) en incubant un morceau de nodule dans 

de l'eau gelosee. Dans cette variante, le Frankia utilise, 

pour se developper, uniquement les reserves nutritives du 

nodule ; d&s que le Frankia est sorti du nodule, on le 

transfere en milieu QMOD pour le multiplier. 

En conclusion, on peut penser que l'insucces ren- 

contrk, dans les differentes tentatives d'isolement du 

Frankia de Casuarina, par certains auteurs tels que Torrey 

(1983) au Baker (communication personnelle) s'explique 

principalement par : (1) l'utilisation de methodes non 

adapt&es a l'endophyte des casuarinas (fractionnement sur 

gradient de sucrose dans le cas de Baker, par exemple), (2) 

la m6connaissance de la faible quantite d'UFF presente 

dans les nodules de Casuarina, (3) l'utilisation de milieux 

de culture non adaptes. 

Les resultats presentes dans ce chapitre permettent 

d'enoncer les conclusions suivantes : 

- Des methodes d'isolement simples permettent d'iso- 

ler les Frankia de Casuarina. 

- Ces methodes d'isolement sont applicables a 

d'autres symbioses actinorhiziennes telles que Hippophae 

rhamnoides et Colletia spinosissima. 

- La notion d'UFF nous semble fondamentale et une 

etude systkmatique de l'kvolution du taux d'UFF prhsent 

dans le nodule en fonction de son etat physiologique pour- 

rait etre une voie de recherche prometteuse en ce qui 

concerne l'optimisation des methodes d'isolement des Frankia 

- 11 est possible d'isoler des nodules de Casuarina 

deux types de Frankia ayant des' morphologies bien distinc- 

tes ; on verra plus loin qu'il s'agit de Frankia differents 

non seulement sur le plan morphologique mais aussi sur le 

plan de l'infectivitk et dans une moindre mesure, sur le 

plan de leur physiologie. Ceci suggere la possibilite 

d'une infection multiple des nodules de Casuarina, par plu- 

sieurs souches de Frankia. 



CHAPITRE I I 

INTERATIONS FRANKIA-PLANTE-HOTE 
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1. Introduction 

De part leur grande diversite, les plantes actino- 

rhiziennes presentent un modele de relation "plante-endo- 

phyte" d'une complexite extr&me. 

Becking, en 1970, fut le premier a proposer une 

classification des Frankia fondee sur la specificit d'h8te 

et inspiree de celle employee pour la symbiose legumineuses 

-Rhizobium oii les souches ont 6th regroup&es, en fonction 

de leur specificite vis-a-vis des plantes hates, dans des 

groupes d'inoculation croisee qui ont actuellement valeur 

d'espece (Fred et al., 1932). Une telle classification 

n'est cependant pas sans faille Qtant donne que les groupes 

d'inoculation croisee ne s'excluent pas mutuellement. En 

particulier, on a pu mettre en evidence l'existence d'un 

continuum de souches reliant les souches typiques du groupe 

&. japonicum aux souches typiques appartenant au groupe de 

g. cowpea (B romfield et Roughley, 1980 ; Jara, 1981). 

La classification de Becking qui comptait dix espe- 

ces de Frankia (E. alni, E. casuarinaceae, E. coriariae, 

E. elaeagni, 1. brunchorstii, F-.- ceanothi, 1. discariae, 

F. cercocarpi, E. dryadis et F. purshiae) definies d'apres - 
des tests d'inoculations croisees effectukes avec des 

broyats de nodules, a diie &tre abandonnee d&s l'isolement 

du premier Frankia infectif effectue par Callaham et al. 

(1978). En effet, Torrey et al. (1980) ont montre que la 

souche CpIl, isolee de nodules de Comptonia peregrina, pou- 

vait noduler non seulement son hate d'origine, mais egale- 

ment Myrica cerifera, Alnus glutinosa, Alnus rubra, Alnus 

rugosa et Alnus crispa. 

L'obtention a partir de 1978 de nombreuses souches 

de Frankia provenant d'une grande varietk de plantes hbtes, 

a conduit plusieurs auteurs a proposer diverses classifica- 

tions des Frankia basees sur : 

(l)la composition chimique des parois cellulaires (Leche- 

valier et Lechevalier, 1979), (2) 1 a composition en sucre 

des hydrolisats cellulaires (Mort et al., 1983), (3) la 
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serologic (Baker et al., 1981), (4) les proprietes physio- 

logiques (Lechevalier et al., 1983), (5) la compatibilite 

avec la plante hate (Quispel et Burggraaf, 1981). 

Aucune de ces classifications n'est totalement sa- 

tisfaisante, cependant on peut schematiser la situation en 

classant les Frankia en deux groupes : 

- Le groupe I qui comprendrait les Frankia d'Alnus, 

de Myrica et de Comptonia. I1 s'agirait d'un groupe homogena 

incluant les Frankia du serogroupe I (Baker et al., 1981) 

et ceux du type B propose par Lechevalier et al., (1983). 

- Le groupe II qui comprendrait les Frankia d'Elaea- 

gnus, d'Hippophae et de Shepherdia. 11 s'agirait d'un grou- 

pe heterogene regroupant les souches du serogroupe II 

(Baker et al., 1981) et celles du type A propose par 

Lechevalier et al. (1983). 

On verra qu'une telle classification peut diffici- 

lement integrer les resultats present&s dans ce chapitre, 

a savoir : 

- la multiple infection des nodules de Casuarina ; 

- l'existence au sein des nodules de Casuarina : 

(1) de Frankia specifiques aux casuarinas sensu strict0 

(ORSOZlOOl), (2) de Frankia non infectifs vis-a-vis de 

Casuarina (ORS020602) mais c-apables de noduler des especes 

appartenant a un autre ordre de plantes actinorhiziennes : 

les Rhamnales. 

2. Etude du nodule de Casuarina equisetifolia 

Les nodules des plantes actinorhiziennes ont 6th 

classes en deux types morphologiques par Becking en 1977 : 

le type "Alnus" et le type "Myrica-Casuarina". Ces deux ty- 

pes de nodules se differencient par la presence chez le 

type "Myrica-Casuarina", de racines nodulaires a geotropis- 

me negatif. 

L'infection, comme chez la plupart des lkgumineuses 

(B auer, W.D., 1981), se fait par l'intermediaire des pails 

absorbants racinaires (Callaham et al., 1979). 
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Contrairement aux legumineuses, la formation du nodule, 

chez les plantes actinorhiziennes, se fait en deux &tapes : 

(1) invasion des cellules du cortex racinaire situ&es a la 

base du site d'infection, ce qui conduit a la formation 

d'un pre-nodule non-fixateur d'azote, (2) formation sur la 

racine, au niveau du site d'infection, de primordiums raci- 

naires lateraux qui sont par la suite infect&s par Frankia 

et s'hypertrophient pour donner naissance $ un amas de 

lobes nodulaires appele rhizothamnion (Blondeau, 1980). 

Dans le nodule mature, le Frankia occupe un certain 

nombre de cellules du cortex du nodule situ&es a l'exterieur 

du cylindre vasculaire central. 

On distingue dans les nodules les structures sui- 

vantes : 

- des hyphes septees et ramifiees entourees d'une 

gaine de polysaccharides synthetisee par le cytoplasme de 

l'h8te (Newcomb et al., 1981) ;. 

- des vesicules dont la forme varie selon la plante 

h8te. Ces vesicules sont : (1) rondes et septees chez Alnus 

(Becking et al., 1964), Elaeagnus (Henry, 1978), Hippophae 

(Gardner, 1976) et Discaria (Newcomb et Pankhurst, 1982a), 

(2) rondes non-septees chez Dryas (Newcomb, 1981) et Ceano- 

thus Qtramd et Laetsch, 1977), (3) oblongues chez Comptonia 

(Newcomb et al., 1978), Myrica (Mian et al., 1976) et 

Coriaria (Newcomb et Pankhurst, 1982b). De nombreux travaux 

suggerent que les vesicules sont le site de la fixation de 

l'azote tant au niveau des nodules (Mian et al., 1976 ; 

Baker et al., 1980 ; Schwinter et al., 1982 ; Van Straten 

et al., 1977 ; Benson et al., 1979) que chez les Frankia 

cultives in vitro (I'jepkema et al., 1980, 1981 ; Gauthier 

et al., 1981a, 1983 ; Tisa et al., 1983). 

- des sporanges : ces structures sont absentes chez 

beaucoup d'especes. Dans le cas des Alnus, elles peuvent - 

etre presentes ou absentes : on parle alors de nodules spo- 

re (+) ou spore (-) (Van Dijk, 1978). Les spores ne sont 

relachees des sporanges que dans les cellules lysees de 

l'h8te (Suetin et al., 1979). 
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2.1. Structure du nodule de Casuarina equisetifolia ---_--__-___-__-____-------------------------- 

Contrairement aux nodules des autres plantes acti- 

norhiziennes, les nodules de Casuarina ne possedent pas des 

structures comparables aux vesicules (Tyson et Silver, 1979, 

Torrey, 1976, Newcomb et al., 1981). Comme ces auteurs, 

nous n'avons pas pu mettre en evidence la presence de vesi- 

cules dans les coupes de nodules de C. equisetifolia ober- 

vees en microscopic electronique (Figure 5). 

L'absence de vesicules dans les nodules de C.equi- 

setifolia pose le probleme du site de la nitrogenase dans 

ce type de nodule. Deux hypotheses peuvent stre formulees : 

(I) les vesicules dans les nodules de Casuarina, ont des 

formes qui les rendent difficiles a differencier des hyphes. 

Cette hypothese est basee sur le fait que toutes les souches 

isolees de nodules de Casuarina sont capables de tormer ties 

vesicules in vitro (voir chapitre III) ; on peut done sup- 

poser qu'une structure existante chez l'endophyte cultive 

in vitro pourrait etre presente chez l'endophyte in planta, 

(2) les vesicules pourraient stre remplacees chez Casuarina, 

par une suberisation importante des parois des cellules in- 

fectees (H. Berg, 1983) lice A la presence d'une hemoglo- 

bine (Tjepkema, 1983). 

2.2. Infectivite et spectre d'hbte du broyat de nodule -------_----------------------------------------- 

de Casuarina equisetifolia ----------------------e-s- 

Les resultats concernant les isolements de Frankia 

a partir de nodules de C. equisetifolia (Chapitre I) nous 

ont conduit a etudier en detail le spectre d'h8te du broyat 

de nodules de Casuarina. 

Le tableau 5 rapporte l'effet de l'inoculation par 

le broyat de nodules de Casuarina equisetifolia sur diffe- 

rentes plantes actinorhiziennes representant plusieurs 

famille (Casuarinacees, Elaeagnacees, Betulacees et Rosa- 

c&es). 

Parmi les especes appartenant a la famille des 

Casuarinacees, on distingue trois grounes en fonction de 
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leur reponse a l'inoculation parle broyat de nodules de 

Casuarina equisetifolia:: 

- les especes appartenant au genre Casuarina. Ces 

especes nodulent toutes a 100 % ; 

- certaines especes appartenant au genre Allocasua- 

rina qui presentent de faibles pourcentages de nodulation 

(20-30 W) ; 

- certaines especes appartenant au genre Allocasua- 

rina et le Gymnostoma deplancheana, qui ne nodulent pas 

dans ces conditions. 

En ce qui concerne les autres familles de plantes 

actinorhiziennes, on constate que les broyats de nodules' 

de C. equisetifolia sont incapables d'induire la nodulation 

d'Alnus glutinosa ou de Purshia tridentata mais peuvent prc+ 

voquer la nodulation d'Hippophae rhamnoides appartenant a 

l'ordre des Rhamnales. Ceci est tres surprenant car les 

Casuarinacees et les Rhamnales sont des plantes ayant des 

aires de distribution geographique tres eloignees et aucun 

lien phylogenetique. 

Enfin, les broyats de nodules d'Hippophae rhamnoi- 

des sont incapables de provoquer la nodulation de Casuari- - 
na equisetifolia. 

Ces resultats nous conduisent a formuler les con- 

clusions suivantes : (1) il existe des barrieres d'incom- 

patibilite au sein de la famille des Casuarinacees, (2) une 

transgression uni-directionnelle Casuarina-Hippophae est 

possible. Une explication plausible de ces resultats serait 

la cohabitation, au sein du nodule de Casuarina, de dirfk- 

rentes souches de Frankia. Afin de verifier cette hypothese, 

nous avons erudie en detail les spectres d'hate des souches 

de Frankia de type I et II isoleesdes nodules de C. equise- 

tifolia (Chapitre I). 
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3. Etude d'une souche de Frankia de type morphologique I, 

isolee de nodules de Casuarina equisetifolia : Frankia 

ORS020602 (syn. Dll) (Articles 3 et 4). 

3.1. Infectivite effectivite et spectre d'hate de -----------I--------------------------------- 

ORS020602. ------m-m 

La souche ORS020602 isolee de broyats de nodules 

de C. equisetifolia sTest montree incapable de noduler sa 

plante d'origine ni aucun membre de la famille des Casuari- 

nacees. Par centre, cette souche peut induire la formation 

de nodules effectifs chez Hippophae rhamnoides, Elaeagnus 

angustifolia et Colletia spinosissima qui sont trois repre- 

sentants de l'ordre des Rhamnales (Tableau 6). Cette capa- 

cite $ noduler d'autres plantes que son hdte d'origine 

semble restreinte a l'ordre des Rhamnales car ORS020602 est 

incapable de noduler les especes actinorhiziennes, apparte- 

nant a d'autres familles telles que, Alnus glutinosa (Betu- 

lacee) ou Purshia tridentata (Rosacee). 

Le msme spectre d'h6te, restreint aux Rhamnales se 

retrouve chez toutes les souches isolkes de nodules de 

Casuarina et ayant une morphologie de type I. Le tableau 

7 rapporte les pourcentages de nodulation ainsi que les 

activites reductrices d'acetylene des nodules obtenus apres 

inoculation d'Hippophae rhamnoides par ces differentes sou- 

ches. 

Les pourcentages de nodulation obtenus apres inocu- 

lation de H. rhamnoides par les souches de types I sont 

tres variables (8 % a 70 %) et inferieurs a ce qui est 

obtenu par inoculation avec la souche ORS140101 (syn. H13) 

qui est l'endophyte specifique de H. rhamnoides. En ce qui 

concerne l'effectivite des nodules (ARA), elle est a peu 

pres aussi bonne chez les nodules induits par les Frankia 

de Casuarina de type I que chez les nodules induits par 

ORS140101. On peut done penser que les souches de type I, 

bien qu'ayant une infectivite moindre que celle de l'endo- 

phyte vrai de H. rhamnoides (probablement like a des pro- 

blemes de reconnaissance Frankia-h6te), conduisent a une 
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Tableau 5. Spectre d'h^ote du broyat de nodules de 

Casuarina equisetifolia 

Espsces actinorhiziennes (1) Nodulation (2) 

Casuarina equisetifolia 

Casuarina cunninghamiana 

Casuarina obesa 

AZLocasuarina toruZosa 

AZZocasuarina verticiZlata (stricta) 

AZZocasuarina ZittorgZis 

Gymnostoma depZancheana 

HippophaB rhamnoides (Elaeagnacge) 

AZnus gzutinosa (B&tulaciZe) 

Purshia tridentata (Rosacbe) 

+ (lO/lO) 

+ (IO/IO) 

+ (lO/lO) 

+ (2/10) 

+ (3/10) 

- (O/10) 

- (O/10) 

+ (6/10) 

- (O/10) 

- (O/10) 

(1) Cultures des plantes hates: nous avons utilisg la 

mdthode mise au point par Gibson en 1963 (voir article 4) 

.(2) Les diff drentes plantules ont Ztb inoculdes par des 

nodules de Casuarina equisetifolia stErilis6.s superfi- 

ciellement puis broygs dans de l'eau stzrile. Pour chaque 

espsces, nous avons effectug 10 rgpGtitions. Le nombre de 

plantes noduldes a 8tg estimg 3 mois aprss l'inoculation. 

(+I : nodulation; (-) absence de nodulation. 



Tableau 6. Spectre d'hBte de la souche de Frankia 

ORSO (syn.Dll) isolGe de nodule de 

C. equisetifolia 

EspBces actinorhiziennes(') Nodulation(2) 

Casuarina equisetifoZia 

Allocasuarina toruZosa 

Hippophaa rhamnoides 

Elaeagnus angustifolia 

CoZZetia spinosissima 

AZnus glutinosa 

Purshia tridentata 

~~.~ 

+ 

+ 

+ 

(1) Voir tableau 5 

(2) (+I: nodulation; (-): absence de nodulation 
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Tableau 7. Nodulation d'Hippophai$ rhamnoides par 

diffCrents Frankia de Casuarina de type morpho- 

logique I. 

Inoculums(') Pourcentage de plants ARA sp6cifique(3) 

nodu16s(2) (umoles C2H4/h/g poids 

set de nodule) 

Temoin non inocul4 0 (45) 0 

Souches de type I 

isolQes de nodules 

de 2. equisetifolia 

ORS020601 (syn.Dl) 

ORS020602 (synaD11) 

ORS020610 (syn*%l) 

ORS020603 (syn*Gl) 

ORS020604 (syn*G2) 

ORS020605 (syn*Pl) 

16 (19) 42 f 21 

57 (66) 60 f: 19 

8 (12) 36 f 30 

33 (12) 43 !: 20 

44 (16) 37 ?: 25 

70 (13) 60 -+ 24 

Souche isolge de 

nodules d'Hippophag 

rhamnoides 

ORS140101 100 (20) 64 f 37 

(1) Les diffdrentes souches de Frankia ont bt6 cultivees sur milieu 

QMOD , 15 jours B 30°C, puis centrifugbes, resuspendues dans de l'eau 

distillge stlrile et homog6nbis6es. Quelques gouttes de ces suspensions 

ont Bt4 utilisees pour inoculer les plantules de Hippopha7 rhamnoides 

(2) Voir Tableau 5; entre parenth&ses:nombre de plants testes. 

(3) A.R.A. : ActivitO rLductrice d'ncbtyl8ne. 
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symbiose aussi efficiente que celle obtenue avec l'endophy- 

te isole d'H. rhamnoides (ORS140101). 

3.3. Structure des nodules obtenus par inoculation --------------------------------------------- 

d'Hippophae rhamnoides avec la souche ORS020602 --__--------_---____--------------------------- 

LvLD1IL 

L'observation en microscopic electronique de coupes 

de .nodules d'Hippophae rhamnoides induits par le Frankia 

ORS020602 (figure 6a), par des broyats de nodules d'Hippo- 

phae rhamnoides (Figure 6b) ou par la souche ORS140101, 

isolees de nodules d'Hippophae rhamnoides (Figure 6c), mon- 

tre les m&mes structures. En particulier, on peut observer 

une grande quantite'de vesicules septees contrairement a ce 

que l'on a observe chez C. equisetifolia oti seules les 

hyphes sont visibles. 

Le fait que la souche ORS020602 isolee d'un nodule 

de C. equisetifolia, oti il n'y a pas de structures assimi- 

lables aux vesicules, puisse former des vesicules typiques 

quand son hdte est Hippophae rhamnoides suggere fortement 

que la morphologie de l'endophyte est sous le contrale de 

la plante-h6te. 

4. Etude d'une souche de Frankia de type morphologique II, 

isolee de nodules de Casuarina : Frankia ORS021001 

( syn. C.jl-82) ( articles 2 et 4). 

La souche ORSO s'est montree infective et ef- 

fective sur Casuarina equisetifolia. L'infection de C. equi- 

setifolia par ORS021001 se fait par l'intermediaire des 

poils obsorbants racinaires comme c'est la cas chez plu- 

sieurs autres plantes actinorhiziennes telles que Comptonia, 

Alnus et Myrica (Callaham et al., 1979). 
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4.'1.1. Etapes preliminaires de la nodulation (art. 2) ------_--___------_------~--~----~-~~-~----~ 

La deformation des poils absorbants est visible 

dans les 2 jours suivant l'inoculation. Lorsque l'inoculum 

est constitue par un fragment de colonie, les poils conver- 

gent en se courbant vers ce fragment et l'entourent, ce qui 

suggere l'intervention d'un processus de tactisme. 

Ulterieurement, les extremites d'un certain nombre de poils 

se recourbent en crosse. De 7 h 10 jours apres l'inocula- 

tion, les hyphes de Frankia se developpent dans la crosse 

ou s'accumulent des substances supposees de m&me nature 

que la paroi des poils (Callaham et al., 1978). Chaque poil 

absorbant contient une ou plusieurs hyphes infectieuses 

(equivalent du cordon infectieux des 1egumineuses)'qui 

envahissent les cellules corticales de la racine en s'y 

ramifiant. Environ 10 jours apres la deformation des poils, 

la base de la racine laterale se gonfle a la suite de la 

proliferation et de l'hypertrophie des cellules corticales. 

L'initiation du nodule peut resulter d'une infection simul- 

tan&e de plusieurs poils, ce qui suggere que les nodules de 

Casuarina pourraient abriter une population mixte de 

Frankia. En general, sur chaque racine laterale, il se 

forme au debut seulement un nodule a un lobe, mais parfois 

d'autres lobes peuvent se juxtaposer, chacun etant surmonte 

d'une racine nodulaire a croissance limitee. 

L'activite fixatrice d'azote specifique des nodules, 

appreciee par la reduction de C2H2, s'eleve 24 umoles de 

C2H4 par gramme (poids set) et par heure, ce qui indique 

que la souche, ORS021001 (syn. Cjl-82) est infective et ef- 

fective. 

A partir de ces nodules, nous avons reisole une 

souche de Frankia ayant les memes caracteristiques que la 

souche ORS021001. Cet isolat s'est montre infectif et effec- 

tif vis-a-vis de Casuarina equisetifolia. On peut done af- 

firmer que dans le cas de ORS021001 nous avons repondu aux 

conditions du postulat de Koch. 



Tableau 8. Spectre d'hSte de la souche ORSO' 

(syn.Cjl-82) isolde de nodules de Casuarina 

Espsces actinorhiziennes (1) Nodulation(2) 

Casuarina cristata + 

Casuarina cunninghamiana + 

Casuarina equisetifolia + 

Casuarina glauca + 

Casuarina junghuhniana + 

Casuarina obesa + 

Allocasuarina decaisneana 

AlZocasuarina distyla 

Allocasuarina fraseriana 

Allocasuarina huegeliana 

Al locasuarina littoralis 

Allocasuarina VerticilZata (stricta) 

Allocasuarina torulosa 

Gymnostoma deglancheana 

Hippopha& rhamnoides ( Elaeagnacge) 

CoZletia spinosissima (Rhamnacge) 

Alnus glutinosa (Betulac6e) 

Purshia tridentata (Rosacge) 

(1) Voir Tableau 5. 

(2) (+I: nodulation; (-) absence de nodulation 
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4.1.2. Spectre d'h8te de la souche ORS021001 ------------------------------------- 

Le tableau 8 rapporte le spectre d'h8te de la SOUL 

the ORS021001. On peut remarquer que ce spectre d'hSte est 

tres specifique et se limite aux especes appartenant au 

genre Casuarina sensu stricto. Aucune espece appartenant 

au genre Allocasuarina ou au genre Gymnostoma ne peut gtre 

nodulee par cette souche. Enfin, ORS021001 est incapable 

de noduler les representants de l'ordre de,s Rhamnales (qui 

comprend les familles des Elaeagnacees et des Rhamnacees) 

ni ceux d'autres familles testees par nous, telles que 

Purshia tridentata (RosacCe) ou Alnus glutinosa (Betulacee). 

4.2. Structure des nodules induits sur les casuarinas -i------------i-.~_i-ii_i_ii_i___________-------- 
par ORS021001 ------------- 

Comme dans le cas des nodules de Casuarina obtenus 

par inoculation avec des broyats de nodules, les nodules 

induits par ORS021001 ne renferment que des hyphes (Figure 

7) sans aucune structure pouvant rappeler les vesicules 

rencontrees dans les nodules des autres plantes actinorhi- 

ziennes. Ce resultat confirme les observations effectuees 

sur des nodules sauvages. 11 semble done que l'absence de 

vesicules dans les nodules de Casuarina soit un caractere 

specifique a ce genre. 

L'absence de vesicules dans les nodules de Casuari- 

na induit par ORS021001 est d'autant plus etonnant du fait - 
que cette souche est capable de produire des vesicules in - 
vitro (Gauthier et al., 1984a) et dans la rhizosphere du 

Casuarina (Diem et al., 1983). On constate, une fois de 

plus, que la morphologie du Frankia est sous la dependance 

de la plante h8te. 

5. Etude de deux souches de Frankia isolees de nodules de 

Rhamnales : Hippophae rhamnoides et Colletia spinosis- 

sima (article 4). 

Les souches ORS140101 et ORS060501 isolees respec- 

tivement de nodules d'Hippophae rhamnoides et de Colletia 



FIGURE 7. Observation en microscopic electronique 5 balayage 

de nodule de Casuarina obesa induit par Frankia ORS021001 

(syn.CJ-l-82). La barre repr6sente 5 pm. Les echantillons 

ont &Et pri?pares selon la methode d&rite par Tessier et Ber- 

rier (1979). 
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spinosissima ont le m&me spectre d'hate puisqu'elles nodu- 

lent toutes deux Elaeagnus angustifolia, Hippophae rhamnoi- 

& et Colletia spinosissima a l'exclusion des autres plan- 

tes actinorhiziennes test&es : Casuarina equisetifolia, 

Allocasuarina torulosa et Purshia tridentata. 

Les figures 8 et 9 rapportent les structures ren- 

contrees dans les nodules de Rhamnales : hyphes, vesicules, 

sporanges. 

Le fait, que les Frankia isoles de nodules de 

Rhamnales geographiquement tres Qloignees (Hippophae et 

Colletia etant respectivement une plante europeenne et une 

plante sud-americaine) aient la m&me spectre d'hate, sug- 

gere que ces Frankia pourraient former un groupe d'inocu- 

lation croisee tres homogene. Des etudes d'inoculation 

d'Hippophae et de Colletia, par des souches de Frankia 

isolees de nodules de plantes actinorhiziennes n'appartenart 

pas a l'ordre des Rhamnales, sont venues conforter cette 

hypothese. En effet, les Frankia isoles de Myricales (CpIl 

et MgIl), d'une Fagale (AvcIl), d'une Rosale (PtIl) ou de 

Casuarinacees (ORS021001) sont incapables de noduler ces 

deux especes. 

Cependant, l'existence de la souche ORS020602, iso- 

lee de Casuarina mais capable de noduler le groupe des 

Rhamnales, montre les limites de la notion de groupe d'ino- 

culation croisee et suggere l'existence d'un continuum 

reliant les Frankia isoles de Rhamnales a certaines souches 

isolees de nodules de Casuarinacees. Cette situation n'est 

pas sans rappeler le continuum qui s'etend des Rhizobium 

japonicum typique aux Rhizobium cowpea (Bromfield and 

Roughley, 1980 ; Jara, 1981.) 

6. Frankia en tant que microrganisme rhizospherique 

(article 5). 

Selon certains auteurs (Akkermans, 1978), le Fran- 

kia possederait une vie saprophytique qui lui permettrait 

de se developper dans le sol en l'absence de toute plante 





FIGURE 9. Observation en microscopic electronique 5 balayage 

de nodule de Colletia spinosissima. H : hyphe, V : vesicule, 

SP : sporange. La barre represente 2 
r"- 



Tableau 9 . Effet de l'inoculation par Ftankia sur l'activit6 

rgductrice d'acbtylDne de la rhixosphere de plants 

de riz'(var.>foroberekan). 

Inoculum(l) 

Activit6 reductrice d'acEtylsne(*) 

nmoles C2H4/h/g de racine (poids set) 

Tdmoin non inoculg 1560 + 198 

Inoculation par Frankia : 

ORS020602 (syn Dll) 

O~S020604 (sin G2) 

Inoculation par Azospirillum: 

souche 7000 

2870 f 1055 

2336 f 911 

6460 + 2090 

(1) Les cultures d'bzospirillum et de Prankia (Dll et G2) ont gtg 

centrifug6es. resuspendues dans de l'eau distillge sterile et incor- 

porges au sol at&rile B raison de IO8 bactgries par gramme de sol . 
pour Azospirillum et de 20mg (Poids humide) par gramme de sol pour 

lee Frankia. Lea t6moins ont regu un inoculum autoclav6. Nous avons 

effectug 12 rgpgtitioas par traitement. 

(2) Mesures de Z'ARA rhizosph6rique: elles ont bt?i faites sur des 

systgmes"aol-riz"au stade plantule de 3 semaines (tubes de l4x220mm 

comprenant environ 20 g de sol). L'incubation sous acetylene a St6 

effectueeau moyen d'un dispositif dans lequel le syatgme racinaire 

est plac6 en anagrobiose, et les parties aeriennes dans l'air 

(Raimbault et al., 1977). 

. 
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hbte. Ceci expliquerait la conservation du pouvoir infec- 

tieux note pour certains sols depourvus de la plante hate 

depuis plusieurs dizaines d'anriees dans le cas de 1'Aulne 

(Akkermans et Van Dijk, 1981), ou depuis plus de 100 ans 

dans le cas de Ceanothus (Wollum et al., 1968). 

Notre observation de plants de Casuarina equiseti- 

folia nodules et cultives sur milieu sans azote, montre que 

le Frankia de Casuarina peut sortir du nodule et envahir, 

en partie, le systeme racinaire de la plante. Une fois 

sorti du nodule, le Frankia "extra-nodulaire" prolifere 

sur le nodule et sur les racines adjacentes en les couvrant 

d'un manchon forme d'hyphes portant des sporanges et des 

vesicules. Ce Frankia "extra-nodul:a.i-re a garde tout son 

pouvoir infectif car il est capable de noduler a nouveau 

des plants axeniques de Casuarina equisetifolia. 

Cette proliferation du Frankia dans la rhizosphere 

1iCe a la presence de nombreuses vesicules (sites de la 

fixation d'azote) conduit a supposer que le Frankia outre 

son existence d'endophyte, pourrait se comporter comme une 

bacterie rhizospherique de type 'fixateur libre' d'azote. 

Le tableau 9 rapporte l'effet de l'inoculation de 

plants de riz par deux Frankia de Casuarina ; on peut noter 

que l'e'ffet de cette inoculation est une augmentation de 

l'activite reductrice d'acetylene du systeme, ce qui sugge- 

re que le Frankia, dans ces conditions, developpe une 

activite fixatrice d'azote. 

Si cette proliferation 'extra-nodulaire' se produit 

dans les conditions naturelles, on peut penser que cela 

contribue grandement a la dissemination de cet actinomycete 

dans le sol. Enfin, on peut supposer que le Frankia est 

susceptible de posseder un cycle lui permettant d'etre 

alternativement symbiote ou fixateur d'azote libre. Cette 

derniere forme lui permettant de coloniser les milieux na- 

turels en infectant d'autres casuarinas voisins et en dis- 

siminant dans le sol des spores et des SLS qui pourront 

germer des que les conditions s'y preteront. 



Tableau 10. Spectres d'hate du broyat de nodule de Casuarina 

et des deux types de souches de Frankia isoli5e de 
nodules de Casuarina. 

Especes 

actinorhiziennes(') 

InoculunJ2) 

Broyat de nodules ORS021001 ORS020602 

de C.equisetifolia ,(syn..Cjl-82) (syn.Dil) 

Caeuarina equi8sti foZia + + 

Attocasuarina torutosa + 

AtLocaeuarina tittorazis 

GlfmnO8toma dep Zcincheana 

Bippophal rhamnoides + + 
. 

(1) Voir Tableau 5. 

(2) (+I: nodulation; (-1: absence de nodulation 
. 

. 
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7. Discussion et conclusion 

7.1. Infection multiple du nodule de Casuaiina ----------------------------------------- 
equisetifolia -----m---w--- 

Le tableau 10 montre clairement que le spectre 

d'h6te du broyat de nodules de C. equisetifolia est plus 

large que ceux reunis des deux types de souches isolees 

de nodules de C. equisetifolia (083020602 et ORS021001). 

Ceci conduit B formuler l'hypothese de l'existence d'un 

troisieme type de souches de Frankia de Casuarina capable 

de noduler Allocasuarina torulosa. 

La presence simultanee de plusieurs souches de 

Frankiaau sein de nodules de Casuarina semble etre la regle 

car recemment Zhang Zhongze et a1.(1984) ont confirm& nos 

resultats en isolant de nodules de Casuarina cunninghamiana 

deux types de souche, l'un nodulant Casuarina uniquement et 

l'autre ne nodulant que les Rhamnales (Hippophae et Elaea- 

gnus). 

La multiple infection d'un nodule nest pas une 

chose surprenante en soit car elle a Cti! observke $ la fois 

chez les non-legumineuses telles qu'Alnus (Lechevalier, 

1983) et chez les legumineuses (Van Rensburg, 1972). Ce qui 

est paradoxal, dans le cas de Casuarina, c'est que des 

souches non-infectives (,ORS020602) vis-a-vis de Casuarina 

et presentes dans les nodules de cette plante puissent 

noduler une autre famille de plantes. Une telle situation 

ne se retrouve pas dans le cas de la symbiose Rhizobium- 

legumineuse oli les diverses souches presentes dans un 

nodule sont infectives ou non infectives vis-a-vis de leur 

plante-hbte uniquement. 

La figure 10 resume les resultats obtenus concer- 

nant : (1) le spectre d'hbte du broyat du nodule de Casua- 

tina equisetifolia, les differents types de souches de 

Frankia isolees des nodules de C. equisetifolia. 

Ces resultats nous conduisent a formuler les hypo- 

theses suivantes : 

- les souches de Frankia du type morphologique II 



.  

Figure 10. Spectre d'hate des nodules de Casuarina equisetifolia 

et souches de Frankia ieolables de ces nodules 

Frankia type I (ex.Dll) 

. Nodule s. rhamnoides 

. UFF nombreuees: 

facilement isolablee 

a partir de bropat 

Frankia "X" Frankia type II (ex.Cjl-82) 

. Nodule Allo- . Nodule C. equisetifolia 

casuarina . UFF peu nombreusee: 

. Non encore difficilement isolables, 

is016 seulemont B partir de 

de nodule. q orceaux de nodules 

- -n- - 
Isolement de Frankia 

I 
I 

Nodule de Casuarina equisetifolia 

$ 
Spectre d'hgte 

Nodule Nodule Allocasuarina 

Casuarina equisetifolia 

(100%) 

(20-30X) HippophaP rham- 

noides (60%) 

Entre parenthgses: pourcentage de nodulation 
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(ORSO21001) sont les endophytes vrais du genre Casuarina. 

- les souches de Frankia du type morphologique I 

(ORS020602, par exemple) ne sont pas les endophytes vrais 

du genre Casuarina puisqu'elles ne nodulent que certaines 

especes appartenant a l'ordre des Rhamnales. On peut se 

demander, en particulier, quelle est l'origine des souches 

du type ORS020602 (syn. Dll) et qu'elle est la raison qui 

conduit au maintient de cette population de Prankia dans 

les nodules de Casuarina. 

- il existe dans les nodules de Casuarina, un troi- 

sieme type de souches ("X") capables de noduler certains 

Allocasuarina (stricta et torulosa). 

Une hypothese qui, g notre avis, pourrait expli- 

quer cette situation complexe, serait que les souches de 

type I et "X" seraient des mutants de l'endophyte du Casua- 

rina : souche ORSOzlOOl (type II). 

Deux voies de recherche pourront permettre de veri- 

fier cette hypothese : 

- isolement iii partir de nodules de Casuarina d'une 

souche capable de noduler a la fois Casuarina, Allocasuari- 

na (stricta et torulosa) et certaines Rhamnales - (Hipp ophae, 

Elaeagnus, Colletia) ; 

-selection, a partir de culture de l'endophyte de 

Casuarina (ORS021001) in vitro, de mutants capables de no- 

duler Hippophae rhamnoides, Allocasuarina stricta, ou les 

deux a la fois. 

7-2a ---____-__-_-__-____---------* Con$inuum Casuarina-Rhamnales 

La comparaison des spectres d'hBte, de la souche 

de Frankia ORS020602 (syn. Dll) isolee de nodules de 

Casuarina, et de ceux de souches de Frankia isolees de 

Colletia spinosissima (ORS060501).et d'Hippophae rhamnoides 

(ORS140101) nous a conduit a suggerer l'existence d'un 

continuum reliant les Frankia typiques des Rhamnales B 

certains Frankia isoles de nodules de Casuarina. 

L'existence de ce continuum montre l'impossibilite 

de classifier les souches de Frankia en fonction de leur 

h6te d'origine. Cette classification devra faire appel 
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a des methodes telles que la taxonomie, la serologic ou 

les hybridations d'ADN par exemple. 

On doit cependant noter que les spectres d'hbtes 

des Prankia de Casuarina de types morphologiques I et II 

sont complGtement differents, ce qui montre que la morpho- 

logie des Frankia in vitro n'est pas un caractere a negli- 

ger lors de la classification des souches. 

7.3. Existence d'une forme de Frankia "extra-nodulairc?' ------------------------- --a---e------e--_ 

Nous avons montre que, dans certaines conditions, 

le Frankia pouvait sortir du nodule et se propager dans la 

rhizosphere de sa plante hdte od il produit des vesicules 

en abondance. 11 est possible que sous sa forme "extra-no- 

dulaire", le Frankia se comporte comme un fixateur d'azote 

libre. Cette forme saprophytique, du Frankia de Casuarina, 

contribue probablement a la dissimination d-e cet actinomy- 

cete dans le sol. 

Cette capacite de Frankia a se comporter comme un 

microrganisme rhizospherique a kte observee chez d'autres 

plantes actinorhiziennes telles que 1'Aulne (Rossi, 1964, 

Lalonde, 1980) et Comptonia (Callaham et al., 1979). 

D'autres part, l'utilisation par Frankia in vitro 

d'acides organiques et d'acides gras comme source de carbo- 

ne (voir chapitre III) vient encore renforcer les possibi- 

lit&s concernant la vie rhizospheriques des Frankia. En ef- 

fet, ces composes sont des metabolites presents dans les 

exudats racinaires (Rovira, 1965 ; Stevenson, 1967) et dans 

les sols oh ils sont le produit du metabolisme d'autres 

microrganismes (Stevenson, 1967). 

Une telle proliferation d'un endophyte dans la rhi- 

zosphere de sa plante-h8te a et6 egalement decrit dans le 

cas des symbioses legumineuses-Rhizobium (Schmidt,l978). 

7.4. La morphologie des Frankia est sous la dependance ------------------------------------------------- 
de la plante h6te -------__-------- 

Plusieurs resultats, rapportes dans ce chapitre, 
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nous on conduit a cette conclusion, a savoir : 

- la souche ORS021001 (syn. Cjl-82) ne produit pas 

de vesicules quand elle est endophyte de Casuarina. Cette 

m6me souche produit des vesicules en abondance quand elle 

est dans la rhizosphere de Casuarina (Diem et al., 1983) ou 

quand elle est cultivee in vitro en milieu dans azote (voir 

chapitre III) ; 

- la morphologie du Frankia "extra-nodulaire" vient 

aussi confirmer l'effet de l'hbte sur l'endophyte car des 

que le Frankia sort du nodule et va dans la rhizosphere, 

sa morphologie est profondement modifiee (apparition de 

vesicules et de sporanges). 

Cet effet de la plante-hate sur la morphologie du 

Frankia a ete d'autre part decrit chez la souche CpIl iso- 

lee de nodule de Comptonia. Ce Frankia forme des vesicules 

spheriques quand il est en symbiose avec Alnus et des vesi- 

cules allongees quand il est en symbiose avec Comptonia ou 

Myrica (Akkermans et al., 1983). 

Ces resultats sont Q rapprocher de ceux decrits par 

Dart (1977) chez les legumineuses oh la mdme souche de 

Rhizobium forme : (1) des bacteroydes ronds, au nombre de 

un par "membrane-peribacteroide" quand elle est symbiote 

d'drachis hypogea, (2) des bacteroides de formes allongees, 

regroup&s a plusieurs dans chaque "membrane-peribactero$de", 

quand elle est symbiote de Vigna mungo. 



CHAPITRE III 

PHYSIOLOGIE DES FRANKIA CULTIVES IN VITRO 
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1. Introduction 

L'isolement, depuis 1978, de plus de 100 souches de 

Frankia provenant d'une grande variete d'hbtes (Torrey et 

Tjepkema, 1983) a permis d'initier des recherches en vue 

d'elaborer une taxonomie du genre Frankia. 

Les methodes concernant la classification et l'iden- 

tification des Frankia connaissent un developpement cons- 

tant. Parmi les nombreux criteres de classification utili- 

sCes, les caracteristiques physiologiques des Frankia cul- 

tivee in vitro ont et& largement employees et ont conduit 

certains auteurs (Lechevalier et al., 1983) a proposer de 

separer les Frankia en deux types physiologiques A et B 

sur la base de leur sensibilite a l'oxygene et de leur 

capacite a utiliser les hydrates de carbone.‘ 

En 1980, quand nous avons commence notre etude sur 

la symbiose Frankia-Casuarina, il n'existait que peu d'in- 

formations concernant la croissance et la physiologie des 

Frankia cultives in vitro. Les milieux de culture utilises 

etaient tres complexes, le plus souvent a base de peptone 

et d'extrait de levure supplement& de lecithine (Lalonde 

et Calvert, 1979) ou d'extraits alcooliques de racines 

(Quispel et Tak, 1978). 

Afin de se faire une idee plus precise de la physio- 

logie des E'rankia in vitro, il nous a paru necessaire de 

mettre au point des milieux synthetiques simples qui permet- 

tent la croissance de cet endophyte. 

Les resultats present&s dans ce chapitre concernent 

les etudes q'ue nous avons men&es au sujet des proprietes 

nutritionnelles, des conditions de croissance, de la phy- 

siologie de la fixation de l'azote et des voies initiales 

de l'assimilation de l'azote chez les diverses souches de 

Frankia isolees au tours de ce travail. 



Tableau 11: Effet des diffgrentes composantes du 

milieu QMOD sur la croissance du 

Frankia ORS020602 (syn Dll). 

Milieu Poids set (mg) (1) 

(1) - base phosphate + Glucose 57 

(2) -(l)+ Extrait de levure 65 

(3) -(2)+ Bactopeptone 62 

(4) m(3)+ Citrate ferrique 57 

(5) -(4)+ Oligd-blgments 68 

(6) = (5)+ CaC03 63 

(7) 3(6)+ Lecithine = QMOD (2) 70 

(1) Poids set: total de 10 tubes contenant 1Oml de 

milieu. 

.Remarque: les rgsultats presentis dans les tableaux 

suivants dtant exprimls soit par rapport au poids de 

matilre seche, soit par rapport B la quantite de protgine, 

le lecteur pourra passer de l'un a l'autre en utilisant 

le rapport suivant : 

Poids matigre slche o 
Poids prot6ine 

6 B 8. 

(2) Composition du milieu QMOD (g 1-l): K2HP04:0,3; NaH2P04: 

0,2; MgS04,7H20: 0,2; KCl: 0,2; extrait de levure: 0,5; 

Bacto-peptone: 1; Citrate ferrique (a 1%): lml; solution 

d'oligo-blbments (3) : lml; Glucose: 2; CaC03: 0,l; Lbcithine: 

0,005; pH: 7. 

(3) Solution d'oligo-blsments (g 1-l): H3B03: 1,5; MnS04, 

7H20: 0,8; ZnS04,7H20: 0,6; CuS04,7H20: 0,l; (NH4)6M~7024, 

4H20: 0,2; CoS04,7H20: 0,Ol. 
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2. Etude in vitro d'une souche de Frankia, de type morpho- 

logique I, isolee de nodules de Casuarina : ORS020602 

(syn. Dll). 

2.1. Proprietes nutritionnelles -------------------------- 

2.1.1.Croissance sur milieu complexe (QMOD). _------------------------------------ 

Le milieu QMOD (Lalonde et Calvert, 1979) utilise 

pour l'isolement de la plupart des souches de Frankia, Btu- 

dices dans ce travail, permet une croissance correcte de la 

souche ORS020602. En milieu QMOD liquide, cette souche se 

prirsente sous la forme de colonies floconneuses qui preci- 

pitent au fond des tubes sans provoquer aucune turbidite 

du milieu. Les temperatures comprises entre 12°C et 41°C 

ainsi que les pH compris entre 6,5 et 8,5 permettent une 

croissance appreciable. Cependant, les conditions de crois- 

sance optimales se situent A 30°C et a un pH proche de la 

neutralite. En prenant pour base le poids set, on peut 

estimer le temps de doublement a 2-3 jours sur milieu QMOD 

liquide a 30°C. En general, la croissance du Frankia s'ar- 

r$te apres 5 ou 6 generations, il est done avantageux, de 

ce fait, de proceder a des inoculations massives du milieu. 

En etudiant l'effet des differents composants du milieu 

QMOD, sur la croissance de l'ORS020602 (Tableau ll), on en 

dkduit aisement que l'utilisation d'un milieu aussi com- 

plexe n'est pas justifiee. 11 nous a done paru necessaire 

de mener a bien une etude succinte des besoins nutrition- 

nels de la souche ORS020602. 

2.1.2. Etude nutritionnelle --------------i---e- 

L'assimilation des differentes sources de carbone 

et d'azote a et& etudiee sur milieu g&lose compose de la 

solution de base suivante : Na HP0 2 4.12H20, 3,77g ; KH2P04 
, 

0,98g ; MgS04. 7H20, 30mg ; du tampon tris-HCl lM, pH 7,5, 

10 ml ; solution d'oligoelkments, 1 ml ; agar Noble (Difco), 

15 g ; eau distillee, 1000ml. 



Tableau 12. Utilisation des sources de carbone par 

diffgrentes souches de Frankia 

Source de 

Frankia isolds de nodules de 

Casuarina Rhamnales 

carbone HippophaG Colletia 

rhamnoides spinosissima 

Malate 

Lactate 

Fumarate 

Succinate 

Acetate 

Citrate 

Pgruvate 

Propionate 

Galacturonate 

Amidon 

Lactose 

Ribose 

Fructose 

Mannose 

Galactose 

Glucose 

L. Arabinose 

Cellobiose 

Tween 80 
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(++): croissance forte; (+): croissance bonne; (1): lgggre croissance; 

c-j: croissance nulle. 
-1 

Les sources de carbone soat ajoutles, au milieu de base, a raison de 2 g 1 . 

La source d'aeota est NH4C1 (1 g 1-l). 
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Les sources de carbone et d'azote ont etk respecti- 

vement ajoutees a raison de 2 g 1 -1 
etlgl -1. L'ensemen- 

cement des boites de Petri a et& realise au moyen d'un ino- 

culateur multipoint (Lovelace et Colwell, 1968), a partir 

de cultures de Frankia obtenues en milieu QMQD puis centrifugees 

ethomogeneiseesdans l'eau distillee sterile. Apres 30 jours d' 

bation a 30°C, la presence ou l'absence de croissance d et& 

determinCe par rapport a un temoin sans substrats (temoin 

negatif) et a un temoin constitue par le milieu QMOD(temoin 

positif). 

2.1.2.1. Sources.de carbone utilisables par ---------------------------------- 
ORS020602 -------a- 

Les sources de carbone permettant la meilleure 

croissance du Frankia ORS020602 (Tableau 12) se sont rCvC- 

lees Gtre les acides organiques, tels que le succinate et 

le malate, les acides gras, tels que le propionate et le 

Tween 80, certains carbohydrates, tels que l'amidon et le 

glucose, et certains alcools tels que le glycerol et le 

mannitol. 

2.1.2.2. Sources d'azote utilisables par ORS020602 ----------------------------------------- 

La souche de Frankia ORS020602 s'est montree capable 

d'utiliser une assez large gamme de source d'azote (Tableau 

13), les meilleures sources d'azote etant le glutamate, 

l'aspartate et la glutamine. 

2.1.2.3. Effet de l'apport de vitamines sur la ----_---------------___^_____________ 
croissance de ORS020602 ----------------------- 

Le tableau 14 rapporte les differentes croissances 

obtenues, en milieu liquide t(succinate-glutamate", en fonc- 

tion des vitamines ajoutees au milieu. On ne peut observer 

aucune amelioration significative de croissance lice a 

l'apport de vitamines apres 21 jours de croissance. 

2.1.3. Conclusions -m-----m--- 

La souche de Frankia ORS020602 ne semble pas avoir 

incu- 
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Tableau 13. Utilisation des sources d'azote par diffgrentes 

souches de Prankia. 

Frankia isolSs de nodules de 

Source 

d'axote 

Casuarina Rhamnales 

HippophaE Colletia 

rhamnoides spinorissima 

h 

N 

R2 
Nlipl 

RRo3 
Glutamate 

Aspartate 

+ 

+ 

+ 

++ 

++ 

+ + 

+ + 

11 
+ + 

+ + 

PI . 
R 
Z 
VI 

s 
0 

caramino-acid + + + + + + + 

Rxtrait de levure + + ++ + + ++ + 

Glutamine ++ + + ++ + + + 

Lysine l-+ l-+ 1 

Asparagine + + + ++ + + ++ 

Arginine + + + + 1+ 1 

I 
. 

cl 
?I 

3 

0 

0 
* 

v1 

g 

++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

+ 

+ 

++ 

0 

vr 

:: 

0 
m 

+ 
+ 

+ 

++ 

++ 

+ 

++ 

+ 

1 

+ + 

+ + 

(++): croissance forte; (+) bonne croissance; (1): croissance 16gRre; 

C-1 : croissance nulle. 

Leo sources d'azote sont ajoutges, en milieu-te base, B raison de 1 g 1 
-1 

. 

La source de carbone est le eucciaate (2 g 1 ). 



Tableau 14: Effet de l'apport de vitamines sur 

la croissance de OR5020602 (syn Dll). 

Apport de vitamines 

au milieu de refgrence (2) 

0 

Panthothenate de Calcium 

Riboflavine 

Acide folique 

Biotine 

Acide nicotinique 

Thiamine 

Lea 6 vitamines reunies 

Poids set (mg>(3) 

37 

32 

40 

38 

27 

35 

39 

36 

(1) 0,l mg.l-l 

(2) milieu de rdfgrence (g.1 -'): KH2P04, 1.0; MgS04.7H20, 

0.1; CaC12. 2H20, 0.01; FeS04, 0.01; Na succinate, 1.2; 

glutamate, 1; NaMoO4. 2H20, 0.005; MnS04.H20, 0.025; 

ZnSO4. 7H20, 0.007; CuS04.5H20, 0.00125; CoS04.7H20, 0.0014; 

H3B03, 0.0003; pH 6.8. 

(3) Poids set: total de 5 tubes contenant 10 ml de milieu. 
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d'exigences nutritionnelles particulieres et peut croitre 

sur des milieux synthetiques simples, condition indispen- 

sable h l'etude de la physiologie de cet actinomycete. 

Comme on peut l'observer sur les Tableaux 12 et 13, 

les autres souches de Frankia isolees de Casuarina (type I 

et IIj et les souches isolees de nodules de Rhamnales 

(ORS060501 et ORS140101) ont des besoins nutritionnels f 

similaires a ceux de la souche ORS020602. 

Le succinate etant une source de carbone utilisa- 

ble par tous ces Frankia nous avons adopte, pour les etudes 

physiologiques.et enzymatiques exposees plus loin, un milieu 

minimal de composition suivante : (g.l-') : KH2 P04, 1,0 ; 

MgS04. 7H20, 0,l ; CaC12.2H20, 0,Ol ; FeS04, 0,Ol‘ ; Na suc- 

cinate, 1,2 ; NaMoO 4.2H20, 0,005 ; MnS04.H20, 0,025 ; 

ZnS04. 7H20, 0,007 ; CuS04.5H20, 0,00125 ; CoS04.7H20, 

0,0014 ; H3B03, 0,0003 ; pH 6.8. 

Ce milieu est appele MM quand il ne contient pas de 

source d'azote et MMN quand la source d'azote est NH4C1 

(lg 1-l). 

2.2. Physiologie de la fixation de l'azote in vitro ______---------------------------------------- 
(Articles 6 et 7) --_-____-------- 

2.2.1. Derepression de la biosynthese de la nitroge- -----_-------------------------------------- 
nase en conditions de non-croissance. ------------------------------------ 

Dans ces conditions experimentales, une culture de 

ORS020602 (syn. Dll) obtenue sur milieu QMOD liquide est 

centrifugee, resuspendue dans un milieu minimal (dkfini en 

fonction des parametres a etudier) et incubee sous differep 

tes atmospheres gaze-uses composees d'un melange d'argon etd'oxygene 

contenant 10 % d'acetylene. La cinetique de la biosynthese 

de la nitrogenase est estimee en fonction de la vitesse de 

production d'ethylene. Cette methode permet de discriminer 

l'effet de difterents parametres sur la biosynthese de la 

nitrogenase sans que la croissance du Yrankia interfere le 

phenomene. 
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L.2.i.l. Effet de la tension d'oxygene ----------------------------- 

Dans le cas du Frankia ORS020602 la derepression de 

la biosynthese de la nitrogenase n'a lieu qu'en conditions 

aerobics et se produit a toutes les tensions d'oxygene 

comprises entre 2 et 20 kPa avec un maximum situ6 B 10 kPa. 

Ce comportement vis-A-vis de l'oxygene, qui est partage par 

toutes les autres souches de Frankia isolees dans ce travail 

(Tableau 15), differ-e nettement de ce qui a 6th decrit chez 

les Rhizobium. En effet, chez les Rhizobium a croissance 

lente, il a et& montre que la tension d'oxygene, dans la 

phase gazeuse, doit 6tre de l'ordre de 0,l kPa pour q%e la 

d&repression de la nitrogenase ait lieu (Bergersen et Tur- 

ner, 1980). Dans le cas du Rhizobium a croissance rapide' . 

ORS571, isolee de Sesbania rostrata, Dreyfus et a1.(1983) 

ont montrit que la tension d'oxygene optimum, pour la fixa- 

tion d'azote, se situait & 3 kPa d'oxygene. 

Cette aptitude des souches de Frankia a d&r&primer 

la biosynthese de la nitrogenase $ des tensions d'oxygene 

Clevkes, suggere l'existence d'un systeme de protection de 

la nitrogenase, envers l'oxygene, tres efficace chez ce 

microrganisme. 

L'effet de l'oxygene sur la derepression de la bio- 

synthese de la nitrogenase varie en fonction du moment oh 

il est introduit dans l'atmosphere de d&repression. La 

figure 11 montre clairement que 30 kPa d'oxygene mis en 

debut d'experience inhibe nettement plus la biosynthese de 

la nitrogenase que l'ajout, dans le systeme de trois fois 

10 kPa repartis dans le temps. Ce resultat pourrait s'expli- 

quer par un effet plus marque de l'oxygene sur la biosyn- 

these de la nitrogenase que sur son activite enzymatique. 

Afin de verifier cette hypothdse nous avons compare 

la reduction d'acetylene, a differentes tensions d'oxygene, 

d'une culture de P'rankia, qui doit synthetiser sa nitroge- 

nase, $ celle d'une culture possedant deja la nitrogenase 

et transferee dans un milieu contenant du chloramphenicol 

(100 pg.ml-l) ce qui inhibe toute nouvelle synthese de 
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Tableau 15. DCr6pression de la biosynthase de la nitrog6nase 

en fonction de la tension d'oxyg0ne chew diffs- 

rentes souches de Frankia (1) 

Souches de Activit6 reductrice d'ac6tylgne (ARA) 

Frankia nmoles C2H4 h-'(mg prot6ine) 
-1 

Frankia de type I 

isol6.s de Casuarina: 

ORS020602 (syn .D11) 

ORS020601 (syn.D1) 

oRS020603 (syn.Gl) 

ORS020604 (syn.GZ) 

ORS020605 (syn .P 1) 

ORS020610 (syn.Sl) 

Frankia de type II 

isolls de Casuarina 

ORS021001(Cjl-82)(2) 

Frankia isal4s de 

Rhamnales 

ORS140101 (R13) 0 25 40 58 29 ’ 32 

ORS060501 0 17 25 27 32 18 

. 
0 2 -- 

0 10 

0 8 

0 12 

0 5 

0 7 

0 12 

0 2 6 7 8 3 

Tension d'oxygane (kPa) 

5 

15 

11 

10 

20 

10 

20 

10 

33 

17 

36 

15 

15 

42 

15 20 -- 

18 15 

12 4 

30 32 

15 12 

18 16 

37 25 

(1) Lea diff6rentes souches de Frankia ont et6 cultivees sur milieu 

QMOD pendant 15 B 30 jours ZL 30°C, puis centrifugdes et resuspendues 

dans un milieu MM. 25 ml de suspension de Frankia ont 6t6 incubes, dans 

un flacon serum d'un volume de 145m1, sous divers atmosphgrss gazeuses 

coastitu&sde raglange argon-oxyg&ne contenant 10% d'acetylsne. L'ARA 

a Qt6 estim6e par la production d'bthylane pendant 5 jours par chroma- 

tographie en phase gazeuse (voir article 7). 

. Remarque: 1 kPa d'02 - 1% d102. 

(2) Dans le cas de la souche ORS021001, l'argon a 6t6 remplace par 1'N2 

dans l.es diffgrents melanges gaseux. 
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FIGURE 11. Effet de l’oxygene, BUT la biosynthbse de la nitro- 

gCnase de Frankia 0~~020602 (syn.Dll), en fonction du moment 

de son introduction dans le melange gazeux de dbrCpression. 
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FIGURE 12. Effet de la tension d'oxygene sur la biosynth&se 

et l'activitk de la nitrogBnase de Frankia 0~802602 (syn.Dll). 
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proteine. La figure 12 montre que la tension d'oxygene n'a 

pratiquement pas d'effet sur l'activite de l'enzyme. Tout 

se passe done comme si, une fois synthetisee, la nitrogena- 

se se trouvait $tre moins sensible A l'oxygene ambiant. 

2.2.1.2. Effet des sources d'azote ------------------------- 

La souche ORS020602 est incapable de dereprimer la 

biosynthese de sa nitrogenase en presence de NH4C1 lmM, de 

KN03 1mM ou de glutamine 1 mM. L'effet de l'extrait de 

levure en petite quantite (25 pg.ml -l) peut avoit un effet 

legerement positif. (Voir article 6). 

La biosynthese de la nitrogenase chez Frankia appa- 

rait done plus sensible aux sources d'azote que chez les 

Rhizobium ou certaines souches sont encore capables de 

developper une activite nitrogenasique appreciable en pre- 

sence de NH4C1 40 mM (Keister, 1975). 

2.2.2. D&repression de la biosynthese de la nitro- ----__-----___-_--------------------------- 
genase en conditions de croissance : ----------__---_-___-------------- 

La souche de Frankia ORS020602 etant capable de de- 

rkprimer la biosynthese de sa nitrogenase sous une tension 

de 20 kPa d'oxygene, les diverses experiences, concernant 

la croi-ssance aux d&pens de l'azote moleculaire, ont ete 

menees sous atmosphere constituee d'air. 

2.2.2.1. Croissance de la souche ORS020602 aux _----_------------------------------- 
depens de l'azote moleculaire : ----------------------------- 

En milieu MM a 30°C sous une atmosphere d'air, la 

souche ORS020602 est capable de croitre et de developper 

une activite reductrice d'acetylene importante (Figure 13). 

Le taux de croissance sous atmosphere d'air est de 0,20 div. 
.- 1 
J et la quantite de proteine (total de 5 flacons) augmen- 

te de 2 mg a 25 mg en 20 jours. Le temps de doublement est 

done de 5 jours sur milieu MM compare A 2-3 jours sur 

milieu QMOD. 

L'activitb specifique de la nitrogenase est maxima- 

le apres 12 jours de culture puis diminue assez rapidement. 
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FIGURE 13. Croissance de Frankia 0~~020602 (syn.Dll) en milieu MM sous air 

ou atmosphbe composd d’un melange “Ar-02”. 

*ProMine (mg) : total des protdines de 5 flacons. Lee cultures de Frankia 

ont bt6 effectubes dans des flacons s&vm de 145 ml contenant 25 ml de 

milieu MM. 

ALee ARA representent la moyenne de production d’ethylbe de 5 flacons. 

. , 
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Les ARA specifiques liees a la croissance de Frankia, en 

milieu MM, sont nettement plus &levees que celles observees 

en conditions de derepression sous melanges argon-oxygene 

(300 nmoles C H 2 2 h-l mg-' proteine en conditions de crois- 

sance centre lo-30 en conditions de derepression). Dans ces 

conditions de culture, les vesicules sont tres nombreuses 

et forment des amas. En fin de culture, ces vesicules sont 

souvent detach&es des hyphes et il est probable que, dans 

ces conditions, elles sont inactives. Cec.i pourrait expli- 

quer, en partie, l'arret de la croissance observe apres 

20 jours alors que le milieu nutritif est probablement loin 

d'Ctre CpuisC. 

Quand on remplace l'air par un melange gazeux cons- 

titui! d'argon et d'oxygene (80 % - 20 W), aucune croissance 

ne peut &tre observee (Figure 13). Ceci montre que c'est 

bien aux d&pens de l'azote moleculaire que la croissance a 

lieu dans ces conditions experimentales. 

2.2.2.2. Effet des sources d'azote ----------a--------- ----e 

Le tableau 16 rapporte l'effet de diverses sources 

d'azote sur la croissance et la fixation d'azote chez le 

Frankia ORS020602. On observe que certaines sources d'azote, 

telles que l'alanini, le glutamate et l'aspartate, stimulent 

la fixation d'azote alors que d'autres, telles que la 

citrulline, l'arginine et le NH4C1 l'inhibent totalement. 

D'autre part, il est clair que les sources d'azote 

utilisees ont un effet direct sur la production de vesicules 

par Frankia. En particulier, NH4C1 inhibe totalement la 

production de vesicules tandis que la citrulline et l'argi- 

nine reduisent fortement leur nombre. 

2.2.2.3. Rale des vesicules ----------a------- 

Dans le cas du Frankia ORS020602, toute activite 

nitrogenasique est toujours like a la presence de vesicules 

mais plusieurs cas de figure peuvent exister : 

- milieu QMOD : les vesicules sont presentes en 

assez grand nombre (10 6 vesicules par mg de poids set) mais 



Tableau 16. Influence des sources d'azote sur la 

croissance et l'activitl rdductrice d'ac6- 

tylgne de Frankia ORS020602 (syn.Dll) 

Source d'anote(l) ARA(2)C2R4. ARA VBsicules(3) Prot6inec4) Proteina 

h-'(mg, Prot) -* x (mg) 9. 

0 61,2 100 + 337 100 
Citrulline 0 0 f 494 119 

Arginine 0 0 f 4,2 112 

Sgrina 73.3 120 + 297 72 

Alanine 123,6 200 + 2,o 55 

M6thionine 57,6 96 + 2,o 55 

Glutamate 67,2 110 + 219 79 

Aspartate 70 114 + 3,2 86 

NH4Cl 0 0 2,o 55 

Extrait de levure 48 80 + 2,7 55 

(1) Les sources d'azote ont St6 ajoutges B raisoo de 1 g 1-l au milieu MM. 

(2) Las activitgs rgductrices d'acltylgne spgcifiques ont St6 mesurges 

aprgs 15 jours de croissance sous atmosphere d'air; ce sont les moyennes 

de 3 flacons de 145 ml contenant 25 ml de milieu MM. 

(3) (+): prgsence de vgsicules; (+): vgsicules peu nombreuses; (-): absence 

de vgsicules. 

(4) Quantitg cumul6e de 3 flacons de 145ml contenant 25ml de milieu de 

culture. Inoculum estimg B 0,2mg protgine. 

. 
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aucune activite reductrice d'acetylene ne leur est associee. 

- milieu contenant du NH4C1 (1 g 1-l) : aucune ve- 

sicule presente dans la culture et aucune activite nitro- 

genasique n'est decelable mGme en conditions microaerophiles 

(0,l A 0,s kPa d'oxyg&ne). Cependant si l'on transfere une 

telle culture en milieu sans azote, l'apparition des vbsi- 

cules est concomitante avec l'apparition de l'activite 

nitrogknasique. 

- milieu sans azote : les vesicules sont plus nom- 

breuses que dans le cas du milieu QMOD (22.106 vesicules 

par mg de poids set) et ont un diametre plus important (5 a 

6 pm centre 2 a 3 pm en milieu QMOD). Dans un tel milieu 

dans azote, l'activite nitrogenasique est toujours ClevCe. 

On peut conclure de ces observations que les vesi- 

cules peuvent se trouver dans trois situations : (1) absen- 

tes de la culture ; (2) presentes mais sans activite nitro- 

genasique ; (3) presentes et capables de fixer l'azote. 

11 est done clair que production et fonction des 

vesicules sont deux phenomenes dissociables mais que tous 

deux sont dependants de la source d'azote disponible dans 

le milieu de culture du Frankia. Les enzymes qui sont 

impliquees dans l'assimilation de ces sources d'azote sont 

done probablement impliquees dans la rkgulation de la pro- 

duction et du fonctionnement des vesicules. Cette hypothese 

se trouve confortee par le fait que la methionine sulfoxi- 

mine (MSX), qui est un inhibiteur de la glutamine syntheta- 

se et de la glutamate synthase, permet la production de 

vesicules et leur activite nitrogenasique en presence de 

NH4C1 (lg 1-l) (voir article 7). 

2-3* ----------------------~-~~--~~~--~~--~~~~--~~- Voies initiales du metabolisme de l'ammoniaque 

chez Frankia ORS020602 (syn. Dll) --------------------------------- 

Le produit de l'activite enzymatique de la nitroge- 

nase etant l'ammoniaque, nous avons cherche a caracteriser 

les differentes enzymes impliquees dans les voies initiales 

du metabolisme de l'ammoniaque. 
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Quatre voies d'incorporation de l'azote ammoniacal 

sous forme organique peuvent 8tre envisagees : 

(1) assimilation sous forme de L. glutamine par la 

glutamine synthetase (GS). 

glutamate + NH3 + ATP- Glutamine t ADP t Pi. 

(2) assimilation sous forme de L. glutamate par la 

glutamate deshydrogenase (GDH). 

c(.cetoglutarate + NH3 t NAD(P)Hp Glutamate t NAD(P) 

(3) assimilation sous forme de L. alanine par l'ala- 

line deshydrogenase (Ala.DH). 

Pyruvate t NH3 t NAD(P)H<'L. alanine + NAD(P). 

(4) assimilation sous forme de L. aspartate par 

l'aspartase (Asp. DH). 

Fumarate t NH3 t NAD(P)Hz Aspartate t NAD(P). 

D'autre part, le L. glutamate peut stre synthetis6 

par l'action d'une transaminase telle que la glutamate-oxa- 

loacetate transaminase (GOT) : 

(5) : GOT 

L. aspartate to( . cetoglutarateLoxaloacetate t 

L; glutamate. . 

Enfin, l'action de la glutamate synthase (GOGAT) 

permet la synthese de 2 molecules de glutamate a partir de 

L. glutamine et dW.cetoglutarate. 

(6) : GOGAT 

L. glutamine t0( .cetoglutarate t NAD(P)He'2 L. glutamate 

t NAD(P). 

Chez les microrganismes fixateurs d'azote, c'est 

generalement l'action couplee de la GS et de la GOGAT qui 

permet l'incorporation de l'ammoniac produit de la nitro- 

gknase (Nagatani et al., 19711. 

Afin d'elucider les voies initiales du metabolisme 

de l'azote chez Frankia, nous avons tent.+ de caracteriser 

ces six differentes enzymes dans les extraits bruts de 

Frankia cultives sur divers milieux. 

2.3.1. La Glutamine synthetase --------w------------e- 

La glutamine synthetase (GS)est une enzyme cl& chez la 
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plupart des microrganismes car elle permet la synthese de 

la glutamine qui est un precurseur d'un grand nombre de mb- 

tabolites azotes essentiels tels que les nucleotides puri- 

ques et pyrimidiques, le carbamyl phosphate, l'histidine, 

le tryptophane, la glucosamine, l'acide p. amino-benzoique. 

De plus, de nombreux travaux tendent $ demontrer que la GS 

joue un rale regulateur sur les enzymes impliquees dans le 

metabolisme azotj? tels que l'histidase, la proline-oxydase, 

la nitrate-reductase et la nitrogenase (Magasanik et al., 

1974 ; Magasanik, 1977 ; Gauthier et Elmerich, 1977). 

Chez les batteries gram- fixatrices d'azote ou non, 

telles que Azospirillum (Okon et al., 1976) et E. Coli ' 

(Wulf et al., 1977), la GS peut exister sous 2 formes : 

adenylee et non-adenylee. Chez ce type de microrganisme, 

la dosage de la GS en presence et en absence de MgC12 (60 

mM) permet de connaitre le rapport existant entre les deux 

formes de l'enzyme. Plus le rapport (+ Mg/-Mg) est petit 

et plus l'enzyme est adCnyl6e j de plus, ce rapport est 

modifiable par traitement de l'enzyme par la phosphodieste- 

rase de venin de serpent (S.V.D.) (Bishop et al., 1975). 

Chez les batteries fixatrices d'azote, telles que 

Klebsiella pneumoniae (Tubb, 1974) ou Azospirillum brasi- 

liense (Okon et al., 1976), il a et& constate que les con- 

ditions de culture qui favorisent l'adenylation de la GS 

ne sont pas compatibles avec la derepression de la biosyn- 

these de la nitrogenase. 

11 a eti! possible de doser une activite glutamine 

synthetase dans les extraits bruts de la souche ORS020602 

cultivee sur milieu QMOD, sur milieu minimal saris azote 

(MM) et sur milieu minimal supplkmente par du NH4 Cl 1 g 

par litre (MMN) (Tableau 17). Cependant, le rapport (+ Mg/ 

-Mg) ne varie pas significativement en fonction de la sour- 

ce d'azote fournie au Frankia et le traitement a la phosphe 

diesterase ne parvient pas a modifier ce rapport. Ces resul- 

tats suggerent que la GS de Frankia ORS020602 n'est proba- 

blement pas regulee par un systeme d'adenylation comparable 

a celui de E.Coli. 



Tableau 17. Activit6 specifique de la Glutamine synthetase 

(Rdaction de Transfert) dans les extraits 

bruts de Franlcia ORS020602 cultivg sur diff6- 

rents milieux. 

Milieux de culture 

QMOD 

Activitg Glutamine spnthetase (Rgaction de 

Traarfert) (I) u mn-‘mg-’ protgine 

-ug2+ +Mg2+ +bfg2+/-ug2+ (+Mg2+/-~g2+)+svD 

0.79 0,17 0,21 0,19 

MM 5,61 1 ,I5 0,20 0,24 

MMN 8,OO 2,50 0.31 0,27 

(1) Apres 1 q ois de culture a 30°C dans diffdrents milieux, le Frankia 

est centrifugd et suependu dans un tampon Imidazol-HCl (IomM , pH 7,l) 

contenant du MnC12 (10 mM) et du 2-mercapto6thanol (1 CUM). Les extraits 

bruts sont obtenus par passage dans une presae de French B 18000 psi. 

L’activitg GS, dosge par la rgaction de transfert (Shapiro, B.M et 

Stadtman, E.R., 1970), est exprimge en umoles de glutamylhydroxamate 

formCL par minute et par mg.de, protgine, (voir article 7). 

- l-fg2+: dosage en absence de MgC12 60 q M 

+ WI 
2+ 

: dosage en prgeence de MgC12 60 mM 

+ Mg2+/-Mg2+ : taux d’ad6nylation estim6 

(+Mg2+/-Mg2+) + SVD : taux d’adenylation estim6 de la GS aprgs 3 heures 

d’incubation avec de laphosphodizest&ra;sede venin de serpent (SVD) B 

10 llg ml 
-1 

a 37Oc. 
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Les resultats concernant la glutamine synthetase 

(GS) du Frankia ORS020602 sont proches de ceux rapport&s 

chez Anabaena cynlindrica, oh la GS n'a pas de systeme 

d'adenylation (Dharmawerdene et al., 1973 ; Rowe11 et al., 

1979) mais different nettement de ce qui est connu chez 

Rhizobium japonicum 03. Darrow et Knotts (1977) ont demontre 

l'existence de deux glutamines synthetases (GSI et GSII) 

qui seraient toutes deux fonctionnelles en conditions aero- 

bies mais dont une seule fonctionnerait (GSI) en conditions 

microakrophiles compatibles avec la fixation de l'azote. 

2.3.2. Les autres enzfmes de l'assimilation de ---_----------------------------------- 
l'azote ------- 

Dans les extraits bruts de la souche ORS020602 

cultivee en milieu minimum sans azote (MM) ou en milieu 

minimum supplement4 en NH4C1 nous avons pu mettre en &vi- 

dence, en plus de l'activite glutamine synthdtase , les 

activites enzymatiques suivantes (Tableau 18) : 

- une activitk glutamate synthase (GOGAT) NADH de- 

pendante. 

- une activite alanine deshydrogenase (Ala.DH) 

NADH dependante . 

- une activite glutamate-oxoacetate transaminase 

(GOT). 

11 n'a pas 6th possible de mettre en evidence 

d'activite glutamate deshydrogenase (GDH) ni d'activite 

aspartase (Asp.DH). 

2.3.3. Conclusion ---------- 

Chez la souche de Frankia ORS020602, l'assimilation 

de l'ammoniaque semble pouvoir se faire a la fois par 

l'alanine deshydrogenase et par la glutamine synthetase. 

Quant au glutamate, necessaire a l'activite GS, il 

peut &tre fourni de 2 fa$ons : (1) par l'activite GOGAT 

comme chez les autres batteries fixatrices d'azote, (2) par 
transamination grAce a l'activite de la GOT. 
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Tableau 18. Activitgs spicifiques des diverses enzymes recherchbes 

dans les extraits bruts de Frankia OR5020602 cultivg 

en presence ou en absence de NH4Cl (1 g 1-l). 

Milieu Activites enzymatiques u mn-'mg-' Protgine 

de GS(transfert)(') GOGAT(2) ALa.DH(3) GOT(4) GDH(') Asp.DH(') 

culture (NADH) (NADH) NAD(P)H NAD(P)H 

MM 5,61 0,045 0,190 0,092 0 0 

MMN 8 0,031 0,385 0,195 0 0 

(1) Voir Tableau 17 et Article 7. I 

(2) L'activitd de la GOGAT (Meers, J.L. et al, 1970) est exprimge en umolea 

NADH oxyd6 par minute et par mg de protsine. 

(3) L'activitg Alanine deshydroggnase (Yoshida, A et E. Freese, 1970) est 

exprimee en umoles de NADH oxyde par minute et par mg de protgine. 

(4) L'activite GOT est estimge en umolee de NADH oxyd6 par minute et par 

mg de proteine en se servant de la rOaction couplQe, avec la malate d&shy- 

drogenase (MDH, sigma), suivante: (Williamsons, J.R and Corkey, B.E. 1969) 

L. Aspartate + acetoglutarate G3T -> oxaloacetate + L. glutamate. 
MDH <- 

Oxaloacetate + NADIj-> L. malate + NAD. 

(5) L'activitg GDH est estim6e en umoles de NAD(P)H oxydg par minute et 

q g de protgine. (Fahien, L.A. et P.P. Cohen, 1970). 

(6) L'Asp. DH est mesurge en fonction de l'apparition du fumarate suivi 

B 240nm (Williams, R. V. and Lartigue, D.J. 1969). . -*. 
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3. Etude in vitro d'une souche de Frankia, de type morpholo- 

pique II, isolee de nodule de Casuarina : ORS021001 

(syn. CJ-1-82). 

3.1. Prs~rl~t~s-nutEitlnssellea 

Comme indique dans les tableaux 12 et 13, les pro- 

priet6s nutritionnelles de la souche ORS021001 sont similai- 
l 

res a celles des souches du type I. Cependant, la croissan- 

ce de cette souche est tres lente et la masse bacterienne 

produite peu abondante. Ceci a limit6 les possibilites d'in- 

vestigation concernant la physiologic de cette souche. 

3.2. Physiologie de la fixation d'azote ---------------------------------- 

Le Frankia ORS021001 est capable de dereprimer la 

biosynthese de sa nitrogenase in vitro. Les faibles activi- 

tes reductrices d'acetylene mesurees chez ORS021001, en 

conditions de derepression sous differentes atmospheres 

constituees de melange d'N2 et d'oxygene (Tableau 15), sont 

dQes au fait que cette souche ne forme pas de vesicules en 

milieu QMOD; Apres le transfert de ORS021001 du milieu QMOD 

au milieu MM, cette souche doit d'abord former des vesicu- 

les avant de pouvoir synthetiser sa nitrogenase. 

En milieu minimal sans azote (MM), cette souche est 

capable de croitre aux d&pens de l'azote moleculaire 

(tableau 19) en developpant une activite nitrogenasique 

assez Clevee. Dans ces conditions de croissance, la morpho- 

logie de ORS021001 est profondement transformee par l'appa- 

rition de vesicules typiques. La presence de vesicules chez 

cette souche est strictement lice a l'activiti! nitrogenase : 

toutes les sources d'azote qui inhibent la biosynthese de 

la nitrogenase, inhibent aussi la formation des vesicules 

(tableau 20). 11 semble done que la regulation de la for- 

mation des vesicules chez ce type de Frankia soit nettement 

plus stricte que dans le cas des souches du type morpholo- 

gique I oh des vesicules dans activiti! nitrogenasique peu- 

vent 6tre presente. 
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Tableau 19. Croissance et activitg rgductrice d’acltpl8ne 

(ARA) de Frankia ORS021001 (syn. Cjl-82), en 

milieu minimum saris asote (MM), sous diffdrentes 

atmospheres gareuses. 

Atmosphere gazeuse Poids set (mg) (1) Activitg riductrice d’acgtylgne(2) 

apt&3 30 joura 
-1 -1 

moles C2H4 h mg de poids set 

Air 9,8 54 

80 X N2 - 20 x o2 11,7 68 

80 % Argon - 20 X O2 0.8 5 

(1) Total de 10 flacons serum de 145ml contenant lOm1 de milieu MM. Ino- 

culum estimg B 1,3 mg Poids set pour 10 flacons. 

(2) Aprgs 30 jours de croissance, 10% d’acgt$J.gde- sont introduits dans 

les flacons et la production d’gthplbne est suivie pendant 3 jours. 

L’ARA est la moyenne des ARA de 10 flacons s6rum. 



Tableau 20. Effets de diffErentes sources d'azote sur 

la croissance, l'activitg rgductrice 

d'ac6tylsne (ARA) et la production de vEsi- 

cules chez le Frankia ORS021001 (syn.Cjl-82) 

Source d'azote (1) 

N2 
Aspartate 

Glutamate 

NH4Cl 

Casamino-acid 

Arginine 

Extrait de levure 

Croissance (2) V6sicules(3) ARA(4) 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ 

+ 

rtr 

+ 

(1) Les diffzrentes sources d'azote ont 8tb aportees au 
-1 milieu minimum MM 3 raison de 1 g 1 . 

(2) Aprgs 30 jours, la croissance a BtB estimge visuellement 

par rapport 3 un tgmoin constitud par le milieu QMOD, 

(3) La prgsence de vdsicules a dt6 recherchze par observation 

au microscope optique. (+): presence de vgsicules; (-): absence 

de vbsicules. 

(4) L'activitg rdductrice d'acGtylPne (ARA) a 6t6 estim6.e par 

injection, en fin d'expgrience, .de 10% d'ac6tylsne dans les 

flacons s6rum et la production d'dthylsne a Ztb suivie pendant 

3 jours; (+) production d'Bthyl5ne ;(-): absence de production 

d'6thylDne. 



Tableau 21. Contenu enzymatique des extraits bruts de Frankia 

de Rhamnales (ORS060501 et ORSl40101) et de 

Frankia de Casuarina (ORS020602) cultivgs sur 

milieu minimum sans azote (MM). 

Enzymes de Frankia 

l'assimilation de l'azote (1) Rhamnales Casuarina 

ORS060501 ORS140101 ORS020602 

GS 

G.0.T 

GOGAT 

Ala.DH 

GDH 

Asp.DH 

+ + + 

+ + + 

' + 

+ + 

(11 (+): activitg enzymatique dgcelable. 

c-1 : activit6 enzymatique non dQcelable 

Voir Tableau 18. 
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4. Etude in vitro de deux souches de Frankia isolees de 

nodules de Rhamnales : Hippophae rhamnoides (ORS140101) 

et Colletia spinosissima (ORS060501) 

Les souches de Frankia ORS060501 et ORS14OlOl(syn. 

H13) ont des proprietes nutritionnelles tres semblables a 

celles des souches de Frankia de Casuarina etudiees dans 

ce travail (tableaux12 et 13). 

Leur comportement, en ce qui concerne la fixation 

de l'azote (tableau 15) et la regulation de la production 

des vesicules, est comparable a ce qui a 6th decrit pour - 

les Frankia de Casuarina de type I (exemple : ORS020602). 

En ce qui concerne les voies initiales de l'assimi- 

lation de l'azote chez ces souches, il a CtC possible de 

mettre en evidence, en milieu minimal saris azote (MM), les 

activites enzymatiques suivantes (tableau 21) : 

- des activites glutamine synthetase (GS) et gluta- 

mate-oxaloacetate transaminase (GOT) dans le cas des 2 sou- 

ches. 

- une activite alanine deshydrogenase (Ala.DH) 

seulement chez ORS060501. 

Contrairement $ la souche de Frankia ORS020602 (syn. 

Dll>, aucune activitt! glutamate synthase (GOGAT) n'a pu 

$tre mise en evidence dans les extraits bruts de Frankia 

ORS140101 et ORS060501 cultives en milieu MM. 

5. Conclusions et discussion 

Les resultats rapport&s dans ce chapitre nous con- 

duisent a formuler les conclusions suivantes : 

5.1. Les souches de Frankia isolees dans ce travail, ---,---,,,------,-----~---,--------,-------- 
different peu en ce qui concerne leurs caracteres ------------_------------------------------------ 
physiologiques --------_---__ 

Nous n'avons pas pu etablir de differences nutri- 

tionnelles nettes permettant de s&parer les souches de 

Frankia isolkes de nodules de Casuarina et de nodules de 
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Rhamnales (tableaux 12 et 13). 

La seule difference que l'on peut noter consiste en 

l'absence d'activite GOGAT constatee dans les extraits bruts 

des souches de Frankia isolees de nodules de Rhamnales (ta- 

bleau 21). 

RQcemment M.P. Lechevalier et al. (1983) ont pro- 

pose de classer les differents isolats de Frankia en deux 

groupes physiologiques distincts A et B en se basant sur 

des criteres concernant la sensibilite a l'oxygene, la pro- 

duction de protease, la pigmentation et l'utilisation de 

carbohydrates a 0,5 %. Parmi les souches class&es dans le 

groupe A figurent un de nos isolats (ORS020604, syn. G2) 

et les souches isolees d'Elaeagnus. On peut done penser que 

le peu de differences observees entre nos souches, en ce 

qui concerne les proprietes nutritionnelles, proviennent du 

fait qu'elles appartiennent toutes au m$me groupe A defini 

par M.P. Lechevalier. 

5.2. Aptitude des Frankia a fixer l'azote in vitro et ------------------------------------------------ 
a croitre aux d&pens de l'azote moleculaire : --^-----------------____^_______________----- 
r81e des vksicules ------------------ 

11 est maintenant bien Ctabli que les Frankia p.eu- 

vent fixer l'azote in vitro (Gauthier et al., 1981 ; 

Tjepkema et al., 1981 ; Tisa et al., 1983 ; Burggraaf et 

al., 1983) a des tensions d'oxygene comprises entre 5 et 20 

kPa (Gauthier et al.,I98la; Tjepkema et al., 1981). 

Les sites de l'activite nitrogenasique sont les 

vesicules. Ceci est particulierement net pour le cas des 

Frankia CpIl (Tjepkema et al., 1981) et ORS021001 (syn. CJ- 

l-82) (Gauthier et al., 1984a) qui forment des vesicules 

seulement lorsqu'ils sont places dans des conditions qui 

permettent la fixation de l'azote. Chez d'autres souches de 

Frankia, les visicules peuvent etre presentes dans le milieu 

sans qu 'une activite nitrogenasique leur soit obligatoire- 

ment associee (Gauthier, 1983 ; Shipton et Burggraaf, 1983 ; 

Tisa et al., 1983). La formation de v&sicules parait depen- 

dante de la source d'azote presente dans le milieu de 
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culture, en particulier le chlorure d'ammonium inhibe tota-- 

lement ou en partie leur production. 

Une regulation de la formation et du fonctionnement 

des vesicules par les enzymes impliquees dans l'assimilation 

de l'azote peut atre envisagee dans le cas des Frankia de 

Casuarina. En effet, nous avons montrg, dans le cas du 

Frankia ORS020602 (syn. Dll), que la methionine sulfoximine 

(MSX), qui est un inhibiteur de la glutamine synthetase et 

de la glutamate synthase, pouvait permettre la production 

des vesicules et leurs activites nitrogenasiques associees 

en presence de 1 g 1 -1 de NH4 Cl (Gauthier, 1983). Une telle 

regulation devrait intervenir A 2 niveaux : (1) formation 

des vesicules en tant que structure morphologique, (2) bio- 

synthese de la nitrogenase A l'interieur de ces structures. 

Cependant, la formation des vesicules ne semble pas 

&tre uniquement sous la dependance des sources d'azote 

utilisees par les Frankia pour leur croissance. En effet, 

chez certaines souches de Frankia, il a 6th montre que des 

temperatures superieures a 33°C (Tisa et al., 1983) ainsi 

que certaines sources de carbone, tel que le cellobiose 

(Tjepkema et al., 1980), pouvaient inhiber ou reduire 

fortement la formation des vesicules in vitro. 

11 est probable que les vesicules des Frankiajouent 

un rale equivalent a celui tenu par les heterocystes chez 

les cyanophycees (W.D.P. Stewart, 1977). Dans cette optique, 

les vesicules depourvues d'activite nitrogenase seraient 

l'equivalent des pre-heterocystes des cyanobacteries. 

L'aptitude des Frankia a fixer l'azote en presence 

de fortes tensions d'oxygene suggere que le rSle des vesi- 

cules serait de proteger la nitrogenase centre l'oxygene. 

On peut penser que cette protection se fait de deux faGons : 

1) protection physique : Torrey et Callaham (1982) 

ont montre, chez la souche CpIl cultivee in vitro, que les 

vesicules possedent une enveloppe specialisee constituee 

d'un certain nombre de couches fines (12 a15) d'environ 

35 A 40 nm d'epaisseur. Ces feuillets multiples rempliraiat 

le rale d'une barriere physique freinant la diffusion de 
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l'oxygene vers l'interieur des vesicules. 

2) protection respiratoire : recemment, M.A. Murry 

et al., (1983) ont confirm& cette hypothese en comparant 

les vitesses de consommation de l'oxygene chez la souche 

de Frankia Ar 13 (isolee d'Alnus rubra) cultivee en milieu 

saris azote et en milieu contenant du chlorure d'ammonium. 

Le Frankia Ar 13 en milieu sans azote prosuit des vesicules 

et reduit l'acetylene tandis qu'en presence de NH4 Cl il 

n'y a que production d'hyphes. Dans ces conditions, la cul- 

ture qui possede des vesicules a une vitesse de consommation 

de l'oxygene 6 a 7 fois plus elevee que celle depourvue de 

vesicules. 

La similitude entre les vesicules des Frankia et 

les heterocystes des cyanobacteries est evidente et consti- 

tue un exemple de convergence Qvolutive entre deux micro- 

organismes d'origine tres differente. 

5.3. Voies initiales du metabolisme de l'azote chez --------------.-------------------------------- 
Frankia cultive in vitro ------------------------ 

Dans le cas du Frankia ORS020602, nous avons pu 

doser, dans-les extraits bruts provenant de divers milieux 

de culture, des activites glutamine synthetase (GS), glu- 

tamate synthase (GOGAT) NADH dependante, glutamate-oxaloa- 

cetate transaminase (GOT) ainsi qu'une alanine deshydroge- 

nase (Ala.DH) NADH dependante. 11 n'a pas 4th possible de 

mettre en evidence la presence, chez Frankia, d'un systkme 

d'adenylation de la GS comparable a celui existant chez les 

batteries gram- (Wuff et al., 1977). Le Frankia etant clas- 

se comme organisme gram + a gram variable, c'est probablement 

un systeme de regulation de la GS de type 'Bacillus" qui 

doit exister chez Frankia. 

11 est probable que chez Frankia ORS020602, l'assi- 

milation de l'ammoniaque se fasse par l'action couplee GS- 

GOGAT comme chez la plupart des autres fixateurs d'azote 

(Nagatani et al., 1971). 

En ce qui concerne les souches de Frankia isolees 
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de Colletia spinosissima (ORS060501) et d'Hippophae rhamnoi- 

des (ORS140101), nous avons dose dans leur extraits bruts, 

une activite GS et une activite GOT. L'alanine deshydroge- 

nase n'a et& trouvee que chez ORS060501. Quant a la GOGAT,au- 

curie activite n'a pu Ctre mise en evidence dans les extraits 

bruts de ces deux souches. 

La seule etude comparable, concernant les enzymes 

de l'assimilation de l'azote des Frankia cultives invitro, 

a et& effectuee sur la souche AvcIl (isolee d'Alnus crispa). 

Blom (1981) et Akkermans et al. (1983) n'ont pu caracteriser 

que les activites GS et GOT dans les extraits bruts de ce 

Frankia cultive sur differents milieux. 

Ce n'est qu'une etude systematique et approfondie 

des enzymes de l'assimilation de l'azote chez des Frankia 

de diverses origines qui permettra de definir clairement 

les voies de l'assimilation de l'azote existantes chez ce 

micro-organisme cultive in vitro. 

En conclusion, on notera que la possibilite recente 

d'etudier les Frankia cultives in vitro a conduit a des 

resultats tres surprenants etant donne les difficultes ren- 

contrees pour isoler cet endophyte, a savoir : (1) l'absen- 

ce d'exigence nutritionnelle, (2) leur aptitude a fixer 

l'azote in vitro a des tensions &levees d'oxygene, (3) leur 

capacite a assimiler l'azote fix& par leur nitrogenase et 

done a croitre aux depens de l'azote moleculaire. 
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CHAPITRE IV 

' ESTIMATION Db POTENTIEL FIXATEUR D'AZOTE 
1 DE CASUARINA EQUISETIFOLIA 
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1. Introduction 

La surface de la forgt mondiale a et& estimee a 

41 x lo8 hectares et l'on suppose qu'elle fixe 40 x lo6 

tonnes d'azote par an (Burns et Hardy, 1975). Cette fixa- 

tion d'azote representerait 28 % du total de l'azote fixe 

au niveau de la planete. Cependant, les resultats concer- 

nant l'evaluation de la fixation de l'azote par les bcosys- 

temes forestiers sont peu nombreux (Paul, 1978) et tres 

disparates quant B la quantite d'azote reeliement fix&. 

Chez les legumineuses arborescentes, les estimations 

concernant les quantites d'azote fixe sont tres variables : 

13 kg N2 hectare-' an -1 pour Acacia pennatula (J.P. Rosko&i 

et al., 1982), 34 kg N2 hectare 
-1 an-1 pour Gliricidia se- 

pium (J.P. Roskoski et al., 1982), 200 kg N2 hectare 
-1 an-1 

pour Acacia mearnsii (Orchard et Darby, 1956), 500 kg N2 
-1 -1 hectare an pour Leucaena leucocephala (N.A.S., 1977). 

Chez les non-legumineuses, c'est le genre Alnus qui 

a Cte le plus etudie du fait de l'interat Bconomique qui 

lui est reconnu en Europe et en Amerique du Nord. On estime 

que son potentiel fixateur d'azote se situe entre 60 et 300 

kg 5 hectare -1 an-1 (Silvester, 1977 ; Chatarpaul et car- 

lisle, 1983 ; Cote et Camire, 1984). 

En ce qui concerne Casuarina, la fixation d'azote 

est comprise entre 58 kg N2 hectare -1 an-1 (Dommergues, 

1963) pour C. equisetifolia et 218 kg N2 hectare -1 an-1 

pour Allocasuarina littoralis (Silvester, 1977). 

La grande variabilite constatee au niveau de l'esti- 

mation de la fixation de l'azote par les arbres, symbioti- 

quement associes a Frankia ou a Rhizobium, est d8e a deux 

types de problemes lies a l'kvaluation de la fixation de 

l'azote au champ, a savoir : 

1) les problemes relatifs aux methodologies employees: 

certaines methodes conduisent a une surestimation de la 

fixation de l'azote, c'est le cas de la methode de l'equi- 

lent engrais (Larue et Patterson, 1981) et de la methode 

basee sur le dosage de l'azote total accumule dans les 
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feuilles (exemple : la fixation de 500 kg N2 hectare-' an-l 

attribuee a leucaena leucocephala ; NAS, 1977). 

Les methodes d'estimation de la fixation de l'azote 

telles que la methode de la reduction de l'acetylene, la 

methode par "difference", la methode basee sur les bilans 

d'azote et les m6thodes isotopiques 15 N sont plus fiables 

mais presentent toutes des inconvenients (Knowles, 1980 ; 

Larue et Patterson, 1981 ; Vose et al., 1982). 

2) les problemes relatifs aux plantes perennes, a 

savoir : 

- le grand volume de sol explore par les racines ; 

- le recyclage des elements nutritifs par l'interme- 

diaire de la litiere ; 

- la variabilite notee dans la croissance des plan- 

tes (ceci etant lie h l'utilisation de graines et a l'absen- 

ce de selection v&g&tale.) 

- l'augmentation de la teneur en azote du sol dans 

les vieux peuplements. 

Afin de definir le plus precisement possible le po- 

tentiel fixateur d'azote de Causarina equisetifolia, nous 

avons men& 3 experiences en microparcelles en tentant de 

reduire au maximum les facteurs limitants la fixation d'azo- 

te (apport de phosphore et d'oligo-elements, utilisation de 

sols St&riles deficients en azote, arrosage quotidien). 

Nous avons estime la fixation d'azote par C. equise- 

tifolia, inocule par une souche pure de Frankia (ORSOZlOOl), 

sur des periodes de 5,5 mois et 6,5 mois, en utilisant di- 

verses methodes dont les methodes isotopiques 15N . 

A notre connaissance, il s'agit de la seule etude 

de ce type effectue sur les arbres fixateurs d'azote. 

2. Estimation de la fixation potentielle d'azote par Casua- 

rina equisetifolia cultive en microparcelles experimen- 

tales. 

De 1982 a 1984, trois experiences en microparcelles 
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ont et4 effectuees afin de determiner le potentiel fixateur 

d'azote de C equisetifolia inoculk par une souche pure de 

Frankia (ORS021001). 

Nous nous sommes efforces a resuire au maximum l'ef- 

fet des facteurs limitants la fixation d'azote en faisant 

des apports de phosphore et d'oligo-elements et en arrosant 

quotidiennement les parcelles experimentales. 

Les potentialites fixatrices d'azote de C. equiseti- 

folia ont 4th estimees par les 6 methodes suivantes : 

- methode "par difference" 

- methode de "l'equivalent engrais" 

- methode de la reduction de l'acetylene' 

- methode de la dilution isotopique ( 15N) 

- methode de la valeur "A" ( 15N) 

- methode de "l'abondance naturelle" en 15N . 

2.1. Les methodes d'estimation ------------------------- 

2.1.1. Methode "par difference" (William et al 1977) --------------------------------,--'L----- 

Le principe de cette methode consiste $ estimer que 

la quantite d'azote fixe est 6gale a la difference entre la 

quantite totale d'azote contenue dans la biomasse d'une 

plante fixatrice d'azote et la quantite totale d'azote con- 

tenu dans une plante non-fixatrice d'azote (c'est une plante 

dont l'azote provient uniquement du sol): Dans le cadre de 

notre etude, nous avons compare la quantite d'azote conte- 

nue dans des Casuarina inocules par Frankia (souche ORS0210- 

01) ou non inocules et cultives dans les m8mes conditions. 

La difficult4 majeure que soul&ve cette mhthode est d'hvf- 

ter la contamination des parcelles temoins. On notera en 

outre que la methode n'est valable que si la nodulation 

n'altere ni la structure des racines ni l'absorbtion d'azo- 

te du sol, ce qui n'est pas prouve. 

2.1.2. Methodes de "l'equivalent engrais" ---------------------------------- 

Cette methode consiste a comparer le contenu en azo- 

te de Casuarina inocules par Frankia (souche ORSO21001) a 

celui de Casuarina ayant recu diverses quantite d'engrais 
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azote. 

Cette methode est en fait une variante de la mkthode 

"par difference". Elle presente l'avantage sur cette der- 

niere de permettre la comparaison de plantes ayant pratique 

ment le m&me developpement racinaire, done ayant exploit6 

pratiquement les m&mes horizons et le m&me sol. 

La methode de "l'equivalent engrais"presente l'in- 

convenient de surestimer la fixation de N 
2 car, dans le sol, 

l'engrais azote est soumis au lessivage et A la denitrifi- 

cation (son rendement est souvent meconnu). 

Un autre inconvenient de cette methode reside dans 

le fait qu'elle ne permet pas de connaitre le % de N fix& 

par rapport a l'azote total de la plante. En fait, cette 

methode presente l*intC?r&t de fournir une indication de la 

valeur Cconomique de la fixation de N2. 

2.1.3. MCthode de la reduction d'acetylene ----------------------------------- 
(Postgate 1972) -----,---r-,--a- 

Cette methode est basee sur le fait que la nitroge- 

nase, contenue dans les nodules des plantes fixatrices 

d'azote, peut utiliser l'acetylene, comme substrat, et le 

reduire en ethylene. Cette methode conduit a une estimation 

indirecte de la fixation d'azote. 

Pratiquement, on met l'echantillon a incuber (nodule 

dans le cas de Casuarina) dans une enceinte renfermant 10 % 

d'acetylene pendant 30-60 mn. On preleve un echantillon de 

gaz et la quantite d'ethylene forme est determine parchroma- 

tographie en phase gazeuse. 

La nitrogenase reduit l'acetylene en ethylene suivart 

la reaction : yC2 H2 + 6Ht t 6e --3CH 2 4' alors que 

la reduction de N2 (f ixation de N 2 ) se fait suivant la re- 

action : 

N2 t 6Ht + 6e-- 2NH3 t H2 

La principale hypothese sur laquelle est fondee la 

methode a l'acetylene concerne le rapport (dit facteur de 

conversion) C2 H4/N2 fixe. Pendant longtemps, on a admis 
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qu'a 1 mole de N2 reduit correspondait 3 moles d'ethylene, 

le rapport de conversion etant de 3 : 1. 

On pense actuellement que la reaction globale se 

rapproche de la suivante : N2 + 8H2 
+ + 8e-w2NH3 +H2 

En fait, protons (H+) et acetylene rentrent en com- 

petitionpourles electrons. Cependant, dans le cas de l'in- 

cubatimn sous acetylbne, aa production de H2 est faible. 

Dans les nodules intacts, l'hydrog&ne produit par la 

nitrogenase est recycle! par l'hydrogbnase (H2- 2H+ + 2e-) 

ce qui contribue a augmenter le rendement energetique du 
systeme. 
De ce fait, le rapport C2H4/N2 varie grandement suivant les 

systemes et les conditions d'incubation (Bergersen, 1970). 

La methode de reduction de l'acetylene a l'avantage 

d'etre simple, Cconomique et tres sensible. Cependant, son 

inconvenient majeur est que l'on estime la fixation de 

l'azote par extrapolation d'une mesure instantannee. 

2.1.4. MCthodes isotopiques -__--_--_--w------m- 

L'azote etant un mClange de 2 isotopes stables 14N 

et l5 N, plusieurs methodes d'estimation de la fixation de 

l'azote se sont developpees en utilisant l'isotope 
15 N comme 

traceur. "L'abondance" en 15 N, exprimbe en atome 
15 N% estdefi- 

nie par : 

A 
nombre d'atomes 15N x 100 = 

nombre d'atome 14 N + nombre d'atome 15N 

L'abondance isotopique de l'azote de l'air est de 

0,3663 + 0,0004 atome 15N %. 

Les techniques du marquage isotopique artificiel par 

"N conduisent a l'expression des compositions isotopiques 

en abondance absolue ou en exces isotopique, cet exces se 

definissant comme la difference entre l'azote isotopique 

de l'echantillon mesurb et celle de l'azote de l'air : 

e % = A echantillon -A air 

Le spectrometre de masse mesure le rapport des in- 

tensites de courants d'ions produit par les deux faisceaux 

d'ions correspondants aux deux isotopes : il mesure done 
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un rapport isotopique R qui est celui de M/e = 29 (14~15~+)- 

B M/e = 28 ( 14N14N+). 

R=( 
14N15N 

( 14N14N) 

L'inconvenient majeur des mdthodes isotopiques resi- 

de dans le fait que le dosage de l'azote isotopique ( 15N) 
exige le recours a un appareillage codteux : le spectrome- 

tre de masse. Toutefois, l'apparition recente sur le mar- 

the de spectrometres d emission permet d'esperer une dif- 

fusion plus grande de certaines methodes isotopiques. 

Rappelons que, dans le spectrometre a emission, l'azote l 

gazeux est excite par un oscillateur a haute frequence et 

que les longueurs d'onde de la iumiere emise depend de la . 

composition isotopique du gaz. Les spectrometres a emission 

sont moins precis que les spectrometres de masse mais ils 

sont moins coOteux et plus faciles a manipuler. 

Deux types de methodes, utilisant le 15 N comme tra- 
15 ceur, ont et6 developpks : (1) le N traceur provient d'un 

apport d'engrais marque au 15N ; (2j le la5 N traceur est 

constitue par l'abondance naturelle i5 N de la plante. 

2.1.4.1. MCthodes basees sur l'apport d'engrais e---e------ -------_---------------Be- 
marque au 15N ------------- 

2.1.4.1.1. Dilution isotopique (Bremner 1975) ,,,-,,--,--,,---,-----------,-- 

En enrichissant l'azote du sol en 15 N par ajout d'un 

engrais marque au 15 N, on provoque une dilution isotopique 

au sein de la plante etudiee. La determination du rapport 

du contenu en 15 N d'une plante fixatrice A une plante rCf6- 

rence non fixatrice permet l'estimation de l'azote du sol 

et par consequence celle de la fixation de l'azote. Ceci 

du fait que l'enrichissement en 15 N est moindre chez ia 

plante fixatrice d'N2, qui utilise l'azote de l'air, que 

chez la plante non fixatrice. 

On cultive simultanement dans deux parcelles distinc- 

tes des plantes fixatrices (Casuarina nodules) et des plan- 

tes temo$ns (Casuarina non nodules), le sol ayant reou dans 
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les deux cas une meme quantite d'engrais azote 15N . 

Le postulat de base de cette methode est que la plan- 

te temoin et la plante fixatrice d'N2 utilisent dans les 

mdmes proportions l'azote du sol et l'azote de l'engrais 

azote. Si l'on designe par s o le pourcentage de l'azote du 

sol et f. le pourcentage de l'azote derive de l'engrais 

chez la plante non fixatrice de N2 et par sn le pourcentage 

de l'azote derive du sol et f n le pourcentage de l'azote 

derive de l'engrais chez la plante fixatrice de N2, on peut 

ecrire : 

fO fn 
= (1) 

En outre, si l'on designe par y le pourcentage d'azc+ 

te fix6 dans la plante fixatrice d'azote, on peut Ccrire : 

- pour la plante non fixatrice d'N2 : 

S 0 + f. = 100 (2) 

- pour la plante fixatrice d'N2 : 

S n + fn + y = 100 (3) 

On tire des trois equation : 

f n 
Y = (1 - ) x 100 

fO 

Si l'on designe par e. l'exces isotopique dans les 

plantes non fixatrices d'azote et par e n l'exces isotopique 

dans les plantes fixatrices d'azote, on peut ecrire (etant 

donne que les m8mes quantites d'engrais marque de taGon 

identique ont et6 appliquees dans les deux cas) : 

fn e n 
= 

fO 
e 

0 

Si l'on connait la teneur en azote total des plantes 

(N) fixatrices de N 2' la fixation d'azote Y se calcule com- 

me suit : Y = y + N 
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i'inconvenient de la methode reside dans le fait que 

la plante non fixatrice peut croitre beaucoup moins bien 

que la plante fixatrice de N2 et ne pas constituer un bon 

temoin. 

2.1.4.1.2. Valeur "A" (Fried et al 1975-1977) ----------------,,--,-,LI,,,,-,,,,,, 

Cette methode est en fait une variante de la methode 

de dilution isotopique ; elle consiste a appliquer des peti- 

tes doses d'engrais marques au 15 N aux plantes fixatrices 

d'azote et des doses d'engrais marques plus importantes aux 

plantes non-fixatrices d'azote. L'avantage de cette methode 

est lie au fait que les temoins, gr8ce a un apport d'engrais 

plus important, ont des croissances semblables aux plantes 

fixatrices d'azote. 

Nous adopterons, pour le raisonnement qui va suivre, 

les definitions suivantes : 

S 
0 

= pourcentage de l'azote derive du sol chez les plan- 

tes non-fixatrices d'azote ; 

fO 
= pourcentage de l'azote derive de l'engrais chez les 

plantes non-fixatrices d'azote ; 

e 
0 

= exces isotopique dans les'plantes non-fixatrice 

d'azote ; 

efo = exces isotopique de l'engrais marque au 15 
N appli- 

que aux plantes non-fixatrices d'azote ; 

Dans le cas des plantes non-fixatrices d'azote, on 

peut ecrire : 

e 

f. = ( 
0 

efo '> x 100 

S o + f. = 100 

Dans le cas des plantes nodulees, fixatrices d'azote, 

on adoptera les definitions suivantes : 

S n = pourcentage de l'azote-derive du sol chez les 

plantes noduldes fixatrices d'azote ; 

f n = pourcentage de l'azote derive de l'engrais chez 

les plantes nodulees fixatrices d'azote ; 

e n = exces isotopique dans les plantes nodulees 
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fixatrices d'azote ; 

efn = exces isotopique de l'engrais marqu.4 au 15N 

applique aux plantes nodulees fixatrices d'azote ; 

Y = pourcentage de l'azote derive de la fixation 

d'azote chez les plantes nodulees fixatrices d'azote. 

On peut Ccrire les deux bquations suivantes : 

e 
n 

fn = ( > x-100 
efn 

fn + sn + y = 100 

La methode de la valeur "A" est basee sur un postu- 

lat qui suppose que l'absorption de N a partir des diffe- 

rentes sources (N du sol, N de l'air, N de l'engrais) est 

directement proportionnelle a la quantite d'azote disponi- 

ble dans chaque source, cette quantite etant mesuree avec 

la meme unite : la valeur A. 

11 ddcoule de cette hypothese de base que l'on peut 

ecrire l'equation suivante : 

% N d&iv& de l'engrais = % N derive de fixation de N2 _ % N derive sol 

Valeur "A" de l'engrais Valeur "A" de fixation de N2 Valeur "A" sol 

La valeur 'A' de l'engrais est la quantite d'engrais 

apporte. 

Dans le cas des plantes non-fixatrices, on definira 

les valeurs suivantes : 

A 'fert.0' = quantite d'azote applique aux plantes non- 

fixatrices d'azote ; 

A 'sol' = quantite d'azote disponible dans le sol. 

On en deduit : 
100 - f. 

A 'sol' = xA 'fert.0' 

fO 

Dans le cas des plantes nodulkes fixatrices d'azote, 

on definira les valeurs suivantes : 

A 'fert.n' = quantite d'azote applique aux plantes nodules 

fixatrices d'azote ; 
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A 'sol + fix.' = quantite d'azote, venant du sol et de la 

fixation d'N2, exprimee en equivalent en- 

grais. 

On en deduit : 

A 'sol + fix.' = 
100 - fn 

fn 
x A 'fert.n' 

Si A 'fix.' est la quantite d'azote fixee, (expri- 

m&e en equivalent engrais) et en supposant que le A 'sol' 

est le m&me pour les plantes fixatrices et non-fixatrices, 

on peut Bcrire : 

A 'fix.' = A 'sol + fix.' - A 'sol'. 

D'autre part, le postulat de base de la valeur A 

nous permet d'ecrire : 

S 

A ‘s:1’ = 
fn Y 

A 'fert.n' = A 'fix.' 

A'fix.' 
et done : y = A 'fert.n' 

xf n 

Si N est l'azote total contenu dans les plantes fi- 

xatrices d'azote, la quantite d'N 2 fixi! est done de : 

Y =yxN 

2.1.4.2. Methode de l'abondance isotopique 15N ------------------------------------- 
naturelle --------- 

En 1970, Delwiche et Steyn observerent des differes 

ces, dans les abondances isotopiques naturelle en 15N , 

entre plantes fixatrices et non-fixatrices d'azote. 11s 

suggererent la possibilite d'utiliser ces differences 

pour mesurer la fixation symbiotique. 

Depuis lors, cette methode a 6th employee pour me- 

surer la fixation de l'azote chez certaines legumineuses 

(Amarger et al., 1977 et 1979 ; Kohl et al., 1980 ; 

Mariotti et al., 1983): 

La precision requise pour mesurer les faibles varia- 

tions d'abondance naturelle 15 N a rendu necessaire la mise 
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au point de techniques analytiques, faisant appel a une 

mesure relative de ces abondances isotopiques. On est ainsi 

concuit a l'utilisation d'une unite relative d'expression 

de la composition isotopique : l'unitd 8. 

Cette unite, s'ecrit, pour l'azote : 

615N = R echantillon - R air 
R air 

Compte tenu des faibles variations d'abondance iso- 

topique 6 sera petit, ce qui conduit a l'utilisation pra- 

tique d'une expression en parts pour mille : 

d5NY (R R 
Qchantillon 

00 = - 1). 1000 
air 

Comme dans la plupart des reactions biochimiques, 

il y a, dans le processus de fixation de N2, discrimina- 

tion entre les isotopes 14N et l5 N, le plus leger circulant 

plus vite dans les chaines metaboliques : il y a enrichis- 

sement en 14 N. 11 resulte de ces deux phenomenes que le 

$15N de la plante fixatrice, de N2 est plus faible que le 

&15N d'une plante non-fixatrice d'N2. 

On definit : 

6 inoc = composition isotopique de la plante, ino- 

culee par Frankia, fixatrice d'N 
2' 

6 temoin = composition isotopique de la plante non- 

fixatrice d'N,; 

E fix = facteur d'enrichissement isotopique associe 

a la fixation de l'azote. 

D'apres Mariotti (1982);le pourcentage d'azote 

fixe par la plante fixatrice est Cgal a : 

Y 
= -6inoc - B temoin x 1oo 

cfix - 6 temoin 

Si N est la teneur d'azote total de la plante fixa- 

trite, la fixation totale de N2 est : 

Y = y x N 



La valeur efix. varie selon les plantes et doit Qtre 

determinee cas par cas. En ce qui concerne le Casuarina, 

elle est en tours de determination. Pour les resultats rap- 

port&s dans ce travail, nous avons fait les calculs en fai- 

sant l'hypothese d'un E = -1 I&,,, ce qui est une valeur 

moyenne chez les legumineuses (Mariotti ; 1982). 

La methode de l'abondance naturelle en 15 N peut &tze 

d'une grande utilite lors de la recherche de nouvelles plan- 

tes fixatrices d'azote. En particulier, c'est a la suite 

d'une etude g&n&r-ale sur l'abondance naturelle en 15 N des 

plantes de Californie que Heisy et al. (1980) ont et6 con- 

duits a s'interesser h Chamaebatia foliosa et ont demontre 

que cette plante, de la famille des Rasacees, est nodulee 

par Frankia. 

2.2. Experience no1 (article 8) -------------------------- 

2.2.1. Dispositif experimental ------------------^---- 

Cette experience a et6 men&e en 1982-83 dans 12 mi- 

croparcelles etanches (1 m2 de surface x 1 m de profondeur) 

contenant 1 m 3 de sol de Be1 Air (C = 0,3 % ; N = 0,025 % ; 

pH = 7) prealablement homogeneise et sterilise au bromure 

de methyle. 

Apres germination des graines sur sol de Be1 Air 

sterile, les plantules de Casuarina equisetifolia &g&es de 

1 mois ont 6th transplant&es dans des sacs de polyethylene 

contenant un melange de vermiculite et de sol sterile (1:5). 

Avant transfert dans les sacs, une partie des plantules ont 

et& inoculees par Frankia en trempant leurs racines dans 

une suspension de la souche ORS021001 (syn. Cjl-82). Les 

plants de C. equisetifolia ont et6 ensuite cultives 3,5 mois 

dans ces sacs de polyethylene. 

A l'dge de 4,5 mois, les Casuarina ont et6 trans- 

plantes dans les microparcelles a raison de 4 par m2. A ce 

stade de leur croissance, les plants inocules mesuraient en 

moyenne 30 cm centre 25 cm pour les plants non inocules. 



65 

Le contenu en azote des plants etait en moyenne de 30 mg N 
-1 plant . 

Nous avons effectue les 3 traitements suivants : 

(1) Arbres non inocules ayant recu un apport de 2 g 15N mw2: 

Lors de la transplantation, l'engrais azote a 6th applique 

a raison de 2 g N.m -2 (0,5 g N arbre-') en utilisant une 

solution de ( 15NH4j2 SO4 ayant un exces isotopique de 10,0-5X. 

(2) Arbres non inocules ayant regu un apport de 10 g 15N<s 

Lors de la transplantation, l'engrais azote a 6th applique 

a raison de 10 g N m -2 (2,5 g N arbre-') en utilisant une 

solution de ( 15NH4)2 SO 4 ayant un exces isotopique de 1,90X. 

(3) Arbres inocules par Frankia (souche ORS021001) ayant 

reCu un apport de 2 g 15N.ma2 : Lors de la transplantation, 

l'engrais azote a 6th applique a la m&me concentration que 

dans le traitement (1). 

Lors de la transplantation, chaque microparcelle a 

resu 17 g m -2 de K2HP04 . Tout au long de l'experience, les 

plants ont CtC quotidiennement arroses. A partir du huitie- 

me mois, nous avons apporte des oligo-elements, sous forme 

de solution Hewitt sans azote, ajoutee tous les 15 jours 

aux microparcelles (1 lmT2). 

Les Casuarina ont CtC coupes a l'age de 11 mois, 

soit apres 6,5 mois de croissance en microparcelles (Figure 

14). Les plants temoins contamines (c'est-a-dire nodules) 

ont et6 elimines. De ce fait, les calculs ont Cte effectues 

sur 13 arbres pour le traitement (l), 13 arbres pour le 

traitement (2) et 16 arbres pour le traitement (3). 

Chaque arbre a 6th divise en 3 fractions : Cladodes 

(rameaux photosynthetiques), Petits bois (diametre(4 mm) 

et Gros bois (diametre)4 mm). Apres sechage a 60-7O"C, la 

totalite de chaque fraction a 6th reduite en poudre (1OOpm). 

Chaque poudre a et& analysee en ce qui concerne l'azote to- 

tal par la methode de Kjeldhal (MC Kenzie et Wallace 1954) 

et l'exces isotopique 15 N. Les analyses concernant la 15N 

ont etk effectuees par 1'AIEA de Vienne (Autriche). 
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2.2.2. Resultats a-------- 

Le tableau 22 rapporte l'effet de l'inoculation par 

Frankia de Casuarina equisetifolia. Les augmentations dQes 

A l'inoculation par Frankia sont 27 % pour la hauteur des 

arbres, 78 % pour le poids set et de 170 % pour l'azote to- 

tal. 

2.2.2.1. Estimation de la fixation d'azote --------------------------------- 

2.2.2.1.1. Estimation par la methode "par diffe- ------------------------------------- 
rence" --m--- 

Nous avons estime la fixation d'azote en comparant 

le traitement (3) (inocule par Frankia) au traitement (1) 

qui a resu le mCme apport d'engrais azote (0,5 g N. arbre -1 ) 

(tableau 22). Si on designe : n = azote total par arbre ino- 

cule au moment de la transplantation dans les microparcelles 

(n = 0,03 g N arbre -1 ) ; Nl = azote total moyen par arbre 

dans le traitement (1) (Nl = 1,77 g N.arbre -1 ) ; x = azote 

total de chaque arbre du traitement (3) ; D = N2 fix& par 

arbre du traitement(3). 

On peut Ccrire : 

D = x -Nl - n 

D = x - 1,77 - 0,03 

La moyenne de 16 repetitions D du traitement (1) est 

de 3,092 1,86 g N2 fixe par arbre en 6,5 mois. Ceci repre- 

sente 492 14,8 % de l'azote de chaque arbre. 

2.2.2.1.2. Estimation par la methode de -_--------e---_----e-------- 
"l'equivalent engrais" ---------------e----w- 

Si Nl et N2 sont les quantites moyennes en azote 

des arbres des traitements (1) et (2) (tableau 22), on peut 

estimer que l'augmentation dOe A une application plus impor- 

tante d'engrais (2,5 g N - 0,5 g N = 2 g N.arbre -1 ) est ' 

&gale B : 

N2 - N1 - n = 2,71 - 1,77 - 0,03 = 0,91 g N. 



Tableau 22. Influence de l'inoculation par Frankia (souche ORS021001) 
sur la.croissance de. Casuarina equisetifolia $gGs de 11: _ 

moss (expgrience n'l) 

Traitements(l) Hauteur Poids set N (%I N total Poids set de nodule 

(cm arbre-l) (g 
-1 arbre ) (g N arbre-') (g. -1 arbre ) 

1 170 (100) a 295 (100) a 0,60 (100) a I,77 (100) a 0 

2 

3 

192 (112) ab 409 (138) ab 0,65 (108) a 2,71 (153) ab 0 

216 (127) b 525- (178) b 0,86 (143) b 4,78 (270) b 17,4 

(1) traitements: (1) arbres non inoculds ayant re9us un apport d'azote de 0,s g N arbre -1 ; 

(2) arbres non-inocul&s ayant re9u un apport d'azote de 2,s g N arbre -1 
; (3) arbres inocu- 

16s par Frankia ORS021001, ayant re9u un apport d'azote de 0,s g N arbre -1 . 

. Entre parenthsses: augmentation par rapport au traitement(1) consid6rd comme base 100. 

. Les valeurs suivies de la mgme lettre ne sont pas significativement differentes(P = 0,05, 

test de Duncan). 
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Tableau 23. Evaluation de l’azote d6rivQ de l’engrais marqu6 au 
15 

N chea les arbres non-inocul8s ayant refu un apport 

d’aaote de 0,s g N arbre -'(traitement (l), expd- 

rience no 1). 

Arbre N” Poids set N total N derive de N d6riv6 de Taux d’uti- 

(g arbre-‘) N (X) (g arbre-‘) 1’ engrais (f) l’engrais (f) lisation 

x (g arbre 
-1 

) de l’en- 

1 162.4 0.66 1.08 8.75 0.094 

2 220.8 0.55 . ‘1.21 14.32 0.173 

3 417.9 0.63 2.65 4.85 0.128 

4 82.2 0.64 0.53 17.69 0.094 

5 243.0 0.58 1.42 9.84 0.140 

6 424.8 0.65 2.77 5.88 0.163 

7 301.4 0.65 1.97 5.46 0.107 

grais % 

18.8 

34.6 

25.6 

lg.8 

28 

32.6 

21.4 

8 248.6 0.58 1.45 9.03 0.131 26.2 

9 465.7 0.60 2.78 5.13 0.142 28.4 

10 329.1 0.49 1.61 9.29 0.149 29.8 

11 382.8 0.61 2.35 6.94 0.163 32.6 

12 331.3 0.60 1.98 8.59 0.170 34 

13 224.5 0.54 1.21 8.99 0.109 21.8 

Moyenne 295 0.60 1.77 8.83 0.135 27.12 

270 20.03 +o .45 k2.32 kO.017 +3.52 

(It) : iatervalle de conf iance. 

. 



Tableau 24. Evaluation de I’azote dilrivb de l’engrais marquiLl au 15 
N et calcul 

de la valeur A ‘sol’ chez les arbres non-inoculils ayant re9u un 

apport d’azote de 2,5 g N arbre -‘(t raitement (2)) experience no 1) 

Arbre No Poids set 

(g arbre 
-1 

) N (Xl 

1 346.2 0.70 

2 619.3 0.76 

3 498.2 0.60 

4 172.3 0.56 

5 753.2 0.62 

6 457.7 0.56 

7 322.8 0.67 

8 237.8 0.61 

9 521.9 0.71 

10 328.5 0.58 

11 504.9 0.74 

12 303 0.64 

13 254.5 0.75 

N total N d6riviS de N diZrivil de Taux d’utili- A ‘sol’ 

(g arbre-l) 1’ engrais (f) l’engrais (f) sation de (g arbre 
-1 

) 
x (g- -1 

arbre ) l’engrais (%) 

2.41 23.92 0.576 23.05 7.95 

4.73 21.45 1.014 40.58 9.15 

2.97 24.48 0.727 29.00 7.71 

0.98 31.30 0.306 12.26. 5.49 

4.70 20.67 0.971 38.86 9.59 

2.55 14.50 0.370 14.79 14.74 

2.18 33.23 0.724 28.97 5.02 

1.46 27.63 0.403 16.13 6.55 

3.72 23.10 0.859 34.37 8.32 

1.92 35.33 0.678 27.13 4.57 

3.75 29.92 1.122 44.88 5.85 

1.94 29.73 0.576 23.07 5.91 

1.92 24.08 0.462 18.49 7.88 

Moyenne 409 0.65 2.71 26.10 0.676 27.04 7.59 

+-lo5 kO.04 kO.75 k3.63 20.163 + 6.54 t1.68 

(k) : Intervalle de confianceC 
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, 

L'augmentation diie a l'inoculation par Frankia est 

de : 4,78 - 1,77 - 0,03 = 2,98 g N. 

On peut done estimer que l'inoculation par Frankia 

correspond a l'application de 2 x 2,98 = 6,515 g N d'engrais 
0,91 

en 6,5 mois. 

2.2.2.1.3. Estimation par la methode de dilution T-----T-'--is,-'--------------------- 
isotopique --------------. 

Nous avons calcule la moyenne des pourcentages de 

l'azote total derive de l'engrais azote (fo) dans le cas 

du traitement (1) : 
fO 

= 8,83 % (tableau 23) 

Pour chaque arbre du traitement (3), nous avons 

calcule le pourcentage d'azote provenant de la fixation . 

d'N2 (~1, en utilisant les valeurs individuelles de pour- 

centage de l'azote total derive de l'engrais azote (f,) des 

plants de Casuarina nodules (tableau 25)': 

Y = (1 - 8f;3 ) x 100 
, 

Pour chaque arbre nodule (traitement (3)), l'azote, 

total fixe (g arbre -1 ) a et& calcule de la faGon suivante : 

Y = y x N (ou N est l'azote total de chaque arbre). 

Par cette periode on peut estimer que 552 11 % de 

l'azote des arbres nodules par Frankia, provient de la fi- 

xation d'azote. Ceci represente 3,272 1,6 g N2 fixe par 

arbre en 6,5 mois. 

2.2.2.1.4. Estimation par la methode de la --_---------------------------- 
"valeur A" --_------- 

Nous avons calcule la valeur A 'sol' a partir des 

resultats obtenus dans le traitement (2). Nous considerons 

cette valeur A 'sol' (7,59) comme une constante dans notre 

experience (tableau 24). 

Pour chaque arbre du traitement (3) (inocule par 

Frankia), nous avons calcule les valeurs A 'sol'+ fix.' puis 

les valeurs A 'fix.' par diffhrence (Tableau 25) : 

A 'fix.' = A 'sol + fix.' - 7,59. 



Tableau 25. Calcul de la valeur A’fix.’ et estimation de la fixation 

d'azote chez les arbres inoculds par Frankia ORS021001 

et ayant re$u un apport d'asote de 0.5 g N arbre 
-1 

(traitement 3, expifrience n'l) 

Arbre Poids set Nodule.6 N X N total f (Xl f 

no (lx arbre -3 (I3 
-1 

arbre ) 
-1 

) (g.arbre 
(g arbre -3 

T (X) A’sol+fix,’ A'fix.' -1 N2 fix4 N2 fixiS 
(g arbre ) (g arbre ) ( ) T ( g arbre -1) 

. 

1 806,2 20.2 o,8o 6.47 39 0,249 49,a 12.48 4,89 37,65 2,43 

2 424.9 12,l . 0,65 2,77 4.78 0,132 26,4 9,96 2,37 22,65 0.63 

3 190,o 490 0,61 1,165 lo,98 0,128 25,6 4,05 0 0 0 

4 532,0 20,6 0,aa 4,70 4,oi 0,188 37,6 ll,97 4,38 35,13 1.65 

5 392,4 26 ,O 0.83 3,26 3,56 0,116 23,2 13,54 5,95 42,36 i ,38 

6 872,6 25,s 0,97 a.47 1,93 0,163 32.6 25.40 l7;ai 68.74 5 ,a2 

7 749,9 24,0 0,89 6,69 2,20 0,147 29.4 22.23 14,64 64,41 4,31 

a 420.8 27,s 0,98 4,15 3,58 0,148 29,6 13.46 5,87 42,00 I,74 

9 765,l 6,O 0,92 7,02 3,90 0,273 54,6 12,32 4,73 36,89 2,59 

10 340,l 6.3 0,60 2,03 6,31 0,128 25,6 7,44 0 0 0 

11 313,l ‘5,O 1,04 3,26 2.45 0,080 16,O 19,91 12.32 60,37 1.97 

12 175,2 a,2 o,63 1,lO 3,20 0,035 7,0 15,12 7,53 48,19 0,53 

13 l280,7 69,s l,la 15,io I.85 0,279 55.8 26.52 18.93 70,04 10,57 

14 337,a a,2 0.94 3,la 4,97 0,158 31 ,6 9,56 1,97 l9,sa 0,62 

15 443,4 a.0 0,87 3,85 4,50 0,173 34,6 lo,61 3,02 27, la I,05 

16 350,2 6,8 o,96 3.36 3,lO 0,104 20.8 IS,63 a,04 49,as I,67 

noyen- 17,43 0,86 4,78 4,07 0,156 31,26 14,36 7,02 39,06 2,31 
ne 

2162 * 8,96 +0,09 *1,9 +1,2 +0,036 57.29 *3,42 +3,26 +I1 ,a9 +1,47 

(+): Iatervalle de confiance; f - N ddriv6 de l'engrais; T = Taux d'utilisation de l'engrais 
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Nous avons Bgalement calcule pour chaque arbre du 

traitement (3) le pourcentage de l'azote total provenant de 

la fixation d'azote (tableau 25) : 

A 'fix.' x f n 
Y = 

095 

Enfin, l'azote total provenant de la fixation d'azo- 

te (g. arbre -1 ) a 6th calcule par l'equation suivante : 

Y = y x N (oti N est l'azote total de chaque arbre). 

Par cette methode on peut estimer que 39+ 11,89 % 

de l'azote des arbres, nodules par Frankia, provient de la 

fixation de l'azote. Ceci represente 2,312 1,47 g N2 fixC 

par arbre en 6,5 mois. 

2.2.2.2. Variabilite du potentiel fixateur d'azote ----------------------------------------- 
des arbres nodules par Frankia (traitement 3). __-_-------____-_---------------------------- 

La fixation d'azote estimee des 16 arbres du traite- 

ment (3) varie de 0 a lo,57 g.N arbre -' (tableau 25). Cette 

grande variabilite ne peut pas i?tre attribuee ni B l'endo- 

phyte de Casuarina, ni $ l'heterogeneite du sol, car les 

arbres ont ete inocules par une souche pure de Frankia 

(ORS021001) tandis que le sol a ete homogeneise avant d'Ctre 

introduit dans les microparcelles experimentales. 

11 nous semble plus probable que la variabilite, 

rencontree au niveau de l'azote fix4 par les arbres nodulgs, 

soit 1iCe au stade de developpement de chaque arbre. En ef- 

fet, si nous groupons les arbres du traitement (3) en 5 

classes, bashes sur leur contenu en azote total (classes 

l-2,5 g N ; 2,5-5 g N ; 5-7,5 g N ; 7,5-10 g N ; lo-15 g N), 

on constate que ce sont les arbres les plus petits qui ont 

le pourcentage d'azote provenant de la fixation d'N2 (y) le 

plus faible (Fig. 15). Le pourcentage d'azote provenant de 

la fixation d'N2 (y) est de 16% dans la classe "l-2,5 g N" 

et augmente jusqu'a 70 % chez les arbres les plus develop1 

p&s.. Quant a l'azote provenant du sol et de l'engrais, leurs 

pourcentages respectifs suivent le chemin inverse (Fig. 15). 

Des resultats similaires ont et& observes, chez le soja et 



* N engrais 
.* 0 

I 

AZOTE TOTAL PAR ARBRE 

FIGURE 15. Provenance de l'azote chez Casuarina equisetifolia, nodule par Frankia 

(ORS021001), en fonction de l'azote total de l'arbre. 
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la feve, par Zapata et al., (communication personnelle). 

11 est interessant de noter que la courbe, represew 

tant le pourcentage d'azote fixit (y) en fonction de l'azote 

total de l'arbre (N), est de type exponentielle avec une 

asymptote qui, manifestement, se trouve autour de y = 70 % 

(Fig. 15). Ceci suggere que, tout au moins pour un type de 

sol et uns espece vegetale fixatrice d'N2 donnes, nous pour- 

rions modeliser le systeme en utilisant des arbres marques 
15 au N representant un grand nombre de tailles distinctes 

afin d'obtenir une courbe de reference (y) fonction de (N). 

Une fois cette courbe etalon Ctablie, il suffirait de doser 

l'azote total d'un arbre pour avoir une estimation de sa 

fixation d'azote. 

2.3. Experience no 2 -----e-w------- 

2.3.1. Dispositif experimental ----------------------- 

Cette experience a etC effectuee dans les cylindres 

de plastique saris fonds (30 cm de diametre et 1 m de lon- 

gueur) enfonces dans le sol et remplis de sol de Be1 Air 

prealablement homogeneise et sterilise au bromure deme'thyle. 

Des plants de Casuarina equisetifolia, inocules par 

Frankia (souche ORS021001) ou non inocules, ont Cte cultiv& 

pendant 3 mois en tubes de Gibson (1963). Les plants inocu- 

16s ont 6th cultives sur milieu Hoagland saris azote .' 
. . 

(Hoagland et Arnon, 1950) tandis que les plants non-inocu- 

les ont Cte cultives sur milieu Hoagland supplemente en 

azote. 

Lors de la transplantation dans les cylindres, cha- 

que arbre a resu 4,25 g de K2HP04. Tout au long de l'expe- 

rience, les casuarinas ont ete quotidiennement arroses. 

Tous les 15 jours, des oligo-elements ont 4th apportes sous 

forme de solution Hewitt saris azote a raison de 0,25 1 
-1 arbre . 11 n'y a pas eu d'apport d'engrais azote. 

Apres 6,5 mois de croissance, les arbres ont et& 

coupes et reduits en poudre par fractions comme decrit pour 

l'experience n“1. Chaque poudre a ktC analysee en ce qui 



Tableau 26. Estimation de la fixation d'azote chez Casuarina 

equisetifolia ^ag6s de 9,s mois et inocul6.9 par Frankia 

(souche ORS021001),par la mesure de l'abondance 

isotopique 15 
N naturelle (experience n'2) 

Traitements Echan- ('I N total ZN total 6 apondir6 N fix& N fix6 

tillons g (g.arbre-'11: g t (g.arbre-') 

Inoculation 

par Frankia 

. Arbre 1 C 

PB 

GB 

Nod 

. Arbre 2 C I,56 

PB 0,25 

GB 0.24 

Nod 0,os 

. Arbre 3 C 1,50 

PB 0,27 

GB 0.27 

Nod 0,lO 

Tgmoins non 

inoculle 

. Arbre 4 c 0,79 7.6 
PB 0,18 I,14 10.2 

GB 0.17 891 

. Arbre 5 C 1.22 691 
PB 0,23 1,61 a.9 

GB 0,16 11,l 

I,81 

0,22 

0,19 

0,056 

3,s 

2.27 590 

599 

5,g 

4,l 

2.10 498 

7,6 

191 

398 

2,14 5,l 

4.8 

0.8 

4,15 39,s 

4,51 35,6 

3,95 42.1 

a.9 

790 

0,90 

0,75 

0.90 

(1) c - Cladodes; PB - Petit bois; GB - Gros bois; Nod = Nodules 
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concerne l'azote total (methode de Kjeldhal) et l'abondance 

isotopique naturelle de 15 N. Les analyses 15 N ont Qte effec- 

tuees par le Dr Mariotti de 1'Universite de Paris VI. 

2.3.2. Estimation de la fixation de l'azote ------------------------------------ 

Le tableau 26 rapporte les resultats concernant 

trois casuarinas inocules par Frankia (moyenne de nodula- 

tion : 3,85 g de poids set de nodule arbre -I) et deux casu+ 

rinas temoins non nodules. 

2:3.2.1. Estimation par la methode par difference ---------------------~~~~~----~~----~-~- 

La moyenne de l'azote total par arbre non-inocule 

etant de 1,37 g N, la quantite d'azote fixe par arbre nodu- 

le est estimk a 0,812 0,32 g N fix& ce qui represente 

37,3+ 14,8 % de l'azote total de ces arbres. 

2.3.2.2. Estimation par la methode de l'abondance natU~eI;e-en-TSN------------------------ 

---------------- 

En prenant le B moyen des temoins (7,55) et en fai- 

sant l'hypothese que e fix = -1, nous pouvons calculer le 

pourcentage d'azote fixd dans chaque arbre nodule : 

6 inoc - 7,55 
N fixe % = 

- 8,55 

Le pourcentage d'azote fixe est de 39,22 6,45 % ce 

qui represente 0,85f 0,14 g N fixe arbre-' en 6,5 mois. 

2.4. Experience no3 -------a------ 

L'experience no 3 a et& menee en 1983-84 dans le 

but de diminuer au maximum la variabilite observee, au ni- 

veau du potentiel fixateur d'azote des casuarinas, dans 

l'experience n'l. Pour ce faire, nous sommes intervenus sur 

les parametres suivants :' 

- l'arbre : l'experience a 6th menee a partir de 

boutures d'un m&me arbre. Ceci revient a utiliser un clone. 

- la nodulation : afin d'avoir une nodulation homo- 

gene, nous avons procedk a une inoculation massive, des 
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plants de Casuarina, par la souche de Frankia ORS021001. 

- le dispositif experimental : afin de supprimer. 

les problemes lies & la competition entre les differents 

arbres, nous avons plant& les Casuarina dans des cylindres 

sgpares. 

- le sol : nous avons utilise le sol de Camberene 

qui est un sol dunaire tres pauvre (C = 0,012 % ; N =O,OOl% 

pH = 5). Ce sol, ne contenant pas de Frankia, n'a pas 6th 

sterilise. 

2.4.1. Dispositif experimental ----------------------- 

2X1.1. Obtention des plants boutures decasuarina --------------------__^_________________- 

Les explants preleves sur un m&me arbre ont et& 

trait&s au Rootone (melange de phytohormones) et repiques 

en sacs de 1 kg de sol de Be1 Air sterile. Au bout de 15 

jours, 90 % des boutures avaient forme des racines. 

Une partie de ces boutures ont 6th inoculees massi- 

vement par Frankia (souche ORS021001) une fois par semaine 

& 3 reprises. 

2.4.1.2. Les diffdrents traitements -------------------------- 

Les Casuarina Ages de 3,5 mois (22 mg N arbre-' en 

moyenne) ont et& plant4 individuellement dans des cylindres 

de plastique (1 m de profondeur et 30 cm de diametre) sans 

fond et remplis de sol de Camberene non-sterile. Chaque 

cylindre a reGu en debut d'experience un apport de 4,25 g 

de K2HP04. 

Nous avons effectue 7 traitements et 6 repetitions 

par traitement : 

- traitement 1 : casuarinas inocules par Frankia 

ORS021001 sans apport d'azote. 

- traitement 2 : casuarinas inocules par Frankia 

ORS021001 avec un apport de 0,5 g N arbre -1 . 

- traitement 3 : casuarinas non inocules sans ap- 

port d'azote. 

- traitements 4, 5, 6 et 7 : casuarinas noninocules 
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1 ; 1,5 avec apports d'azote respectivement de 0,5 ; 

3 g N arbre -1 . 

; et 

Les arbres ont et& arrosks quotidiennement tout au 

long de l'experience et des apports d'oligo-elements ont 

et& effectues tous les 15 jours (0,25 1 de solution Hewitt 

sans N par arbre). 

Les arbres ont et& coupes, a 1'Age de 9 mois, apres 

5,5 mois de croissance dans les cylindre (Figure 16). Les 

arbres ont CtC s&pares en differentes fractions (Cladodes, 

Petit bois, Gros bois, Racines, nodules) et reduits en pou- 

dre de 100 pm. La teneur en azote de chaque poudre a 6th 

determinCe par la mbthode de Kjedhal. 

2.4.2. Resultats --------- 

Le tableau 27 rapporte l'effet de l'inoculation par 

Frankia (ORS021001) sur la croissance de Casuarina equise- 

tifolia. Si l'on compare les traitements (1) et (3), on 

constate que l'effet de l'inoculation par Frankia se tra- 

duit par une augmentation en hauteur de 96 %, en diametre 

de 73 %, en poids set total de 484 %, en pourcentage d'azo- 

te de 43 % et en azote total de 737 %. 

En comparant les traitements (2) et (4), on trouve 

une augmentation en hauteur de 89 %, en diametre de 67 %, 

en poids set de 378 %, en pourcentage d'azote de 57 % et en 

azote total de 655 %. 

11 est done clair que l'inoculation par Frankia se 

traduit par une augmentation spectaculaire de la croissance 

des casuarinas. 

Par centre, l'effet des differentes doses d'engrais 

azote est nul. Ceci s'explique par le fait que les cylindres 

n'etant pas pourvus de fond, les arrosages quotidiens ont 

lessive totalement l'engrais. Ce lessivage a kti! encore 

aggrave par les pluies qui ont eu lieu pendant le deroule- 

ment de l'experience. Ce resultat conduit a penser que dans 

les conditions de cette esperience, qui sont tres proches 

des conditions existantes dans une plantation de Casuarina, 



FIGURE 16. Dispositif expkrimental de l'expbience n-3. Casuarina equisetifolia ages 

de 9 mois. A droite : inocul6s par Frankia ORS021001; B gauche : tCmoins non-inocules. 



i 

. 

Tableau 27: Influence de l'inoculation par Franlcia (souche ORS021001) sur 

la croissance de Casuarina equisetifolia ggds de 9 mois 

(experience n'3) 

Traitements Bauteur DiamBtre N (Z) Poids set N total Nodules ARA0 

(cm arbre-*) (mm arbre-') (g arbre-l) (g arbre-*) (g 
-1 

arbre ) 

(1): Franlcia 182 a 

527 

19 a 

+3 

(2):Frankia+O,SgN 170 a 20 a 

+40 +0,6 

(3):O g N 93 b 

+19 

11 b 

22 

(4): 0,s g N 90 b 

kl2 

12 b 

*1,7 

(5): 1 g N 85 b 

*13 

12 b 

+3 

(6) : 1,s g N 85 b 10 b 

+-I6 +-3 

(7): 3 g N 94 b 

223 

11 b 

+3 

1,37 a 

kO,l3 

1,38 a 

+0,19 

0,96 b 

+0,2 

0,88 b 114 b 

+0,08 k26 

0,95 b 

+0,19 

0,80 b 

+0,17 

0,82 b 

+0,17 

578 a 

282 

547 a 

+61 

99 b 

230 

99 b 

*63 

100 b 

+-so 

109 b 

+48 

7,95 a 

-+1,30 

7,55 a 

20,90 

o,95 b 

fO,SO 

1,OO b 

*0,23 

0,94 b 

?0,52 

0,80 b 

+0,32 

0,89 b 

+0,41 

27 a 276 a 

k5 236 

26 a 253 a 

+13 k68 

0 

0 

0 

0 

0 

Les valeurs suivies de la mhme lettre ne sont pas significativement diffdrentes (P = 0,05; test de 

Duncan). (2) : intervalle de confiance. 

(1) ActivitiS reductrice d'aciStyl&ne: exprimde en nmoles C H q n -1 -1 
24 g (de poids set de nodules). 



Tableau 28. Influence de l’inoculation par Frankia (souche 

ORS021001) sur le poids set de Caauarina equise- 

tifolia BgSs de 9 moie (expgrience n03) 

Traitemente Cladodee 

(I) :Frankia 

(2) :Frankia+O,SgN 

(3): 0 g N 

(4): 0.5 g N 

(5) : 1 gN 

(6) : 1,s 8 N 

(7): 3 g N 

284 a 

r33 

264 a 

235 

48 b 19 b 11 b 21 b 

+31 +14 r6 +9 

66 b 15 b 12 b 21 b 

215 *2 +7 -+6 

57 b 15 b 9 b 13 b 

237 +10 r6 t10 

55 b 13 b 11 b 21 b 

*28 +6 +6 t11 

61 b 16 b 9 b 23 b 

t28 210 t6 29 

Petit boie ‘Groci bois Racinee 

(diam.<4mm) (diam.>4mm) 

99 a 82 a 86 a 

+28 *22 t12 

94 a 78 a 85 a 

?20 +I6 +_9 

Nodules Total 

27 a 578 a 

*5 ?82 

26 a 547 a 

r13 +_61 

99 b 

*30 

114 b 

+26 

99 b 

+-63 

100 b 

*so 

109 b 

+4a 

Lee valeurs euivies de la mOma lettre ae sont pas significativement diffg- 

rentes (P = 0,05, test de Duncan). 

(2) : intervalle de confiance. 



73 

il n'est pas possible d'evaluer la fixation de l'azote par 

la methode de "l'equivalent engrais". 

L'utilisation conjuguee d'un clone de Casuarina et 

d'une inoculation massive par Frankia (souche ORSOZlOOl) a 

conduit a une grande homogeneite des resultats concernant 

les differentes fractions des arbres nodules ; ceci tant au 

niveau des poids sets (tableau 28), des pourcentages d'azo- 

tes (tableau 29), qu'd celui de l'azote total des arbres 

(tableau 30). 

En ce qui concerne le rapport entre les differentes 

fractions de la plante, on peut observer que le systeme ra- 

cinaire represente a peu pres 20 % du poids set total de la 

plante que celle-ci soit nodulee ou non. Chez les casuari- 

nas nodules, les nodules representent pres de 5 % du poids 

total de la plante et 23 % du poids du systeme racinaire 

(tableau 31). Ces m@mes nodules representent 6 % de l'azote 

total de la plante et 45 % de l'azote total du systeme ra- 

cinaire (tableau 32). 

2.4.2.1. Estimation de la fixation de l'azote par ---------------------------------------- 
Casuarina equisetifolia ------------e-------w-- 

2.4.2.1.1. Estimation par la methode "par diffe- ------------------------------------- 
rence" -w-w-- 

En comparant les traitements (1) et (3) et les trai- 

tements (2) et (4) entre eux (tableau 27) on peut estimer 

la fixation de l'azote par Casuarina respectivement a 

7+ 1,3 g N fixe arbre -1 et 6,552 0,91 g N en 5,5 mois. Ceci 

represente 88 % de l'azote total des casuarinas nodules. 

2.4.2.1.2. Estimation par la methode de reduction -------------------------------------- 
de l'acetylene ------e----m-_ 

Si l'on fait les trois hypotheses suivantes : (1) 

le rapport C2H4/N2 = 3, (2) la fixation d'N2, etant fonction 

de la photosynthese, n'est efficace que 12 heures par jour, 

(3) la cinetique de la fixation de l'azote est lineaire 

(ceci revient a dire que la vitesse moyenne de la fixation 



Tableau 29. Influence de l’inoculation par Prsnkia (souche 

ORS21001) sur la teneur en azote (N%) de Casuarina 

equisetifolia ages de 9 mois (experience ~‘3) 

Azote (X) 

Cladodes 

(1) :Frankia 2,OS a 

*0,15 

Petit bois 

Jdiam. <4mm 

0.69 a 

fO.05 

(2) :Frankia+O ,5gN 2,lO a 0,67 a 

x0,24 *0,04 

(3): 0 g N 1,39 b 

*0,26 

0,55 a 

20.07 

(4): 0,s g N 1,26 b 

to,10 

0,57 a 

-+0,05 

(5): 1 g N 1,41 b 

+0,23 

0,55 a 

fO,O9 

(6): 1,s g N 1,20 b 

fO,20 

0,54 a 

to,04 

(7): 3 g N 1,17 b 

to,21 

0,55 a 
to,08 

Grois bois Racines 

(diem. >4mm) 

0,50 a 0.63 a 

*0,03 *0,04 

0,51 a 0,66 a 

t0.03 fO,O3 

0.41 a 0,53 a 

*0,06 &0,04 

0,34 a 0,46 a 

to,05 f0,03 

0,39 a 0,49 a 

50.03 *0,06 

0,37 a 0,50 a 

*0,04 fO.08 

0,39 a 0,54 a 

iO,O6 to.06 

Nodules To ta1 

1,71 a 

f0,17 

1,86 a 

*0,28 

0 

1,37a 

to,13 

1,38a 

*0,19 

0,96b 

+0,21 

0 

0 

0 

0 

0,88b 

*0,08 

0,95b 

kO.18 

0,8Ob 

20.17 

0,82b 

*0,18 

Les valeurs suivies de la m&me lettre ne sont pas significativement diffl- 

rentes. (P - 0,05, test de Duncan). 

(k) : intervalle de confiance. 
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Tableau 30. Influence de l'inoculation par Frankia (souche 

ORS021001) sur la teneur en azote (N g arbre -1 ) 

de Casuarina equisetifolia 3g6s de 9 mois 

(eXD6rience n's) 

Traitements 

Azote total (g -1 
arbre > 

Cladodas Petit bois Gros bois Racines Nodules Total 

(diam.<4mm) (diam.>4mm) 

(I):Frankia 3,9 a 0.68 a 

il to,20 

(2):Frankia+O,SgN 5,5 'a a 0,62 a 

*0,7 fO,lO 

(3): 0 g N 0.70 b 0,ll b 

kO.43 *0,10 

(4): 0,5 g N 0.82 b 0,08 b 

*0,19 -+O,OI 

(5): 1 g N 0,78 b 0,08 b 

+0,49 *0,05 

(6): 1,5 g N 0.63 b 0,07 b 

f0,28 to,03 

(7): 3 8 N. 0,72 b 0,08 b 

+0,37 +0,05 

0.41 a 

f0.10 

0,39 a 

-+O,lO 

0,05 b 

f0,33 

0,04 b 

*0,02 

0,03 b 

+0,02 

0.04 b 

+0,02 

0,03 b 

to,01 

0,54 a 

to,10 

0,56 a 

ltO,lO 

0,ll b 

+0,05 

0,lO b 

f0,03 

0,09 b 

to.05 

0.10 b 

+0,05 

0,12 b 

to.04 

0,46 a 7,95 a 

*0,10 *1,30 

0,45 a 

+0,20 

7,55 a 

*0,90 

0 0,95 b 

to,50 

0 

0 

0 

0 

1,00 b 

*0,23 

0,94 b 

+0,52 

0.80 b 

20,X 

0,89 b 

+0,41 

Las valeurs suivies de la mama lettre ne sont pas significativement diff6- 

rentes (P - 0,05, test de Duncan) . (-+): intervelle de confiance. 
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Tableau 31. Effet de l'iaoculation par Franlcia (souche 

ORS021001) sur le rapport (X) en poids set des 

diffgrentes parties de Casuarina equisetifolia 

tggs de 9 q ois (expbrience n'3). 

Traitements 

(1): Frankia 

Rapport entre les.diffgrentes parties de la 

plante (X)(l) 

( R C+PB+GB I( &$ ($i$$) (RT:t:;d) (R !‘Ndod ) 

18,s 14,9 4,7 19,s 23,9 

(2): praakia+0,5gN 19,s 15,s 4,8 20,3 23,4 

Tbmoins(') 25 20 

(1) c = Cladodes; PB - Petit bois; GB = Gros bois; R - Racines; Nod - 

Nodules. 

(2) Moyenne des tgmoins ayant resu un apport d'azote de (en g arbre-I): 

0; 0.5; 1; I,5 et 3. 



Tableau 32. Effet de l’inoculation par Frankia (souche 

ORS021001) sur le rapport (X) en azote des dif- 

fgrenties parties de Casuarina equisetifolia 

jlggs de 9 mois (expgrience n”3). 

Rapport entre les diffgrentes parties de la 

plante (%) (l) 

Traitements 
( R C+PB+GB ) (‘&& ($$&I (Rto+ti;d) (R +*;td ) 

(1) : Praalcia 7,7 6,8 598 

(2) : Frankia+O,SgN 8,6 7,4 6,O 13,4 44,5 

Tdmoins (2) 12,3 II,5 - 

(1) c - Cladodes; PB * Petit bois; GB = Gros bois; R - Racines; 

Nod * Nodules. 

(2) Moyenne des t6moins ayant re9u un apport d’azote de (en g arbre-I): 

0; 0,s; 1; 1,s; 3. 
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de l'azote est &gale a la moitie de la vitesse instantannee 

mesuree par lamethode a l'acetylene), on peut kcrire : 

1 nmoles C2H4. h -1 
= 1 x 12 x 1 x 28 ng N2 jour-' = 

3 2 

= 56 ng N2 jour -' 

Les activites reductrices d'acetylene des traite- 

ments (1) et (2) (tableau 27) correspondent respectivement 

a des fixation d'azote de 4,lk 0,5 g N fix4 par arbre et 

de 3,6t 0,9 g N2 

2 

fix& par arbre pendant les 165 jours (5,5 

mois) de duree de l'experience N03. 

3. Exemple d'un facteur influencant la nodulation et la 

croissance de Casuarina equisetifolia dans un sol de- 

ficient en phosphore : les endomycorhizes (Article 9) 

Dans les trois experiences decrites precedemment, 

nous avons intentionnellement reduit au maximum l'effet des 

facteurs limitants la croissance et la fixation d'azote de 

Casuarina equisetifolia. Dans les plantations de casuarinas, 

des conditions de croissance aussi favorables sont rarement 

reunies et l'effet des differents facteurs limitants, tels 

que le pH du sol (Coyne, 1973) ou la deficience en phospho- 

re, peut se traduire par une diminution drastique de la 

croissance des arbres. 

Les sols tropicaux etant souvent deficients en phos- 

phore, nous avons port6 notre attention sur l'effet de 

l'infection indomycorhizienne sur la nodulation et la crois- 

cance de C. equisetifolia. 

En effet, les,Casuarinacees, comme beaucoup d'autres 

especes actinorhiziennes (Rose et Trappe, 1980), sont sus- 

ceptibles de s'associer symbiotiquement avec les endomyco- 

rhizes. En particulier, il a et& montre que Casuarina equi- 

setifolia et Casuarina cunninghamiana pouvaient Stre infec- 

tes par des champignons endomycorhiziens d arbuscules et a 

vesicules (V.A.M.) tels que Gigaspora sp et Glomus sp (Rose' 

1980). Huguenin (1969) a rapport& l'existence de "nodules 

mycorhiziens" chez l'espece Gymnostoma deplancheana de nou- 

velle Caledonie. 
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D'autres part, les Casuarinacees peuvent s'associer 

a des ectomycorhizes comme l'a montre Bamber, et al. (1980), 

en ce qui concerne Allocasuarina distyla et Pisolithus tinc- 

torius. 

Dans l'experience rapport&e dans l'article 9, nous 

avons etudie l'effet de l'endomycorhization de C. equiseti- 

folia par Glomus mosseae. 

Pour ce faire, des plants de Casuarina equisetifolia 

ont BtC cultives sur un sol sterile deficient en azote et 

contenant seulement 10 ppm de phosphore assimilable. Ces 

plants onteteinocules soitparle broyatde nodules de C. equiseti- 

folia (apport de Frankia), soit par le champignon endomyco- 

rhizien Glomus mosseae, soit simultanement par les deux en- 

dophytes. 

Apres 6 mois, l'effet de l'inoculation par le broyat 

de nodule seul se traduit, chez les plants inocules, par une 

augmentation de 57 % pour le poids set et de 130 % pour la 

teneur en azote totale par rapport aux plants temoins. En ce 

qui concerne l'effet de la double inoculation "broyat de 

nodules - Glomus mosseae", les accroissements en poids set 

et en teneur d'azote total sont respectivement de 186 % et 

de 337 %. L'apport complementaire de 90 ppm de phosphore 

combine a l'inoculation par le broyat de nodules seul donne 

pratiquement les m&mes resultats, ce qui suggere que l'ino- 

culation par Glomus mosseae equivaut a un apport de phospho- 

re. Enfin, la double inoculation a pour effet de doubler le 

poids set de nodules par plant. 

Ces resultats montrent l'existence d'une synergie 

certaine, entre l'action des deux endophytes (Frankia et 

Glomus mosseae) qui se traduit par une fixation d'azote plus 

&levee et une meilleure exploitation du phosphore du sol 

consequence de la mycorhization. Tout ceci concourt a faire 

de C. equisetifolia une espece v&g&tale capable de prosperer 

sur des sols a la fois deficients en azote et en phosphore, 

sols qui sont tres repandus sous les tropiques. 



Tableau 33. Comparaison des diffdrentes mgthodes d'estimation 

de la fixation de l'azote. 

Poids set de Fixation spiSci- 

ExpSrience 

Durge de 

l'exp6rience(l) 

MBthodes de 

mesure 
*2 

fix6 nodules 
-1 -1 

fique de N2 (mg N2 

(g N2 arbre ) (g arbre ) mois -1 g nodule 
-1 

) 

No1 (sol de 485 - 11 q ois 

Be1 Air) 

No2 (sol de 3-9,s mois 

Be1 Air) 

No3 (sol de 3,s - 9 mois 

CambdrDne) 

Valeur 'A' 

Dilution iso- 

topique 15N 

Difference 

Equivalent 

engrais 

Abondance 15N 

naturelle 

Difference 

Diffgrence 

RiSduction de 

l'aciStyl8ne 

2,31 20,4 (loo)(2) 

3,27 

3,09 

6,55 57.9 (283) 

0,85 3,85 34 

0,81 32,4 

7 27 47,1 

6,55 26 45,8 

4,lO 27 28 

17,4 28,9 (142) 

27,3 (134) 

3,60 26 25,3 

(1) Le ler chiffre indique l'̂ age des arbres lors de leur transplantation au champ. Le 2Sme chiffre 

indique l'̂ age des arbres au moment de 1'arriSt de l'expgrience. 

(2) Augmentation par rapport B l'estimation de la fixation de N2 par la m6thode de la valeur 'A' 

consideree comme base 100. 

. Remarque: les valeurs soulign6es representent les fixation spgcifiques de N2 estimdes par la 

methode "par diffsrence" dans les trois expi5riences. 
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4. Conclusions et discussion 

Les resultats present&s dans ce chapitre nous con- 

duisent a discuter les points suivants : 

4.1- -----------------------------------------------: Comparaison entre les differentes methodes d'es 

timation de la fixation de l'azote ---------------------------------- 

Les fixations d'azote specifiques, rapport&es dans 

le tableau 33, sont du m&me ordre de grandeur quelque soit 

la methode d'estimation employee. Ceci montre que dans les 

conditions de croissance contralee que nous avons utilisees, 

les methodes d'estimation de la fixation de N2 sont fiables 

et reproductribles. Si l'on concidere la valeur "A" comme 

etant la methode de reference, la surestimation de la fixa- 

tion de l'azote est de 42 % pour la methode de la 'dilution 

isotopique 15 N" 
, 34 % pour la methode par "difference" et 

de 40 % pour la methode de 'l'abondance naturelle 
l 5 N'. 

P dn ce qui concerne la mCthode de l'equivalent d'en- 

Srais, l'experience N" 3 a montri qu'elle n'atait gas appli- 

cable dans les conditions d'une plantation au champ (tableau 

27). 

Quant a la methode de la reduction de l'acetylBne, 

elle permet une estimation de la fixation de l'azote tres 

proche de celle obtenue par la valeur 'A'. Ceci est assez 

surprenant etant donne qu'il s'agit d'une estimation ne 

reposant que sur une nesure ponctuelle. L'explication la 

plus probable, concernant la precision de cette methode, 

consiste a estimer que les hypotheses que nous avons formu- 

lees pour calculer la correspondance 'C2H4 - N2' sont justes. 

La connaissance des rythmes de la fixation de N2 (en fonc- 

tion du moment de la journee et de la saison) et de la cine- 

tique de la fixation de N2, pendant la croissance de Casua- 

rina, permettrait d'utiliser cette methode avec plus de 

fiabilite. 

L'utilisation de la methode de "l'abondance naturel- 

le en l5 N" pourrait 6tre utilisee pour estimer la fixation 

d'azote dans des peupiements naturels. Cela permettrait de 

se faire une idee de l'impact des conditions de croissance 
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(sol, climat) sur le potentiel fixateur d'azote d'une espe- 

ce donnee. 

11 est clair que les methodes isotopiques 15N ("va- 

leur A" et dilution isotopique) sont les methodes d'estima- 

tion de la fixation de l'azote les plus fines car elles per- 

mettent de discriminer les trois sources d'azote disponibles 

pour la plante : azote du sol, azote de l'engrais, azote 

moleculaire. (voir figure 1, article 8). Cependant, ces 

methodes ont deux inconvenients qui sont leur codt et l'im- 

possibilite d'utilisation dur de grandes surfaces. Une alterna- 

tive consisterait a faire une etude cinetique de la fixation 

de l'azote par Casuarina, 0, sur une periode de2 a 3 ans en 

utilisant en parallele la methode de la 'valeur A' et la 

methode "par difference", ce qui permettrait l'etalonnage 

de cette derniere mdthode dont l'utilisation sur de grandes 

surfaces est envisageable. 

Le resultat qui nous parait &tre le plus important 

au point de vue appliquee consiste dans le fait que les 

estimations de la fixation specifique d'N2, obtenues par - 

les methodes isotopiques 15 N (dilution isotopique, valeur A) . 

et par la methode 'par difference', sont cornparables. 11 

s'agit la d'un resultat tres important sur le plan applique 

car il montre qu'il est possible d'utiliser la methode 'par 

difference" lors d'experiences in situ. Le seul probleme 

pratique consiste en l'obtention de temoins non fixateurs 

d'N2. Deux solutions ont envisageables : 

- obtention de plantes non nodulantes par selection 

vegetale ou par mutagen&se ; 

- obtention de souches de Frankia infectives mais 

non effectives en isolant directement de tels mutants a 

partir de nodules ou en modifiant genetiquement des souches 

de Frankia cultivees in vitro. 

4.2. Quantite d'azote fixk par Casuarina equisetifolia ------------------------------------------------- 
cultive en microparcelles experimentales -----_---------------------------------- 

4.2.1. Fixation specifique d'azote --------------------------- 

Si l'on compare les resultats obtenus par la methode 
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"par difference" dans les trois experiences effectuees (va- 

leurs soulignees, tableau 33), on peut observer que les fi- 

xations spkcifiques de N2 des nodules (mg N2 fixe mois 
-1 

g nodule 
-1 ) sont de 27,3 - 32,4 sur le sol de Be1 Air et de 

45,8 - 47,l sur le sol de Camberene. 

La difference, observee dans les fixations specifi- 

ques de N2 des nodules des experiences No 1 et No 2 et celles 

de l'experience no 3, est imputable a 2 facteurs : (1) les 

sols utilises (sol de Be1 Air pour experience no 1 et no 2 ; 

sol de CambCrene pour experience no 3), (2) utilisation d'un 

clone dans l'experience no 3. L'impact des facteurs sol et 

plante est un point qu'il faudra Cclaircir lors d'experien-‘ 

ces ulterieures. 

4.2.2. Fixation d'N2 par arbre ------------ ---------- 

Le tableau 33 rapporte les estimations de la quanti-' 

tC d'azote fixe (g N2 arbre -l) par C. equisetofolia lors de 

3 experiences conduites pendantdeslaps de temps similaires (6,5 

mois pour les experiences no 1 et no 2 et 5,5 mois pour 

l'experience no 3). On peut observer que les estimations de 

la fixation de l'azote, obtenues par les six methodes dif- 

ferentes employees, varient de 0,81 a 7 g N2 arbre -1 . 

La variabilite remontree au niveau de la quantite 

d'azote fixe par arbre est probablement lice aux facteurs 

suivants : 

- a) stade de developpement de l'arbre : ceci a CtC 

clairement montre dans l'experience no 1 (fig. 15) oti ce 

sont les arbres ayant les plus grandes tailles (done des 

activites photosynthetiques Qlevees) qui ont les pourcenta- 

ges d'azote derives de la fixation de l'azote les plus forts; 

- b) poids set de nodules par arbre : si l'on compa- 

re les resultats des experiences no 1 et no 2, il est clair 

que la difference dans l'estimation de la fixation de l'azo- 

te (tableau 33) est dQe a la faible nodulation observee dans 

l'experience no 2. Cependant, les nodules ont des fixations 

specifiques de N2 similaires (27,33 et 32,4 mg N2 mois-' g 

de nodule -1 ). 
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11 est probable qu'il existe un optimum dans le rap- 

port entre la nodulation et la fixation de l'azote (c'est d 

dire, en fait, la croissance de la plante cultivee sur un 

sol pauvre en azote). A notre avis, cet optimum a etB 

atteint lors de l'experience no 3 dans laquelle nous avons 

utilise Q la fois un sol tres pauvre (0,001 % N), un clone 

(bouturage d'un m&me individu) et une inoculation massive 

et r&p&tee par Frankia. Tout ceci a conduit a une nodulation 

tres homogene des casuarinas. Dans cette experience, les no- 

dules representaient presque 5 % du poids set de la plante 

et 23 % du poids set du systeme racinaire (tableau 31). Ces 

mdmes nodules representaient 6 % de l'azote total de la 

plante et 45 % de l'azote du systeme racinaire (tableau 32). 

Si l'on dtudie l'arbre qui a montre la meilleure 

croissance dans l'experience no 1 (arbre no 13, tableau 25), 

on peut observer que les 69,5 g de nodules (d'une teneur en 

azote de 1,8 %> representaient 5,4 % du poids set de la 

plante et 10 % de l'azote de la plante. 

On peut done penser que chez Casuarina equisetifolia, 

l'optimum de nodulation se trouve autour de 5 % du poids 

set total de la plante. Dans le cas du genre Alnus, les no- 

dules representent 1 a 3 % du poids set de la plante selon 

son Qge (Akkermans, 1971 ; Akkermans et Van Dijk, 1975). 

Cet ensemble de resultats nous conduisent d penser 

qu'il faudra, dans l'avenir, ameliorer les techniques d'ino- 

culation par Frankia, ce qui suppose la mise au point de 

techniques permettant la culture massive (fermenteur) de ce 

microrganisme. 

- c) le type de sol : les fixations d'azote estimees 

sur le sol de Camberene sont plus elevees que celle obtenues 

sur sol de Be1 Air. Ceci pourrait s'expliquer par le fait 

que le sol de Cambhrene est unsol tres pauvre ce qui entrai- 

nerait une diminution de l'incidence des facteurs linitants 

la fixation d'N2. 

4.2.3. Extrapolation sur un hectare et un an ---__-.--_-I-------_----,-------.-----.-----.-.- 

Si l'on considere la fixation d'azote estimee par la 
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nethode isotopique de la "valeur A" co-mme etant la valeur 

r&ference (2,31 g N2 fixe par arbre en 6,5 nois), on en de- 

duit que la methode "par difference" surestine de 34 Z la 

fixation reelle de N2 (tableau 33). Si on applique ce terme 

correcteur $ l'experience no 3, on obtient une fixation 

d'azote Qgale a : 

6,77 x 100 
134 = 5,05 g N2 fix& par arbre en 5,5 mois. 

En extrapolant ces valeurs sur un an et 1 hectare 

de plantation (5 000 arbres), on obtient une fixation poten- 

tielle d'azote situ&e entre 21 et 55 kg N2 fixe an 
-1 hectare -1 

11 faut noter que ces valeurs representent une esti- 

mation de la potentialite fixatrice de N2 moyenne de C. equi- 

setifolia. En fait, la potentialite fixatrice de N2 optimale 

doit &tre beaucoup plus &levee comme le montre les resultats 

concernant l'arbre no 13 de l'experience no 1 (tableau 25). 

Cet arbre a fix& lo,57 g N2 en 6,5 mois ce qui reprgsente 

une fixation de N 2 potentielle de 98 kg N2 an-l -1 hectare . 

On voit ici le r61e majeur que pourrait jouer la selection 

v&g&tale dans l'optimisation de l'efficience des systemes 

fixateurs symbiotiques. 

11 est probable que lors de l'utilisation des arbres 

fixateurs d'azote pour le reboisement de grandes surfaces 

de sols degrades, le potentiel fixateur d'azote de ces espe- 

ces ne s'exprime pas dans sa totalite a cause de l'interac- 

tion de facteurs limitants tels que les pathogenes, la 

deficience en phosphore, l'aridite, la salinite, et l'absen- 

ce de l'endophyte specifique. 

Dans le cas de Casuarina equisetifolia, l'effet des 

facteurs limitants peut Gtre diminue de faGon significative 

en suivant les regles culturales suivantes : 

- sterilisation du sol des pepinieres, ce qui dimi- 

nue significativement le pourcentage de mortalite lors de 

la transplantation au champ (Cornet, communication person- 

nelle). 

0 

- double inoculation "Frankia- endomycorhize" des 

pepinieres ; cette pratique conduisant a un effet synergique 
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des deux endophytes (voir article 9). L'endomycorhization 

de Casuarina lui permet a la fois de mieux explorer le phos- 

phore du sol et de resister mieux a la secheresse 

(V. Gianinazzi-Pearson et H.G. Diem, 1982) ; 

En ce qui concerne la salinite, il faudra faire ap- 

pel aux methodes de culture de tissus in vitro afin d'obte- 

nir des lignees genetiquement plus tolerantes au sel. 
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Tableau 34. Comparaison entre les symbioses LGgumineuses- 

Rhizobium et les symbioses actinorhiziennes 

Ldgumineuses Non-Lggumineuses 

Endophyte Rhizobium Franlcia 

Plante-hate 2 familles 8 familles 

- ligumineuses 170 espOces 

- UlmacQe: Parasponia 

Infection 

- site d'infec- 

tion - Poils absorbants - Poils absorbants 

- Inter-cellulaire - Inter-cellulaire 

- Site spdcialis6 (:l,i5gu- (pas a exclure) 

- Etape de la 

nodulogdn5se 

- Localisation 

'des cellules 

Fonctionnement 

de la symbiose 

- Hemoglobine 

- Protection 

centre l'oxy- 

gbne 

- Facteurs 

limitants 

Association 

avec les myco- 

rhizes 

mineuses a nodules 

caulinaires) 

- une seule Otape 

- entre les faisceaux 

vasculaires 

- PrLsente chez les 

ldgumineuses et chez 

Parasponia 

- Enzymatique:Hydro- 

gdnase et Super-oxyde 

dismutase 

- Deficience en phos- 

phore; excss d'azote 

combind 

- Endomycorhizes (VAM) 

- Deux 6tapes: (1) pri5- 

nodule;(2) primordium 

racinaires et lobes 

- A l'extdrieur des fais- 

ceaux vasculaires 

- Prdsente chez certaines 

especes 

- Enzymatique (HydrogGnase) 

et physique (v6sicules). 

- Ddficience en phosphore; 

exciZs d'azote combine 

- Endomycorhizes (VAM) 

- Ectomycorhizes 

. 
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1. Introduction 

Contrairement aux forgts Europeennes et Nord-Ameri- 

caines qui ont commence $ Gtre reconstituees il y a plus 

d'un siecle, les forets tropicales et Qquatoriales dispa- 

raissent a un rythme rapide (7,5 a 20 millions d'hectares 

an-l) alors que, dans beaucoup de pays en developpement, le 

bois constitue la source d'energie la plus importante (NAS, 

1980). 

Cette deforestation rapide lice. a la surexploitation 

des sols agricoles conduisent a une crise energetique et 

alimentaire d'une gravite sans prCc6dent. L'utilisation des 

plantes fixatrices d'azote a grande Cchelle constitue un 

moyen d'enrayer cette crise. 

Au m$me titre que les especes appartenant a la fa- 

mille des legumineuses, les plantes actinorhiziennes sont 

aptes a jouer un riile preponderant dans la production de 

bois et la regeneration des sols degrades. 

Bien que connues depuis fort longtemps (Woronin, 

1866), les symbioses Frankia non-legumineuses ont 4th pen- 

dant longtemps peu etudiees du fait de l'impossibilite a 

isoler l'endophyte Frankia. 

11 faudra attendre les annees cinquante pour que les 

plantes actinorhiziennes voient un regain d'interBt en leur 

faveur etant donne leur potentiel forestier. 

Ce n'est qu'en 1978 que Callaham et al. isolerent 

pour la premiere fois l'endophyte d'une plante actinorhiziep 

ne (Comptonia peregrina). Ce succes a ete le point de depart 

de l'isolement de Frankia de diverses especes dont Alnus 

(Baker et al., 1978) et Casuarina (Gauthier et al., 1981a ; 

Diem et al., 1982a, 1982b, et 1983). 

La possibilite d'etudier le Frankia in vitro a donne 

un essor considerable $ l'etude des symbioses actinorhizien- 

nes et a permis de comparer ces symbioses a la symbiose 

Rhizobium-lkgumineuse (tableau 34). En fait, nous assistons 

depuis quelques annees a la naissance d'une nouvelle branche 

de la microbiologic : la "Frankialogie". 
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2. Notre contribution au developpement de la "Frankialogie" 

Notre contribution au developpement de ce qui nous 

pourrions appeler la "Frankialogie" a concern6 6 la fois 

les recherches fondamentales et les recherches appliquees. 

2.1. Kecherches fondamentales ------------------------ 

- Nous avons is016 l'endophyte de Casuarina equise- 

tifolia qui est sans nul doute l'espece actinorhizienne 

ayant la plus grande importance economique en regions tro- 

picales et sub-tropicales (articles 1 et 2 ; chapitre I). 

- Nous avons montre la possibilite d'isoler de nodu- 

les de Casuarina, des souches de Frankia appartenant A deux 

types morphologiques bien distincts, ce qui suggere forte- 

ment l'existence d'une population mixte de Frankia au sein 

des nodules de Casuarina (articles 1 et 2 ; chapitre I). 

- Nous avons demontre l'existence de barriere d'in- 

compatibilite d'h6tes au sein de la famille des Casuarinacees 

(chapitre II). 

- Nous avons montre que certaines souches de Frankia 

isolees de Casuarina, et non:infectives vis-a-vis de leur 

plante d'origine, pouvaient noduler certaines Rhamnales. 

Ceci nous a conduit 6 proposer l'existence d'un continuum 

de souches reliant les Frankia typiques des Rhamnales a 

certains Frankia des Casuarinacees (articles 3 et 4 ; chapi- 

tre II). Cette situation Faradoxale, qui n'a pas d'equivalent 

dans la symbiose Rhizobium-16gumineusest vient d'etre recem- 

ment confirm&e par Zang Zhongze et a1.(1984) chez Casuarina 

cunninghamiana. 

- Nous avons montre que l'endophyte de Casuarina 

pouvait avoir une existence extra-nodulaire (article 5), ce 

qui renforce les probabilites concernant une vie saprophyti- 

que des Frankia dans la rhizosphere et le sol. 

- Nous avons montre que les Frankia de Casuarina et 

de certaines Rhamnales, n'avaient pas d'exigences nutrition- 

nelles particulieres lors de leur culture in vitro (chapi- 

tre III). 

- Nous avons demontre, en mdme temps que Tjepkema et 
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ses collaborateurs, que certaines souches de Frankia pou- 

vaient reduire l'acetylene in vitro et croitre en utilisant 

l'azote moleculaire comme source d'azote (article 6 ; chapi- 

tre III). Ce qui a ajoute les actinomycetes a la liste, deja 

longue, des procaryotes fixateurs d'azote. 

- Nous avons caractbrise dans les extraits bruts de 

Frankia cultives in vitro une activite Giutamine synthetase 

(GS) et montre que l'activite de la GS n'etait pas regulee 

par un systeme d'adenylation chez Frankia (article 7 ; cha- 

pitre III). 

- Nous avons montre que chez les Frankia de Casua- 

rina, la production des vesicules et leur capacite a reduire 

l'acetylene etaient lies a la nature du compose azote dont 

disposait le Frankia pour sa croissance. D'autre part, le 

fait que la methionine sulfoximine (MSX) permette la produc- 

tion de vesicules et leur activite nitrogenasique en presen- 

ce de NH4 Cl (1 g 1-l) h c ez la souche ORS020602 (syn. Dll) 

suggere une possible implication de certains enzymes de 

l'assimilation de l'azote (GS, GOGAT) dans la regulation 

de la formation et de l'activite nitrogenasique des vesicu- 

les chez Frankia (article 7 ; chapitre III). 

2.2. Recherches appliquees --------------------- 

- Nous avons montre que la double inoculation Fran- 

kia-endomycorhize (Glomus mosseae) permet a Casuarina equi- 

setifolia de croitre sur des sols a la fois deficient en 

azote et en phosphore (article 9 ; chapitre IV). 

- nous avons effectue la premiere estimation concer- 

nant les potentialites fixatrices d'azote de Casuarina ino- 

cule par une souche pure de Frankia. Trois experiences uti- 

lisant six methodes d'estimation de la fixation de l'azote 

(dont les methodes isotopiques l5 N) nous permettent de pen- 

ser qu'une plantation de 5 000 casuarinas par hectare fixe 

entre 21 et 55 kg N2 hectare -1 an-1 dans la premiere annee 

suivant la transplantation au champ (article 8 ; chapitre IV). 
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3. Les connaissances actuelles concernant les symbioses ac- 

tinorhiziennes 

3.1. Recherches sur les Frankia cultives in vitro -------------------------------------------- 

3.1.1. Isolement des endophytes ------------------------ 

Apres avoir 6th consideres comme des endophytes 

"obligatoires" (Becking, 1970) pendant de nombreuses annees, 

il est apparu que les Frankia pouvaient etre isoles des no- 

dules de leurs plantes h6tes et cultives in vitro. A la sui- 

te de Callaham et al. (1978), de nombreux auteurs ont isole 

et cultivd les Frankia provenant d'une grande variete d'es- 

peces actinorhiziennes. Actuellement, plus d'une centaine 

de souches de Frankia sont couramment cultivees et etudikes 

in vitro dans les differents laboratoires concern&s par ce 

sujet (Torrey et Tjepkema, 1983). En particulier, nous dis- 

posons desormais des endophytes de deux genres d'une grande 

importance economique, en milieu temper& et tropical respec- 

tivement, a savoir : Alnus spp (Quispel et Tak, 1978 ; Baker 

et al., 1979 ; Lalonde et al., '1981 ; Benson, 1982) et Casua- 

rina spp (Gauthier et al., 1981a ; Diem et al., 1982a, 1982b 

1983 ; Zhang Zhongze et al., 1984). 

Une nette tendance Q la simplification des mdthodes 

et des milieux d'isolement se dessine depuis quelques temps. 

En ce qui concerne les methodes d'isolement, la sterilisation 

par le tetroxide d'osmium (Lalonde et al., 1981) ou le pas- 

sage de broyats de nodules sur filtre de 20 pm et 50 pm 

(Benson, 1982) semblent &tre des methodes efficaces et sim- 

ples d'emploi. D'autre part, il a 6th montre qu'il etait 

possible d'utiliser, pour l'isolement des Frankia, des 

milieux simples a base de succinate et de casamino-acid 

(B enson, 1982), des milieux pour fixateurs d'azote (Gauthier 

et al., 1981b, 1983) et m&me de l'eau gelosee (Diem et Dom- 

mergues, 1983). 

Malgre ces recentes ameliorations, l'isolement des 

Frankia demeure une entreprise fastidieuse et delicate pour 

maintes raisons dont les plus importantes nous semblent &tre: 
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- la faible vitesse de croissance des Frankia in 

vitro ; 

- la faible proportion d'unites capables de conduire 

a la formation des colonies de Frankia (UFF) prksentes dans 

les nodules. Cette notion d'UFF nous parait tout a fait fon- 

damentale. 11 semble en effet, que le nombre des UFF soit 

tres variable en fonction des especes actinorhiziennes, de 

l'btat physiologique du nodule et de son age ; 

- l'existence de multiples infections, dans un no- 

dule donne (Lechevalier, 1983 ; Gauthier et al., 1984a), 

qui peut.:$tre responsable de l'obtention de co-cultures de 

Frankia. 

3.1.2. PropriCtCs nutritionnelles -------------------------- 

Les differentes etudes men&es aux sujets des besoins 

nutritionnels des Frankia in vitro, au tours de ces dernieres 

annees, nous conduisent a formuler les constatations suivan- 

tes : 

- les Frankia, cultives in vitro peuvent assimiler 

une gamme assez etendue de composes carbones tels que des 

acides gras (Tween, propionate), des carbohydrates (glucose, 

arabinose, amidon), des acides organiques (succinate, fuma- 

rate, malate) et certains alcools (mannitol, glycerol) '-- 

(Blom, 1982 ; Shipton et Burggraaf, 1982 ; Gauthier et al., 

1983 ; Lechevalier et al., 1983 ; Tisa et al., 1983). 

- les Frankia ne presentent pas de besoins nutrition- 

nels specifiques pour leur culture in vitro. En particulier, 

aucune exigence nette en besoin en vitamines nTa pu etre 

mise en evidence (Shipton et Burggraaf, 1982 ; Gauthier et 

al., 1983). 

- l'utilisation des divers substrats carbones est 

assez variable d'une souche a l'autre et ceci mgme parmi 

les Frankia isoles d'une m&me plante-hGte (Faure-Raynaud et 

Moiroud, 1983 ; Lechevalier et al., 1983). 

- les Frankia utilisent in vitro de nombreuses sour- 

ces d'azote telles que le NH4 Cl (Blom, 1982; Akkermans, 

1983) certains acides amines comme le glutamate et l'aspar- 

tate (Blom 1982 ; Akkermans et al., 1983) et l'azote molecu- 

laire (Tjepkema et al., 1981 ; Gauthier et al., 1983 ; Tisa 

et al., 1983). 
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3.1.3. Taxonomie des Frankia ----_---_---------a-- 

Lechevalier et al., (1982) ont montre que les Fran- 

kia etudies possedent tous une composition de paroi cellu- 

laire de type III (type le plus commun chez les actinomyce- 

tes) caracterise par la presence d'acide meso-diaminopime- 

lique, d'acide glutamique, d'alanine, d'acide muramique et 

de glucosamine comme composants principaux du peptidoglyca- 

ne (Lechevalier et Lechevalier, 1979). 

Sur la base de la composition en sucre des extraits 

cellulaires, Lechevalier et Lechevalier (1979) ont s&pare 

les Frankia en differents types : (1) type D qui possdde du 

xylose et de l'arabinose, (2) type B qui est caracterise 

par une predominance du madurose, (3) type indetermine ayec 

predominance de glucose. 

Mort et al (1983) ont montre que toutes les souches 

de Frankia contiennent du 2-0-methyl-D-mannose. D'apres ces 

auteurs ce sucre serait un composant specifique au Frankia 

et pourrait atre utilise comme critere d'appartenance au 

genre Frankia lors de l'etude de souches non identifiees. 

D'autre part, Baker et al (1981) ont propose de di- 

viser les Frankia en deux groupes serologiques. 

Enfin, Lechevalier et al (1983) ont propose de clas- 

ser les differents isolats de Frankia, actuellement disponi- 

bles, en 2 groupes A et B sur la base de leurs proprietks 

in vitro. 

- Groupe A : ce groupe comprend les Frankia qui peu- 

vent utiliser des hydrates de carbone a une concentration de 

0,5 %. Ces souches sont generalement plus aerobics que cel- 

les du groupe B, produisent des proteases et des pigments, 

et ont des compositions en sucre, des parois cellulaires, 

variees ce qui fait qu'il est impossible de les classer dans 

un sero-groupe precis (Baker et al., 1981). 

Les souches isoldes d'Elaeagnus, d'Hippophae, de 

Ceanothus et de Casuarina feraient parties de ce groupe. 

Ceci pourrait expliquer le peu de difference observees 

dans les proprietes nutritionnelles des souches de Frankia 
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isolees et etudiees dans cette these. 
. 

- Groupe B : les Frankia de ce groupe ne peuvent 

pas utiliser les hydrates de carbone a la concentration de 

0,.5 %, sont microaerophiles, non pigmentes et ne produisent 

pas de Protkases. La composition de leur paroi cellulaire 

en sucre est tres homogene ce qui permet de les classer 

dans un serogroupe bien precis. Ce groupe B comprend les 

souches de Frankia isolees de Comptonia, Myrica et Alnus. 

Lechevalier et al (1983), ont Cmis l'hypothese que 

les souches du groupe B, contrairement a celles du groupe 

A, n'auraient pas de systeme de transport actif des carbohy- 

drates et ne pourraient absorber ceux-ci qu'a des concentra- 

tions Clevees. 

Cependant, ce type de classification a ses limites 

car des souches de Frankia isolees d'Alnus incana spp, Air 

11 et Air 12 (Lechevalier et al. 1983), bien qu'ayant la 

mCme origine et appartenant au mame serogroupe ont 6th clas- 

sees respectivement dans le groupe A et B. 

3.1.4. Pleomorphisme des Frankia ------------------------- 

Le Frankia est un micro-organisme tres pleomorphe 

presentant plusieurs types de structures : hyphes plus ou 

moins larges et ramifiees, sporanges de diverses formes, 

spores polyedriques et vesicules. De plus les i?rankia pre- 

sentent des pigmentations tres variables. 

3.1.4.1. Regulation de la sporulation -----a---------------------- 

Plusieurs parametres peuvent influencer la formation 

des sporanges et des spores chez les Frankia cultives in vi- 

tro, a savoir : 

- la temperature : d'apres Tisa et a1,(1983), la 

souche CpIl (isolee de Comptonia peregrina) ne sporule pas 

au dessus de 33°C ; 

- la source d'azote : d'apres Simonet (1983), la 

cysteine aurait pour effet de retarder la sporulation chez 

les Frankia isoles d'Alnus spp. ; 
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. 
- les composes phenoliques : les acides cinnamiques 

reduisent fortement la sporulation chez les P'rankia isoles 

d'Alnus spp (Perradin et al., 1983) 

3.1.4.2. Regulation de la formation des vesicules ---------------------------------------- 

11 est maintenant bien etabli que les vesicules 

sont les sites de la fixation de l'azote dans les nodules 

des plantes actinorhiziennes (Mian et al., 1976 ; Benson et 

al., 1979 ; Baker et al., 1980 ; Lechevalier et al., 1982) 

ainsi que chez les Frankia cultives in vitro (?'jepkema et 

al, 1980 ; Gauthier et al., 1981a ; Torrey et al., 1981). 

Chez les Frankia cultives in vitro la formation des 

vesicules peut Qtre influenceepar les parametres suivants : 

- la temperature : ,d'apres Tisa et al, (1983), le 

Frankia AcNl k ne produit aucune vesicule, dans aucun 

milieu de culture, au dessus de 33 "C ; 

- la source d'azote : si l'on prend le cas de NH4C1, 

l'effet obtenu sur la production des vesicules est tres va- 

riable selon les souches de Frankia. Certaines souches tel- 

les que CpIl (isolee de Comptonia peregrina) ou ORS021001 

et ORS020602 (isolees de Casuarina) ne forment pas de vesicu- 

les en presence de NH4Cl (Tisa et al, 1983 ; Gauthier et al., 

1983 et 1984a) alors que chez d'autres souches le NH4C1 reduit 

par dix le nombre des vitsicules (souche ACNl AG) Ou n'a aucun 

effet (souche EANl pet) (Tisa et al., 1983). 

- les composes phenoliques : d'apres Perradin et al. 

(1983), les acides benzo$ques et p-hydroxybenzo:que ont un 

effet stimulant sur la production des vesicules chez les 

Frankia isoles d'Alnus spp. La presence de composes pheno- 

liques ayant ete rapport&e par Mendez et al (1968) et Li (1974), 

dans les nodules d'Alnus spp, on peut penser que ces subs- 

tances pourraient jouer un r81e de "mediateur chimique" 

dans les nodules, en contr6lant le pleomorphisme de l'endo- 

phyte. 

- la methionine sulfoximine (MSX) : chez le Frankia 

ORS020602 la MSX, qui est un inhibiteur de la Glutamine 

synthetase (GS).et de la Glutamate synthase (GOGAT), permet 

la formation des vesicules, et la biosynthese de la 
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nitrogenase en presence de NH4CI (1 g 1-l) (Gauthier, 1983). 

Ceci suggere une possible regulation de la formation et de 

l'activite des vesicules, par les enzymes de l'assimilation 

de l'azote. 

Dans les nodules de diverses plantes actinorhizien- 

nes (Blom, 1982 ; Akkermans et al., 1983), il a et& montre 

que la quasi totalite des enzymes de l'assimilation de l'a- 

zote etaient localisees dans la plante et non dans l'endo- 

phyte. On peut done supposer que dans le nodule, la produc- 

tion de vesicules par l'endophyte serait sous.la dependance : 

(1) des enzymes d'assimilation de l'azote de la plante, (2) 

de la source d'azote fournie par la plante au Frankia. 

3.1.5. Fixation d’azote par les Frankia in vitro ----------------------------------------- 

Certaines souches de Frankia peuvent dereprimer la 

biosynthese de leur nitrogenase et croitre aux depens de 

l'azote moleculaire quand elles sont cultivees sur des 

milieux synthetiques adequats ceci mCme sous des tensions 

d'oxygene atmosphetiques (Tjepkema et al., 1980 et 1981 ; 

Gauthier et al., 1981a et 1984a ; 'Torrey et al., lY81 ; 

Tisa et al., 1983). 

11 est desormais bien Ctabli que ce sont les vesi- 

cules qui sont le site de la fixation de l'azote, chez Fran- 

kia (voir paragraphe 3.1.3.1. et chapitre III). Certains 

auteurs (Tjepkema et al., 1981 ; Torrey et Callaham, 1982) 

ont suggere que les vesicules de Frankia pourraient jouer 

un r81e identique a celui des heterocystes des cyanobacte- 

ries en ce qui concerne la protection de la nitrogenase 

centre l'oxygene. Cette protection, centre l'oxygene, se 

ferait de deux manieres : (1) limitation des echanges gazeux 

a travers la paroi des vesicules (Torrey et Callaham, 1982), 

(2) respiration intense au niveau des vesicules (Murry et 

al., 1983). 

3.1.6. Assimilation de l'azote chez Frankia cultive -------------------------------------------- 
in vitro -------- 

Les resultats publies concernant ce sujet sont trop 
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peu nombreux pour que l'on puisse tenter d'apprehender les 

voies initiales du metabolisme de l'azote chez Frankia cul- 

tlve in vitro. Cependant, des activites glutamine syntheta- 

se (GS) et glutamate-oxoacetate- transaminase (GOT) ont eti, 

caracterisees dans les extraits bruts des 4 souches de Fran- 

kia Ctudiees B ce jour (AvcIl etudiee par Blom en 1981 et 

par Akkermans et al en 1983 ; ORS020602, ORS060501 etORS148101 

Qtudiees dans cette these). Dans le aas de la souche ORS020602 

(syn. Dll), isolee de Casuarina equisetifolia, il a 6te mon- 

tre que la GS n'etait pas regulee par un systeme d'adenyla- 

tion comparable h celui de E. Coli (Gauthier, 1983) et que 

l'on pouvait deceler une activite glutamate synthase (GOGAT) 

chez cette souche. 11 semble done que dans le cas du Frankia 

ORS020602, l'assimilation de l'ammoniaque, produit de la ni- 

trogenase, se fasse par l'action couplee GS-GOGAT comme ches 

les autres fixateurs d'azote (Nagatani et al., 1971). 

3.1.7. GCnCtique de Frankia -------------------- 

La genetique de Frankia n'est qu'a son tout debut 

mais pourrait prendre une expansion rapide par l'application 

des methodes mises au point sur Streptomyces spp par Hopwood 

et Chater (1982). 

Actuellement les seules etudes genetiques concernant 

Frankia se sont limit&es a la recherche de plasmide. Normand 

et al. (1982) ont montre la presence de plasmides chez 4 sou- 

ches de Frankia parmi 39 etudiees. La taille de ces plasmides 

se situe entre 7 et 32 Kb ce qui est insuffisant pour porter 

. Enfin, An et al (1983) n'ont pas pu differen- 

tier les differentes souches de Frankia, qu'ils ont etudikes 

sur la base de leur GC %. 

3.2. Interactions Frankia-plante-h8te -------------------------------- 

3.2.1. Infection de la plante-hate --_-_---------------------- 

11 a etb montre, chez diverses plantes actinorhizien- 

nes telles que Myrica, Alnus, Comptonia (Callaham et al., 

1979) et Casuarina equisetifolia (Diem et al., 1983), que 
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l'infection, comme chez la plupart des legumineuses (Bauer, 

W.D., 1981) se fait par l'intermediaire des pails absorbants 

racinaires. 

Apres courbure en crosse des pails absorbants, le 

Frankia penetre dans le poil et forme une ou plusieurs 

hyphes infectieuses qui envahissent des cellules corticales 

en s'y ramifiant. La formation du nodule se fait en deux 

etapes : (1) invasion des cellules du cortex racinaire si- 

tu&es a la base du site d'infection, ce qui conduit a la 

formation d'un prd-nodule non-fixateur d'azote, (2) forma- 

tion sur la racine, au niveau du site d'infection, de pri- 

mordiums racinaires lateraux qui sont par la suite infectes 

par Frankia et s'hypertrophient pour donner naissance a un 

amas de lobes nodulaires appele rhizothamnion. 

En ce qui concerne les mecanismes de reconnaissance 

qui permettent l'infection, ils sont totalement meconnus. 

Certains auteurs ont suggere l'existence de lectines comme 

c'est le cas chez la symbiose Rhizobium-legumineuses. En 

particulier, Chaboud et Lalonde (1983) ont localise certains 

sucres specifiques sur les parois cellulaires de Frankia 

cultives in vitro sans cependant prouver leur utilite lors 

de l'infection de leur plante h&e. 

3.2.2. Specificite d'hate ------------------ 

Les experiences menees avec des souches pures de 

Frankia, afin de tenter de definir des groupes d'inoculation 

croisee comparables a ceux decrit chez la symbiose Rhizobium 

-legumineuses, n'ont pas encore peimis de se faire une idee 

Claire de la situation chez les plantes actinorhiziennes. 

Jusqu'a present, trois types de Frankia peuvent etre definis 

a la lumiere des resultats recents : 

- Frankia a spectre d'h6te large : c'est le cas de 

la souche CpIl, isolee de Comptonia peregrina, qui peut no- 

duler Myrica et Alnus (Torrey et al., 1980). 

- Frankia a spectre d'h6te tres restreint : c'est le 

cas de la souche ORS021001 (syn. Cjl-82), isolee de Casuari- 

na junghuhniana, qui nodule uniquement les especes apparte- 

nant au genre Casuarina sensu strict0 (Diem et al., 1983 ; 

Gauthier et al., 1984a) ; 
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- Frankia A spectre d'h6te aberrant : c'est le cas 

de certaines souches isolees de Casuarina equisetifolia 

(Gauthier et al., 1981b et 1984b) ou de Casuarina cunnin- 

ghamiana (Zhang Zhongze et al., 1984) quine peuventpas noduler 

leur plante d'origine mais qui nodulent certaines especes 

appartenant a l'ordre des Rhamnales (Hippophae, Elaeagnus, 

Colletia). L'existence de ce type de souches, qui n'a pas 

son equivalent dans la symbiose Rhizobium-legumineuse, nous' 

conduit A poser les questions suivantes : 

(1) qu'elle est l'origine de ces souches ? (2) pourquoi, 

bien que non-infectives vis-A-vis de leur hate, se maintien- 

nent-elles dans les nodules ? (3) sont-elles des mutants de 

l'endophyte vrai ou des Frankia "parasites" ; dans ce cas, 

comment penetrent-elles dans la plante ? (4) Pourquoi nodu- 

lent-elles que le groupe des Rhamnales ? 

Nous ne pourrons donner des reponses A ces questions 

que lorsque nous connaitrons de facon precise les mecanismes 

de reconnaissance mis en jeu dans les symbioses actinorhi- 

ziennes. 

3.2.3. Structure des nodules --------------------a 

Dans le nodule mature, le Frankia occupe un certain 

nombre de cellules du cortex du nodule situees a l'exterieur 

du cylindre vasculaire central. Cette localisation de l'en- 

dophyte pourrait s'expliquer par le fait que Frankia exige 

une tension assez Clevee d'oxygene. 

On distingue dans les nodules actinorhiziens les 

structures suivantes : hyphes septees, vesicules fixatrices 

d'azote dont la forme varie selon la plante h6te, sporange 

presentes ou non selon les especes (voir chapitre II). 

Contrairement aux nodules des autres plantes actino- 

rhiziennes, les nodules sauvages de Casuarina ne possedent 

pas destructures comparables aux vesicules (Newcomb et al., 

1981). Ces observations ont &tC confirmees par l'etude de 

la structure de nodules de Casuarina provoques par inocula- 

tion par une souche pure de Frankia (ORS021001 ; chapitre 

II). Cette absence de vesicules dans les nodules de 
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Casuarina pourrait &tre compensee de deux fasons : (1) l'in- 

fection par l'endophyte provoque la suberisation des parois 

des cellules de la plante h6te (R.H. Berg, 1983), (2) pre- 

sence d'une hemoglobine (J.D. Tjepkema, 1983). 

3.2.4. He -- mogl obines --a- ------ 

Alors que les hemoglobines sont toujours presentes 

dans les nodules des legumineuses (Appleby, 1981), oh' elles 

jouent le r81e de transporteurs d'oxygene, on a pens& pen- 

dant longtemps que les nodules actinorhiziens en etaient 

demunis. 

Certains auteurs, tels que Egle et Munding (1951) 

et Davenport (1960), avaient observe des hemoglobines dans 

les nodules de certaines plantes actinorhiziennes mais ces 

resultats etaient contest&s en particulier a cause de la 

presence d'anthocyanines, dans les nodules actinorhiziens, 

qui pouvaient etre confondues avec des hemoglobines (Bond, 

1951). 

En 1983, Tjepkema a demontre la presence d'hemoglo- 

bine en concentration elevee dans les nodules de Casuarina 

cunninghamiana et de Myrica gale. Dans les extraits bruts 

de nodules de C. cunninghamiana, il a demontre que l'hemo- 

globine se trouve sous forme soluble. 

La fonction de l'hemoglobine, chez les legumineuses, 

etant de transporter l'oxygene a des tensions basses, on 

voit ma1 a quoi pourrait servir une hemoglobine dans les 

nodules de non-legumineuses dont l'endophyte est capable de 

fixer l'azote en presence de 20 % d'oxygene (Gauthier et 

al., 1981a ; Tjepkema et al., 1981). 

Cependant, etant donne que Myrica gale et Casuarina 

cunninghamiana poussent sur des sols inondes oh les tensions 

d'oxygene sont basses, on peut penser que la presence d'une 

hemoglobine chez ces plantes, serait une adaptation diie aux 

conditions de croissance sur sol gorge d'eau (Tjepkema, 

1983). 
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3.2.5. Fonctionnement de la symbiose -____-_---------------------- 

3.2.5.1. Source ae carbone fourni a l'endophyte -------------------------------------- 

Akkermans et al., (1981,1983) ont etudie le contenu 

enzymatique des vesicules, de nodules d'dlnus glutinosa et 

d'Hippopha& rhamnoides, separees des cellules de la plante 

h6te par filtration de broyat de nodules sur filtre de 

20 )rm. Les enzymes du cycle des acides tricarboxyliques ont 

CtC detectees dans les vesicules des nodules de ces deux 

plantes. On peut done panser que la source de carbone et 

d'energie, fournie par la plante a l'endophyte, est un aci- 

de dicarboxylique (probablement le succinate). 

D'autre part, Maudinas et al., (1982) ont montre 

que les nodules d'Alnus spp sont riches en lipides et aci- 

des gras qui pourraient servir de source de carbone a Fran- 

kia. 

3.2.5.2. Metabolisme de l'azote ---------------------- 

Les etudes concernant les voies de l'assimilation 

de l'azote dans les nodules des plantes actinorhiziennes 

sont peu nombreuses et assez contradictoires. Nous pouvons 

cependant tenter de faire une comparaison avec ce qui est 

connu pour les nodules des legumineuses. 

Chez la symbiose Rhizobium-legumineuses le NH4+, 

produit par la nitrogenase dans les bacterozdes, est excrete 

dans le cytoplasme de la cellule de la plante hate puis as- 

simile par l'action couplee de la GS et de la GOGAT (Mat 

Parland et al., 1976 ; Brown et Dilworth, 1975). Dans les 

nodules de legumineuses, c'est generalement la glutamine et 

l'asparagine qui sont les acides amines les plus represent&s 

(Pate, 1977). 

Chez les plantes actinorhiziennes, ce sont les nodu- 

les d'Alnus glutinosa qui ont et& le plus Ctudies. Dans ces 

nodules, c'est la citrulline qui est l'acide amine le plus 

represent& (jusqu'a 50 % du total des acides amines) (Leaf 

et al., 1958). Par centre, dans les nodules d'autres plantes 
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actinorhiziennes (Myrica, Hippophae, Elaeagnus, Ceanothus 

et Casuarina), c'est l'arginine qui est l'acide amine majeur 

(Wheeler et Bond, 1970). 

Dans les nodules broyes d'Alnus glutinosa, il a '5th 

mis en evidence les activites enzymatiques suivantes : ni- 

trogenase, glutamine synthetase (GS), glutamine-oxoglutarate 

aminotransferase (GUGA'I'), glutamate deshydrogenase (GDH) et 

ornithine carbamyl-transferase (OCT) (Akkermans et al., 1979). 

D'apres ces auteurs, la GDH et la GUGAT seraient fonction- 

nelles dans les vesicules de l'endophyte alors que la GS et 

1'OCT seraient fonctionnelles dans les cellules de la plante 

hate. 

Von Staten et al. (1977) ont montre que 60 % de 

I'activite nitrogenase etait associee a la "fraction vesi- 

cule" des nodules d'Alnus glutinosa. La presence d'activite 

nitrogenasique dans les autres fractions des nodules serait 

dQe a la contamination par des fragments de vesicules lors 

du broyage. 

Par la suite, certains auteurs ont suggere que dans 

les nodules d'Alnus glutinosa, tous. les enzymes de l'assi- 

milation de l'azote se trouvaient dans les cellules de 

l'hate (Blom, 1982 ; Blom et Harkink 1981 ; Akkermans et 

al., 1983). Cependant, d'apres Hire1 et al. (1982), on ne 

peut pas exclure completement la presence d'une GS dans 

l'endophyte des nodules d'aulne. 

Enfin, Blom et al. (1981) ont refute la presence de 

la GOGAT dans les nodules broyes d'hlnus glutinosa. D'autre 

part, il a et& montre,que les extraits de nodules d'Alnus 

giutinosa pouvaient inhiber l'activite GOGAT des bacteroides 

de nodules de lupin (Blom, 1982). Ceci suggere l'existence, 

dans les extraits de nodules d'Alnus plutinosa, de composes 

pouvant masquer l'activite GOGAT. 

On peut done constater que les voies d'assimilation 

de l'azote, dans les nodules des plantes actinorhiziennes, 

ne sont pas clairement definies. 

Une etude systematique des voies d'assimilation de 



Tableau 35. Potentiel fixateur d’azote de diverses lggumineuses 

et non-lggumineuses pgrennes 

Espsces Fixation d’azote Rbfgrences 

(kg N.hectare-‘an”) 

Symbiose 16gumi- 

neuees-Rhizobium 

. Leucaena leucoce- 

phala 

. Acacia mearnsii 

. Gliricidia sepium 

. Acacia pennatula 

Symbiose non-lsgumi- 

neuses-Frankia 

. Alnus spp 

. Coriaria spp 

. Ceanothus velutivus 

. Hippophat spp 

. Casuarina equiseti- 

folia 

. Allocasuarina lit- 

toralis 

500 NAS, 1977 

200 Orchard et Darby, 1956 

34 Roskoski et al., 1982 

13 Roskoski et al., 1982 

12-300 Tarrant et Trappe, 1971 

go-290 Haines et De Bell, 1979 

101 McNaab et Cromack, 1983 

80-l 97 Haines et De Bell, 1979 

58 Dommergues, 1963 

21-55 Gauthier et al., 1984c 

218 Silvester, 1977 
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l'azote, tant au niveau des nodules des diverses familles 

de plantes actinorhiziennes qu'a celui des Frankia cultives 

in vitro, se revele aonc etre un objectif prioritaire. 

3.2.6. Frankia micro-organisme rhizospherique -------r,,-,----------------_-_-__,,,__ 

Diem et al. (1982c) ont demontre que le Frankia de 

Casuarina equisetifolia, cultive en conditions hydroponiques, 

pouvait sortir du nodule et proliferer dans la rhizosphere 

de la plante-h6te tout en gardant son pouvoir infectif. 

D'autre part, l'inoculation de plants de riz par des 

souches de Frankia s'est traduite par une augmentation de 

l'activite reductrice d'acetylene (ARA) rhizospherique com- 

parable a celle obtenue par inoculation avec une souche 

d'Azospirillum brasiliense. Ceci suggere que dans la rhizos- 

phere, le Frankia pourrait se comporter comme un micro-orga- 

nisme de type fixateur libre d'azote (Chapitre II), 

Ces resultats concernant la croissance 'extra-nodu- 

laire" de Frankia de Casuarina supportent l'hypothese d'une 

vie saprophytique des Frankia dans des sols depourvus de - 

leurs plantes-hates (Akkermans, 1978 ; Akkermans et Van Dijk 

1981 ; Wollum et al., 1968). 

3.3. Potentiel fixateur d'azote des plantes actinorhi- ------------------------------------------------- 
ziennes ------- 

Le potentiel fixateur d'azote des plantes actinorhi- 

ziennes et des legumineuses est comparable (tableau 35). 11 

varie entre 13 et 500 kg N hectare -1 an-1 
pour les legumi- 

neuses et de 12 a 300 kg N hectare -1 an-1 pour les plantes 

actinorhiziennes. La grande variabilite constatee au niveau 

de l'estimation de la quantite d'azote fix& est dOe a trois 

causes : (1) nature de la symbiose, (2) sites de croissance 

de la plante (nature du sol, climat...), (3) methodes d'es- 

timation de la fixation de l'azote. 

Dans cette these nous avons rapporti! les resultats 

d'experience concernant l'estimation de la rixation d'azo- 

te de Casuarina equisetifolia inocule par une souche pure 
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de Frankia (chapitre IV, article 8). Le potentiel fixateur 

d'azote de cette espece est eleve et se situe entre 21 et 

55 kg N hectare -1 an-1 d&s la premiere annee suivant la 

transplantation au champ. Contrairement a la plupart des 

estimations rapport&es dans le tableau 35, nous avons men& 

nos experiences dans des conditions de croissance contrblee 

(sol homogeneise, irrigation, inoculation par une souche 

pure de Frankia, utilisation de clone de Casuarina ; ce qui 

reduit l'effet des facteurs limitants la fixation d'azote) 

et en utilisant des methodes de mesures fiables telles que 

les methodes isotopiques 15N . 

0 
3.4. Applications ------------ 

De part leur capacite a *prosperer sur'des sols mar-: 

ginaux, les plantes actinorhiziennes sont appelees a jouer 

un r&le important dans des domaines aussi divers que la 

production de biomasse, la protection des sols et la regene- 

ration des sols degrades. 

11 est evident que l'avenir de la fixation d'azote 

en tant que Biotechnologie se situe au plan de la refores- 

tation et de la production de bois de feu. En effet, pour 

la moitie de la population mondiale, le bois represente la 

principale source d'energie (NAS, 1984). 

Dans les regions temper&es, c'est le genre Alnus 

qui est le plus couramment employe. Actuellement des millions 

de plants d'Alnus (nodules par Frankia en pepiniere) sont 

plantes sur les sols denudes par les travaux de construction 

des barrages de la Baie James au Quebec (Fortin, communica- 

tion personnelle). 

Dans les regions tropicales et sub-tropicales, ce 

sont les especes appartenant a la famille des Casuarinacees 

qui seront, probablement, appelees a jouer le r81e le plus 

important. En effet, cette famille constitue un reservoir 

d'especes tres prometteuses de part leur aptitude a croitre 

dans des conditions extremes. Nous citerons comme exemple : 

- Allocasuarina decaisneana qui pousse dans 

le centre de 1'Australie oh les &carts de temperature vont 
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de -7°C a + 47°C et oh les precipitations annuelles sont de 

220 mm d'eau (NAS, 1984) ; 

- Gymnostoma deplancheana qui pousse en Nouvelle- 

Caledonie sur des sols a haute toxicite en fer et en alumi- 

nium (NAS, 1984). 

3.5. Perspectives ------------ 

Les etudes concernant les symbioses actinorhiziennes 

connaitront, dans les annees h venir, une grande expansion 

lice aux raisons suivantes : 

1) Les plantes actinorhiziennes (qui sont perennes 

pour la plupart) peuvent croitre dans des sols tres pauvres, 

oh elles peuvent produire une biomasse elevee ou contribuer 

a l'amelioration des ~01s. Dans l'optique d'une utilisation 

a grande echelle de ces plantes, il parait necessaire : 

(1) de rechercher de nouvelles especes actinorhiziennes in- 

connues, (2) de definir les potentialites fixatrices d'azo- 

te des differentes especes utilisables en agriculture ou en 

foresterie, (3) d e mettre au point les pratiques culturales 

permettant d'utiliser au mieux leur potentiel fixateur d'N2 

(cultures de rotation ou plantations mixtes, par exemple). 

2) Les souches de Frankia sont caracterisees par une 

variabilite considerable, ce qui suggere que ce micro-orga- 

nisme pourrait &tre manipule lorsque l'on disposera des ou- 

tils genetiques necessaires. 

3) La capacite des Frankia a s'associer symbiotique- 

ment a huit familles de plantes tres differentes, suggere 

qu'il serait theoriquement plus facile de creer de nouvelles 

plantes fixatrices d'N2 en utilisant ce micro-organisme 

qu'en utilisant les Rhizobium qui ne peuvent s'associer qu' 

a deux familles de plantes (legumineuses et ulmacees). 
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RESUME 

La plupart des pays en voie de developpement doi- 

vent faire face a deux problemes majeurs qui sont'la defo- 

restation et la surexploitation des sols agricoles. Cet 

etat de fait conduit $ une crise energetique et alimentaire 

d'une gravite l ans precedent. L'utilisation des plantes 

fixatrices d'azote pourrait constituer un moyen d'enrayer 

cette crise. 

Au m$me titre que les especes appartenant a la 

famille des legumineuses, les plantes actinorhiziennes 

(plantes en symbiose avec Frankia) sont aptes a jouer un 

r61e preponderant dans la production de bois et la r&gene- 

ration des sols degrades. 

En regions tropicales, et sub-tropicales, c'est 

la famille des Casuarinacees qui forme le groupe le plus 

important au point de vue economique. Parmi les 82 especes 

que compte cette famille, c'est Casuarina equisetifolia qui 

a et& le plus largement introduit hors de son aire de dis- 

tribution geographique d'origine. 

L'implantation de casuarinas sur des sols defi- 

cients en azote et depourvus en Frankia specifique ayant 

comme condition sine qua non l'introduction simultanee de 

leur endophyte, il etait necessaire de disposer d'une sour- 

ce d'endophytes autre que les broyats de nodules. Ceci nous 

a conduit a etudier, a partir de 1980, la symbiose Frankia- 

Casuarina equisetifolia. Cette etude a conduit aux resultats 

suivants : 

- Nous avons isole l'endophyte de Casuarina equi- 

setifolia ; 

- Nous avons montre la possibilite d'isoler, des 

nodules de Casuarina, des souches de Frankia appartenant a 
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deux types morphologiques bien distincts, ce qui suggere - 

l'existence d'une population mixte de Frankia au sein des 

nodules de Casuarina ; 

- Nous avons demontre l'existence de barriere 

d'incompatibilite d'h6tes au sein de la famille des Casuari- 

nacees ; 

- Nous avons montre que certaines souches de 

Frankia isolees de Casuarina et non-infectives vis-a-vis de 

leur plante d'origine, pouvaient noduler certaines Rhamnales. 

Ceci nous a conduit a proposer l'existence d'un continuum 

de souches reliant les Frankia typiques des Rhamnales a 

certains Frankia des Casuarinacees ; 

---Nous avons montre que l'endophyte de Casuarina 

pouvait avoir une existence extra-nodulaire, ce qui renforce 

les probabilites concernant une vie saprophytique des Fran- 

kia dans la rhizosphere et le sol ; 

- Nous avons montre que les Frankia de Casuarina 

et de certaines Rhamnales, n'avaient pas d'exigences nutri- 

tionnelles particulieres lors de leur culture in vitro ; 

- Nous avons demontre que certaines souches de 

Frankia pouvai'ent reduire l'acetylene in vitro et croitre 

en utilisant l'azote moleculaire comme source d'azote. Ce 

qui a ajoute les actinomycetes a la liste, deja longue, des 

procaroytes fixateurs d'azote ; 

- Nous avons caracterise dans les extraits bruts 

de Frankia cultive in vitro une activite Glutamine syntheta- 

se (GS) et montre que l'activite de la GS n'etait pas regu- 

lee par un systeme d'adenylation ; 

- Nous avons montre que chez les Frankia de Casu- 

arina, la production des vesicules et leur capacite a redui- 

re l'acetylene etaient lies a la nature du compose azote 

dont disposait le Frankia pour sa croissance. D'autre part, 

le fait que la methionine sulfoximine (MSX) permette la 

production de vesicules (et leur activite nitrogenasique) 

en presence de NH4 Cl (1 g-l) chez la souche ORS020602 

(syn. Dll) suggere une possible implication de certains en- 

zymes de l'assimilation de l'azote (GS, GOGAT) dans la re- 

gulation de la formation et de l'activite nitrogenasique 

des vesicules chez Frankia ; 
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- Nous avons montre que la double inoculation 

Frankia-endomycorhize (Glomus mosseae) permet a Casuarina 

equisetifolia de croitre sur des sols a la fois deficients 

en azote et en phosphore ; 

- Nous avons effectue la premiere estimation con- 

cernant les potentialites fixatrices d'azote de Casuarina 

inoculi? par une souche pure de Frankia. Trois experiences 

utilisant six methodes d'estimation de la fixation de l'azo- 

te (dont les methodes isotopiques 15 N) nous permettent de 

penser qu'une plantation de 5 000 casuarinas par hectare 

fixe entre 21 et 55 kg N2 hectare -1 an-1 dans la premiere 

annee suivant la transplantation au champ. 
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DIEM, H. G., D. GAUTHIER, and Y. R. D~MMERGUES. 1982. Isolation of Frankiafrom nodulesof Casuarinaequisetifolia. Can. 
3. Microbial. m 526-530. 

Using the simple serial dilution technique, five strains of actinomycetes were isolated from nodules of Casuurina 
equisett~oliu. In spite of the fact that these strains did not noduiate the host plant. they were assumed to belong to the genus 
Frank&I &cause they possessed the morphol0gical aml Cultural Characteristics now admitted as specific to this genus. 

DIEM, ii. 0.. D. GAUTWERC~ Y. R. DOMMERGU~S. 1982. Isolationof Fra&afrom nodules of Caruurinu equisetifolia. Can. J. 
Micmbiol. #I: 526-530. 

En utilisant la technique de dilutions successives, on a isole cinq souches d’actinomyctte & park des nodules de Casuarina 
equiset~~lia. Bien que ces souches n’aient pas nodulC la plan&h&e, elles sont considtrkes comme appartenant au genre Frankia 
puisqu’elles poss&lent les caractkes morphologiques et culturaux propres a cc genre. 

Illtroduction 

Recently, strains of Frunkiu have been isolated from 
nodules of some plants using different methods, namely 
(1) enzymatic digestion, e.g., Comptonia peregrina 
(Callaham et al. 1978), (2) microdissection, e.g., Alms 
rubra (Berry and Torrey 1979). (3) sucrose-density 
fractionation, e.g., Elaeagnus umbellata and Alms 
crispu (Baker, Torrey, and Kidd 1979), (4) serial 
dilution, e.g., Aldus crispu (Quispel and Tak 1978; 
Quispel1979), (5) Sephadex fractionation, e.g., Myricu 
gale and Elaeagnus umbelkata (Baker, Kidd, and Torrey 
1979), and (6) direct isolation from surface-stuilized 
pieces of nodules, e.g., Alnus glutinosa (Lalonde et al. 
1981). With the exception of the last two methods 
isolation procedures were sophisticated and often asso- 
ciated with the use of complex media (e.g., Quispel and 
Talc 1978). Gauthier et al. ( 198 1 a) have reported that two 
Frunkiu-like actinomycetes isolated from nodules of 
Casuarina equisetifolia wen able to reduce &HZ in 
vitro, This paper describes in detail the procedures used 
for isolating Frankia strains from nodules of Casuarina 
equisett@oka from different sites throughout the world. 
Moreover, morphological and cultural characteristics of 
strains are presented. 

Material and methods 

Samples of nodules formed on Casuarina equiset#olia wen 
taken from seven diierent locations: Park of Hann, Dakar, 
Senegal (D); Miami, FL (F); INRA Research Station, Petit- 
Bourg, Basse Term, Guadeloupe (Gl); INRA Research 
Station, Saint-Fran9ois. Grande Term, Guadeloupe (G2); 
IRRI Research Station, Los Baftos, Philippines (Pl); UPLB 
(Chemistry Building), Los Barlos, Philippines (P4). Nodules 
were also taken from Casuarina rutnphiana at Sampalac, Los 
Baiios, Philippines (P2). 

Seedlings of Casuarina equiseti/olia weIc grown in test 
tubes containing a N-free nutrient medium (Vincent 1970) 
with the shoots free above an aluminium foil cap (Gibson 
1963). Plants were grown in a growth chamber maintained at 
28°C light intensity 70 Ix. 14-h photoperiod. When 
seedlings wen 1 month old their roots weminoculated with a 
suspension of crushed nodules, either freshly collected or 
stored for 3-6 months iu a dty state. Nodulation occumd in 
bothcases within l-2 months. Nodules 0.5-2 mm in diameter 
from 3- to 4-month-old seedlings were cleaned thoroughly 
with tap water attd surface sterilized with chloramine T ( 1% in 
distilled water) for 5 mitt and then rinsed several times with 
sterile distilled water before being aseptically crushed in sterile 
distilled water. The resulting suspension was diluted to 10e2, 
10-3, and lo+ with sterile distilled water. The dilutions were 
then used to inoculate either solid (1.5% agar) or liquid QMOD 
medium (Lalonde and Calvert 1979). For isolation on agar 
medium, 0.2mL of each dilution was first spread onto the 
surface of the solidified medium in g-cm-diameter petri 
dishes. In further experiments, the same amount of each 
dilution was mixed with approximately 2mL of the agar 
medium which was maintained at 40°C and evenly spread by 
swirling over a bottom layer of the same agar medium. The 
agar medium has the advantage that bacterial contaminants 
nmain spatially separated from the Frankia colonies; more- 
over, the method of double layers with the inoculum embedded 
in a thin top layer makes more uniform the growth conditions 
for Frankia. For isolation on liquid medium, fifty to one 
hundred 15-mL screw-capped vials, each containing 5 mL “f 
medium, were inoculated with one drop of 10’ or 10 
dilution. After inoculation, plates and vials were incubated at 
28-3(PC. 

’ 

For light microscopy observations, colonies of Franka 
from cultures in liquid or solid QMOD medium were stained 
with 1% (w/v) trypan blue in lactophenol. 

Casuorina equisetifolia seedlings used for the infection tests 
were grown either in plastic pouches (Lalonde 1979), tubes, or 
Leonard jars (Vincent 1970) containing a sterile mixture Of 
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vermiculite and sand (1:1, v/v) supplied with N-free 
Hoagland’s solution (Hoagland and Amcn 1938). When the 
seedlings were 5 weeks old, they were inoculated with a sus- 
pension of washed, homogenised hyphae and spore-s from 4- 
to &week-old broth cultures. One to 3 months later, the root 
systems were periodically examined for the presence of 
nodules. 

Results 
Isolation on solid QMOD medium 

After lo-15 days, the plates were carefully scanned 
under a dissecting microscope to detect the presence of 
Frankia colonies. At that time, the colonies were 
100-200 pm in diameter, exhibiting a typical starfish 
shape (Fig. 1). If the nodules used for the dilution 
contained tmits able to form Frankia colonies on the 
medium (UFF), these colonies could be observed among 
a number of contaminant colonies, predominantly bac- 
teria. The number of colonies of Fran&a appearing in 
plates inoculated with 10” dilution was in the range of 
l-20 per plate. Comparing the suspensions obtained 
from six different nodule lobes, only four lobes pro- 
duced colonies of Frankia on the plates, suggesting a 
heterogeneous distribution of UFF in the nodules. 

Isolation in QMOD liquid medium 
After 4-6 weeks the 15-mL vials were examined for 

the presence of Frankia colonies. In most vials (80- 
90%) inoculated with 10m3 or lo4 dilution, contami- 
nants developed, making the medium turbid. These 
vials were discarded. In the other vials (10-2096) the 
medium remained clear, either &void of any microbial 
growth or containing one or a few fluffy, chalk-white 
colonies. These colonies were usually located at the 
bottom of the vials and often adhering to the glass wall. 
Microscopic observations indicated that all the colonies 
exhibiting these features were Fran&a. 

Out of nodule samples corresponding to the seven 
sites mentioned above, Frankia colonies were obtained 
from four sites only: one site in Senegal (strains D 1 and 
Dl l), two sites in Guadeloupe (strains Gl and G2), and 
one site in the Philippines (strain P 1). Strains D 1, D 11, 
and G2 were obtained using liquid and solid QMOD 
media; strains Gl and Pl were obtained using the 
double-layer technique with the solid medium. 

h-iorphology of the colonies 
Most of the characteristics hereafter reported are 

related to strain Dl; characteristics of other strains 
appeared to’ be similar except for the production of 
pigment, which varied greatly. Diameter of colonies of 
Frankia growing on the surface of QMOD solid meditim 
increased linearly with time, reaching approximately 
500 urn in 33 days. These colonies exhibited a central 
conical protuberance composed primarily of hyphae, 
sporangia, and vesicles embedded in mucilage. The 

outer region of young colonies was occupied by septate 
hyphae growing radially with a few sporangia and 
vesicles (Fig. 1). Since sporangia were more abundant at 
the center of the colonies, it was assumed that their 
initiation started from the center. Pigment was produced 
which precipitated as blood-red crystals. 

Colonies growing in QMOD liquid medium were 
ellipsoidal, 0% 1 .O mm in diameter, and 0.2 mm thick 
when 3 weeks old. Their inner parts were mucilaginous 
like the colonies growing in solid medium. Similarly, 
growing hyphae were located at the periphery of the 
colony (Fig. 2). When grown in liquid medium, Frankia 
did not cause turbidity, since the colonies remained 
undisrupted even when shaken. Furthermore, single 
colonies often flocked together forming clusters of 
one-layer colonies. After 6-7 weeks of incubation, the 
growth of peripheral hyphae stopped so that the whole 
colony was occupied by a mass of sporangia, vesicles, 
and lysing hyphae (Fig. 3). Trypan blue in lactophenol 
stained only the peripheral hyphae, whereas the central 
part of the colony remained colored by its own red 
pigment (not shown). 

Hyphae, sporangia, and vesicles 
Young hyphae were typically branching, septate with 

a diameter approximately 0.4-0.9 pm. When older, 
hyphae could be up to 1.5-2.0 pm wide. Sporangia 
generally developed at the end of the hyphae but also in 
intcrcalary positions within hyphal filaments (Fig. 4). 
They were of many different sixes and shapes. Usually, 
terminally positioned sporangia were pear and club 
shaped but they could also be globose or subglobose, 
elongated, or exceedingly irregular (Figs. 5.6, and 7). 
Club-shaped sporangia were 6- 19 urn and globose ones 
were 13-19um, but sometimes much larger (up to 
35 pm long) sporangia were found (Fig. 9). Spores 
(1.3-1.9 urn) were usually polyhedral, but were also 
irregular in form. They were easily released from mature 
sporangia (Fig. 9). Spore germination has not yet been 
observed in solid QMOD medium. Spherical vesicles 
(2.6 urn in diameter) were always formed terminally on 
short parental hyphae branching from hyphal strands 
(Fig. 8). Vesicles often remained attached to the 
parental hyphae even when lysis occurred (Fig. 3). 

Znfection tests with Casuarina equisetifolia 
Despite repeated inoculation experiments, the forma- 

tion of typical root nodules was never obtained with any 
of the tested strains. 

DlSCUSSiOU 

All the strains isolated from nodules of Casuarina 
equisetifolia possessed the morphological characteris- 
tics now admitted as specific to the genus Frankia: 
prolcaryotic septate hyphae, polymorphic sporangia 



530 CAN. I. MICROBIOL. VOL. 28. 19112 
- .*_.-I- - -. i -. 

f&m~&u&na n&&s. Appl. Environ. Microbial. 41: 
306-308. 

nodule-forming capacity. The morphological and cul- 
tural characteristics described in this paper in addition to 
the ability to reduce &Ha in vitro observed in two 
strains, D 11 and G2 (Gauthier et al. 198 1 a), support the 
fact that actinomycetes isolated in this work are true 
members of the genus Frankia. The question remains 
whether these strains of Frankia can he considered as 
endophytes of Casuarina equisetifolia. Since during the 
isolation experiments we did not handle any Nz-fixing 
nonlegume other than Casuarina equisetifolia or any 
exogenous Frankia strains, we assume that the strains 
described in the present paper are derived from Cusuu- 
rina equisetifolia nodules. Further experiments reported 
elsewhere (Gauthier et al. 198 1 b) showed that strains 
Dll and G2 wen able to nodulatc Hippophar rham- 
noides, suggesting that they had lost their ability to 
infect Casuarina equiserifolia, but could still infect 
Hippophac” rhamnoiak. This modification of the infee- 
tive chameteristics of strains Dl 1 and G2 was attributed 
to alterations occurring during isolation and cultural 
procedures, an hypothesis reminiscent of that proposed 
by Burggraaf et al. (198 1) for some Frankia strains 
isolated from Ahus. 
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FIGS. 7-9. Morphological characteristics of Frunkiu strain Dl isolated from nodules of Casuarina equisetifolia and stained 
with trypan blue. Fig. 7. Elongated (ES) and irregularly formed (IS) sporangia. Bar = 10 pm. Fig. 8. Septate vesicle(V) formed 
in a 25-day-old colony grown in solid QMOD medium, with short parental hyphae (SPH) and lysing vesicle (LYV). Bar = 
10 pm. Fig. 9. Large sporangia with mature spores (Sp). Vesicle (V) and hyphae (H) formed in a Zlday-old colony grown in 
liquid QMOD medium. Bar = 10 w. 

producing polyhedral spores, and septate vesicles. 
According to Torrey et ul. (1980), these typical struc- 
tures were described by Pommer for the first time. 
Strains isolated from other host plants (Callaham et al. 
1978; Baker, Torrey, and Kidd 1979; Berry and Torrey 
1979; Quispel 1979; Lalonde et al. 1981) always 
exhibited hyphae and sporangia but vesicles appeared 
only on some of the media used, namely QMOD 
medium and the N-free medium used by Tjepkema et al. 
(1980). 

Strains described in this paper produced pigment(s) 
and mucilage. Production of pigment by an Elueagnus 
isolate was reported by Baker, Torrcy, and Kidd (1979). 

In contrast with this pigment, the pigment produced by 
our strains did not diffuse in the medium, but sometimes 
precipitated as microcrystals. The production of muci- 
lage was also observed by Berry and Torrey (1979) in 
strains from Alms rubru. 

Since Frunkiu cultures from nodules of Cusuarina 
equiserifoliu were unable to nodulate the host plant, they 
theoretically could not be considered as endophytes 
from this plant species according to the requirements of 
Koch’s postulate. However, Lechevalier and Lecheva- 
lier (1979) considered as members of the genus Frunkia 
free-living actinomycetes producing vesicles and 
spore-containing sporangia even if they had no known 

FIGS. l-6. Morphological characteristics of Frunkiu strain Dl isolated from nodules of Cusuurina equiserifoliu and stained 
with trypan blue. Fig. 1. Starfishlike colony (25 days old) grown on solid QMOD medium. Sporangia on branching and radial 
hyphae (arrow). Bar = 50 km. Fig. 2. Ellipsoidal 21-day-old colony grown in liquid QMOD medium. Peripheral actively 
growing hyphae are well stained, whereas the centre of the colony is only slightly stained. Bar = 100 pm. Fig. 3. Centre of a 
49-day-old colony grown in liquid QMOD medium, with aggregates of mature spores (Sp). vesicles with short parental hyphae 
(V), and lysing hyphae (LYH). Bar = 25 pm. Fig. 4. Intercalary sporangia (IS), terminal club-shaped sporangia (TCS), septa 
(S). and hypha (H). Bar = 10 Km. Fig. 5. Club-shaped (CS), pear-shaped (PS), globose (GS), and subglobose (SGS) sporangia 
and released mature spores (Sp), vesicle (V), and large hypha (LH). Bar = 10 km. Fig. 6. Irregularly formed (IS) and usually 
club-shaped (CS) sporangia and vesicle (V). Bar = 10 km. 



.._. -.a..- c LI. 
,- .-. 

ARTICLE 2 



2815 

An effective strain of Frankia from Casuarina sp. 

H. G. DIEM, D. GAUTHIER, AND Y. DOMMERGUES 
Centre National de la Recherche ScientiJque, Of/ice de la Recherche Scientificlue et Technique Outre-Mer. 

B.P. 1386, Dakar, Senegal 

Received December 1, 1982 

DIEM., H. G., D. GAUTHIER. and Y. DOMMERGUES. 1983. An effective strain of Frankia from Casuarina sp. Can. J. Bot. 61: 
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A strain of Frankia, designated Cj l-82, from root nodules of a hybrid of Casuarina junghuhniana and C. equisetiforia has 
been isolated in pure culhue. When mwn under standard culture conditions, Cjl-82 exhibited the following characteristics: 
cushionlike colonies with short, wide hyphae and, in addition to typical sporangia, intercalary elongated sporangialike structures 
(SLS) which could be disrupted into spore&e units. No vesicles were found. When inoculated into the rhizosphere of C. 
equiscrifofia, Cjl-82 produced vesicles. Reinfection of seedlings of C. equiset~~olia was achieved repeatedly with inocula 
prepared from a suspension of Cjl-82. Sequences of infection of root hairs were described. Fourteen days after inoculation, 
nodules were apparent on the roots. Nodules were shown to be effective in nitrogen fixation as assessed by the 
acetylene-reduction technique. 

DIEM., H. G.. D. GAUTHIER et Y. DOMMERGUES. 1983. An effective strain of Frankia from Casuarina sp. Can. J. Bot. 61: 
2815-2821. 

Une souche de Frankia, Cj l-82, a ttC isol& g partir d’un hybride de C’asuarina junghuhniana et C. equisetifolia. En culture 
pure, Cjl-82 pr&ente des caract&istiques suivante.s: colonies en forme de coussin avec des hyphes courtes et larges. et, une plus 
des sporanges typiques, des sttuctures intercalaires et allong6es (SLS) ressemblant B des sporanges. structures pouvant se frag- 
menter en des unit& semblables B des spores; pas de vCsicules. Dans la rhizosph&e de C. equisetifolia Cjl-82 produit des 
v6sicules. La r&infection des plantules de C. equisettlofia a et.5 obtenue avec une suspension de Cj l-82 utilisbe comme inoculum. 
I-es difT&entes s&quences de l’infection des pails absorbants des racines sent d&rites. Les nodules sont visibles SW les racines 
quatorze jours apr&s I’inoculation. Soumis au test de IarCduction d’acCtyl&ne, ces nodules se rnontrent capables de fixer I’azote. 

During the last 2 years, we have isolated five strains of 
Frankia from nodules formed on seedlings of Casua- 
rina episetifolia inoculated with crushed nodules 
sampled from various parts of the world (Diem et al. 
1982a). These strains, which exhibited the morpholog- 
ical features of the genus Fran&a and fixed nitrogen in 
vitro (Gauthier er al. 198 1) , were nevertheless unable to 
nodulate the host plant. Recently we reported the 
isolation of an effective strain (Cj l-82) briefly described 
by Diem et al. (1983). In this paper, we present 
complementary data on the morphology and the 
infecting ability of this strain. 

Material and methods 
Strain Cjl-82 was isolated from nodules collected directly 

from a l-year-old seedling of Casuurina grown in the nursery 
of the Thai Forest Service in Bangkok. According to Johnson 
and Briggs (1962), the tree is a hybrid of C. junghuhniana 
and C. equiset$Aia. 

Isolation procedure and cultivation 
Cjl-82 was isolated according to the slightly modified 

method of Lalonde and co-workers as described elsewhere in 
this symposium (Diem and Dommergues 1983). Cjl-82 was 
then subcultured in Qmod (Lalonde and Calvert 1979) solid 
and liquid medium at 28-30°C without shaking. 

Plant infection tests 
Seedling cultivation in petri dishes 
Seedlings of C. equisettyolia (6-8 weeks old) were placed in 

plastic petri dishes (9cm diameter), with the roots lying 
horizontally on the bottom and the stem introduced through the 
hole pierced in a piece of plastic stuck to the rim of the dish 
(Fig. 1). The lid, painted black, had a slot near the rim to let out 
the aerial parts of the seedling. Roots were immersed in 30 mL 
of 0. l-strength nitrogenfree Crone nutrient solution (Lalonde 
1979) in which Fe3(P0&*8H20 was replaced by Fe EDTA 
(4 mg/L). The nutrient solution was renewed every week and, 
when necessary, distilled water was added to compensate for 
evaporation. Two weeks after the transfer of seedlings to the 
petri dishes, roots were inoculated by adding a few drops of a 
dense suspension of Frankia Cj l-82. This inoculum had been 
obtained by gently crushing ca. 10 colonies of Frankia Cj l-82 
picked up from a solid Qmod medium (Lalonde and Calvert 
1979) in 2 mL of sterile distilled water. Inoculation was also 
performed by placing colony fragments directly on young root 
hairs. 

The petri dishes with inoculated (20) and noninoculated (10) 
seedlings were then placed in a controlled-environment 
chamber (day (16 h light) : night (8 h dark); day temperature 
(28°C) : night temperature (20°C)). By 7- 10 days after inocu- 
lation, deformed root hairs with attached inoculum were stained 
with trypan blue in lactophenol (0. 1 %) for microscopic obser- 
vation. Two to 3 weeks after inoculation, the petri dishes were 
placed under a dissecting microscope so that initiation of 
nodules could be observed. 

Seedling cultivation in tubes 
One-week-old seedlings of C. equisetifolia were transferred 

into test tubes, permitting the shoot to grow outside (Gibson 
1963). The agar slant contained 0.25.strength nitrogen-free 
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Hoagland solution according to Knowlton er al. (1980) 
supplemented with (in grams per litre) activated charcoal 
Merck ref. 2186,20 g; CaC03, I g; agar. 16 g. The tubes were 
replenished up to 5 mm from the top with &strength Hoagland 
solution with nitrogen (NH4S04, 0.017 g/L). When the 
plants were 3-5 weeks old, the Hoagland solution (A strength) 
with nitrogen was replaced by the same solution without 
nitrogen. Inoculation was performed by adding to each tube a 
few drops of a suspension of Cjl-82 homogenate in distilled 
water. The culture of Cj 1-82 used for inoculation was obtained 
on Qmod liquid medium. Twelve inoculated tubes and 12 
noninoculated tubes were then placed in a controlled- 
environment chamber as described above. 

Assessment of acetylene-reduction activity 
Three weeks after the appearance of the nodules, acetylene- 

reduction activity was assessed as usual (Hardy er al. 1968). 

Results and discussion 
Morphological and cultural characteristics of strain 

Cjl-82 grown in pure culture 
After growth for 1 month on agar Qmod medium 

(with or without lecithin), Cjl-82 formed compact 
cushionlike 0. l- to O.Cmm-diameter colonies that 
appeared to be embedded in mucilaginous material. 
Only hyphae located in the outermost periphery of the 
colonies could be stained with trypan blue solution (Fig. 
2). Hyphae were short and wide (l- 1.5 km) with many 
septations, and they frequently developed into inter- 
calary elongated sporangialike structures (SLS, Fig. 3). 
SLS probably resulted from the enlargement of the 
hyphae followed by the formation of transverse or 
oblique septa. When mature, SLS were globose or 
subglobose in certain areas (Fig. 3); most were arranged 
in elongated torulose chains of cells. In contrast with 
sporangia of Frankia from Casuarina described earlier 
(Diem et al. 1982a), SLS did not break out easily but 
disrupted only under pressure into single or groups of 
unicellular sporelike units the shape and size of which 
differed from that of typical Frankia spores (Fig. 5). 

Subcultures of Cjl-82 in solid Qmod and liquid 
medium sometimes contained diffuse colonies charac- 
terized by a dense center containing old hyphae, mature 
SLS, and a fluffy periphery with flexous and fine hyphae 
(ca. 0.5 pm diameter) bearing numerous typical spore- 
producing Frankia sporangia (Fig. 4). 

Occasionally, club-shaped sporangia were arranged 
in helicoid chains (Fig. 6). Spores produced by typical 
sporangia were similar in shape and size to those 
produced by other strains of Frankia from C. equiseti- 
fofia (Diem et al. 1982a). 

The cause of such a pleomorphism in the colony 
morphology is unclear. Quispel and Burggraaf (1981) 
explained the variation in the growth pattern of Frankia 
from Alnus glutinosa as resulting from “selection among 
multi-strain cultures, mutation or by phenotypic adap- 
tation.” 
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In contrast with other Frankia strains from C. 
equisetifolia (Diem et al. 1982a), Cjl-82 did not 
produce pigment, nor did it form vesicles in Qmod solid 
or liquid medium, which probably explains its inability 
to fix NZ explanta and to grow in nitrogenfree media. 
Growth rate of Cj l-82 was very low in Qmod medium 
with or without lecithin (generation time, 3-5 days). 
Heavy inoculum was always required to start the 
subcultures, which suggests that some specific nutrient 
was lacking in the media used or that only a limited 
number of components of the inoculum were able to 
form new Frankia colonies. This finding supports the 
concept of units able to form Frankia colonies (UFF) 
developed elsewhere (Diem and Dommergues 1983). 

Observations of strain Cjl-82 in the rhizosphere of C. 
equisetifolia 

In some cases, hyphae and SLS of Cjl-82 were 
replaced by granulelike cells (Fig. 7) which differed 
obviously from the typical spores observed in vitro or 
the structures observed and designated as granules by 
Van Dijk and Merkus (1976) within the nodules of Alnus 
glutinosa. Actually little is known about these granule- 
like cells, especially the time and the cause leading to 
their formation. 

In contrast with its behavior in pure culture, Cjl-82 
formed vesicles in the rhizosphere (Fig. 8). The vesicles 
were similar to those formed in vitro by other Frankia 
strains (Tjepkema etaf. 1980; Diem et al. 1982a) and to 
those formed by Frankia growing in the vicinity of 
nodules of C. equise@%ofia (Diem er al. 1982b). Since 
Frankia reputedly does not form typical vesicles within 
Casuarina nodules (Tyson and Silver 1979), the 
production of typical vesicles by Cj I-82 and by extra- 
nodular growing Frankia (Diem et al. 19826) in the 
rhizosphere suggests that the behavior of Frankia from 
Casuarina varies widely according to its habitat inside 
or outside the nodule. 

Infectivity and effectivity of strain Cjl -82 
Infection tests of C. equisetifofia seedlings grown in 

petri dishes showed that 80% of the plants bearing young 
root hairs on their lateral roots at the time of inoculation 
formed one to four nodules visible at 14-21 days. Plants 
having no young root hairs did not nodulate, which 
indicated that the presence of receptive root hairs is a 
prerequisite for nodulation. This confirms observations 
on the infection of Alnus reported by Pizelle (1972). 
Infection tests performed on seedlings grown in tubes 
showed that 100% of inoculated plants formed nodules 
(IO-20 nodules per plant) within 3 weeks (Fig. 15); 
noninoculated controls never nodulated in either 
assembly. 

Using nodules obtained from seedlings grown in petri 
dishes, we reisolated strain Cjl-82 within 3 weeks on the 
double-layer Qmod (without lecithin) solid medium as 
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FIG. 1. Petri-dish assembly for seedling cultivation; Cweek-old seedlings. FIG. 2. Partial view of a cushionlike colony of 
Frunkiu Cj 1-82 on agar Qmod medium: short peripheral hyphae are stained by trypan blue; the mucilaginous central part of the 
colony is not stained. Bar = 50 pm. FIG. 3. Cj 1-82 on agar Qmod medium showing numerous intercalary elongated and globose 
or subglobose (arrows) sporangialike stmctures (SLS). Bar = 10 pm. FIG. 4. Filamentous colony of Cj 1-82 bearing large typical 
sporangia (arrows) on agar Qmod medium. Bar = 30 km. Inset: a typical spore-producing sporangium formed on peripheral 
hyphae. Bar = 10 pm. 

described by Diem and Dommergues (1983). The Preliminary steps of nodulation 
recovered organism exhibited all the morphological Most observations were performed on roots of 
characteristics of the original strain Cj l-82. inoculated seedlings grown in petri dishes. Root hair 

Acetylene-reduction activity exhibited by 3-week-old deformation occurred 24-48 h after inoculation (Fig. 9). 
nodules was 10.8 kmol CaHd per gram (fresh weight) When the inoculum was a fragment of Frankia colony, 
per hour, indicating Cj l-82 was effective. root hairs converged towards this fragment, entrapping 
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FIG* 5. Su disrupt& ho SpOmlh ds @TOWS); sht sptate hyphae (H). Bar 
-- ” - -- 

club-shaped SPrangIt fommi In SOme fihCntOUS colonies of Cj I-82 on agar Qmod me&m 10 km. FIG 6 Helicoidal chains of 
Bar and SW fragmented mto granulelike cells in the rhizosphere of C. equiscrifolia seedling;. Bar= 1 d p; FIG. 7. Hyphae (H) 

* = 10pm. FIG. 8. Vesicles 
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FIG. 11. Curling of root tips after inoculation; note the presence of granulelike cells (outlined area) and infection hyphae within 
a root hair (arrow). Bar = 10 pm. FIG. 12. Cuded root hair tip showing convoluted material (arrow). Bar = 10 pm. FIG. 13. A root 
hair with several branched infection hyphae progressing towards its base. Bar = 10 Km. FIG. 14. Multiple infections occurring at 
the base of a lateral root of C. equisetifolia; on&infected root hairs are stained by trypan blue (arrows). Bar = 100 pm. FIG. 15. 
Casuarina equisetifofia seedling root system from tube culture 6 weeks after inoculation with a suspension of Cj l-82; nodules 
(arrows). Bar = 1 cm. 

(arrows) formed by Cjl-82 in the rhizosphere of C. equisctifolia seedlings. Bar = 10 pm. FIG. 9. Deformed root hairs of C. 
equisetifolia 48 h after inoculation with Cjl-82. Bar = IS0 km. FIG. 10. Curled root hair tip with initiating infection hyphae 
(arrows) within the curled area; granulelike cells from Cjl-82 (outlined area). Bar = 10 pm. 
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it, suggesting the involvement of an unknown attraction 
process. Later, the tips of some root hairs began to 
exhibit the curling that typically occurs prior to infection 
(Fig. 111, which always starts from the curled area. 
Preliminary observations with the light microscope did 
not allow us to determine the actual process by which 
Cjl-82 penetrated the root hairs; but since granulelike 
cells were detected in the vicinity of the curled root hairs 
(Figs. 10, 11, 12), we assumed that infection usually 
initiated by hyphae might be initiated also by the 
granulelike cells after they were enclosed in the fold of 
the root hair tips. This assumption is reminiscent of the 
theory that bacterialike cells are responsible for the 
infection Of actinorhizal plants (Lalonde and Quispel 
1977). 

We have already mentioned that infection occurred in 
root zones bearing young and still-elongating root hairs. 
Only root hairs in that stage were able to curl and 
consequently provide Frankia with a niche allowing its 
penetration. These observations are in accordance with 
the principles governing the root hair curling and 
subsequent infection in legumes, as proposed by Bauer 
(1981) and Hubbell (1981). 

By 7-10 days after inoculation, infection hyphae 
could be seen, originating from the fold enclosure (Fig. 
10). In this area, convoluted hair wall material 
accumulated (Fig. 12), as reported by Callaham et al. 
(1979) for Myrica gale and Comptonia. Each root hair 
contained up to four infection hyphae (Fig. 13). The 
hyphae, encapsulated and often branched, progressed 
towardsthebaseofthehair,theninvadedthemotcorti~ 
cells as described by Kant and Narayana (1977) and 
Callaham et al. (1979). The hyphae located in the root 
hairs or crossing, often in bundles, the wall between two 
infected nodule cells were encapsulated in a sheath 
apparently thicker than that of the hyphae coiled inside 
the nodule cells. 

Ten days after root hair deformation, the infected root 
zone swelled as a result of the proliferation and 
hypertrophy of root cortical cells. Single infection was 
sufficient to initiate a nodule, but generally several root 
hair infections occurred leading to a single root nodule 
(Pig. 14). Nodulation was initiated not only at the base 
of lateral roots but also on main roots that had young root 
hairs. Nodulation on the main root was responsible for 
the deviation of the root axis. 
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DIEM. H. G., and Y. DOMMERGUES. 1983. The isolation of Frankia from nodules of Casuarina. Can. J. Bot. 61: 2822-2825. 
Attempting to isolate Frankia from Casuurina, we found that this endophyte exhibited two unexpected characteristics: (i) an 

inability of most infected nodule cells to produce Frankia colonies; and (ii) the absence of specific nutritional requirements in the 
isolation medium. These 8ndings led us to the formulation of some principles for isolating Fran&a from Caruurina. 

DIEM, H. G., et Y. DOMMERGUES. 1983. The isolation of Frankia from nodules of Cu,ruurinu. Can. J. Rot. 61: 2822-2825. 
Au cours des essais d’isolement de Frankia B partir de C’asuarina, nous avons trouv6 que cet endophyte pr6sentait deux 

caracttristiqttes inattendues: (i) inaptitude de la phtpart des cellules infect&s du nodule a produire des colonies* et (ii) absence 
d’exigences nutritionnelles particuli&es dans le milieu d’isolement. Ces r6sultats nous ont conduit a formuler quilques principes 
pour i’isolement de Frankia & partir de Casuarina. 

Though the earliest attempts to isolate the actino- 
mycetous endophyte from Casuarina nodules began at 
the turn of the century (see Torrey 1983), these efforts 
have failed up to the present time. This fact is surprising, 
because an increasing number of Frankia strains have 
been isolated from many genera of Nz-fixing non-’ 
legumes (see Baker and Torrey 1979; Baker et al. 1981) 
since the hrst report of successful isolation of the endo- 
phyte from Comptoniu peregrina in 1978 (Callaham 
et al. 1978). 

aqueOuS SolWiOn of 0Smhun tetroxide for 4 mitt (Lalonde et al. 
1981), thoroughly rinsed in sterile water, and chopped into 
small pieces (ca. 0. l-l .5 mm3) by using a sterile scalpel. Each 
nodule piece was transferred into a 15mL vial containing 
7 mL of semisolid (0.3% agar) Qmod medium (Lalonde and 
Calvert 1979). This method differed slightly from that of 
Lalonde et al. (1981) in that semisolid rather than liquid 
medium was used and neither phosphate-buffered saline (PBS) 
nor polyvinylpyrrolidone (PVP-40) was employed. 

Since Frwtkia is assumed to be microaerophilic, we used 
the semisolid medium to maintain nodule pieces in suspension 
just beneath the agar surface. This technique is analogous to 
that devised for isolating microaerophilic Azospirillum 
(Dobercincr and Day 1976). 

Using the serial dilution technique, Diem et al. 
(1982) isolated five strains of Fran&u from nodules of 
Casuarina equisetijblia collected in different parts 
of the world (Senegal, Guadeloupe). Although these 
strains exhibited the morphological characteristics of the 
genus Frankiu and the ability to fix N2 in vitro (Gauthier 
et al. 198 1). they were unable to nodulate the host plant. 
We presumed that this failure could be linked to the use 
of an inappropriate isolation procedure; thus we decided 
to investigate the technique based on the use of 
superficially sterilized nodules directly incubated onto 
the nutrient medium. This technique, similar to that 
commonly used for isolating plant pathogenic fungi and 
ectomycorrhizal fungi from root tissues, had already 
heen successfully applied to the isolation of Frankiu 
from Alms and Efaeagnus (Lalonde et al. 1981). 

The objectives of the present study were to adapt the 
technique mentioned above to the isolation of the 
difficult endophyte from Casuarina equisetifoliu and at 
the same time to determine whether the isolation of this 
endophyte required specific nutrients in the medium. In 
interpreting the results of our experiments, we attempted 
to formulate some concepts about the isolation of 
Frankia . 

Isolation techniques 

Technique No. I: mod$ed technique of Lulonde et al. (1981) 
Nodule lobes were washed, superficially sterilized in a 3% 

The vials were incubated at 25-28“C for 2 months. Vials 
with contaminants were discarded. In some of the remaining 
vials, nodule pieces carried typical Frankia colonies, visible 
under the dissecting microscope. Each colony was transferred 
into a 12.5~mL setum flask containing 15 mL of Qmod liquid 
medium and then broken up with a magnetic stirrer to obtain an 
inoculum for subculturing Frankia. 

Technique No. 2: combination of nodule peeling and incuba- 
tion on double-layer agar 

To eliiinate most of the contaminants harbored in the outer 
cell layer of the nodule lobes, we peeled away these layers as 
already suggested by Quispel and Burggraaf ( 198 1). Then the 
nodule lobes were superficially sterilized in a 1.5% calcium 
hypochlorite solution for 10min and thoroughly rinsed in 
sterile water. This procedure was performed along with 
osmium tetroxide sterilization (technique No. 1). Nodule lobes 
sterilized by either procedure were then aseptically cut into 
pieces as mentioned above. Five to 10 pieces of nodule were 
deposited onto a layer of 1.5% agar Qmod medium without 
lecithin in a petri dish. Three millilitres of the same medium, 
maintained at 40°C. was poured on the agar layer, thus 
covering the pieces of nodule. A variant of this procedure used 
water agar instead of the Qmod medium as the isolation 
medium. 

Ten petri dishes thus inoculated were incubated at 25-28°C 
in a saturated atmosphere for preventing the desiccation of the 
medium during the incubation, which might last up to 2 
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PHYSIOLOGIE VeGeTALE. - Injictivite et ejjectivite’ de souches de Frankia isolkes de 

nodulesde Casuarina equisetifolia et d’Hippopha? rhamnoides. Note (*) de Daniel Gauthier, 
Hoang Gia Diem et Yvon Dommergues, presentee par Roger Buvat. 

Deux souches d’actinomydteIDl1 et G2) isoks de nodules de C’crsuurir~uc,~uisrrijo/iu, mais incapables d’initier la 
nodulation chez la plante hhtr IC. cquiserifolia), sont capables d’initier la nodulation chew Hippaphac rhumnoid~s 
L’activitt r&duct& d’acttyJCe (ARA) sp&iGque des nodules de H. rhatnnoides in&its par DIJ et ~2 est 

sensiblement la m&me que J’ARA smqtte des nodulea de H. rhamnoides inocuk soit avcc une gauche (H 13) iwJ& 

de nodules de H. rhamnotdes, soit avcc dcs nodules broy& de la m&ne plante. Cu rb&ats confirment que les 
COUchCS Dll tt G2 sent bicn des Fran&Jo et indiqucnt que IXS SOU&~S soat & la fois inJ&ives et eRectives qmnd la 
plante h&te at Hippophor rhamnoidcs. 

TWO straias oj’actinomyctve isolaied]iom nodules of’ Casuarina quisetifolia (Dll et G2). wrc unable IU iniliaw 
nodularion in ihe host plant (C. equisetifolia), but could nodulare Hippophag rhamnoides. The spurijrc uw~~lent, 
rcldu~rianucri~iry(ARA)u] /ha nodulesjormedby DII andG2 on H. rhamnoides uussimilar IO rhar o/nodules obrainvJ 

by inotulariun o/’ H. rhamnoides with a strain (H 13) isolarerljiom H. rhamnoides or k/It cruslwd nodult,s Jrom 111~ 
.tumt~plunr. These resulrs con&-m that strains DII ondG2 ure Frankia andindicar~ rhar they are nut only infw/ice but 

u/so e+ec~iw lrhen the husr plunr is Hippophae rhamnoides. 

Dans une publication prkkdente, nous avons rapporte l’isolement d deux souches 
d’actinomyckte (DII et G2) A partir de nodules de Casuurina equisetijoliu [I]. Nous avions 
admis alors que ces souches appartenajent au groupe des Frunkiu en raison (1) de leur 
morphologie et notamment de la presence d’hyphes, de vesicules et de *sporanges 
caracteristiques des actinomydtes symbiotiques des non-legumineuses fixatrices d’azote [I], 
(2) de leur capacite a reduire l’acitylene in vitro ([l], [2]). Cependant, il nous avait ttt alors 
impossible d’obtenir des nodules sur Cusuurinu equisetifolia par inoculation avec les souches 
DII et G2. &ant donne ces resultats, nous avons tent6 de verifier si les souches DII et G2 
Ctaient capables d’induire la nodulation chez une autre non-legumineuse fixatrice d’azote, en 
l’occurrence HippophuL; rhumonoides. Cette ttude nous a amen6 B comparer les souches DII 
et G2 avec une souche que nous avons isolke A partir de nodules de H. rhumizoides. 

MATERIEL ET MI~HODES. - Souches de Frankia. - Rappelons que la souche DII a itC 
isolee d partir de nodules de Cusuurinu equisetijbliu recoltes dans le part de Hann d Dakar 
(Senegal) [ 11. Nous avons effectut l’isolement et realise la culture de cette souche sur lemilieu 
QMOD [3]. La souche G2 a CtC isolee et cultivte de la meme man&e a partir de nodules de 
C. equisetijbfiu provenant de Guadeloupe [ 11. Nous avons is016 la souche H 13 a partir de 
nodules d’hlippophui! rhumnoides recoltb dans la region de Mens(Istre, France). Nous avow 
realid ce dernier .isolement en utilisant la methode de dilution utilisee anterieurement [I]. 
en remplacant le milieu QMOD par le milieu sans azote suivant (g/l) : KH,PO* : 1,O; 
MgSO,,, ?H,O,: Oil; CaCl,, 2H20 : 0.01; Fe!301 : O,OI+succi@ue de sodium : 1.2; MoO,Na, 
2Hz0 : 0,005; SO,Mn, H,O : 0,025; SO*Zn, 7H,O : 0,007; SO,Cu, SH20 : 0,0012S; 
SO,Co, 7H,O : 0,0014; BO,H, : 0,0003. Le pH a ttb ajust Q 6.8. 

Culture des plantes-h&es. - Les graines de Casuurinu equisetijbliu et d’Hippophuk; 
rhamnoides ont 6tC trait&es a l’acide sulfurique concentre pendant 2 mn puis rincees 
abondamment a l’eau sterile. Apres germination sur eau gblosee (5 jours), les plantules ont 
ttt placees a raison de 4 a 6 dans des enveloppes de polyester (17 cm x 16 cm) comportant 
une m&he en papier [4] et contenant .environ SO ml de solution nutritive de Hoagland [S] 
sans mote diluee au seizitme et ajustee a pH S,4. Nous avons place les plantes dans une 
chambre de culture a 28°C sous un eclairage de 7000 lx. Tous les 3 a S jours nous avons 
ajoute dans les enveloppes une quantite suffJsante de solution nutritive de facon a ce que le 
volume de cette solution reste constant. 
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Inoculation d’Hippophat rhamnoides. - Now avons inocult les plants de H. rhamnoides 
igks de 10 jours en injectant, dans chaque enveloppe, 1 ml de suspension de culture de 
Frunkiu ou de broyat de nodules. Nous avons prkpari la suspension de Frankiu A partir de 
cultures de 15 jours, que nous avons centrifugkes, lavies et homogtnkisies stkrilement dans 
une liole contenant un barreau aimantk. Pour obtenir les broyats de nodules, nous avons 
broyk au mortier 1 g de nodule que nous avons ensuite resuspendu dans 100 ml d’eau &rile. 

TABLEAU 

Nodularion d’Hippophai5 rhamnoides par difirtwts inoculums 

Nombrc 
Pourccntagc de nodules 

de par 
lnoculums plants nod&s phlntc nodul& 

TCmoin non inoculk . . . . . . . . . . . . . . . 0 (10) 0 
Souche isolk 
d’Hippupha2 rlwnnuoi&s : 

H13. . . . . :.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . lOO(12) 2.2 *I 
Nodules broyC 
d’Hippoph& rlramnoides.. . . . . . . . . . . . . 100 (12) 392 f 1.5 
Souchcs isolks de 
Casuurina quisetijoiia : 

I)%......................... 66 (4) 3 fO.8 
G2........................... 50 (8 ) 3 f2.6 

Nodules broyts de 
Casuarina uyuisetifolia. . . . . . . . . . . . . . . 61 (12) 1.7 fO.8 

Entre parcnthkscs : nombrc de planks test&; n. d. : non d6terminC. 

ARA spkcifique 
bmoles C,HJhlg 

poids see de nodules) 

0 

SO*23 

40&32 

66*28 
n.d. 

n.d. 

Nous avons dtnombrk les nodules 5 semaines apris l’inoculation. Nous avons d&e&ink 
leur activitk rkductrice d’acktylkne par chromatographie en phase gazeuse [a], 2 mois aprks 
I’inoculation. 

R~SULTATS ET DISCUSSION. - Une expkrience compl~mentaire a contrmt les r&hats 
antkrieurs [l], g savoir que la nodulation de Casuarina equisetijblia ne potivait etre induite 
par les souches DII et G2, alors qu’,elle Ctait obtenue facilement avec les broyats he nodules de 
C. equisetijblia. 

Le tableau r&me les rksultats de l’essai d’inoculation d’H@pophal; rhamnoides par cinq 
types d’inoculum. Les planks dmoins n’ont pas t% nodultes, ce qui indique qu‘il n’y a eu 
aucune contamination dans notre dispositif expkimental. Tous les plants de H. rhamnoides 
inoculks par la souche H13 (isolbe de nodules de H. rhamnoides) et par le broyat de nodules de 
H. rhamnoides ont Ct6 nod&s. Le pourcentage de plants nodulb a ttC seulement de 50 et 
66 % lorsque l’inoculation a Ctt effectde avec les souches G2 et DII (isokes L partir de 
nodules de Casuarina equisetijblia). Les ARA spkiliques ont ktk sensiblement les mZmes 
quelle que soit l’origine des inoculums. 

En conclusion, si jusqu’8 prksent nous n’avons pu obtenir la nodulation de Casuarina 
equisetijolia par inoculation avec les souches DII et G2, nous avons, par centre, obtenu la 
nodulation d’Hippophai; rhumnoides avec ces souches. Les nodules ainsi form&s rkduisant 
I’acityl&ne, c’estkdire flx*nt l’azote, les souches DII et G2 sont done non seulement 
infectives mais aussi effectives vis-&vis d’HippophaBrhumnoides. Pour expliquer l’tchec de la 
nodulation de Casuarina equisetijblia avec DII et G2, nous Cmettons l’hypothtse que cette 
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nodulation pourrait i?tre obtenue seulement dans des conditions particulitres, par exemple en 
presence de microorganismes associes (helpers) comme l’ont suggere Knowlton et ~011. [7]. 

Si nous admettons avec Akkermans et Roelofsen [8] que Casuarina equisetifolia et 
Hippophai; rhamnoides appartiennent a deux groupes d’inoculation croiste differents, nous 
devons supposer que,DII et G2 seraient des souches a large spectre, tellesqu’il en existe chez 
le genre Rhizobium, ou qu’Hippopha2’ rhamnoides serait une non-legumineuse ftxatrice 
d’azote peu specifique. 

(*) Requc Ic 9 juillet 1981, accept& le 21 septerobre 1981. 
(11 D. GMJIHI~, H. G. D~erc et Y. D~UMER~UE). Appl. Environm. Microbial.. 41. 1981. p. 306. 
[2] J. D. TJEFXEMA. W. ORMERGD et J. G. TORR~X, Nature, 287, 1980, p. 633. 
[3] M. JALONDE et H. E. CALWW. In (J. C. GORDON, C. T. W- et D. A. FERRY. M.. Symbiotic Nitrogen 

Fkarion in the Managewmr Oj’Temperate Forests, Font Research Laboratory, Oregon State University, Corvallis, 
1979. p. 9s. 

[4] F. E. P~RTEIL. I. S. NSMJN et E. K. WOLD, Crops and Soils, 18. 1966, p. 10. 
[Sl D. R. HOAGLAND et D. I. ARNGN. Calg: Agric. Expr. .%a.. 1950, Cir. 347. 
[6] R. W. HARDY, R. D. HOISIXN, E. K. JACOBSON et R. C. BURNS. P/ant Physiol.. 43, 1968, p. 1185. 
[I S. KNOWLTON. A. Bmut~ et J. G. TOIUUX, Can. J. Microbial., 26, 1980. p. 971. 
[8] A. D. L. AKKERMANS et W. Rotwxsm. in Proceedings of the Phytochemical Society of’ Europe, 

W. D. P. STEWART and J. R. GALLON, td.. Academic Press, London, 1980, p. 279. 
:. 
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The Colletia spinosissima-Frankia symbiosis 
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SUMMARY 

Coiletia spinosissima, an actinorhizai Rhamnaiian species native to South America, is known 
for ita beneliciaf effect on soil fertility (improvement of the soil nitrogen status). 

The symbiotic endophyte, Fro&a, was isolated (strain ORSO6OSOl) and shown to be infective 
and effective. Similar to other Frankia strains, strain ORsO iixed nitrogen in vitro. This strain 
nodulated other Rhamnales (HippophaC rhamnoides, Elaeagnus angustifoiia) but failed to nodulate 
the non-Rhamnales tested, suggesting that strains of Frankia associated with Rhamnales form a 
cross-inoculation group. This concept, however, should be applied with flexibility since some strains 
isolated from non-Rhamnaies (such as strains ORSO20602, HFPCcli, and HFPCcI2) are able to 
noduiate Rhamnak-s. 

The Colfetia-Fra&o symbiosis is character&d by a N,-fixing potential which is comparable 
with other actinorhixai systems. 

Key-weans: Argentina - Colletia spinosissima - Frankia - ActinorUzae - 
Rhomnale - Nitrogen jhtion. 

Collrtia spinoat.wtma est une Rhamnale actinorhizienne originairs d’Am6rique du Sud. Cette 
plants est connue pour son etTet ambliorant la fertilit6 des sols (accroisaement de leur teneur en 
azote). 

On a isoid I’endophyte symbiotique (souchc de Frankia OR!3060501) et on a montr6 que cette 
souche 6tait infective et effective. De m&me que les autres souches de Fro&a, la souche ORSO 
lixe I’azoto in vitro. Cette souche a nodul6 d’autres Rhamnales (Hippophag rhamnoides, Elaeognus 
angustifolia) mais n’a pu noduier ies autres non-Rhamnaies test&s, cc qui suggtre que les souchcs 
de Fro&a assocites aux Rhamnales forment un groups d’inoculation croiske. Cependant cc concept 
ne doit pas &a applique avec rigueur car certaines souches isolCes de non-Rhamnaies (telles que 
les souches ORSO20602. HFPCcIl et HFPCcI2) peuvent noduler les Rhamnales. 

Les potentialit& fixatrices d’awte de la symbiose Coiletia spinosissima-Frankia sont compa- 
rabies ii celles des autres systimes actinorhiziens connus. 

Mm-CL& : Argentine - Coiletia spinosissima - Frankia - Actinorhize - 
Rhamnale - Fixation d’azote. 

I. - INTRODU(XlON 

The family Rhamnaceae comprises six genera, Ceanothus, Colletia, Discaria, 
Kentrothamnus, Trevoa, Talguenea which have been reported to bear actinorhizal 
nodules (BOND, 1976; MEDAN & TORTOSA, 1976, 1981; BOND & BECKING, 1982). 
The genus Colfetia itself comprises 17 shrubby species confined to South America 
(BOND dc BECKING, 1982). Two species of Cofferia are well known to be native to 

Acta cEcologica/GZcologia Plantarum, 0243-7651/84/03/231/9/S 2.9010 Gauthier-Villan 
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Argentina: C. spinosissima Gmel. (syn. : C. spinosa Lam), C. paradosa (Spreng.) 
Escalente (syn.: C. crnciata) (DIMITRI, 1959). These species differ according to the 
shape of their stems and thorns, which are cylindrical in C. spi~~osissima and mar- 
kedly flattened in C. paradoxa (DIMITRI, 1959). 

According to Pr. A. H. MERZARI from the faculty of Agronomy of Buenos Aires 
quoted by MIGUEL e/ al. (1978). (( The beneficial effects of Co//da in Argentina 
lands have long been recognized by Araucan Indians )). Since these effects probably 
result from the ability of Colletia to fix nitrogen and consequently improve the soil 
nitrogen status, we attempted to evaluate the N,-fixing potential of the Collrtia- 
Frankia system. This investigation required the isolation of the specific Frankia 
strain and a preliminary study of its ability to fix N, in ritro. 

Il. - MATERIALS AND METHODS 

Plant crdriuarion and ubtenrion of nodules for fkrrher i.wfation of Frankia. 

Seeds, nodules and rhizosphere soil of Collrria spinuslssimu were collected on plants growing 
in a stony soil close to Embalse Dam on the Rio Tercero, Argentina (plate I. fig. I). a location with 
a low rainfall (600 mm per annum, with rain occurring mainly in spring and summer). 

Pkctrc I. FIG I. - A bush of spontaneously growing CulCfiu spirwsissirw 

at flowering stage, Embalse Dam, Rio Tercero, Argentina. 

To obtain fast and regular germination. the seeds were pretreated with concentrated sulfuric 
acid for 3 min. then washed with water until all traces of acid were removed. The seeds were sown 
in sterile nitrogen-deficient soil placed in pots in a glasshouse at ORSTOM research station. Dakar, 
Senegal. Young seedlings were inoculated with a suspension of dried crushed nodules plus rhizo- 
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sphere soil. The pots were irrigated with distilled sterile water and supplied with nitrogen-free HOA- 
GLAND’S solution (HOAGLAND & ARNON, 1950) every week. When the Callrria seedlings were 

6 months old, some of them were dug out and the fresh nodules were excised and used for isolation 
of Frcr~rkicr as indicated below; the remaining plants were clipped to get cuttings used for inoculation 
experiments. 

Nodule lobes were superficially sterilized in a 3 % aqueous solution of osmium tetroxide for 
4 min. were then thoroughly rinsed in sterile water and chopped into small pieces (LALONDE et nl., 

1981). These pieces were transferred onto a 1.5 % water agar layer in a IO cm Petri dish, on which 
3 ml of QMOD (LALONDE & CALVERT. 1979) agar was poured to form the top layer (DIEM & DOM- 

MERGUES. 1983). 

The Petri dishes were incubated at 25-28* C for one month in a saturated atmosphere. Typical 
colonies of Frankiu emerging from nodulo pieces were separately transferred into IO vials containing 
4 ml of QMOD medium. When colonies had grown to I mm diameter, they were gently broken 
into fragments using a magnetic stirrer and subcultured in liquid QMOD medium. The strain thus 
obtained was designated ORSB685BI according to Lechevalier’s proposed nomenclature rule (LECHE- 

VALIER, 1983). 

Frankia strains of collection. 

Four strains were kindly provided by Dr. D. BAKER: Cpll, isolated from Comptoniu peregrina 

(CALLAHAM er o/.. 1978); MgIS, isolated from Myrico ga/e; AvcII. isolated from A/ans ciridis; 

Ptl I isolated from Pars/da tridentata (BAKER, 1982). 

Other strains used had been previously isolated in our laboratory: 0RS140101 (syn.: Hl3), 
isolated from HippophoZ rhomnoides (GAUTHIER et II/., 1981 0); ORS020602 (syn.: DI I) isolated 
from Cosuarino equiseri/ulia (Drew et of., 1982 n); ORS02lOOl (syn.: CjI-82) isolated from Casuarina 

junghnhniana (DIEM er al., 1983). 

Plants tested. 

The following actinorhizal plants were tested in our study: Purshio tridentotu (seeds kindly 
provided by D. BAKER), Eloeognus angusrifolio (seeds from Versepuy Seed Company, Le Puy. France) 
Hlppophal rhomnoides (seeds harvested by A. GUILLERMIN in the vicinity of Grenoble, France), 
Cosuorina equisetifolio (seeds provided by CNRFIISRA, Dakar, Senegal) and Allocosuarina toruloso 

(seeds provided by the Botanical Garden, Canberra, Australia). 

Nilrogenose activity in vitro. 

A culture of ORS060501 grown on QMOD medium was centrifuged and homogenized using 
a magnetic stirrer. The suspension thus obtained was used to inoculate 145 ml vials containing 
25 ml of the following nitrogen-free medium (NFM) expressed as g/l: KH,PO,: 1.0; MgSO,. 7 H,O: 
0.1; CaCI,, 2 H,O: 0.01; FeSO,: 0.01; sodium succinate: 1.2; glucose: 1.0: NaMoO,. 2 H,O: 
0.005; MnSO,. H,O: 0.025, ZnSO,. 7 H-0: 0.007. CuSO,. 5 H,O: 0.00125. CoSO,. 7 H,O: 0.0014, 
H,BO,: 0.0003, pH 6.8. The inoculated vials were incubated under either 80 % Ar-20 “/. Or or 80 % 
N,-20 % 0, gas mixtures. After a 15-day incubation, C,H, was added (10 %) and acetylene reduc- 
tion activity (ARA) was measured daily by the method of POSTGATE (1972) for 3 days and expressed 
as nmoles of CIHI produced per hour and per mg of dry weight. 

Plunt infectiurt tests. 

CoNetiu spbosissimu was grown in test tubes with an aluminium foil cap (GIBBON. 1963). Cut- 
tings were inserted through the aluminium cap so that their base. previously dipped into a commercial 
mixture of phytohormones (I). remained immersed. The nutrient medium in each tube was made 
of two phases: one solid phase made of an agar slant containing l/4 strength nitrogen-free HOAG- 

(‘1 R~~TONE F., Compagnie francaise de Produits Industriels, I 17, quai du Docteur-Dervaut. 
F-92601 Asnibres. 
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LAND solution according to KNOWLTON c? (I/. (1980) supplemented with (in grams per litre) activated 

charcoal Merck ref. 2186:20 g: CaCO,: I g; agar: 16 g and one liquid phase which wasa 1/4strength 
HOAGLAND solution. The liquid phase was complemented with nitrogen ((NH&GO,: 17 mg 1. *) 
during the first 5 weeks to allow a satisfactory plant growth, then no more nitrogen was added. 
From then on inoculation was performed by adding a few drops of a suspension of the different 

strains of Frcrrrkia to each tube. 

A similar device was used for growing the other plants except that they were obtained from 
seeds instead of cuttings. 

Estimation of IIIC &-fixing potential. 

Nodules of each root system were incubated in 7 ml vials under a 90 “/. air-10 5: C,H, gas mix- 
ture. ARA was measured after 0.5 h and I h incubation and expressed as pmoles of C,H, produced 
per hour and per g of dry nodule. Total nitrogen content of the whole plantlets was analysed using 
the microKjeldahl method. 

Electron microscopy. 

Nodules for study under the electron microscope were fixed in 2.5 % glutaraldehyde in 0.025 M 
cacodylate buffer, post-fixed in I ‘A osmic acid and then embedded in epon 812. Ultrathin sections 
were cut from the blocks on an ultramicrotome. stained with uranyl acetate-lead citrate and examined 
in a Siemens Elmiskop 101. 

111. - RESULTS AND DISCUSSION 

I. Morphological characteristics of strain ORSO60501. ’ 

When grown on QMOD medium strain ORS060501 exhibited the three usual 
structures of Frankia, i. e.: hyphae, sporangia and vesicles. This strain was mor- 
phologically very similar to strain ORS020602 (syn.: DI 1) except that it produced 
no pigment. Strain ORSO60501 produced vesicles (but did not fix N2) in some media 
containing combined nitrogen, such as yeast extract and casamino-acids (that are 
contained in QMOD medium). Such behavior was similar to that of strain ORS020602, 
but contrasted with that of strains Cpll and ORS021001 which form vesicles only in 
conditions of N2 fixation, i. e., in nitrogen-free media (TJEPKEMA et a/., 1980; GAU- 
THIER et a/., 1983). From these observations, one can infer that the Frankia strains 
known up to now fall into two categories: those which form only N,-fixing vesicles 
(e. g. Cp[l ; ORS02lOOl) and those which form vesicles without necessarily fixing N1. 

2. N, jixdion in vitro. 
Table I shows that in nitrogen-free medium (NFM), strain ORS06050I could 

grow only when the gas mixture contained N,; in other words the strain appeared 
to grow with N2 as the sole nitrogen source. Table I also shows that N2 fixation by 
the strain ORSO occurred at high p0, (normal atmosphere). These results 
confirm the fact that Frankia has a highly efficient protection system against 02, 
a conclusion already drawn by TJEPKEMA et a/. (1981) and GAUTHIER rt a/.( 1981 b), 
with other Frankia strains, respectively strain CpIl and strain ORS020602. 

3. lnfectioity oJf strain ORSO and potential N, fixation in plants. 

Strain ORS060501 was not only infective but effective since it profusely nodulated 
and sustained the growth of the cuttings of Colletia spinosissima in the nitrogen-free 
nutrient medium (plate 2, fig. 1 and 2). 

The N,-fixing potential of the Colletia-Frankia symbiosis was evaluated in terms 
of acetylene reduction activity expressed per hour and per g (dry weight) of plant 
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TABLE I. - Nitrogenuse ocficity rind grulvrh of Frankia strain 0 RSO60501 under twv gas mixtures 
ofrer IS-duy incubarion iu nirrogerr-free medium ( NFM) . 

Gas mixture 

Frankio 
biomass (I) 

(mg dry weight 
vial -I) 

ARA (‘, 
(nmoles C,H, h I me--’ 

dry weight) 

80 % N,: 20 % OS 2.6 165 
80 % Ar: 20 % 0, 0.3 7 

- -- 

(t) Mean value of 10 replications. 
Frankia inoculum was 0.17 mg dry weight vial-t. 

ARA = acetylene reduction activity. 

TASU~ II. - Effect of inoculation with Frankia strain ORSO605Ol on dry weight, nitrogen 
comem and ucetylene reduction actiuity (A RA) uf 3-month-old hydroponically grown Colletia 
spinosissima. 

Dry weight N Total N 
Treatments (mg plant -I) % (mg plant -I) ARA (‘) 
- ---e-e 

Control 56 0.8 0.45 0 
Inoculated 113 I.5 1.69 0.68 
- -____-------- ---- 

(t) Acetylene reduction activity expressed as ymole CsH, h-t plant-*. 

TABLE III. - Nodulation response of six actinorhizal plants 
inoculated with four strains of Frankia. 

Test host 

Colleria Hippophai Elaeagnus Purshia Casuarina Allo- 
Host of isolation spinosis- rbam- angusti- trideu- equiseti- casuarina 
and related strain sima noides folio tuna folia torulosu 

- --------- --- 

Collrria spinosissima E (12) E (8) E(I0) - - - 

(ORS060501) 

HippophaP rbamnoides E Q E (50) E (nd) -- - - 
(0R140101; syn.: 
Hl3) 

Casuarina equisetifolia E (2) E (66) E (nd) -- - - 
(ORS020602: syn.: 
Dll) 

Casuarina jungbuhniana - E(38) - 
(ORSO2lOOl; syn.: 
Cjl-82) 

-- - ---_------ -.---- .._-- --- 

Remarks: E. effective nodulation; -, no nodules. Between parentheses: SARA as ,umoles 
CsH, h-t g-r nodule dry weight; nd: SARA non determined. 

The following strains were unable to nodulate C. spinusissinta: CpI I, Mgl5, Avcl I, Ptl I. 
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tissue (ARAP), or acetylene reduction activity expressed per hour per gram (dry 
weight) of nodule (SARA), or amount of total N fixed evaluated by the difference 
between inoculated and uninoculated Co/kin (AN). The related tigures were 6 
(ARAP), 12 (SARA) and 1.24 (AN) (table 11 and 111). 
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These figures are comparable to those obtained with other actinorhizal 
N,-fixing systems. For example,jSARA for Casuarina equisetifolia measured in compar- 
able conditions was 24-30 pmoles C2H4 h-’ g-’ nodule (dry weight) (DIEM et al., 
1982 b; DIEM et al., 1983). Studying the SARA of Colletia paradoxa in situ, BOND 
& BECKING (1982) found that the related SARA was 8.5, which is a figure very close 
to ours. 

The nodules of C. spinosissima contained typical spherical septate vesicles 2-3 pm 
in diameter. Our micrograph of Cofletia spinosissima nodules (plate 2, fig. 3) is remark- 
ably similar to that of Colletia puradoxa published by BOND & BECKING (1982). 

4. Cross-inoculation studies. 

Table III shows that the Frankia strain isolated from Colletia spinosissima 
(ORSOWOl) could effectively nodulate the host of isolation and two other actino- 
rhizal Rhamnales tested, namely Hippophag rhamnoides and Efaeagnus angusti- 
folia, a result which could be expected in spite of the fact that strain OR!IO60501 
was isolated from nodules and the rhizosphere of a plant growing far away from the 
distribution area of Hippophae” and Elaeagnus. A strain isolated from Hippophae” 
rhamnoides (ORSl40101) was able to effectively nodulate the three Rhamnales, 
which suggests that Frankia isolated from Rhamnales could form a homogeneous 
cross-inoculation group. Th& conclusion was confirmed by the other cross-inocula- 
tion studies reported in table III (last line and remarks) which show that a number 
of Frankia strains isolated from non-Rhamnales, namely a species from Casuarinales 
(ORS021001), two from Myricales (Cpll and MgIl), a species from Fagales (Avcil) 
and one from Resales (PtIl) cannot nodulate Colletia spinosissimu. 

One should be aware of the fact that the concept of a Rhamnales cross-inocula- 
tion group is flexible, since anomalies are already known, such as that related to strain 
ORSO (syn. : Dl 1). This last strain isolated from nodules of Casuarina equiseti- 
folia, which is unable to nodulate its own host of isolation, can nodulate Hippophac” 
rhamnoides (GAUTHIER et al., 1981 a) and is shown here to also nodulate Colletia 
spinosissima and Elaeagnus angusttfolia. Thus we are led to consider that strain 
ORS020602 belongs to the Rhamnales cross-inoculation group defined above. 
The suggested explanation for this surprising result is that nodules of Casuurina 
probably contain not only infective strains (such as ORS021001) but also strains 

Plate If. Ro. I.- Seven-week-old plants of C. spinosissimcr (I) showing nodules on the roots 18 days 
after inoculation with strain ORSO60501. Uninoculated plants of C. spinosissimn at the same age 
do not bear any nodules on the roots. Leaves of inoculated plants (I) are green whereas those 
of uninoculated ones (T) are yellow. 

FIG. 2. - Nodules formed on secondary roots of ‘I-week-old hydroponically 
grown C. spinosissima inoculated with strain ORS060501. Bar represents I mm. 

FIQ. 3. - Transmission electron micrograph showing a partial view of an infected cell adjacent to 
a portion of an uninfected cell (UC). The infected cell contains numerous endophytic spherical 
vesicles (Ve) and hypbae (H) both surrounded by a capsule (large arrows). In addition to nuclear 
material (N), some vesicles show the presence of scpta (small arrows) and mesosomcs (Me). 
Near the host cell waif (CW). a degenerating vesicle (DVe) has partially shrunk, but still contains 
septa. Note the presence of mitochondria (M) and vacuoles (Vu) within the cytoplasm (CA 
of the uninfected cell. Bar represents I fim. 
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failing to infect the host of isolation (such as ORS020602). Both types of isolates 
were recently obtained by ZANG ZHONGZE et al. (1984) from nodules of Casuurina 
cunninghumiunu: one strain of the first type (HFPCcI3) nodulated Cusuurinu whereas 
two strains of the second type (HFPCcIl and HFPCcI2) failed to nodulate Cusuurinu, 
but effectively nodulated two Rhamnales, namely EIueugnus and Hippophul;. 

CONCLUSION 

1. The cross-inoculation studies reported here suggest that the strains of Frunkiu 
associated with Rhamnales form a cross-inoculation group. However, the existence 
of some strains isolated from non-Rhamnales, but able to nodulate Rhamnales 
(such as strain ORS020602 and strain HFPCcIl and HFPCcI2) implies that there 
is a continuum between the typical Rhamnalian straina (such as strain OR!%60501 
isolated from C. spinosissima) and some strains from the Casuarinaceae. This situation 
is reminiscent of that encountered with the continuum of Rhizobium strains which 
extend from the typical R. juponicum strains, to the cowpea miscellany (BROM- 
FIELD & ROUGHLEY, 1980). 

2. The Colletia-Frunkia symbiosis is characterized by a Nz-fixing potential which 
is comparable with other actinorhizal systems. One factor limiting Nz-fixation in 
the field is probably the absence of the specific endophyte since nodules are not 
always present (RUNDEL & NEEL, 1978). This situation can easily be improved since 
we have now isolated the specific Frunkiu strain. Of course, other limiting factors 
can be involved, which should be investigated in the field. 

l 
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1. INTRODUCTION 

17 genera of non-leguminous angiosperms bear 
N,-fixing root nodules initiated by an actino- 
mycete known as Frunkiu [ 1,111. The expanding 
volume of current literature attests to the signifi- 
cance vested in this symbiosis. However, to the 
best of our knowledge, no publications up to this 
point have dealt with the occurrence and be- 
haviour of Frankia outside its specific niche, the 
nodule. Reported here are observations indicating 
that Frmkiu is able to grow outside the nodule of 
Casuarina equisetifoiia and to proliferate in its 
vicinity. Our study is focused on Casuarina be- 
cause these tropical and subtropical non-legumes 
play a major role by virtue of their ability to thrive 
on nitrogen-deficient soils. 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Cultivation and inoculation of the Casuarina 
seedlings 

Seeds of Casuarina equisetifolia were washed 
nnd surface-sterilized with concentrated H,SO, for 
2 min and rinsed several times with sterile distilled 
water. They were then germinated in sterile, moist 
sand for 10 days at 3OOC. 6-week-old seedlings 
were transferred into empty petri dishes (9cm 
diam.); the stems were maintained upright with a 
plastic clip fitted inside the rim and the roots were 
positioned lying horizontally on the bottom. The 

petri dishes were fiied with 20 ml of a sterile 
quarter strength Hoagland solution [5]. The lids of 
the petri dishes had a radial slot near the rim in 
which the seedling stems were inserted. The lid 
and the rim of the petri dishes were painted black 
to prevent the proliferation of algae. The seedlings 
were placed in a controlled environment chamber 
(day/night: 16/g h; day temperature/night tem- 
perature: 25/20°C). Each week, for 4 weeks, the 
Hoagland solution was renewed; when necessary, 
sterile water was added to compensate for 
evaporation. When the seedlings were ca. 10 weeks 
old, the Hoagland solution was replaced by a 
sterile N-free Hoagland solution. One set of the 
seedlings was inoculated by adding into each petri 
dish 1 ml of a water suspension of crushed nodules 
(ca. 10 mg fresh wt.). These nodules had been 
freshly collected on nodulated Cusuarina grown in 
tubes or pots and had been surface-sterilized be- 
fore being crushed. In some petri dishes, sterile 
distilled water was used instead of the N-free 
Hoagland solution. Another set of the seedlings 
remained uninoculated to serve as a control or to 
be, used later in infectivity tests described in Sec- 
tion 3. 

2.2. Microscopic observations of the root systems 

To observe the root systems of the seedlings 
without disturbing them, we removed the lid of 
each petri dish and placed the whole device with 
the seedling under a dissecting microscope (X 40). 
Such observations were made every week after 
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Fig. I. Extranodular colony of Fronkirr (ENF) growing in the vicinity of a nodule of Cnsucrri~a equiscrijo/iu as observed under 

dissecting microscope. Note the fluffy whitish aspect of the colony. Bar=200 pm. 
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inoculation for the presence of nodules. After the 
initiation of nodulation, the seedlings were culti- 
vated for 3-4 additional weeks. Adjacent roots or 
microbial colonies growing around the newly 
formed nodules were then excised and stained with 
trypan blue in lactophenol (0.1%. w/v) for micro- 
scopical observation (X250). Thick sections of 
nodule lobes were cut with a freezing rotary micro- 
tome and stained with trypan blue. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

Up to 7 weeks after inoculation, uninoculated 
seedlings bore no nodule at all. By contrast, all the 
seedlings that had been inoculated were nodulated 
as early as the fourtbeek. Direct examination of 
the root systems under the dissecting microscope 
showed that 7 weeks after inoculation, 30-708 of 
the nodules in all the inoculated root systems were 
partially covered with fluffy whitish colonies corn: 
posed of very thin hyphal filaments (0.9 pm), 
which appeared to be different from fungal hy- 
phae (Fig. 1). Under higher magnification, the 
morphology of the filaments appeared similar to 
that of an actinomycete. Moreover, in the hyphal 
network, there were many spore-containing 
sporangia and vesicles similar to those formed by 
Frankia in vitro (Figs. 4 and 6). Sections of nod- 
ules suggested that the growing hyphae originated 
from the inner tissue of the nodule lobe (Fig. 2). 
The sites of emergence of the hyphae had the form 
of round protruding spots (ca. 200 pm diam.) at 
the surface of the nodules. In later stages, the 
hyphae proliferated around these spots, resulting 
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in the typical fluffy colonies, which we designated 
as extranodular Frankiu colonies (ENF). In some 
cases, ENF extended along the rootlets adjacent to 
the nodules, covering them up to 2-3 mm but 
apparently without penetrating the rootlet (Figs. 3 
and 4). Sporangia in the ENF colonies exhibited a 
wide range of sizes and shapes (Fig. 6), much like 
those observed in pure cultures of Frankiu from 
Casuarina [3] or other host plants (e.g. [9]). ENF 
vesicles were spherical (2.5-3.0 pm) and resembled 
typical vesicles obtained in vitro (Fig. 6). It is 
interesting to note that up to now typical spherical 
vesicles have never been observed inside the 
Casuarina nodules [ 11,121. Fig. 5 shows that in the 
region invaded by ENF, rod-shaped particles were 
attached perpendicularly to the root hairs. We do 
not know the nature and the role of these particles. 
They could be bacteria-like contaminants or unde- 
termined structures of Frankia. They were strik- 
ingly reminiscent of the ‘exo-encapsulation threads’ 
involved in the infection process of Alms [7]. 

Some ENF colonies were carefully detached 
from the mother nodule and used to inoculate 
lo-week-old seedlings grown in N-free Hoagland 
solution. After 3-4 weeks, all the seedlings were 
heavily nodulated, indicating that Frankia from 
ENF colonies was infective. 

4. CONCLUSION 

Light microscope observations presented here 
suggest that, under the conditions of the experi- 
ments, Frankiu was able to escape from some 
nodules as actively growing hyphae and to subse- 

\ Fig. 2. Section through a nodule lobe showing the site of emergence (SE) of extranodular hyphae of Fro&o (H). Henvily infected cells 
inside the nodule (arrow). Bar= 100 pm. 

Fig. 3. ENF growing along roots adjacent to the nodules. Bar= 100 am. 

Fig. 4. Higher magnification of outlined area in Fig. 3 showing hyphae (H). spores-containing sporangia (S) on the root surface (R) of 
C. equiserijdiu. Bar= 100 cm. 

Fig. 5. Bacteria-like rods (arrow) perpendicularly attached to the surface of root hairs in an area invaded by ENF (out of focus in the 
picture). Bar= IO pm. 

Fig. 6. Micrograph montage showing hyphae (H), vesicles (V) and different types of sporangia observed in an ENF colony. 
Club-shaped (C), pear-shaped (P) and irregular-shaped (I) sporangia. Bar= IO pm. 
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quently proliferate in the vicinity of the nodule 
and on the adjacent rootlets where it produced 
vesicles and spore-containing sporangia, structures 
considered to be specific to Frankia. Since no 
significant growth of Frankia was detected in other 
sites of the root system of &marina equisetifolia, 
this extranodular growth occurring spontaneously 
was thought to be distinct from the growth of 
Frankia in the rhixosphere, which is a consequence 
of the well-known rhizosphere effect. The latter 
type of growth has been recently reported by 
Lalonde et al. [8] after spot inoculation of the root 
systems of Aims. The ability of Frankia to grow 
and sporulate outside the nodule probably con- 
tributes actively to the dissemination of this actin- 
omycete in the soils, a problem already encoun- 
tered by Houwers and Akkermans [6]. Since 
vesicles were abundant in the ENF colonies, it was 
inferred that free N, fixation could occur in the 
extranodular zone. Further experiments are 
planned to verify this hypothesis. 

interestingly enough, it was possible to harvest 
the Frankia structures that grew outside the nod- 
ule and to use them as an infective inoculum for 
&marina equisetifolia; this finding indicates that 
the Frankia from ENF colonies retained their 
infectivity, in contrast tith the non-infective strains 
we have hitherto isolated from nodules of 
Casuarina using the serial dilution technique and 
synthetic media [3,4). This last result raises the 
question as to the origin of deviating non-infective 
strains already posed by the Dutch group [2,10]. 

It is unknown at this point whether the 
extranodular growth of Frankia occurs in natural 

conditions or in host species other than Casuarina 
equisefifolia. 
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Acetylene reduction activity was demonstrated in pure cultures of two actino- 
mycete strains isolated from nodules of Caeuarina equisetifolia. Thii activity 
was comparable to that of free-living Rhizobium &rains, but appeared to be less 
sensitive to pOz and more sensitive to the presence of combined nitrogen. 

It is well estabiished that some strains of 
Rhizobium can exhibit nitrogenaae activity 
when grown in vitro on defined media (2, 7, 8, 
13,14), but such activity has not been reported 
for actinomycete straine isolated from root nod- 
ules of N&&g nonlegumea The present study 
was initiated to determine whether actinomy- 
cetal isolates from nodule6 of Casuarina equk 
etifolia, a nonleguminous tree widely introduced 
in tropical and semiarid countries, can express 
nitrogenase activity when grown in the absence 
of the plant host. 

Two strains, designated Dll and G2, were 
isolated from nodules of C. equisetifolia sampled 
in Senegal (DLL) and in Guadeloupe (G2). Seed- 
lings of C. equieetifolia were grown axenically in 
test tubes (6) and inoculated at an age of 1 
month with a suspension of crushed nodules. 
Nodules that developed after 2 montha were 
used to obtain the ieoIates. Plates of agar QMOD 
medium (10) were inoculated with 1 ml of a 10e3 
suspension of these nodules and incubated for 3 
to 4 weeks. Since the actinomycete colonies are 
smah (ca 0.1 mm), the microscope had to be 
used to observe and isolate the strains. These 
coionies can be easily recognixed since they ex- 
hibit a typical startish-like appearance. Two fea- 
tures of isolates Dll and G2 (hyphae and spo- 
rangia with polyhedral spores) were very similar 
to those of actinomycete symbionts of the tem- 
perate noniegume genera Comptonia, AZnus, 
and Elaeagnue BB viewed both in culture (1.4, 
9,11,16) and in the nodule (17). But, in contrast 
with in vitro cultures of these temperate sym- 
bionta, our strains produced not only hyphae 
and sporangia but aiso vesicles (Fig. 1). VesicIes 
were formed on both Kaiininskaya and QMOD 
media. Attempta to noduiate axenic seedlings of 
Caauarina sp. by inoculation with pure cultures 
of Dll and G2 have failed. 

Isolates Dll and G2 were aerobically grown 
in a liquid QMOD medium at 30°C for 5 days 
by using a rotary shaker (108 rpm). The cultures 
were centrifuged, washed, suspended in a Kah- 

ninskaya sahne medium supplemented with 
maIate (20 mM) as a carbon source, and adjusted 
to pH 7.0 (3) to the aame volume as that of the 
initial culture. A portion (25 ml) of this suspen- 
sion was placed in 150-ml vials with serum stop- 
pers. The viais were evacuated and filled with a 
gas mixture containing 10% C&Hz, with increas- 
ing percentages of 02 (2,5, 10.15, and 20%). and 
argon as the complementary gas. Incubation to- 
gether with agitation was continued for 5 days 
at 3O’C. During the incubation, there was no 
significant growth, but a profuse sporulation was 
observed together with the formation of vesicles. 
Specific acetylene reduction activity was meas- 
ured daily by the method of Postgate (15) and 
was expressed as nanomolea of CZR produced 
per hour per mihigram of protein, estimated by 
the method of Lowry et al. (12). 

As shown in Fig. 2, the reduction of acetylene 
to ethylene by strain Dll occurred only in the 
presence of 02. Specific activities were highest 
when p0~ was 10 kPa. Comparison of the specific 
acetylene reduction activity of strains Dll and 
G2 at different levels of pop showed that the 
behavior of those strains was similar, with ~02 
optimal at 5 to 15 kPa (Fig. 3). 

To check the effect of different sources of 
nitrogen upon nitrogenase synthesis, strains Dll 
and G2, which had been previously grown on 
QMOD medium for 5 days, were incubated by 
the procedure mentioned above with Kaiinin- 
skaya saline medium with different nitrogen 
sources. Table 1 shows that yeast extract slightly 
stimulated nitrogenase activity at a low concen- 
tration (25 gg/mi) with little effect at higher 
concentrations (50 to 100 pg/mi). Repression by 
glutamine occurred when the concentration was 
equal to or higher than 0.54 n&f. Nitrate and 
ammonium drastically repressed nitrogenase 
synthesis even at the lowest concentrations (2 
mM) used. 

This is the first report of nitrogen fLvation by 
free-living actinomycetes isolated from nodules 
of a nitrogen-fixing nonlegume. Acetylene reduc- 
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Fro. 1. Photomicrogmph of a portion of a U-day-old colony of strain Dll, grown in QMOD medium, 
showing hyphae (H), uesicles (V), and mature sporangia (SP) with disaggreguting polyhedral spores. Bar, IO 
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FIG. 2. Time course of derepression of nitrogenase 
biosynthesis at different p0~ (strain DI I). pOi (strains DII [a] and G2 [W. 

FIG. 3. Specific nitrogenase activity at different 
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[London] 287:633-635. 1980) reported that strains of 
Frankia isolated from Comptonia peregrina and Al- 
nus rubra cultured in defined nutrient media could 
reduce acetylene. 
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TABLE 1. Influence of different nitrogen sources on 
nitrogenase biosynthesis measured by the acetylene 

reduction method” 

Nitrogen eourceh 

Specific acetylene 
reduction activity 
(nmol of &HI per 
h per mg of pro- 

tein) 

Strain Strain 
Dl1 G2 

None (control) 
Yeast extract (25 &ml) 
Yeast extract (50 &nl) 
Yeast extract (100 W/ml) 
r.-Glutsmine (0.25 n&l) 
L-Gheamine (0.54 mM) 
L-Glutamine (1.1 mM) 
KNo3 (2 mIw 
KNOa (5 mM) 
KNOI (10 mM) 
NH&l (2 mM) 
NH&l (10 mM) 
NH&l (20 mM) 

34 14 
42 20 
30 12 
17 12 
32 16 
3 1 
3 1 
1 1 
0 0 
0 0 
5 2 
0 0 
0 0 

R Actinomycete strains were incubated in agitated 
vials f&d with a gag mixture containing 10% O2 and 
90% argon at 30% for 5 days. The specific acetylene 
reduction activity was calculated by using the slope of 
the &Ha production curve. 

h The medium contained malate (20 mM) and dif- 
ferent amounts of combined nitrogen as indicated. 

tion was ca. 10 to 30 nmol/h per mg of protein, 
which is comparable to values obtained for free- 
living Rhizobium strains which exhibited mod- 
erate acetylene reduction activities (25). Since 
the incubation in the preliminary experiments 
reported here was carried out in agitated vials 
and the cell number was low, we assume that 
the concentration of dissolved 02 in the culture 
was relatively high. Thus, it seems likely that 
our isolates fii nitrogen under more aerobic con- 
ditions than reported for free-living Rhizobium 
strains. 

Nitrogenase synthesis by our isolates ap- 
peared to be more sensitive than Rhizobium 
strains to the presence of combined nitrogen, 
since Rhirobium strains are still able to form a 
significant amount of nitrogenase with an am- 
monium concentration of 40 mM (7). 

Surprisingly, strains Dll and G2 did not ini- 
tiate nodulation in the host plant. Failure to 
induce nodulation may indicate that these 
strains are noninfective in the pure culture con- 
dition as suggested by Knowlton et al. (?a) or 
that the requisite environmental conditions for 
nodulation were not achieved in OUT tests. 

ADDENDUM IN PROOF 

This note was in press when Tjepkema et al. (J. D. 
Tjepkema, W. Ormerod, and J. G. Torrey, Nature 
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GAUTHIER. D. L. 1983. Effect of L-methionine-oksulfoximine on acetylene reduction and vesicle formation in derepressed 
cultures of Frankia strain Dll. Can. J. Microbial. 29: 1003-1006. 

L-Methionine-DL-sulfoximine, a glutamate analog known to inhibit glutamine synthetase (GS) and glutamate synthase 
(GOGAT), allowed nitrogenase biosynthesis by Frankia strain Dl 1 in presence of NH*+. GS activity, detected in cell-free 
extracts of Dl 1, was higher in Nz-fixing than in nonfixing conditions. These facts suggested that nitmgenase biosynthesis in 
FM&T was probably =gulated by GS. GOGAT, or a product of theii reaction, but regula& of GS by an adenylylrttion-unadenylyla- 
tion system was probably not involved. Similarities between Frankia and Anabuena cylindrica were stressed. 

GAUTHIER, D. L. 1983. Effect of L-methionine-DL-sulfoximine on acetylene reduction and vesicle formation in &repressed 
cultures of Frankia strain Dll. Can. J. Microbial. 29: 1003-1006. 

Un analogue du glutamate, la L-mCthiO&e-DL-SUlfOXimine, inhibiteur des activitcs glutamine synth6tase (GS) et glutamate 
synthase (GOGAT). permet la dttipression de la biosynthtse de la nitrogtnase en pn!se e de N&+ chez la souche de Frankia 
Dl 1. En cc qui conceme I’activid GS, cette demitre es1 plus importante dans les ex ti ts bruts de cultures de Dl 1 rkduisant 
l’ac&ylbne que dans ceux provenant de cultures r&prim&s. D’autre part, il n’a pas Cte possible de mettre en evidence un syst&me 
d’adknylation de la GS chez la souche Dl 1. Ces rkultats suggtrent que le N&+ per se n’est pas l’effecteur de la tigulation de la 
biosynthtse de la nitrogdnase mais que cette demik est probablement sous le contrdle des enzymes de l’assimilation de l’vote 
(GS et GOGAT). Enfin, quelques points de similarit& entre Frankia et Anabaena cylindrica sent relev&. 

In an earlier paper (Gauthier et al. 198 1) , we reported 
that a strain isolated from Cusuurinu equisetifoliu (D 11) 
reduces acetylene in vitro and NH4+ inhibits nitrogenase 
biosynthesis, a fact also related by Tjepkema et al. 
(1980, 1981). Using strain Dll we want to know if 
NI&+ is the actual effector for nitrogenasc repression or 
if nitrogenase repression is governed by the enzymes of 
nitrogen assimilation, namely, glutamine synthetase 
(GS) and glutamate synthase (GOGAT) as in other 
nitrogen-fixing microorganisms such as Kfebsiellu pneu- 
moniue (Tubb 1974), Azospirillutn (Okon et al. 1976; 
Gauthier and Elmerich 1977), and Anubuenu cylindricu 
(Dharmawardene et al. 1973). To determine if NH.++ 
assimilation is required for the inhibition of nitrogenase 
biosynthesis, we added methionine sulfoximine (MSX), 
a glutamate analog known to inhibit both GS and 
GOGAT (Gordon and Brill 1974; Stewart and Rowe11 
1975). We also explored the effect of MSX on vesicle 
production. 

Strain 
Material and methods 

Strain Dl 1 of Frankia isolated from nodules of Casuarina 
was that described by Gauthier et al. (1981) and Diem et al. 
(1982). 
Growth conditions 

Dl 1 was aerobically grown in liquid QMOD medium 
(Lalonde and Calvert 1979) at 30°C for 10 days without 
shaking. In this medium vesicles were produced. When 
QMOD medium was supplemented with NH&l (20 mm, no 
vesicles were formed. 

Derepression of nitrogenuse biosynthesis 
Cultures of Dl 1 from QMOD or QMOD + NH&l were 

centrifuged and resuspended in an equal volume of the 
following nitrogen-free medium (NFM) (grams per litre): 
KH#04, 1.0; MgS04*7H20,0.1; CaC12*2H20, 0.01; FeSO,, 
0.01; Na succi@e, 1.2; NaMoO.,~ZHfl, 0.005; MnSO,*Hfl, 
0.025; zllSO~*7H2O, 0.007; CuS0,~SH20, 0.0()12$ coso,- 
7H~0.0.0014; HsBO3,0.0003; pH 6.8. Portions (25 mL) of 
this suspension were placed in 14%mL vials with serum 
stoppers in air containing 10% C2H2 and maintained at 30°C 
without shaking. 

Acetylene reduction activity (ARA) 
ARA was measured daily by the method of Postgate (1972) 

for 8 days and was expressed as nanomoles of C2H, produced 
per hour and per mill&am of dry weight. Supplementation 
with NH&l and (or) MSX was performed at the rate of 20 and 
10 mA4, respectively. 

Glutamine synthetase activity (GS) 
GS was determined in two cultures of Dl 1: (i) a culture of 

Dl 1 grown in QMOD medium for 10 days (repressed culnuz). 
and (ii) a culture of D11 grown in QMOD for 10 days and 
then derepressed in NFM for 8 days (deEpressed culture). 
Cell&e extracts were obtained by passage through a French 
press at 18 000 psi (1 psi = 6.894 757 kPa) in Imidazol-HCl 
buffer (10 mM, pH 7.1) containing 10 mM MnC12 and 1 mM 
mercaptoethanol. 

GS activity was estimated by the glutamyltransferase assay 
(Shapiro and Stadtman 1970). Relative adenylylation of GS in 
crude extracts was estimated by the snake venom phospho- 
diesterase (SVD) method (Bishop et al. 1975) and also from 
the transferase assay conducted in the presence or absence of 
60 mM MgC12 (Bishop et al. 1975). 
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Protein content 
Protein content was estimated by the method of Lowry et 

01. (1951). 

Enumeration of vesicles 
Dll cultures were centrifuged, resuspended in a known 

volume of phosphate buffer, homogenized, and counted in a 
Petroff-Hausser chamber under phase illumination. 

Results 
When one compares the effect of different media on 

ARA and vesicle production by Dl 1 (Table l), one finds 
that QMOD medium allowed the production of vesicles 
without ARA expressed. NFM allowed both ARA and 
the production of vesicles. Supplementation with a 
nitrogen source, such as NH&I or glutamine, inhibited 
both ARA and vesicle production. 

A culture of Dll grown in QMOD medium, thus 
containing vesicles, could not derepress its nitrogenase 
biosynthesis in the presence of NH&l (20 mM), but this 
inhibition could be partly overcome by addition of MSX 
(Table 2). 

An experiment similar to that reported in Table 2 was 
made using a culture of Dll, which being grown in 
QMOD medium supplemented with NH,&1 (2OmM) 
was thus devoid of preexisting vesicles. N&+ inhibited 
both ARA and vesicles production, but adding MSX 
restored ARA and vesicle production even in the 
presence of NHd+ (Table 3). 

When one compares the GS activity in cell-free 
extracts from D 11 cultures grown on QMOD medium or 
from the same culture derepressed in NM medium, one 
observes that this activity was higher in the denpressed 
culture than in the repressed one (Table 4). 

In contrast with what was observed with other nitrogen- 
fixing organisms, such as Azospirillum (Okon et al. 
1976). addition of SVD did not markedly alter the 
relative adenylylation (+Mg/-Mg) of GS (Table 4). 

Discussion 
Two facts suggest that NH4+ was not the actual 

effector and that nitrogenase biosynthesis was possibly 
regulated by GS, GOGAT, or a product of their 
reaction. Fit MSX, a glutamate analog known to 
inhibit GS and GOGAT, allowed nitrogenase biosyn- 

TABLE 1. Effect of different media on acetylene reduction activity 
(ARA) and vesicle production in Frankiu strain Dl I 

Medium“ ARA 

QMOD 
QMOD + NH&I (20mM) 1 
QMOD + glutamine(250 kg/mL) - 
NFM + 
NFM + NH.43 (20 mM) 

Vesicle 
production 

+ 
- 
- 
+ 

NDTE NFM. nitrogen-free medium. 
‘In all sssays Fran& was grown aerobically. 

TABLJZ 2. Dempression (under air) of nitmgenase bio- 
synthesis in a culture of Dl 1 with preexisting vesicles 

(obtained in QMOD medium) 

Medium ARA* 

NFM + NH&l (20 mM) 
NFM + MSX (10mM) 29 
NFM + NH&(20 mM) + MSX( 10 mM) 10 

NOTE NFM. nitrogen-free medium; MSX, t.-metbionine-oL-sulfoxi- 
mine. 

“Expmsaed as nanomoles CzH, per hour per milligram dry weight. 

thesis in the presence of N&+. Second, GS activity was 
actually detected in cell-free extracts of Dll, this 
activity being higher in nitrogen-fixing conditions (dere- 
pression in NFM medium) than in nonfixing conditions 
(QMOD medium) (Table 4). However, the hypothesis 
that nitrogenase biosynthesis is regulated by GS should 
be further tested using GS mutants of strain D 1 I as in the 
case of Klebsiella pneumoniae (Streicher et al. 1974) or 
Azospiriflum (Gauthier and Elmerich 1977). 

The fact that adding SVD to cell-free extracts of Dl 1 
did not affect the relative adenyiylation (+Mg/-Mg) 
suggests that GS in strain Dl 1 is not regulated through 
the adenylylation-unadenylylation system found in E. 
Cofi (Wuff ef al. 1967). 

Vesicle formation was always required for the expres- 
sion of nitrogenase activity, a conclusion already stressed 
by Tjepksma et al. (198 I); however, from our data we 

TABLE 3. Derepression (under air) of nitrogenase activity and vesicle production in a 
culture of Dl 1 &void of pnexisting vesicles (obtained in QMOD medium supplemented 

with 20 mM NH&l 

Medium ARA” No. of vesicle@ 

NFM + NH&l (20 mM) 0 0 
NFh4 + MSX (10mM) 18 13 
NFM + NH&l(20 m&f) + MSX(l0 mM) 7 5 

Now: NFM. nitropt-free mcdittm: MSX. t,-mahionine-oksulfoximittc. 

*pressed= tunomoks C2H, per hour per millijpm dry weight. 
%xptessed as X lob per milligmm dry weight. 
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cannot infer that vesicle formation is regulated in the 
same way as nitrogenase biosynthesis. 

The general behaviour of strain Dl 1 was reminiscent 
of that of Anabaena cyfindrica, since the biosynthesis of 
nitrogenase by the latter organism is restored by MSX in 
presence of NH4+ (Stewart and Rowe11 1975) and its GS 
has no adenylylation-unadenylylation system (Dharma- 
wardene et al. 1973; Rowe11 et al. 1979). Another 
similarity between Frankia and Anabaena cylindrica is 
that both organisms are filamentous and able to develop 
specialized structures which are the site of nitrogen 
tixation: vesicles in Frankia and hetenxysts in Anabaena 
cylindrica. 
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Summary-Ccuucwincr equisetifoliu seedlings, uninoculated or inoculated with Frunkiu strain ORSOZIOOI 
were grown for 4.5 months in pouches. then transplanted into I rn’ concrete containers forming I rn? 
microplots. Trees were harvested 6.5 months later when they were II months old. Nr fixation was 
measured using three methods of assessment: the direct isotopic method, the A-value method and the 
difference method. Estimations of Nr fixation during the 6.5 months following transplantation were 
respectively 3.27, 2.31 and 3.07 g NI per tree. From these values it was calculated that about 40-60 kg N? 
would be fixed Per hecture in a year at normal densities of 10.000 trees ha-‘. The results of this experiment 
confirm that Frunkiu strain ORS02lOOl can be confidently recommended to inoculate casuarinas in the 
field. Means to improve nodulation and subsequently N? fixation by casuarinas are discussed. 

IMRODUCIYON 

The outstanding ability of casuarinas to thrive in 
poor N-deficient soils is due to their association with 
Frankia, the symbiotic Nr-fixing actinomycete for- 
ming nodules on their roots. Because of this charac- 
teristic, causuarinas can give a high yield of biomass 
as well as be exploited as timber, firewood or charcoal 

in many tropical countries. Furthermore casuarinas 
are sometimes used in rotational agriculture to im- 
prove the N status of soil. Casuarinas are then 
planted in wasted, N-deficient soils, grown for 
S-10 yr, cleared for wood or charcoal, after which the 
land is planted with various crops, such as yams in 
New Guinea (Silvester, 1976) or non-N,-fixing trees 
such as Anacardium occidentale for the production of 
cashew nuts in India (J.C.G. Ottow, personal commu- 
nication). The crops or forest plantations following 
casuarinas benefit from the soil N accretion resulting 
from the N,-fixing activity of the actinorhizal tree. 
Thus it is a primary task to evaluate the amount of 
N, actually fixed by field-grown casuarinas. Up to 
now, only two estimations have been published. The 
first one by Hannon. quoted by Silvester (1977). is 
related to a stand of Allocasuurina littoralis near 
Sydney, Australia. The litter fall was estimated as 
29 t ha-’ yr-‘. Since this litter contained I%N, the 
N circulation rate in it was estimated to be 
290 k N ha-’ yr-‘. Taking into account the fact that 
the N content of all the soils in the region was less 
than 0.1% it was assumed that at least 75% of this N 
was recently fixed, thus suggesting a fixation rate of 
218 kg Nz ha-’ yr-‘. 

The second estimation is related to a l3-yr-old 
Cusuarina cquiset(folia stand established in the sand 
dunes of the Cap-Vert peninsula 30 km from Dakar 
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(Dommergues, 1963). By comparing the soil and tree 
N content of a planted plot with the soil N content 
of an adjacent plot devoid of vegetation, the mean 
N, fixation rate was calculated to be co. 
58kgN,ha-‘yr-‘. 

Since the results mentioned above are questionable 
because the methods of estimation are not the most 
reliable and since we wanted to check the 
effectiveness of recently isolated strain of Frankia 
ORS02 1001 (Diem et al.. 1982). we decided to apply 
the “N-tracer technique. We report here the results of 
a study to evaluate N, fixation by Casuarina equi- 
set@lia inoculated with Frankia ORS021001 and 
growing in conditions very close to those encountered 
in the open field. This experiment covered a growth 
period of 6.5 months thus providing a basis for 
estimation of the annual N, fixation. Three different 
methods for measuring N, fixation were compared: 
the direct isotopic dilution method, the A-value 
method and the difference method. 

It is now well known that casuarina roots have 
symbioses not only with Frankia but also with ecto- 
(Bamber et al., 1980) or endomycorrhizal fungi 
(Rose, 1980; Diem et al.. 1981) that help the trees 
scavenge mineral nutrients, especially P. thus enhanc- 
ing nodulation and N, fixation (Diem and Gauthier, 
1982). However this response to mycorrhizal infec- 

tion occurs only when the soil content in available P 
is low ( Q 10 kg P ha-‘). Since the aim of the experi- 
ment reported here was not to study the effect of 
mycorrhizal fungi we added to the soil a relatively 
high level of P (30 kg P ha-‘) at the onset of the 
experiment and later N-free Hewitt (1966) solution so 
that the plant requirements in elements other than N 
were largely fulfilled, thus masking a possible effect of 
any mycorrhizal infection. 

5 



376 D. GAIJTHIER er al. 

MATERIALS AND IMETHODS 

The experiment was conducted from July 1982 to 
May 1983 at the ORSTOM Bel Air Station in Dakar, 

Senegal. in twelve I m’ concrete containers forming 
1 m’ microplots. The soil used was Be1 Air soil, a 
typical sandy (93% sand), neutral (pH 7.0) soil, with 
C and N contents of 0.3 and 0.025% respectively 
(psamment; vernacular name: Dior). The soil was 
carefully homogenised, introduced into the con- 
crete containers and finally fumigated with methyl 
bromide. 

Seeds of Casuarina equisettyolia harvested in the 
vicinity of Dakar were sown in sterile Bel Air soil. 
When l-month-old, the seedlings were planted into 
5 x 25 cm polyethylene pouches filled with a mixture 
of vermiculite and sterile soil (1:s). The seedlings 
were inoculated by dipping their roots in a suspension 
of a 2-month-old culture of Frankia ORS021OOl 
grown at 28°C in liquid QMOD medium (Lalonde 
and Calvert, 1979). the amount of Frankiu inoculum 
added to each plant being equivalent to 3 pg protein. 

Plants were raised in the pouches for 3.5 months 
and then transplanted into the microplots with four 
plants per microplot, all of which received PK as 
K,HPO, at the rate of 17 g me2. 

Treatments 
At transplantation time three treatments with four 

replications each were used as follows: 

Treatment 1. No inoculation; application of 
“N-labelled NH:-N at the rate of 2g N m-* (i.e. 
0.5 g N plant-‘) as a solution of (“NH&SO, con- 
taining 10.5 atom% “N excess. 

Treatment 2. No inoculation; application of 
‘sN-labelled NH:-N at the rate of 10 g N m-* (i.e. 
2.5 g N plant-‘) as a solution of ( “NHI)2S0, con- 
taining 1.9 atom’? “N excess. 

Treatment 3. Inoculation with Frankia 
ORS02 100 1; application of ‘sN-labelled fertilizer as 
in treatment 1. 

Throughout their growth the plants were carefully 
irrigated. When the plants were 8 months old, they 
exhibited symptoms of an undefined nutrient 
deficiency which was eliminated following applica- 
tion of 1 I of Hewitt (1966) N-free nutrient solution 
to each microplot every 2 weeks. Plants were har- 
vested 6.5 months after transplantation to the micro- 
plots when they were I1 months old. Three out of the 
16 plants in treatment 1 and three out of 16 plants in 
treatment 2 were found to bear nodules. These con- 
taminated plants were discarded so that calculations 
were based on 13 plants instead of 16 in treatments 
I and 2. 

Estimation of N2 fixation 
Shoots were divided into three fractions: cladodes, 

branchlets (dia <4mm), and stems plus branches 
(dia >4 mm), dried to a constant weight at 60-70°C. 
Then each fraction was completely ground into 
100 pm powder. Samples of each powdered fraction 
were analyzed for total N and IsN. lsN analyzes were 
carried out at the Seibersdorf Laboratory (IAEA) 
using Dumas’ method (the combustion performed in 
this technique converts total N directly to N,) and 
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emission spectrometry. For each individual tree N 
and 15N values were calculated taking into account 
the weighr, N and “N contents of the different 
fractions of the tree (cladodes, branchlets, stems and 
branches). 

As already indicated in the Introduction N, 
fixation was assessed using three methods: the direct 
isotope dilution method (Bremner, 1977; Fried and 
Middleboe, 1977; Vose er al., 1982) the A-value 
method proposed by Fried and Broeschart (1975) and 
the difference method (Williams er al., 1977). 

(a) Use of the direcf isofope dilufion mefhod. The 
percentage y of the plant N derived from N, fixation 
was calculated according to the formula: 

en 
y=l-- 

eo 
eo and en being the atom% i5N excess in non- 
N&ixing and N,-fixing plants respectively. 

The individual y values for each of the 16 Nz-fixing 
plants were calculated taking into account each of the 
en values whereas eo was the average value for the 
non-N,-fixing trees. 

If N was the total content of each N,-fixing tree, N, 
fixed per tree was: 

y YXN =- 
100 

(b) Use of the A-value method. In this modification 
of the isotope dilution method proposed by Fried and 
Broeschart (1975), the ‘5N-labelled fertilizer is applied 
at a low rate to the N,-fixing plant but at a normal 
(higher) rate to the non-Nz-fixing plant. 

The A-value method involves the assumption that, 
when confronted with different sources of N, the 
plant uptake is directly proportional to the amount 
of N available in each source, provided that this 
amount is measured in the same unit, designated A. 
This unit is expressed as fertilizer N equivalent: 

% N derived from fertilizer 
A-value of fertilizer 

“/, N derived from N, fixation Cv) 
- 

A-value of N2 fixation 

= % N derived from soil 
A-value of soil 

The available amount of soil plus 
determined using the NJixing plants: 

A “soil + fix” 

fixed N is 

(100 -jr) x fertilizer rate (N,-fixing plants) 
= 

fn 
The available amount of soil N is determined using 

the non-N,-fixing plants: 
A “soil” 

3 (100 -fi) x fertilizer rate (non-N,-fixing plants) 

f0 
and the A-value for fixed N, is: 

A “fix” = A‘soil + fix” - A‘soil” 

fn and fo being the percentages of N derived from 
fertilizer in N,-fixing and non-NJixing plants re- 

spectively: 

fn = $ and ,fo = !$ 

eti and eo being the atom’;/, “N excess in N,-fixing and 
non-N,-fixing plants respectively and ej;i and efo the 
atom% “N excess in the fertilizer applied on N&xing 
and non-N,-fixing plants respectively. 

The percentage y of the total plant N derived from 
N2 fixation is calculated using the formula: 

A “fix” x fn 
, fertilizer rate (N,-fixing plants) 

We calculated the average A “soil” value which 
was considered as a constant in our experiment. For 
each individual Nz-tixing (inoculated) plant. we cal- 
culated A “soil + fix”, A “fix.“, y and finally the 
amount of N* fixed per plant: 

where N was the total N content of each plant. 
(c) Use of the dtfirence method. For each individ- 

ual Nz-fixing plant (treatment 3). Nr fixation was 
estimated to be the ditrerence between the total N 
content of the harvested portion of each of these 
plants and the average total N content of harvested 
portion of uninoculated ones. 

RESULTS 

N2 fixation by Casuarina equisetifolia 
When they were transplanted the seedlings were 4.5 

months old, the height of inoculated seedlings was cu. 
30 cm and that of uninoculated ones was cu. 25 cm. 
The mean N content of inoculated seedlings was 
G 30 mg plant-‘. Thus N2 fixation before trans- 
plantation was < 30 mg plant-‘, which is negligible 
in comparison to the amount of NZ fixed after 
transplantation. Therefore N2 fixation values 
presented hereafter are related to the 6.5 months 
following transplantation to the field. During this 
period N2 fixation was 2.31-3.27g N2 fixed tree-‘, 
depending on the method of assessment (Table 2). If 
we assume that Nr fixation would have been sta- 
bilized at this rate during the whole year following 
transplantation, extrapolation would give figures in 
the range of 4.26-6.04 g N? fixed plant-’ yr-‘. 

Table 2 indicates that in 95 out of 100 times we can 
expect a large variation in the estimation of N, 
fixation since the related values lie within the range 
of 0.84-4.93 N2 fixed plant-’ if we take into account 
the highest and the lowest figures calculated from the 
three methods. 

Tuble 2. N, fixation by I l-month-old Casuarinu rquiwrijolia as 
* estimated- by three ditTercnt methods’ 

NL fixation’ expressed as 
_--. 

Per cent N 
derived from Nz g NI fixed 

Methods fixation (v) tree-’ (Y) 
-p-v- 

Direct isotope dilution SS.Of 11.0 3.27 f I .60 
A-value 39.1 +- 11.9 2.31 &- 1.47 

Difkrcncc 49.0 f 14.8 3.07 f 1.86 

‘Mean vdks f confidence intervtti (P - 0.05). 
?For the period of 6.5 months following tmnsplantation to the field. 
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Dvect ~sp$tpf:. d&r@.- __ i -.A-value 
- .‘.I’ 1--F 

NF 53.4Y. 

42.5Y. 73.9% 

NF 

Fig. I. Contribution of soil (S), fertilizer (F) and N2 fixation (NF) to the N nutrition of Cumurina 
equiser~/Su as assessed using direct isotope (left) and A-&re (right) methods. Results expressed as g of 
N tree-’ or as percentage of total N content of the trees. Numbers I, 2 and 3 refer to the treatments as 

defined in the text. 

Nitrogen uptuke jiiom soil and fertilizer 

The percentage of plant N derived from soil by 
Nz-fixing plants was 42.5 or 56.9% according to the 
method of assessment used (Fig. I). The percentage 
of plant N derived from fertilizer was 4.1-8.8x (lower 
application of fertilizer) and 26.1% (higher applica- 
tion of fertilizer). The contribution of N fertilizer to 
plant nutrition was small probably because the per- 
centage of utilization of N fertilizer remained low 
(27.12-31.26x). a situation comparable to that re- 
ported for soybean and millet in other Senegalese 
soils (F. Ganry, unpublished data). 

DISCUSSION 

NZ fixation by Casuarina equisetifolia 
From the values on Table 2 it can be calculated 

that at normal planting densities for Casuarina equi- 
seti/blia. i.e. 10,000 trees ha-’ (Kondas, 1983), in the 
presence of 20 kg fertilizer N ha-‘, N, fixation would 
be in the range of 40-60 kg N, fixed ha-’ yr-‘. The 
three methods used led to Nr fixation estimates not 
very different from each other. The “‘N based esti- 
mates should be interpreted with caution since the 
methods used involve not only the assumption that 
the N,-fixing plant takes up. N from soil and added 
‘sN-labelled fertilizer in the same ratio, but also that 
the time courses of declining 15N enrichment in N and 
of assimilation of N for the nodulated and non- 
nodulated treatments are the same (Witty, 1983). The 
difference based estimates differ somewhat from the 
15N estimates probably for the reason, suggested by 
Witty (1983). that the relative fertilizer uptake of 
non-N,-fixing and N,-fixing casuarinas differ, being 
8.8 and 4.1% respectively (Fig. 1). 

Further field experiments are required to improve 
the accuracy of the 15N method used, especially by, 
attempting to get more stable soil enrichment 

throughout the experiment (Witty,‘l983). In addition 
it would be desirable (I) to study more extensively the 
influence of plantation density on NZ fixation taking 
into account the fact that in semi-arid conditions 
many plantations do not contain more than 
2000 trees ha-’ (Andeke-Lengui and Dommergues. 
1983; Ataia, 1983); (2) to follow up the Nr-fixing 
activity of aging plantations, this activity supposedly 
increasing up to S-IO yr of nge, then decreasing with 
the progressive accumulation of N in the forest litter. 

Variation in the N,-jixing potential of individual trees 

This variation could not be attributed to the’ 
endophyte, since trees were inoculated with a pure 
strain of Frankiu and contamination by external 
strains was unlikely. Nor could the variation be due 
to soil heterogeneity, because the soil was carefully 
homogenized before filling the microplots. Since 
Table I shows that the total dry weight of trees was 
in the range of 363-687 g (P = 0.05). which indicates 
a heterogenous growth. we assume that a large part 
of the variation in N2 fixation was due to differences 
in individual tree growth. These dilferences were 
probably related (i) to the intrinsic genetic variability 
of the trees, which were all obtained from seed 
and exhibited conspicuous differences in shape and 
colour; (ii) to variations in the physiological state of 
the seedlings at the time of transplantation. the efTect 
of these variations being intensified by competitive 
interactions between the trees growing in the same 
microplot and (iii) to the fact that we used a 
minimal inoculum. which may not have allowed a 
homogeneous infection of the root systems. 

Improving the growth of cusuarinas by proper inocu- 
tution 

We have seen (Table I) that inoculation 
significantly increased the yield of the casuarina trees 
expressed as total N g tree-’ ( x 2.70) whereas the 
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application of N fertilizer at a rate of 2.5 g tree-‘, 
considered a high rate by silvicultural standards, 
induced a much lower. and non-significant, yield 
increase ( x I .53). Thus inoculation appears to be a 
more efficient way to improve the growth of casu- 
arinas than N fertilization whenever the soil is devoid 
of Frurlkio. a situation which is most often encoun- 
tered in tropical countries where casuarinas have not 
yet been introduced. In addition, the result of the 
experiment reported here together with unpublished 
experiments using non-sterile soils devoid of Frankia 

confirm that strain ORS021001 can be confidently 

recommended to inoculate casuarinas in the field. 
Preliminary work in field-simulating conditions has 

shown that by applying a heavy inoculum (equivalent 
to 3Opg Frunkiu proteins per plant) instead of a 
sparing inoculum (3 pg Frunkia proteins), nodulation 
was more regular and the nodule dry weight 
expressed per g-month-old tree nearly doubled 
(27 + 5 g nodule tree-‘). Since we have been able to 
improve the culture of Frankia strains specific to 
casuarinas, we can now envisage massive inoculation 
of these trees, thus hopefully inducing a homoge- 
neous and more abundant nodulation, which is the 
prerequisite to high N2 fixation. 

Improring the nodulating ability of the host-plant 

We have already discussed the origin of the large 
variation in the N,-fixing capacity of the casuarina 
tree. This variation can be partly related to the 
nodulating ability of the host-plant genotype. At- 
tempting to explore this variability would probably 
be a fruitful approach to increasing N, fixation of 
casuarina stands. 
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MICROBIOLOGIE. - Ejjc~~ A I’irljwlion c~lrrl(Jrrr!~l.cJr~lti,icnnc~ (GIOIII US IlI~>ss~iI~ ) .\I//’ ILI 

nohhtion ef /u croissunce & Casuarina equisetitblia. Note (*) de Hoang Gia Diem et Daniel 
Gaurhier, prksentie par Roger Buvat. 

I& P~IS de CCWJWM e@setVoliu cultivb sur un SOI sterile contenant seuIenlcll[ IO. IO 18 d~ pll~)spllorc: 
assimilable, ant IS inocults soit par Frankiu sp. (sous forme de broyat de nodules), soit par Glomus mosseue, soit 
simultantment par les dew endophytes. Au bout de 6 mois, Ie nombre de nodules et I’azote total des parties 
akiennes itaient pius de deux fois plus ilevk chez Ies plants inocuk par Frank sp. et G10mus mosseae que chez les 
plants inocuks par Frankia seulement. 

Seedlings of Cz~uari~ cquisctifolia, gromn in a sterile soi/ contuining only 10. 10m6 available phosphorup, were 
inmdared lcdth Frankia sp. (as crushed nod&s) or Glomus mosscac or bo th endophytes. A/ter 6 months, the number 
of nodules and the Wd niirogen of aericrl parts were more than twice as great in plants simultaneously inoculared with 
Frankia sp. aad Cilomus mosaeae as in plants inoculaed with Fraakia sp. alone. 

II est dtsormais bien ttabli que I’association des racines de Egumineuses avec des 
endomycorhizes vCsiculo-arbusculaires est susceptible d’accroitre la fixation d’azote et la 
productivitC de ces plantes lorsque celles-ci poussent dans des conditions edaphiques 
dbfavorables, notamment dans des sols ma1 pourvus en phosphore assimilable. On sait que ce 
rale des endomycorhizes est essentiellement, mais non exclusivement, de nature 
trophique [I]. Par leur r&eau d’hyphes extramatricielles, les endomycorhizes constituent des 
structures mieux adapt&s que les racines g I’absorption des &ments nutritifs peu mobiles du 
sol, notamment le phosphore. On peut a priori penser que I’infection endomycorhizienne des 
racines joue un rble semblable dans le cas des non-ICgumineuses tixatrices d’azote. Cette 
hypoth&e dCcoule du fait que I’on a montri que pratiquement tous les genres connus de non- 
ICgumineuses fixatrices d’azote pouvaient heberger des endomycorhizes v&siculo- 
arbusculaires [2]. En ce qui concerne plus particulitrement Cusuurinu sp. la pr&ence des 
endomycorhizes v&culo-arbusculair a ttt rapport& antbrieurement par Rose [3] et par 
Dies et toll. [4]. A notre connaissance une seule Ctude exp&imentale a Ct$ effect&e B ce jour 
pour vtrifier I’effet de I’infection endomycorhizienne sur la croissance et la nodulation d’une 
non-ICgumineuse tixatrice d’azote : c’est I’Btude conduite sur Ceanothus oelutinus par Rose et 
Youngberg [5J 

Dans la prbente Note, nous rapportons les rbultats d’une premihre exp&ience portant sur 
Cusuurina equisetijbliu cultivt dans un sol renfermant seulement IO. IO-” de phosphore 
assimilable. L’infection par Gfomus mosseue de jeunes plants de C’. qui.scv~/~~liu dtiji inocultis 
avec Frunkiu (apportt sous forme de broyats de nodules) entraine un doublement du poids 
des nodules et de la teneur totale en azote des plantes. 

MAT&IEL ET MTHODES. - Le sol utilist a &t6 un sol ferrugineux tropical faiblement lessivi: 
(non vernaculaire : Dek) renfermant seuiement 10. lo- 6 de phosphore assimilable. Les 
autres caractbristiques de ce sol Ggurent au tableau. 

Alin d’obtenir des plantules homogtnes de Cusuurinu equiser@liu on a prkalablement mis 
S.I germer des graines sur du sable stkile. On a choisi des plantules de mime vigueur pour les 
repiquer dans des sachets de polyithyltne de 11 x 24 cm renfermant chacun 1 kg de sol 
prtalablement st&ilisi. Apr&s avoir appliqut les traitements decrits ci-dessous on a placO les 
sachets contenant les plantules sous un abri vitrC de la station O.R.S.T.O.M. de Bel-Air, 
Dakar, Stnbgal, pendant la pkriode allant du mois d’aoiit au mois de janvier in&s. Tous les 
mois, on a apportC g chaque plante 10 ml de solution nutritive de Hewitt [6] depourvue de 
phosphore et d’azote et dilute deux fois. Tous les 2 jours, on a apportt la quantitt d’eau 
necessaire pour maintenir la tension de I’eau du sol au voisinage de la capacitC au champ. 
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L’inoculum de Furnkicr sp. a ete constitut par un broyat de nodules, etant donne que les 

. 

tentatives d’inoculation avecdes cultures pures de Frurtkiu sent restees vainesjusqu’a present 
([7], IS]). Atin que le broyat de nodules soit exempt de Champignons endomycorhiziens, les 
nodules ont ete preleves sur des plantes cultivees dans du sable sterile. Aussilot apt-es recolte, 
les nodules ont ttt sterilises comme suit : on a immerge environ 1 g de nodules (poids frais) 
dans une solution de chloramine T I ,5 Y0 (poids/volume) pendant 15 mn. On a ensuite rince 
les nodules a l’eau distillte sterile, puis on les a broyis dans 30 ml d’eau sterile. On a procede a 
I’inoculation en introduisant 1 ml de ce broyat de nodule dans le sol au niveau du collet de 
chaque plantule, au moment de repiquage. 

TABLEAU . 

Inoculation de jeunes plants de Casuarina equisetifolia par un broyat de nodules (apportunt Frankia sp.) 

et par un Champignon endomycorhizien (Glomus mosseae). 

Trailements 

Nodules 

poids see 

(mg/ plunle) 

lnlcction 

Par 
G. nto.ww 

I”/,) 
Poids see 

Wphnle) 

Partics airicnncb 
6 

Azotc ~okil 

(mg/pluntc j 

Phosphore 10~1 

(mg/planic) 

(I ) Tcmoin . . . Ou 0 2.69 u 22.OlI 2.6u 

(2) Inoculalion avcY 

broyat de nodules. . . . . . . 57 b 0 4.23 b 50.1 b 2.1 u 

(3 j Inoculation uvec G. 

nw~.wuc . . . . . . . . . . . . . . OU 39u 2.32~ 19.7u 5.1 b 

(4) Inoculation avec broyet de 

nodules et G. nwJsc:L’uc. . . . 132~ 47u 1,691 96.1 t 3.9 b 

(5) Inoculation avcc broyat de 

nodules et apport de 

phosphore. . . . . . . . . . 107 t’ 0 1.491. I20.5 ‘. 3.Oh 

Caracttristiques du sol utilise (sol sterile) : pH (KCI), 6.2; phosphore total, 79. 10mb: phosphore assimilable (Olsen [IO]), IO. IO-“: N tomI. 

300.10V6;argile, 8.5 %;limon, 3,3 %;sables,94,7 %. Lephosphoreaeteapporttiladosede90. 10m6 sous brme de KsHPO,. Lesditemiinations 

ont et& effectuees lorsque les plantes ttaient H&es de 6 mois. Dans chaque colonne ne sont pas significativement diNerentes (P P 0,OS) les moyennes 

suivies de la meme lettre (test de Duncan [ 121). 

L’inoculum de Champignon endomycorhizien, Ghmtrs n~os.wuc, a CtC constitui par des 
fragments de racines de Sorghum sudanense inocuits prealablement avec GIornrrs ntosseae 
suivant la technique habituellc, utilisee par exempie par Mengc et toll. [9]. On a procede a 
I’inoculation en appliquant environ 500 mg (poids frais) de racines liagmentees contre le 
systtme racinaire de chaque plantule au moment du repiquage. L’apport complementaire de 
phosphore a consiste a ajouter au sol en une fois au debut de I’experience 90. IO-(’ de 
phosphore sous forme de K2HP04. 

Les analyses du materiel vtgetal recolte au 6’ mois ont consiste a peser les parties aeriennes 
des plantes apres stchage a 65” a I’ttuve jusqu’a poids constant, a doser I’azote total par la 
mtthode Kjeldahl et le phosphore total par la methode au metavanadate et molybdate 
d’ammonium [lo]. 

Pour obtenir une evaluation quantitative de I’infection endomycorhizienne on a ell’ectd 

un prelevement randomise de racines (environ 0,5 g par plante). Les racines ont ensuite ete 
colorkes suivant la mtthode de Phillips et Hayman [l 11. On a place 120-130 segments de 3 

mm de long sous la loupe binoculaire et l’on a determine le pourcentage de segments infect&. 
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gi les racines sot11 trb opaques, il peut Ctre nicessaire de dissequer le cortex racinaire pour 
mieux voir les tissus infect&. . 

DISPOSITIF EXPfkRIME~lAL. - Le principe de I’experience aete de comparer la nodulation, la 
croissance et les tencurs totales en azote et phosphore des plants de C’~.~urrrirrtr cyui,~cr#o/itr ( I ) 
en I’absence d’endophytes (temoin), (2) en presence de Fruakio sp. apportt SOUS lbrme de 
broyat de nodules, (3) en presence du Champignon endomycorhizien Glomzrs ~nv.wwc, (4) en 
presence des deux endophytes, (5) en presence de Frunkia sp. avec apport complimentaire de 
phosphore. Chaque traitement a comportt sept repetitions. Les inoculations ont ete 
effectukes au moment du repiquage des plantules de Casuarina tyuis~~~ijoliu. 

R~SULTATS ET DISCUSSION. - Le tableau montre I’effet des dilkents traitements sur 
I’infection du systeme racinaire de Casuarina equi.se~iJolia par Frankia sp. (mesuree par le 
poids des nodules), sur I’infection par Glumus mussear (mesuree par le pourcentage des 
segments de racine infect&s), sur le poids set des parties aeriennes et leur teneur totale en azote 
et phosphore. 

L-inoculation avec G. moww seul(traitement 3)est pratiqucmcnt saris clkt: cllc accroit la 
teneur totale des plantes en phosphore mais ne modifte pas leur poids. L’inoculation avec 
Frurrkia sp. seul (traitement 2) exerce un eflet favorable puisqu’elle accroil le poids set des 
plantes de 57 “/, et leur teneur totale en azote de 130 %; elle est, par centre, saris effet sur la 
teneur totale en phosphore. Ces deux premiers resultats suggerent que, darts le sol et pour le 
systbme symbiotique consider& l’azote ttait le facteur limitant majeur. 

L’inoculation double avec Frardia sp. et G/ontu.s mu.ss~~ac (traitemenr 4) accroit de &on 
spectaculaire le poids set des plantes (+ 186 %), vraisemblablcment par suite de 
I’amelioration de la nodulation et de la lixation de I’azote, d’ou un accroissement 
considerable de la teneur totale en azote des plantes ( + 337 %). L’apport complementaire de 
90. 1o-6 de phosphore combine a I’inoculation avec Frankia (traitement 5) donne 
pratiquement les mimes resultats que la double inoculation (traitement 4). En d’autres 
termes, I’inoculation avec G. mosseae equivaut, dans nos conditions experimentales, a un 
apport complementaire de phosphore. Ces derniers resultats montrent qu’apres I’azote, le 
phosphore Ctait un facteur limitant tres important. 

II existe, notamment sous les tropiques, de nombreux solscaracterisespar une dilicience en 
azote et phosphore ou seules peuvent s’installer des plantes capables 5 la Ibis de lixer I’azote et 
de mieux explorer le sol pour en extraire le phosphore. Cusuurinu ~yui.set~/oliu, presente ces 
deux proprietb, lorsqu’il a pu s’associer symbiotiquement avec Frunkia et un champignon 
endomycorhizien tel que GIomus mosseae. Dans ces conditions C. esquiserifolia constitue une 
espkce particulierement precieuse pour ftxer les sols dunaires dont on connait la pauvrete en 
elements nutritifs. 

I*) Rcmisc Ic 12 octobrc 1981, acceptk le 9 novembrc 1981. 
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