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EDITORIAL

La prise en compte du bien-étre animal dans les pays a faibles revenus du Sud: une utopie?

La survenue en début de ce millénaire d’épizooties graves dans les pays développés est pour certaines ONG
comme GAIA (Global Action in the Interest of Animals) la résultante d’une politique d'intensification a outrance
des productions animales, qui est synonyme d’effets négatifs sur I'environnement et sur les ressources natu-
relles, de risque pour la santé publique et d'atrocités en terme de souffrances animales. L'épizootie de fievre aph-
teuse et la découverte d’'un nombre croissant de cas d’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB) en Europe ont
également suscité des préoccupations réelles au niveau du commerce international du bétail et des produits
d’'origine animale et ont nécessité le renforcement des Iégislations existantes et la mise en place de nouvelles.
L'Office International des Epizooties (OIE) a élaboré une série de directives claires quant aux restrictions com-
merciales, aux contrbles internes et aux mesures nécessaires pour empécher la propagation de la fievre aph-
teuse. Ce code zoosanitaire international est complété par «l'accord SPS» de I'Organisation Mondiale du
Commerce (OMC) qui contient des regles de procédure pour I'arrét et I'application de mesures sanitaires et phy-
tosanitaires (standards SPS).

Dans les pays en développement, les bailleurs de fonds bilatéraux et multilatéraux subordonnent de plus en plus
leur financement dans le secteur de I'élevage a la prise en compte du volet bien-étre animal. Dans ce cadre, les
participants au CIPSAT! (promotion 2002-2003) issus de trois continents (Afrique, Amérique latine et Europe) ont
mis & profit leur pluridisciplinarité pour mener une réflexion sous forme de questionnement: la prise en compte
du bien-étre animal dans les pays a faibles revenus du Sud est-elle possible ou utopique?

Sous les tropiques, alors que décideurs, bailleurs de fonds, producteurs, chercheurs, intermédiaires et consom-
mateurs n'arrivent pas encore a s’accorder sur la définition du concept de bien-étre animal, force est de consta-
ter que la tradition pastorale lui accorde depuis longtemps une place de choix. C’est ainsi qu’elle recommande
de protéger I'animal contre tout ce qui pique, tout ce qui mord, tout ce qui griffe et tout ce qui effraie. De Ia, vien-
nent les feux de bois fumant pendant la nuit (pour éloigner moustiques et prédateurs), la présence du berger au
parc durant la nuit pour rassurer les animaux, le choix de I'emplacement de ces parcs et bien d’autres préceptes
impossibles a citer tous. Le refus de certaines communautés d’éleveurs d’accepter le financement extérieur pour
protéger des parcelles fourrageres par des fils de fer barbelés pouvant blesser les animaux montre que le bien-
étre animal est une réalité dans ce milieu. Pour I'éleveur traditionnel, la notion du bien-étre se résume en cing
points: satisfaire les besoins nutritionnels et physiologiques des animaux; leur assurer un abri confortable; éviter
les maladies; éviter tout état de stress social et des manipulations stressantes. |l développe alors dans la limite
de ses connaissances une science du bien-étre animal qui a fait ses preuves.

D’autre part, peut-on affirmer que le pouvoir public et les autres intervenants de la filiere prennent suffisamment
le bien-étre animal en compte et que tout est pour le mieux dans le meilleur des mondes? La réponse est non,
bien sir, et la tAche immense: amélioration des conditions zoosanitaires et de transport; éradication de la mal-
traitance lors du chargement et déchargement et saignée par étourdissement. Les réponses passent par des
campagnes de vaccination, I'intensification de la recherche, le rapprochement des abattoirs le plus prés possible
des centres de production et 'amélioration des conditions d’hygiéne dans ces abattoirs. Mais, il reste clair que
les colts supplémentaires seront supportés par un consommateur qui voit son pouvoir d’achat diminuer gra-
duellement.

La notion de bien-étre animal souléve un certain nombre d’interrogations. Ainsi, nombreux sont ceux qui se
demandent comment intensifier la recherche sans utiliser des animaux de laboratoire? Ceux-ci leurs apparais-
sent nécessaires et incontournables pour le développement de nouveaux vaccins et dans le suivi de la qualité
des produits, car des vies humaines sont en jeu. Un défi supplémentaire est d’éradiquer les zoonoses devenues
endémiques sous les tropiques. Le développement en cours de méthodes alternatives in vitro permettrait, néan-
moins, de remplacer totalement ou partiellement I'utilisation des animaux d’expérience. Le raffinement de ces
méthodes pourra garantir a de meilleures conditions sanitaires et le contréle de la douleur chez les animaux de
laboratoire. C’est I'application du principe de Russel et Rex, dit principe des trois R (Remplacement, Réduction,
Raffinement).

Un autre point trés délicat est I'aspect philosophique et religieux lié a la relation homme-animal et au sentiment
existant que ce dernier est I'inférieur du premier. La Bible, commune aux trois grandes religions monothéistes, a
souvent été interprétée dans ce sens, principalement sur base de la Génése (1, 28): ... et Dieu les bénit et Dieu

1 Cours International de Production et de Santé Animales Tropicales de I'Institut de Médecine Tropicale (IMT).
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leur dit: «Fructifiez, multipliez, emplissez la terre et soumettez la, et maitrisez les poissons de la mer et les vola-
tiles des cieux et tout vivant qui se meut sur la terre». Ceci a induit les interdits alimentaires et les abattages selon
le rite propre a certaines religions. Par ailleurs, le paradigme d'«animal-machine» théorisé par Descartes au XVII®
siecle a prévalu en Occident loin dans le XX® siécle. Progressivement, la notion de «communauté de ceux qui
souffrent» a été introduite et est a la base de tous les mouvements actuels pronant le bien-étre animal. Mais,
comme dit plus haut, cette notion de bien-étre a continué a exister parmi les populations traditionnelles d'Afrique
et d’'ailleurs, ou le contact avec I'animal est resté plus «pur», allant parfois jusqu’a une symbiose ou une identifi-
cation importante.

Néanmoins, la prise de conscience en matiére du bien-étre animal fait craindre a certains que ceci supplante les
intéréts vitaux des populations des pays tropicaux. Linquiétude provient aussi du fait que la confusion entre le
bien-étre des animaux de compagnie (surtout importants dans les pays a hauts revenus du Nord) et celui des
animaux d’élevage risque d’hypothéquer la rentabilité de cette derniére activité et d’autres activités socio-écono-
migues connexes qui ont jusqu’a présent assuré la sécurité alimentaire de I'homme. Ces appréhensions sem-
blent partagées par les consommateurs, bouchers et éleveurs dans le Sud, qui estiment que le renchérissement
inévitable du codt de la viande par I'application de certaines régles sur le transport des animaux, pourrait aggra-
ver le probléeme de déficit en protéines pour les populations déja handicapées par un faible pouvoir d’achat.
Appliquée au convoyage a pieds nécessairement stressant pour des animaux destinés a I'abattage, une régle-
mentation basée sur les normes internationales actuelles risque de produire des conséquences indirectes, inat-
tendues et facheuses.

Nous sommes cependant d’avis que la notion de bien-étre animal appliquée de facon adaptée ne peut que leur
étre profitable. En effet, un animal en bonne santé, bien entretenu dans un environnement convenable ne peut
que bien produire. S'il est, en plus, convenablement transporté vers les abattoirs, sa viande sera de bonne qua-
lité et les consommateurs ruraux et urbains bénéficieront des produits de haute valeur organoleptique.
Lintroduction de mesures liées au bien-étre animal stimulera théoriquement également les exportations et aidera
le secteur a conquérir des parts de marché.

En conclusion, nous pensons que l'acceptation de la prise en compte de cette «nouvelle» notion ne pourra étre
un succes que si I'on tient compte de la spécificité du milieu rural des pays tropicaux et des avis et, surtout, du
savoir-faire traditionnel des éleveurs et des bouchers. Lapplication des nouvelles mesures devra étre progressive.
Nous demandons donc aux bailleurs de fonds d’étre conscients de la réalité du terrain et de ses nuances et d’en
tenir compte dans le financement du secteur de telle fagcon a donner du temps a l'intégration du concept dans les
meeurs. Chacun d’entre nous, mettra, dans son pays d’'origine, ses connaissances au service d'une réflexion
locale a cette intégration.

Promotion CIPSAT 2002-2003
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Résumé

Cent trente et une souches de bactéries lactiques ont
été isolées et identifiées. Parmi les bactéries lactiques
présentes dans le poto-poto, les genres Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc et Pediococcus ont été mis
en évidence dans la pate de mais fermentée. Les
Lactobacillus représentent le genre dominant; les
Leuconostocs disparaissent apres 24 heures de fer-
mentation sans nul doute a cause du pH devenu trop
acide.

Lactobacillus plantarum est I'espece majoritaire
(27%). Les autres especes du genre Lactobacillus
sont Lactobacillus pentosus (7,6%), Lactobacillus cel-
lobiosus (8,4%), Lactobacillus brevis (10%). Le genre
Leuconostoc constitue le deuxieme groupe de la flore
lactigue (28%) avec Leuconostoc mesenteroides
(19%) et Leuconostoc citreum (9%). Les autres espé-
ces sont: Lactococcus lactis sp. lactis (7,6%), Pedio-
coccus acidilactici (10%).

Ces résultats sont comparables a ceux observés dans
d’autres produits fermentés a base de mais comme
I'uji et I'ogi. Cependant, des différences sont consta-
tées avec le mawé béninois.

En plus des bactéries lactiques, les levures sont éga-
lement présentes; leur nombre augmente paralléle-
ment & l'augmentation du pH du milieu. Cette asso-
ciation, bactéries lactiques et levures, est responsable
du godt et de I'arbme caractéristique et agréable des
aliments fermentés.

Du point de vue quantitatif, les Lactobacillus, Lacto-
coccus, Leuconostoc et les levures sont beaucoup
plus nombreux dans le poto-poto fait a base des
grains de mais germés que non germés. Cette diffé-
rence de croissance des microorganismes pourrait
s’expliquer par la concentration des sucres simples
libérés lors de I'hydrolyse partielle de I'amidon pen-
dant la germination et facilement utilisable par les
microorganismes.

Summary

Lactic Acid Bacteria Involved in the Processing
of Poto-Poto, a Fermented Maize Dough
Congolese

Lactic acid bacteria and yeast involved in natural fer-
mentation of “poto-poto” were investigated during fer-
mentation period. The dominant micro-organisms
involved in poto-poto are a mixed population of lactic
acid bacteria and yeasts. The association of these two
category of organisms responsible for the develop-
ment of sensory qualities has been noticed in sponta-
neous fermentation.

From a total of 131 strains of lactic acid bacteria iso-
lated from product, four main lactic acid bacteria
genus were identified: Lactobacillus (mainly Lacto-
bacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, Lacto-
bacillus cellobiosus, Lactobacillus brevis), Lacto-
coccus (with Lactococcus lactis sp. lactis),
Leuconostoc (mainly Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc citreum) and Pediococcus (with
Pediococcus acidilactici).

Lactobacillus constitued the predominant genus.
Leuconostoc were only isolated at the early stage of
fermentation, confirming the fact that they are initiat-
ing flora as generally repoted. This presumably a
result of the low pH.

The micro-organisms composition compared with ogi,
uji are similar. Howewer, some differences exist par-
ticulary with mawe, beninese traditional product.

Quantitatively, lactic acid bacteria and yeasts are
more numerous in natural fermentation of germinated
grains maize than non germinated grains.

Epran-Congo, Université Marien Ngouabi, Faculté des Sciences, BP 69, Brazzaville — Congo / BP 1286, Pointe — Noire, Congo.

Fax: 00 242 94 39 81 Email: d.louembe@caramail.com
Recu le 04.04.02. et accepté pour publication le 24.06.02.
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Introduction

La production de la pate fermentée de mais par fer-
mentation naturelle des grains préalablement trempés
dans I'eau et moulus est un des procédés de transfor-
mation artisanale de mais trés courant en Afrique en
général et au Congo en particulier. De nombreux tra-
vaux ont été consacrés a I'étude des microorganismes
intervenant dans le processus (1, 2, 5, 10, 11, 13, 14,
15, 16, 17, 24), des caractéristiques physico-chi-
miques, biochimiques (4, 5, 14, 19, 21, 22) et des pro-
priétés nutritives et des possibilités d’amélioration de
la technologie de production (3, 7, 18, 20, 21, 22, 23,
25, 26).

Plusieurs types de microorganismes, dont les bacté-
ries lactiques, ont été isolés des fermentations tradi-
tionnelles du mais. Le tableau 1 regroupe les bacté-
ries lactiques isolées des différentes pates
fermentées. Il en ressort que dans tous les procédés
de transformation utilisés, les bactéries lactiques
représentent la microflore majoritaire. Parmi ces bac-
téries lactiques, le genre Lactobacillus constitue la
flore dominante du processus.

Au Congo, ou la bouillie obtenue a partir de cette pate
est trés utilisée comme aliment de complément du
jeune enfant (26), on connait peu de choses des dif-
férentes espéces de bactéries lactiques participant a
la transformation de la farine de mais.

Avant de déterminer la physiologie des bactéries lac-
tiques, leur réle dans la communauté microbienne et
leurs propriétés biotechnologiques, nous avons, dans
la présente étude, cherché a caractériser la microflore
lactique intervenant dans le processus de fermenta-
tion.

Matériel et méthodes

Les pates a analyser ont été obtenues a partir de la
fermentation naturelle des grains de mais germés
(GG) et non germés (GNG).

La figure 1 présente le diagramme de production arti-
sanale de la pate de mais fermentée a partir des
grains germés. Aprés un tri manuel de 5 kg de grains
secs acquis dans les marchés locaux, les grains de
mais sont tamisés, lavés plusieurs fois a I'eau et pla-
cés durant 48 heures dans des tonnelets contenant de
'eau & température ambiante. Les grains réhydratés
sont mis a germer durant 3 jours. Aprés dégermage,
lavage et égouttage, les mais germés propres sont
broyés au moulin. La farine obtenue est défibrée par
tamisage a I'eau a travers un tissu de mousseline. Le
lait d’amidon recueilli est soumis & la décantation
durant 4 heures. La pate obtenue aprés décantation
est ensuite laissée en fermentation spontanée pen-
dant 72 heures a la température ambiante. Chaque
préparation est faite en triple par une productrice
locale agréée.

La pate obtenue a partir des grains non germés est
préparée selon la méthode classique décrite par

Mais grains
1%
Tri manuel des grains
1%
Tamisage manuel des grains
1%
Lavage ou non des grains
1%
Trempage dans I'eau
A%
Lavage ou non des grains
A%
Egouttage
1%
Broyage
1%
Décantation
1%
Essorage
1%
Fermentation (24 a 48 h)
A%
Poto-poto

Figure 1: Procédé traditionnel de production du poto-poto a
base des grains de mais non germés

Louembé et al. (14). Aprés sélection, le bon grain est
mis a tremper durant 24 heures, lavé plusieurs fois et
broyé au moulin. La farine obtenue est traitée comme
dans le premier cas.

Dénombrement et caractérisation des microorga-
nismes de la pate fermentée de mais

Préparation des échantillons

A0, 24, 48 et 72 heures de fermentation, 10 grammes
de pate fermentée de mais de chaque procédé sont
mélangés a 90 ml d’eau peptonée stérile. Des dilu-
tions décimales en eau peptonée sont réalisées a par-
tir de cette suspension mere. Les boites de Pétri sont
ensemencées avec 0,1 ml des différentes dilutions en
raison de trois boites pour chaque dilution.

Milieux et conditions de culture

Les milieux et conditions de culture utilisées sont les
suivants: — PCA (Plate Count Agar) pour la microflore
mésophile totale, culture a 30 °C pendant 48 a 72 heu-
res; — Milieu MRS-Agar (8) pH 5,5 pour les bactéries
lactiques; ensemencement en double couche et incu-
bation a 30 °C pendant 48 & 72 heures; — Milieu MRS
additionné de bleu d’aniline & 2%, ensemencement en
surface et incubation a 30 °C pendant 48 & 72 heures;
les bactéries lactigues donnent des colonies bleues
sur ce milieu; — Milieu de Mayeux et al. a I'acide de
sodium a 1%, pH 7, ensemencement en surface et
incubation a 30 °C pour les Leuconostoc qui donnent
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Tableau 1
Les bactéries lactiques présentes des différentes pates de mais

Auteurs

Produits

Bactéries lactiques

Christian, 1966, 1970;

Kenkey ghanéen

Lactobacillus brevis

Nyako, 1977. Lactobacillus sp.
Banigo, 1977; Omyekwere et Ogi nigérien Lactobacillus plantarum
Akurele, 1977. Lactobacillus brevis
A.l. Sanni, A.A. Oniludes, Lactobacillus renteri
S.T. Ogunbanwo & Lactobacillus delbrueckii
S.1. Smith, 1999. Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Gatumbi et Muriru, 1977; Uji kenyan Leuconostoc mesenteroide

Mbugua, 1977, 1981.

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus fermentum
Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
Streptococcus spp.

Schweigart et De Wit, 1960;
Schweigart et al., 1961;
Schweigart et Fellinghan, 1963;
Van Der Marwe et al., 1964/1965;
Schweigart, 1970/1971;
Hesseltine, 1979.

Mahewu sud africain

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus acidophilus
Streptococcus lactis

Maria Del Carmen Wacher
Rodarte, 1995.

Pozol mexicain

Leuconostoc, Lactobacillus
Pediococcus, Lactococcus

D. J. Hounhouigan, 1994.

Mawe béninois

Lactobacillus brevis
Lactobacillus fermentum
(biotype celloboisus )
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus confusus
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus lactis
Lactobacillus salivarius
Lactococcus lactis
Leuconostoc mesenteroide
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus acidilactici

des colonies muqueuses; — Milieu de Buttiaux et al.
modifié au lait écrémé a 10% et a I'acide a 1%, pH 7,
ensemencement en surface et incubation a 30 °C pen-
dant 24 a 72 heures pour les Lactococcus qui donnent
des colonies présentant des plages de lyse; — Milieu
PDA (Potato Dextrose Agar, Difco laboratory) au chlo-
ramphénicol (0,05 g/l) pour les levures, incubation a
30 °C pendant 24 a 72 heures.

Dénombrement de la flore lactique et des levures

Les différents microorganismes étudiés sont dénom-
brés apreés culture selon la méthode de Miles et Misra

décrite par Collins et Lyne (6): les boites de Pétri sont
ensemencées avec 0,1 ml des différentes dilutions en
raison de trois boites pour les dilutions choisies. Les
résultats correspondent a la moyenne des nombres
de colonies comptées sur chaque boite (entre 10 et
100 colonies).

Purification et identification des bactéries lactiques

La purification des microorganismes isolés est effec-
tuée par subculture sur MRS-Agar. Les bactéries lac-
tiques apres purification sont caractérisées selon les
tests classiques incluant la coloration de Gram, obser-
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vation microscopique, réaction de la catalase selon
les méthodes décrites par Harrigan et McCance (9) et
la capacité des isolats a utiliser les sucres a été déter-
minée a partir des galeries API CHL (BioMérieux).

Mesure du pH

Apres 0, 24, 48 et 72 heures de fermentation,
20 grammes de pate de mais sont prélevés de chaque
procédé, homogénéisés dans 80 ml d’eau distillée et
filtrés a travers sur papier filtre Whatman GF/A. La
mesure du pH du filtrat obtenu est réalisé a I'aide du
pH-metre de type HI 9321 bioblock scientific.

Résultats
Evolution de la microflore

La figure 2 présente I'évolution de la flore mésophile
totale au cours de la fermentation de deux péates: il
apparait que la flore totale augmente de 5,0.109
U.FC./ml a 4,0.1010 U.F.C./ml pour les poto-poto a
grains germés et de 2,5.109 U.FC./ml a 3,6.109
U.F.C./ml pour les poto-poto & grains non germeés en
24 heures. Apreés 48 heures de fermentation, cette
flore diminue, elle revient a 5,0.109 U.F.C./ml pour les
poto-poto a grains germés et a 4,0.108 U.F.C./ml pour
les poto-poto a grains non germés.

105
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0 24 48 72
GG 9,7 10,6 9,7 9,7
GNG 9,4 9,55 8,6 8,5

Figure 2: Evolution de la flore totale

Les bactéries lactiques (Figure 3) suivent la méme
évolution: les résultats donnés dans le tableau 1 mon-
trent que la microflore lactique augmente de 1,6.1010
U.FC./ml & 1,3.1011 U.F.C./ml en 48 heures et baisse
a 4,0.1010 U.F.C./ml a 72 heures dans les poto-poto a
grains germés pendant qu'elle passe de 4,0.10°
U.F.C./mla1,8.1010 U.F.C./ml en 48 heures et diminue
ensuite a 6,3.109 U.F.C./ml & 72 heures de fermenta-
tion pour les poto-poto a grains non germeés. Les bac-
téries lactiques évoluent plus vite dans le poto-poto
fait a base des grains germés que dans le poto-poto
produit a base des grains non germés.
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Figure 3: Evolution des bactéries lactiques totales

Les bactéries lactiques, du genre Leuconostoc, pré-
sentes au début de la fermentation dans les deux
types de poto-poto disparaissent totalement apres
24 heures (Figure 4) pendant que les Lactocoques
passent de 7,1.106 a 3,2.10° U.F.C./ml dans les poto-
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Figure 4: Evolution des Leuconostocs

poto a grains germés avec un pic a 48 heures, et de
1,0.10%a 1,4.10° U.F.C./ml dans les poto-poto a grains
non germés (Figure 5).

Les levures présentes dés le début de la fermentation
(Figure 6) croissent avec I'acidité du milieu: la popula-
tion passe de 3,2.106 a 4,0.10° U.F.C./ml pour les
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Figure 5: Evolution des Lactococcus
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Figure 6: Evolution des levures

poto-poto a grains germés et de 1,0.105 a 3,2107
U.E.C./ml pour les poto-poto a grains non germés.

Identification de la microflore lactique

Cent trente et une souches de bactéries lactiques ont
été isolées et examinées. Le tableau 2 donne les fré-
quences des souches identifiées. Le genre Lacto-
bacillus constitue plus de la moitié (55%) des bacté-
ries lactiques isolées et Lactobacillus plantarum est
'espece majoritaire (27%). Les autres especes du
genre Lactobacillus sont Lactobacillus pentosus
(7,6%), Lactobacillus cellobiosus (8,4%), Lacto-

bacillus brevis (10%). Le genre Leuconostoc constitue
le deuxieme groupe de la flore lactique; il représente
28% des souches isolées avec Leuconostoc mesen-
teroides (19%) et Leuconostoc citreum (9%). Les
autres souches isolées ont été identifiées comme
Lactococcus lactis sp. lactis (7,6%), Pediococcus aci-
dilactici (10%). Ces bactéries appartiennent aussi bien
aux bactéries lactiques homofermentaires et hétéro-
fermentaires.

Evolution du pH

Pendant la fermentation, le pH des poto-poto chute
rapidement. En effet, en 24 heures le pH passe de 4,4
a 3,7 pour les poto-poto a base de grains non germés
et de 4,3 a 3,7 pour les poto-poto a base de grains
germés; il se fixe a 3,7 pour le reste de la période étu-
diée (Figure 7) dans les deux cas.
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Figure 7: Evolution des pH

Discussion - conclusion

La présente étude confirme les résultats de nos pré-
cédents travaux (14): elle révéle que la microflore
dominante du poto-poto est constituée de bactéries
lactiques (1,8.1010 & 1,3.1011) et de levures (3,2.107 a
4,0.109). Lassociation de ces deux types de micro-
organismes est retrouvée dans les fermentations
spontanées a base de mais et de beaucoup d’autres
céréales (1, 2, 5, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 24). Le
tableau 2 qui récapitule les résultats de ces différents
travaux révele que quelque soient les procédés utili-
sés pour la transformation traditionnelle des grains de
mais, les processus fermentaires mettent en jeu des
bactéries lactiques.

L'évolution de la population des bactéries lactiques est
paralléle a la diminution du pH de fermentation. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Louembé et al.
(14), Hounhouigan (10), Maria Del Carmen (15).
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Tableau 2
Bactéries lactiques de la pate fermentée de mais

Genre (nombre de souches isolées et identifiées)

Espéeces (nombre de souches isolées et identifiées)

Lactobacillus plantarum (37) 28,2%
Lactobacillus (72) 55% Lactobacillus brevis (13) 10,0%

Lactobacillus cellobiosus (12) 9,1%

Lactobacillus pentosus (10) 7,6%

Leuconostoc mesenteroides (24) 19%
Leuconostoc (36) 28%

Leuconostoc citreum (12) 9%
Lactococcus (10) 7,6% Lactococcus lactis sp. lactis (10) 7,6%
Pediococcus (13) 10% Pediococcus acidilactici (13) 10%

(72) = nombre de souches de Lactobacillus isolées, soit 72 Lactobacillus

Parmi les bactéries lactiques, le genre Lactobacillus
constitue la flore dominante comme plusieurs cher-
cheurs (2, 10, 15, 16, 17) I'ont montré. Il serait res-
ponsable de l'acidification du produit fini.

Les Lactobacillus sont des bactéries d'une aide pré-
cieuse en technologie alimentaire, souvent utilisés
comme starter. Présents a la surface des plantes et
des fruits, ils interviennent dans la production de nom-
breux produits alimentaires (choucroutes, ensilages,
boissons fermentées ou sucrées). lls jouent égale-
ment un rble important dans les produits & base de
viande, par exemple la préparation des saucissons
crus.

Par comparaison au mawé béninois (10), produit équi-
valent au poto-poto congolais, il faut retenir la pré-
sence simultanée dans les deux produits de
Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus brevis, Lacto-
coccus lactis, Pediococcus acidilactici, Leuconostoc
mesenteroides et Leuconostoc citreum, Lactobacillus
plantarum microflore majoritaire du poto-poto et
Lactobacillus pentosus sont absents du mawé tandis
gue Lactobacillus fermentum et Lactobacillus reuteri
retrouvés a 90% dans le mawé sont absents du poto-
poto. Lactobacillus brevis majoritairement importante
(85%) ne représente que 10% des bactéries lactiques
dans le poto-poto.

Les souches de Lactobacillus plantarum qui représen-
tent I'essentiel des Lactobacillus dans le cas du poto-
poto ont été également identifiées respectivement par
Akinrele dans l'ogi nigérian (2), Odunfa et Adeyele
dans l'ogi baba (24). Elles constituent comme dans
toutes les fermentations alimentaires, la flore domi-
nante en fin de fermentation en raison de leur tolé-
rance aux pH trés acides.

Lactococcus lactis a été aussi isolé dans le pozol
mexicain (15). Communément retrouvé des produits
végétaux, céréales, haricots, pois, pomme de terre, et

dans le lait cru de vache contaminé a partir de la
mamelle ou du fourrage, Lactococcus lactis est large-
ment utilisé dans l'industrie alimentaire comme sou-
ches «starter» dans la production de fromage, de laits
fermentés, de la caséine.

Les Pediococcus sont également isolés d'une large
variété de végétaux et de fruits, de produits carnés et
de la biére. On les trouve en abondance dans de
nombreux produits fermentés, choucroutes, concom-
bres, olives, etc.

Les Leuconostoc mesenteroides considérés comme
population initiale dans les fermentations naturelles
sont bien présentes dans le poto-poto pendant les
24 premiéeres heures (2,3.108 au départ et 6,3.107
U.F.C./ml aprés 24 heures); mais, ils disparaissent a
partir de 48 heures dans les deux produits obtenus
pendant que les Lactobacillus, Lactococcus lactis et
Pediococcus restent bien présents.

La disparition des Leuconostoc a partir de la 48éme
heure explique la diminution de la population de bac-
téries lactiques aprés 48 heures. Cette disparition
résulte du pH d'acidification du milieu (pH 3,72)
incompatible avec le pH optimun de croissance des
Leuconostoc situé entre 5,0-6,3. La sensibilité des
Leuconostoc serait liée a leur incapacité a maintenir
un gradient de pH entre I'extérieur et I'intérieur de la
cellule bactérienne en présence de fortes concentra-
tions d'acétate et de lactate.

Cette sensibilité particuliere de chaque espece bacté-
rienne au pH du milieu qui sont pour les bactéries lac-
tiques respectivement de 3,2-3,5 (Lactobacillus), de
3,5-4,4 (Pediococcus), de 4,0-4,5 (Lactococcus), 4,2-
4,6 (Enterococcus) et de 5,0-6,3 (Leuconostoc) déter-
minent la compétition dans les produits de fermenta-
tion entre les différents microorganismes et explique
dans le cas du poto-poto la séquence des bactéries et
la supplantation de Lactococcus avec d’autres bacté-
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ries lactiques. Par ailleurs, I'acidification qui suit leur
multiplication (< 4) constitue un facteur antagoniste
pour le développement des autres especes et font des
bactéries lactiques en général, et des Lactobacillus en
particulier, une flore de barriére chez 'lhomme.

Les levures, avec les bactéries lactiques communé-
ment impliquées soit comme groupe unigque, Soit en
combinaison avec d’autres groupes de microorga-
nismes, constituent les microorganismes dominants
du poto-poto, ou elles sont particulierement abon-
dantes (3,2.107 a 4,0.109), comme elles le sont dans
bien de fermentations naturelles des aliments d’ori-
gine végétale (13).

Lenvironnement acide, créé par les bactéries lac-
tiques (pH évoluant de 4,26 & 3,7 ou de 4,4 a 3,7),
favoriserait leur développement. En contre partie, le
développement des levures stimulerait la croissance
des bactéries lactiques par la production d’acides ami-
nés, des facteurs de croissance comme les vitamines
de la série B, le CO,, le pyruvate, le propionate, I'acé-
tate et le succinate (12).

Cette microflore a un role essentiel dans ces fermen-
tations naturelles; en effet, I'alcool produit par les
levures et les acides produits par les bactéries lac-
tiques ainsi que I'anaérobiose induite par la fermenta-
tion inhibent le développement des champignons fila-
menteux et des bactéries associées a l'altération et a
la toxicité des aliments. En outre, I'association des
bactéries lactiques et des levures produit le godt et
'arbme caractéristique et agréable des aliments fer-
mentés (12, 13).

Dans I'ensemble, les microorganismes sont plus
abondants dans les poto-poto produits a partir des
grains germés. La dégradation de I'amidon pendant la
germination accroit la quantité des sucres simples
(fructose, glucose) consommeés par les microorga-
nismes.
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Contribution a I'etude de I'écologie et de la biologie des
homopteres ravageurs des arbres fruitiers et autres plantes
Il. — Influence de la plante-h6te et de sa phénologie sur
I’évolution des infestations d’Aleurodicus dispersus
Russell (Hom.: Aleyrodidae) en République du Congo

A. Kiyindou*
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Résumé

Cette étude avait pour but d'évaluer les fréquences
d’infestations de Il'aleurode, Aleurodicus dispersus
Russell sur 20 espéces de plantes-hotes. Les obser-
vations effectuées en conditions naturelles montrent
le réle important de I'espéce hbte et de sa phénologie
sur la répartition saisonniére des infestations. La gran-
deur des infestations parait corrélée aux effectifs des
feuilles agées. De plus, il a été mis en évidence que
les hotes Hura crepitans, Persea americana, Acacia
auriculoformis, Elaeis guineensis et [I'hybride
Eucalyptus alba x Eucalyptus urophylla étaient forte-
ment attractifs pour la ponte d’ A. dispersus, alors que
Mangifera indica, Citrus reticulata, Carica papaya et
Dacryodes edulis étaient peu attractifs pour cet aleu-
rode.

Summary

Contribution to the Knowledge of the Ecology and
Biology of Homopterous Pests of Fruit Trees and
other Plants: Il. — The influence of the Host Plant
and its Phenology on the Evolution of Infestation
of Aleurodicus dispersus Russell (Hom.: Aleyro-
didae) in Republic of the Congo

The purpose of this study was to estimate the infesta-
tions’ frequencies of Aleurodicus dispersus Russell on
20 host plants species.

The observations carried out under natural conditions
reveal the prominent part taken by host species and
its phenology on the seasonal distribution of the infes-
tations.

The magnitude of the infestations seems to be corre-
lated with the number of elderly leaves. Furthermore,
it has been proved that hosts as Hura crepitans,
Persea americana, Acacia auriculoformis, Elaeis
guineensis and Eucalyptus alba x Eucalyptus uro-
phylla hybrid were very attractive for the laying of A.
dispersus, while Mangifera indica, Citrus reticulata,
Carica papaya and Dacryodes edulis were less attrac-
tive for the whitefly.

Introduction

L'aleurode Aleurodicus dispersus Russell est un rava-
geur polyphage en Amérique tropicale, en Asie du
Sud et du Sud-Est, dans le Pacifique, et en Afrique
intertropicale (2, 14, 15, 16, 20, 21).

Bien qu'une large gamme de plantes-hétes
(27 familles, 38 genres et + 100 espéces) ait été
inventoriée dans le monde (4), I'aleurode marque pro-
bablement, des préférences spécifiques et variétales.
Cependant, peu d’études ont confirmé I'hypothese
précédente. On peut signaler a ce propos le travail

fragmentaire de Cherry entrepris en Floride (6), et
celui de Shah-Alam et al., (21) au Bengladesh sur des
sensibilités différentes de variétés de goyavier.

Par ailleurs, de nombreux travaux réalisés sur ce
déprédateur étaient principalement orientés vers
I'évaluation de son importance économique (3, 9, 13,
14, 22, 23). Linfluence de la plante-héte sur le déve-
loppement et la reproduction a été précisée, en condi-
tions semi-contrdlées de laboratoire, au Congo (10),
et I'influence du végétal sur la dynamique des popula-
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tions du ravageur a été étudiée dans la nature au
Congo (1, 10).

Les difféerences de niveau d'infestations observées
chez A. dispersus en relation avec la plante-hote (1, 6,
10), nous ont incité a étudier un aspect particulier de
la phénologie de la plante en rapport avec la dyna-
mique du ravageur. Cette étude fait I'objet du présent
article. Elle permet de préciser I'incidence de la nature
et de I'age des feuilles du végétal sur la fréquence
d’infestations par le phytophage, qui se traduit par des
préférences du site de ponte.

Conditions de I'étude

Le milieu

Les observations sur la fréquence des plantes-hotes
infestées par 'aleurode, Aleurodicus dispersus ont été
réalisées en 1998, dans quatre circonscriptions admi-
nistratives sur sept que compte Brazzaville. La zone
d’étude s’étend sur environ 20 km de long et 5 km de
large. Elle est couverte d’'une végétation abondante et
diversifiée. Dans ce travail, on a retenu un peuplement
d’arbres trés clairsemé a base des espéces végétales
plantées (Tableau 1).

été divisée en quatre biotopes distincts, représentatifs
des conditions locales: proximité ou éloignement du
paté de maisons et de I'avenue. Pour chaque biotope,
dix arbres sont sélectionnés pour chacune des vingt
especes constituant le peuplement d’arbres.

Pour déterminer la fréquence des infestations, chaque
arbre est examiné visuellement pendant cing minutes.
L'observation s’effectue a la mis hauteur de la frondai-
son tout autour de la couronne extérieure. Si la pré-
sence d'A. dispersus (tous stades confondus) est
constatée, on dénombre, sur les organes foliaires, le
nombre d'ovisacs d’aleurodes par examen de vingt
feuilles repérées au hasard dans chaque arbre. Les
guatre biotopes de I'habitat ont été visités a raison
d’'un passage par biotope et par semaine. Lensemble
de I'habitat a été exploité en I'espace de 4 mois, en
juillet-aolt (période séche) et octobre-novembre
(période trés pluvieuse). Les quatre échantillonnages
hebdomadaires ont été regroupés en un échantillon
mensuel de huit cent feuilles/espece végétale. Toute
présence d'ovisac est considérée comme une ponte.
Au cours de I'année climatique 1998, le passage de la
période seche a une période fortement pluvieuse ne
s’est pas fait d'une maniere brutale: en septembre, la

Tableau 1
Liste non exhaustive des plantes-hotes d’A. dispersus au Congo

Plantes-Hotes Numéro d’identification Famille Usage
Mangifera indica 1 Anacardiaceae F
Citrus reticulata 2 Rutaceae F
Carica papaya 3 Caricaceae F
Citrus paradisi 4 Rutaceae F
Spondias dulcis 5 Anacardiaceae F
Dacryodes edulis 6 Burseraceae F
Elaeis guineensis 7 Arecaceae H
Acacia auriculoformis 8 Mimosaceae O
Eucalyptus torelliana 9 Myrtaceae o
Hybride Eucalyptus alba x E. urophylla 10 Myrtaceae (0]
Hybride Manihot esculenta x M. glaziovii 11 Euphorbiaceae L
Citrus aurantium 12 Rutaceae F
Citrus aurantifolia 13 Rutaceae F
Citrus sinensis 14 Rutaceae F
Acacia mangium 15 Mimosaceae o
Cocos nucifera 16 Arecaceae H
Psidium guayava 17 Myrtaceae F
Persea americana 18 Lauraceae F
Terminalia catappa 19 Combretaceae (0]
Hura crepitans 20 Euphorbiaceae (0]

F: Fruit, H: Huile, L: Légume, O: Ombrage

Méthodes d’étude

Du fait de sa vaste superficie, de la diversité du peu-
plement végétal (plusieurs espéces), de la présence
de patés de maisons, et de larges avenues, I'habitat
est hétérogéne; ces éléments dans le paysage peu-
vent engendrer en certains points des conditions éco-
logiques particulieres, aussi en a t-il été tenu compte
pour déterminer I'échantillonnage. La zone d’étude a

pluviométrie, tout en étant déficitaire, a été marquée
par des précipitations assez significatives en valeurs
absolues. Les perturbations physiologiques qui se tra-
duisent en période pluvieuse chez la plante-hote par
une abondante chute des feuilles, en rapport avec les
poussées de séve, ont été treés fortement ressenties
en septembre 1998. Ceci avait conduit donc a ne pas
tenir compte, dans cet article, des données du mois
de septembre 1998.
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Analyse des résultats

Une Analyse en Composantes Principales (A.C.P) (7)
a porté sur les variables suivantes pour I'ensemble
des individus (20 espéces végétales):

— nombre total d’arbres infestés d'aleurodes: ARI,

— nombre total de feuilles avec ovisacs d’aleurodes

par rapport a I'ensemble des arbres examinés:
FEO,

— nombre d’ovisacs/feuille par rapport a toutes les
feuilles observées: OVF.

Les valeurs moyennes de ces variables sont traitées
statistiquement par une analyse de la variance.

Les données concernant les infestations d’A. disper-
sus en relation avec I'héte végétal et ses organes
foliaires, et le rapport de feuilles avec ovisacs se rap-
portent aux saisons considérées: saison seche (juillet-
ao(t), saison des pluies (octobre-novembre).

Résultats

Les observations en saison séche

Linterprétation d’'une Analyse en Composantes
Principales (A.C.P.) faite sur 'ensemble des individus
(20 espéces de plantes-hobtes) et les variables étu-
diées ARI, FEO et OVF a permis d’obtenir les facteurs
discriminants 1 et 2; ceux-ci cumulent 99,9% de la
variabilité. Ces facteurs sont indiqués sur la figure 1.

— Laxe 1 participe, pour 94% de la variabilité obser-
vée, avec une contribution relative dans I'ordre de
décroissance: les feuilles portant des ovisacs
d’'aleurodes, les ovisacs par feuille et les arbres
infestés. On peut définir cet axe comme étant celui
qui représente I'attraction du lieu de ponte.

— Laxe 2 contribue, pour 5,9% de la variabilité obser-
vée, dont la contribution relative est apportée par
les arbres infestés. Cet axe peut étre défini comme
représentatif de l'infestation.

Les observations en saison des pluies

A partir d'une analyse en Composantes Principales
(A.C.P) effectuée sur les 20 especes de plantes-
hétes, les variables ARI, FEO et OVF; on obtient les
facteurs discriminants 1 et 2 qui cumulent 94,9% de la
variabilité (Figure 2).
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Figure 1: Plan factoriel d’'une analyse des correspondances
effectuée sur I'ensemble des plantes-hotes et portant
sur les 3 variables mesurées en saison seche

ARI: nombre total d’arbres infestés d’'aleurodes

FEO: nombre total de feuilles avec ovisacs d’'aleurodes par
rapport a I'ensemble des arbres examinés

OVF: nombre d’'ovisacs/feuille par rapport a toutes les feuilles
observées

Les nombres 1 a 20 sont relatifs aux numéros d'identification et aux
plantes-hbtes correspondantes dans le tableau 1.

— l'axe 1 représente, pour 63% de la variabilité obser-
vée, ou la contribution relative est apportée par les
feuilles avec ovisacs d’aleurodes et les arbres infes-
tés.

— Laxe 2 indique, pour 31,9% de la variabilité obser-
vée dont la contribution relative est apportée par les
ovisacs/feuille.

Lanalyse de la variance montre que les effets de I'es-
pece hote et de la période d’observation sont trés hau-
tement significatifs sur les effectifs des vieilles feuilles
avec ovisacs d’A. dispersus (Tableau 2), alors que seul

Tableau 2

Analyse de la variance sur I'effet de I’espece hote et de la date d’observation
sur le nombre de feuilles avec ovisacs d’aleurodes

Jeunes feuilles

Vieilles feuilles

Effet

D. L. C. Moy. F D. L. C. Moy. F
Espeéce hote 19 28,0 2,69 NS 19 111,8 6,22 *
Date d’observation 3 387,5 37,17 **= 3 1273,6 109,0%**
Espéce hote x Date d'observation 57 17,1 1,64 NS 57 23,5 15,5**

*k%k

} hautement significatif

*%
* significatif
NS: non significatif
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Figure 2: Plan factoriel d’'une analyse des correspondances effec-
tuée sur I'ensemble des plantes-hdtes et portant sur les
3 variables mesurées en saison des pluies.

I'effet période d'observation est hautement significatif
sur les jeunes feuilles avec ovisacs d’aleurodes.

Influence de la nature de I'organe foliere hote sur
la fréquence de I'infestation

Pour préciser le réle de I'organe foliere dans les fré-
guences d’'infestations, on a comparé les rapports:

nombre de vieilles feuilles avec ovisacs d’aleurodes

nombre d’arbres infestés

au rapport:

nombre de jeunes feuilles avec ovisacs d’aleurodes

nombre d’arbres infestés

Des observations hebdomadaires ont permis de
constater que le premier rapport est toujours supé-
rieur au deuxiéme. Ceci traduit que les feuilles agées
constituent le lieu privilégié de ponte pour les femelles
d’A. dispersus pendant toute la période étudiée (juillet,
aodt, octobre et novembre). La valeur des rapports,
selon les espéces végétales est donnée dans les
tableaux 3 et 4. Il faut noter qu’en juillet et novembre,
le rapport:

nombre de vieilles feuilles avec ovisacs d’aleurodes

nombre d’arbres infestés

est plus petit qu’'en aodt-octobre (Tableau 3), mois qui
correspondent respectivement a la période pendant
laguelle I'inoculum infestant se constitue (juillet) et

Tableau 3
Evolution du rapport de vieilles feuilles avec ovisacs d’aleurodes sur arbres infestés

Période d’observation

Plantes-hotes

Saison séche

Saison des pluies

juillet ao(t octobre novembre
Mangifera indica 0,60 (0,07)(1) 0,75 (0,08) 1,00 (0,09) 0,00
Citrus reticulata 0,43 (0,03) 0,73 (0,08) 0,75 (0,08) 1,00 (0,09)
Carica papaya 0,37 (0,02) 1,22 (0,12) 1,00 (0,10) 0,33 (0,01)
Citrus paradisi 0,94 (0,08) 1,60 (0,16) 1,00 (0,10) 1,00 (0,09)
Spondias dulcis 0,44 (0,03) 0,50 (0,04) 1,67 (0,16) 0,00
Dacryodes edulis 0,73 (0,06) 1,33, (0,13) 0,33 (0,03) 1,00 (0,09)
Elaeis guineensis 1,78 (0,16) 2,15 (0,18) 1,33 (0,13) 0,50 (0,04)
Acacia auriculoformis 1,68 (0,16) 2,40 (0,19) 0,80 (0,07) 1,50 (0,13)
Eucalyptus torelliana 1,31 (0,13) 2,08 (0,18) 0,60 (0,07) 1,00 (0,08)
Hybride Eucalyptus alba x E. urophylla 1,48 (0,13) 1,78 (0,16) 0,80 (0,07) 1,50 (0,13)
Hybride Manihot esculenta x M. glaziovii 1,33 (0,13) 1,79 (0,16) 1,60 (0,16) 1,50 (0,14)
Citrus aurantium 1,05 (0,10) 1,18 (0,12) 1,00 (0,09) 1,00 (0,08)
Citrus aurantifolia 1,20 (0,12) 1,69 (0,16) 1,14 (0,10) 1,00 (0,08)
Citrus sinensis 1,00 (0,10) 1,15 (0,10) 0,62 (0,07) 1,00 (0,09)
Acacia mangium 1,11 (0,10) 1,27 (0,13) 1,14 (0,10) 0,50 (0,03)
Cocos nucifera 1,23 (0,12) 1,71 (0,15) 1,64 (0,16) 1,50 (0,13)
Psidium guayava 0,91 (0,08) 1,03 (0,10) 1,33 (0,13) 0,75 (0,06)
Persea americana 1,43 (0,13) 1,64 (0,16) 1,69 (0,16) 1,00 (0,09)
Terminalia catappa 1,07 (0,10) 1,35 (0,13) 1,00 (0,10) 1,00 (0,08)
Hura crepitans 1,82 (0,18) 1,93 (0,18) 1,86 (0,18) 1,67 (0,16)

(1) Les nombres entre parenthéses sont les écarts-types des valeurs moyennes.
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décline (novembre), et a celle pendant laquelle I'infes-
tation est a son niveau maximal, tandis que le rapport:

nombre de jeunes feuilles avec ovisacs d’aleurodes
nombre d’arbres infestés

est moins stable (Tableau 4); probablement d0 & des
effectifs numériquement faibles.

La comparaison des rapports présentés dans le
tableau 3 peut étre résumée ainsi:

— les especes hotes H. crepitans, E. guineensis,
A. auriculoformis sont plus attractives en début de
I'infestation par rapport a I'hybride E. alba x E. uro-
phylla, P. americana,

— les espéces hé6tes E. torelliana, C. nucifera,
C. aurantifolia et I'nybride M. esculenta x M. glazio-
vii sont intermédiaires par rapport aux précédentes,
du moins en juillet,

— les autres espéces hbtes sont peu attractives.
Cependant, les observations faites au moment ou
l'infestation est maximale, apparaissent plus com-
plexes a interpréter,

— les especes hotes E. torelliana, C. nucifera et I'hy-
bride M. esculenta x M. glaziovii, sont aussi attrac-
tives que les espéces jugées attractives au début
de l'infestation,

— il n’y a en revanche, pas de différence significative
entre le moment ou s’amorce linfestation et la
période ou celle-ci devient maximale pour 4 des
espéces moins attractives: M. indica, C. reticulata,
C. papaya et D. edulis.

Discussion et conclusion

Lincidence de la nature de I'organe héte sur les fré-
guences d’infestations d’A. dispersus est ici précisée
pour la 1ére fois. Linfestation varie en fonction de la
période d'observation. La feuille s’est révélée étre le
site de ponte préféré par la femelle du phytophage.
Différents facteurs influent sur Il'attraction de I'héte
dont le principal serait 'age avancé de I'organe foliére;
la présence chez toutes les espéces de plantes-hbtes,
d’'une plus grande quantité d’ovisacs sur les feuilles
agées, en particulier en saison seche, semble confir-
mer ce rapport ovisacs/feuille agée.

Linfestation par A. dispersus sur des plantes-hotes
considérées varie également avec les conditions sai-
sonniéres (saison séche - saison des pluies). Le réle
mécanique de la pluie a déja été relevé (10, 22).
L'extension des infestations de I'aleurode n'est pas
dans tous les cas en relation directe avec les facteurs
climatiques (5, 12), daailleurs l'accroissement des
infestations survient selon deux mécanismes directe-
ment liés a I'état morphophysiologique de I'h6te: d'une
part, une perturbation de la plante-héte se traduisant
par le renouvellement du feuillage (8), d’autre part des
poussées de séve annuelles, comme c'est le cas,
généralement reconnu, des Citrus (17, 18, 19).

A l'instar des travaux de Fabres (8) qui établissent,
dans d'autres conditions, d’'une maniére précise la
chute des feuilles comme facteur de perturbation des
populations d’autres espéces d’homoptéres; on peut
retenir dans notre cas, le processus de renouvelle-
ment du feuillage pour expliquer les différences de

Tableau 4
Evolution du rapport de jeunes feuilles avec ovisacs d’aleurodes sur arbres infestés

Période d’observation

Plantes hotes

Saison seche

Saison des pluies

juillet ao(t octobre novembre
Mangifera indica 0,27 (0,02)(D) 0,12 (0,01) 1,00 (0,10) 0,00
Citrus reticulata 0,14 (0,01) 0,18 (0,01) 0,75 (0,06) 0,00
Carica papaya 0,62 (0,07) 0,55 (0,04) 0,25 (0,01) 0,33 (0,02)
Citrus paradisi 0,17 (0,01) 0,40 (0,03) 1,25 (0,12) 0,50 (0,04)
Spondias dulcis 0,44 (0,03) 0,50 (0,04) 1,00 (0,10) 0,00
Dacryodes edulis 0,36 (0,02) 0,22 (0,01) 0,11 (0,01) 0,50 (0,04)
Elaeis guineensis 0,36 (0,02) 0,38 (0,03) 0,67 (0,07) 0,50 (0,04)
Acacia auriculoformis 0,36 (0,02) 0,53 (0,04) 0,60 (0,07) 0,50 (0,04)
Eucalyptus torelliana 0,21 (0,01) 0,33 (0,02) 0,40 (0,03) 1,00 (0,10)
Hybride Eucalyptus alba x E. urophylla 0,30 (0,02) 0,55 (0,04) 0,20 (0,01) 0,50 (0,04)
Hybride Manihot esculenta x M. glaziovii 0,21 (0,01) 0,16 (0,01) 0,40 (0,03) 0,00
Citrus aurantium 0,14 (0,01) 0,11 (0,01) 0,09 (0,00) 0,00
Citrus aurantifolia 0,12 (0,01) 0,22 (0,01) 0,43 (0,03) 1,00 (0,10)
Citrus sinensis 0,14 (0,01) 0,19 (0,01) 0,12 (0,01) 0,67 (0,07)
Acacia mangium 0,34 (0,03) 0,31 (0,02) 0,28 (0,02) 0,50 (0,04)
Cocos nucifera 0,19 (0,01) 0,18 (0,01) 0,27 (0,02) 1,50 (0,14)
Psidium guayava 0,14 (0,01) 0,21 (0,01) 0,33 (0,02) 0,50 (0,04)
Persea americana 0,29 (0,02) 0,21 (0,01) 0,31 (0,02) 0,50 (0,04)
Terminalia catappa 0,25 (0,01) 0,61 (0,07) 0,36 (0,03) 1,00 (0,10)
Hura crepitans 0,29 (0,02) 0,07 (0,00) 0,28 (0,02) 1,00 (0,10)

(1) Les nombres entre parenthéses sont les écarts-types des valeurs moyennes.
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niveaux des infestations. En période de déficit hydri-
gue trés marquée (saison seche), la chute des vieilles
feuilles est progressive en rapport avec les faibles
poussées de seve des mois de juillet-aodt. Par contre,
au cours de la période fortement pluvieuse, la chute
des vieilles feuilles est brutale, fugace et liée aux
abondantes poussées de seve de début de saison des
pluies (octobre-novembre). Ces deux phases sem-
blent provoquer des ruptures réguliéres dans la coin-
cidence entre l'infestation et la disponibilité du
feuillage des plantes-hétes.

A l'arrivée des pluies abondantes, la chute consécu-
tive des vieilles feuilles rameéne les effectifs de ces
derniéres a un niveau relativement bas.

Cependant, il n'a été noté aucune augmentation des
pontes sur les jeunes feuilles qui se développent avec
la poussée de séve.

Les résultats présentés dans cet article montrent enfin
gu’il nest pas inutile d’étudier avec précision le role
des caractéristiques physiologiques de la plante-héte
(éléments minéraux et substances chimioprotectrices
contenus dans les feuilles), étape préalable néces-
saire a I'étude des interactions plante-insecte.
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Exploitation de la variabilité somaclonale pour la recherche
d’ceillet (Dianthus caryophyllus L.) tolérant a la salinité

F. Haouala*, C. Hannachi* & E. Zid**

Keywords: Carnation- in vitro regeneration- Salinity- Vitrovariation

Résumé

La callogenése chez I'ceillet (Dianthus caryophyllus L.
‘Légion d’Honneur’) est induite a partir de segments
d’'entre-nceuds sur un milieu contenant de I'ANA
0,1 mg.I'1 et du TDZ 0,1 mg.l-1. La régénération des
plantes a partir de cals cellulaires nécessite la pré-
sence de la BA 2 mg.|-1. Lenracinement des pousses
est obtenu sur un milieu contenant de I'AIB 0,5 mg.I-1.
La croissance des cals est trés réduite et le taux de
régénération est fortement affecté en présence de
NaCl 100 mM. Lenracinement des pousses est meil-
leur en absence de NaCl. Les plantes régénérées pré-
sentent des variations somaclonales et celles obte-
nues sous stress salin ont une meilleure tolérance
relative a la salinité que les plantes régénérées en
absence de sel.

Summary

Exploitation of Somaclonal Variability for
Research of Carnation (Dianthus caryophyllus L.)
Tolerant to Salinity

Callogenesis in carnation (Dianthus caryophyllus L.
‘Légion d’'Honneur’) is possible from internodes in a
medium containing 0.1 mg.l-1 NAA and 0.1 mg.l-1 TDZ.
Regeneration from callus needs 2 mg.l-1 BA. Shoots
rooting is obtained on a medium containing 0.5 mg.I-1
IBA. Callus growth is reduced and regeneration rate is
very affected in presence of NaCl 100 mM. Shoot
rooting is better without NaCl.

Regenerated plants present somaclonal variation and
those obtained under salt stress have a better relative
tolerance to salinity than plants regenerated without
salt.

Introduction

La salinité des sols touche actuellement 25% environ
des terres irriguées (12) et concerne plus particuliére-
ment les zones arides et semi-arides, telles que les
régions tropicales et méditerranéennes. Le fort enso-
leillement et la faible pluviométrie ont obligé les agri-
culteurs de ces régions a irriguer en quantité impor-
tante et, souvent, avec une eau saumatre. Les sels
s’accumulent au cours des ans a la surface des sols
sans pouvoir étre lessivés par les faibles quantités de
pluie, rendant ainsi peu a peu les terres impropres a la
culture. Dans ces conditions, la culture des espéces
florales, connues pour leur forte sensibilité a la salinité
(13), peut étre sérieusement compromise. En effet,
pour I'ceillet des fleuristes (Dianthus caryophyllus L.),
le rendement en fleurs commence a accuser des
pertes lorsque la conductivité électrique de I'eau d'ir-
rigation atteint 1,2 dS.m-1 (21).

Les techniques de culture in vitro, a I'origine des varia-
tions somaclonales et gamétoclonales, peuvent inter-
venir dans les programmes d’amélioration de la tolé-
rance a la salinité. En effet, elles ont été utilisées avec
succeés pour sélectionner chez un certain nombre
d’espéces cultivées des lignées cellulaires tolérantes
a la salinité (5, 10, 16, 24). Des plantes entiéres ont
été régénérées a partir de lignées cellulaires sélec-
tionnées pour leur résistance a la salinité et la trans-
mission de ce caractere de tolérance a la descen-

dance a été observée notamment chez le Coleus (4),
le colza (9), le Citrus (10) et le tabac (16).

Chez I'ceillet, la régénération de pousses in vitro est
influencée par le génotype, la nature de I'explant et la
balance hormonale (6). Lorganogenése peut avoir lieu
a partir de divers explants, tels que I'hypocotyle (17),
les cotylédons (2), les entre-nceuds (19), les feuilles
(23) et les pétales (7, 11). Linitiation de pousses
adventives a partir de cals cellulaires est obtenue
généralement sur des milieux a forte concentration en
cytokinines, telle la BA & 3 mg.I-1 (11).

Lobjectif de ce travail est d'étudier I'effet du stress
salin (NaCl) sur la régénération in vitro de I'ceillet et la
possibilité d’exploiter cette technique dans I'améliora-
tion de la tolérance a la salinité chez cette espéce.

Matériel et méthodes

L'étude porte sur I'ceillet (Dianthus caryophyllus L.)
super-géant Chabaud, ‘Légion d’Honneur’, cultivar
annuel connu par ses fleurs doubles de couleur rouge
vif. Le milieu de culture est celui de Murashige et
Skoog (15) en ce qui concerne les macro et les oligo-
éléments seulement. A partir de ce milieu de base MB,
5 autres milieux sont confectionnés pour la germina-
tion des graines, I'induction de la callogenése (MC), la
régénération des pousses (MR), la prolifération de
celles-ci (MP) et leur enracinement (ME). La composi-
tion de ces milieux est signalée au tableau 1. Le pH

Abréviations: ANA: acide naphtaléne acétique; BA: Benzyl-adénine; AIB: acide indolyl-butyrique; TDZ: thidiazuron.

* Laboratoire d’Agriculture Durable. Ecole Supérieure d’Horticulture, 4042 Chott Mariem, Sousse, Tunisie.

** Unité d’Ecophysiologie Végétale et Nutrition des Plantes. Faculté des Sciences de Tunis, Campus Universitaire, 1060 Tunis, Tunisie.

Recu le 26.04.01. et accepté pour publication le 13.09.02.
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Tableau 1
Composition chimique des milieux de culture utilisés pour la germination, la callogenése (MC),
la régénération (MR), la prolifération (MP) et I'enracinement (ME) de I'ceillet ‘Légion d’Honneur’.
Le milieu de base MB est celui de Murashige et Skoog (15) pour les macro et les oligoéléments.
Le milieu MB/2 représente le milieu MB dilué 2 fois

Germination Callogenese Régénération Prolifération Enracinement
(MC) (MR) (MP) (ME)
milieu de base (MB) MB/2 MB/2 MB MB/2 MB/2
acide nicotinique (mg.l-1) 0,5 0,5 0 0,5 0
pyridoxine-HCI (mg.I-1) 0,5 0,5 0 0,5 0
thiamine-HCI (mg.I-1) 0,1 0,1 1 0,1 1
glycine (mg.l-1) 2 2 0 2 0
myo-inositol (mg.|-1) 0 100 100 100 0
ANA (mg.I1) 0 0,1 0,05 1 0
AIB (mg.I1) 0 0 0 0 0,5
TDZ (mg.I1) 0 0,1 0 0 0
BA (mg.I1) 0 0 2 0 0
AgNO3 (mg.I-1) 0 0 10 0 0
saccharose (g.l'1) 10 30 30 20 20
agar-agar (g.I'1) 6 8 8 8 8
NaCl (mM) 0 100 0 100 0 100 0 100

des milieux de culture est ajusté a 5,8. Les cultures
sont conduites a une température de 24 + 1 °C, sous
un éclairement artificiel de 35 umol.m-2.s-1 et une pho-
topériode de 16 h.

Les explants utilisés sont constitués de segments
d’entre-nceuds de 5 a 7 mm de longueur et de 1 mm
de diametre, prélevés sur des plantules issues de
semis. Les graines sont désinfectées a I'alcool & 70 °
pendant 5 s, puis a I'eau de Javel pendant 20 min et,
enfin, ensemencées en conditions stériles jusqu’a
I'obtention de plantules a 7 paires de feuilles. Les seg-
ments d’entre-nceuds sont repiqués horizontalement
sur un milieu de callogenéese contenant de I’ANA et du
TDZ et 2 concentrations de NaCl (0 et 100 mM).
Chaque traitement comporte 48 explants. Les
explants cultivés en absence de sel continuent a I'étre
dans toutes les étapes du protocole. De méme, les
explants soumis au départ a la salinité subissent cette
contrainte jusqu’a la fin de la phase in vitro. Les cals,
obtenus en présence comme en absence de NaCl,
sont fragmentés et les microcals placés respective-
ment sur un milieu de régénération contenant du
AgNO3, additionné ou non de NaCl 100 mM. En vue
de leur multiplication, les pousses régénérées ont été
soumises a deux subcultures mensuelles sur un
milieu de prolifération (MP). Au stade 2 paires de feuil-
les, les jeunes tiges sont transférées sur des milieux
d’enracinement, en présence ou non de NaCl
100 mM. Chaque traitement comporte 72 explants.
L'acclimatation des vitroplants se fait en mini-serre
sous une humidité relative saturante et a une tempé-

rature de 25 °C. Aprés deux semaines, les plantules
sont repiquées en pots de terre cuite de 16 cm de dia-
meétre remplis de sable grossier. La culture est
conduite en serre vitrée, jusqu’a la floraison des plan-
tes, a une température de 25 + 3 °C. Larrosage est
assuré avec une solution nutritive compléte addition-
née ou non de différentes doses de NaCl, de maniére
a obtenir les concentrations finales suivantes: 10, 35,
60, 85 et 110 mM NaCl. La solution 10 mM, préparée
a partir d’'eau courante, est prise comme témoin.

Résultats

1. Callogeneése

Le cal commence a se former d’'un seul cété du seg-
ment d’'entre-nceud, puis se généralise a I'ensemble
de I'explant, ce qui suggére une certaine polarité de la
callogenése. Le tableau 2 montre qu’en absence de
NaCl, la quasi-totalité des explants forme des cals
aprés 3 semaines de culture. La présence de NaCl
ralentit la callogenése, sans trop modifier son taux
final qui est de 92%. Sur milieu témoin, les cals sont
globuleux, chlorophylliens et a structure compacte. En
présence de NaCl 100 mM, les cals sont de couleur
vert clair et présentent au contact du milieu de culture
une légere coloration brunatre (Figure 1). La masse
de matiére fraiche des cals, mesurée aprés 5 semai-
nes de culture, est tres affectée par la présence de
NaCl dans le milieu (Figure 2). En effet, sur NaCl
100 mM, la masse moyenne des cals est de 60 mg et

17



TROPICULTURA

Tableau 2 ne représente plus que 12% de celle des cals
Pourcentage de callogenése chez des segments témoins.
d’entre-nceuds d’ceillet ‘Légion d’Honneur’,

prélevés sur des plantes-meére issues de semis in vitro, 2. Régeneration

et cultivés sur le milieu de callogenése (MC) Le taux de régénération obtenu aprés 4 semaines de

en présence de NaCl 100 mM ou non (milieu témoin) culture sur milieu témoin est de 29% (Tableau 3). Sur
ce milieu, les bourgeons néoformés se développent

Durée correctement donnant naissance a des pousses de

de la culture MC = MB/2 + ANA + TDZ couleur vert foncé (Figure 3). En présence de NacCl

100 mM, sur 1008 microcals mis en culture, un seul a

Témoin NaCl 100 mM permis la régénération d’une pousse.
semaine 1 0 0
semaine 2 93,0 + 6,2 acd 252+22h Tableau 3
semaine 3 100 + 7.1 ad 701+53c¢ Pourcentage de regener{mon gle pousse; d’ceillet ‘Légion
) d’Honneur’ & partir de cals issus
semaine 4 100 £ 7,1 ad 80,8 6,1 cd de segments d’entre-nceuds sur le milieu
semaine 5 100+ 7,1 ad 92,0+7,4d de régénération (MR). Nombre d’explants

au départ: témoin= 72; NaCl 100 mM= 1008
Nombre d’explants par traitement: 48.

Les valeurs, avec intervalles de sécurité, suivies de lettres Durée
distinctes sont significativement différentes au seuil 5%. de la culture MR =MB + ANA + BA + AgNO3
Témoin NaCl 100 mM
semaine 1 0 0
semaine 2 0 0
semaine 3 21+23a 0,1+0c
semaine 4 29+33b 0,1+0c

Les valeurs, avec intervalles de sécurité, suivies de lettres
distinctes sont significativement différentes au seuil 5%.

Figure 1: Aspect des cals issus de segments d’entre-nceuds d’ceillet
‘Légion d’Honneur’, cultivés sur le milieu de callogenése
(MC) en présence de NaCl 100 mM. Le milieu témoin est
dépourvu de sel.

s00
500
B a0
£ w0
: 200
100
-
=]
témoin 100
NaCl (mM)

Figure 2: Masse de matiere fraiche des cals issus de segments

d’entre-nceuds d'ceillet ‘Légion d’'Honneur’, cultivés sur le Figure 3: Régénération et croissance de pousses d'ceillet ‘Légion
milieu de callogenese (MC) en présence de NaCl 100 d’Honneur’ a partir de cal issu de segment d’entre-nceud
mM. Le milieu témoin est dépourvu de sel. sur le milieu de régénération (MR).
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3. Prolifération

Le taux de prolifération des pousses, apres 4 semai-
nes de culture, est Iégérement diminué par la salinité
du milieu. En effet, il passe de 10 chez le témoin a
8 en présence de NaCl 100 mM.

4. Enracinement

En présence d’AIB a 0,5 mg.l-1, I'enracinement des
pousses est satisfaisant, mais reste plus élevé en
absence (93%) qu’'en présence de NaCl (74%)
(Tableau 4).

Tableau 4
Pourcentage d’enracinement de pousses d’ceillet
‘Légion d’Honneur’ issues de régénération a partir
de cals sur le milieu d’enracinement (ME)

Durée ME = MB/2 +AIB
de la culture
Témoin NaCl 100 mM
semaine 1 0 0
semaine 2 76,6 £ 6,9 a 242 +25¢c
semaine 3 81,2+ 7,7 ab 48,4 +51d
semaine 4 93,3+£9,2hb 742+ 78 a

Nombre d’explants mis en culture: 72 par traitement.
Les valeurs, avec intervalles de sécurité, suivies de lettres dis-
tinctes sont significativement différentes au seuil 5%.

5. Culture en serre

Les plantules régénérées aussi bien en absence
gu’'en présence de NaCl, désignées respectivement
vitroplants T et vitroplants S, ont montré des modifica-
tions morphologiques au cours de leur développe-
ment. Ces modifications concernent principalement
I'aspect général de la fleur, la couleur des pétales, et
la présence ou non de panachures. Ainsi, chez cer-
tains vitroplants, les fleurs sont simples et possédent
moins de pétales (Figure 4). Chez d'autres, les fleurs

Figure 4: Vitrovariations touchant l'aspect de la fleur observées
chez des vitroplants d’ceillet ‘Légion d’Honneur’, régéné-
rés a partir de cals et cultivés en pots sous serre: (a) fleur
normale (double), (b) fleur simple.

sont roses ou gardent la couleur rouge, mais elle est
moins intense. Enfin, certains individus produisent des
fleurs avec une panachure de couleur blanche, plus
ou moins importante des pétales. Cette panachure est
surtout visible sur la face inférieure des pétales
(Figure 5).

Figure 5: Vitrovariations touchant la couleur de la fleur observées
chez des vitroplants d’ceillet ‘Légion d’Honneur’, régéné-
rés a partir de cals et cultivés en pots sous serre: (a) cou-
leur rose, (b) couleur rouge clair, (c) présence de pana-
chure.

Par ailleurs, la phase de développement végétatif,
chez les vitroplants S, s’étale sur une période anor-
malement longue, dépassant une année, alors que
cette période est de 5 a 7 mois seulement chez les
vitroplants T. De plus, la tige présente, au moment de
I'entrée en floraison, un allongement exagéré, excé-
dant dans certains cas le double de la longueur habi-
tuellement atteinte chez les vitroplants T. Ainsi, sur le
milieu témoin (NaCl 10 mM), la longueur de la tige
principale a la floraison atteint 115 cm chez les vitro-
plants S alors qu’elle n’est que de 48 cm seulement
chez les vitroplants T.

6. Evaluation agronomique

Pour pouvoir évaluer, agronomiquement, la tolérance
a la salinité chez I'ceillet, il est impératif de juger sa
production florale. La masse de matiére fraiche des
fleurs produites par plante est en faveur des plantes
régénérées en absence de sel (vitroplants T).
Toutefois, les différences vont en s’atténuant avec
laugmentation de la concentration de NaCl dans la
solution d’arrosage. Lexpression de ces résultats en
pourcent du témoin montre que la production florale
est relativement plus affectée par le sel chez les vitro-
plants T (Figure 6). Ainsi, la tolérance relative a la sali-
nité devient meilleure chez les plantes régénérées
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Figure 6: Effet de la salinité sur la production relative des vitroplants
régénérés en absence (vitroplants T) ou en présence de
NaCl (vitroplants S), appréciée par la masse de matiere
fraiche (MF) des fleurs produites par plante exprimée en
pour-cent du témoin (NaCl 10 mM). Les plantes ont été
cultivées en pots sous serre et arrosées avec des solu-
tions & différentes concentrations de NaCl. Les intervalles
de sécurité sont calculés au seuil 95%.

sous stress (vitroplants S) pour les doses de NacCl
supérieures a 35 mM.

Discussion

La technique de régénération des plantes sous une
pression sélective, par addition d’'un agent stressant
comme NacCl, a été utilisée pour diverses espéces,
dans un but d’amélioration de la tolérance a la salinité.
Plus particulierement, la culture in vitro a permis de
sélectionner des variants tolérants au sel en utilisant
des cellules isolées, des cals ou des tissus organisés.
Plusieurs plantes ont pu ainsi étre régénérées sous
stress salin & partir de cals cellulaires: orge (1), blé
(18), pomme de terre (8) et Citrus (3).

Dans notre expérimentation, la régénération de
plantes d'ceillet a pu étre obtenue a partir de seg-
ments d’entre-nceuds, en présence ou en absence de
NaCl 100 mM dans les milieux de callogenése et de
régénération. Dans ces conditions, la salinité ralentit la
callogenése, sans l'inhiber complétement. Elle dimi-
nue le taux de callogenése de 8%, mais c’est la crois-
sance des cals qui est la plus affectée par le sel.
D’autre part, le fait le plus marquant est que le taux de
régénération sous stress salin, par néoformation a
partir de cals cellulaires, est trés faible et ne dépasse

pas 1 pour 1000. Cet effet inhibiteur de NaCl sur I'or-
ganogenése a été observé chez d'autres especes,
comme la pomme de terre (8) ou le tabac (22). Des
résultats similaires sont aussi obtenus par Beloualy et
Bouharmont (3) chez le Citrus ou 2 cas seulement sur
un effectif de 104 ont présenté une aptitude a la régé-
nération en présence de NaCl. Cette rareté des indivi-
dus survivants en présence d’'un agent stressant milite
en faveur de I'acquisition de la tolérance.

La pression sélective par NaCl peut étre appliquée
pendant la phase de callogenése et/ou de régénéra-
tion. Quand la présence de sel n’'inhibe pas totalement
le processus de régénération lui-méme, son addition
dans le milieu peut augmenter la probabilité de régé-
nération des plantes tolérantes (16). Dans la majorité
des cas, le sel est appliqué d’emblée dans des condi-
tions provoquant une inhibition marquée de la crois-
sance cellulaire. Par contre, I'application d’'une pres-
sion sélective graduelle peut favoriser la mise en place
de mécanismes d’acclimatation qui ne subsistent pas
toujours chez les plantes régénérées (14).

Lutilisation de la BA a facilité la régénération des
pousses. En effet, cette cytokinine est connue pour
ses effets stimulateurs sur la néoformation de bour-
geons adventifs chez I'eeillet (11, 19). Par ailleurs, I'ad-
dition d’'ions Ag* est nécessaire pour stimuler la néo-
formation des bourgeons (8). Selon Songstad et al.
(20), Ag” ralentit la synthése d'éthylene, facteur défa-
vorable a la régénération.

Les plantes régénérées a partir de cals, en absence et
en présence de NaCl, ont présenté des indices de
vitrovariations qui se sont exprimés essentiellement
au niveau de la pigmentation de la fleur. Nous pou-
vons estimer que les variations somaclonales qui ont
touché la coloration de la fleur (couleur rose, présence
de panachure...) offrent un matériel végétal nouveau
qui peut étre exploité avantageusement pour la pro-
duction de fleurs coupées d'ceillet ou pour la décora-
tion des jardins et des massifs. Par contre, les varia-
tions qui ont concerné l'aspect général de la fleur
(fleurs simples) sont loin d'étre intéressantes sur le
plan commercial.

En définitive, la régénération in vitro de I'ceillet ‘Légion
d’Honneur’ est possible a partir de segments d’entre-
nceuds. La salinité a pour effet de ralentir la calloge-
nése et de diminuer considérablement le taux de régé-
nération. Lenracinement des pousses est satisfaisant
en présence d’AIB 0,5 mg.I-1 et son taux est diminué
par la salinité. Lexploitation de la variation somaclo-
nale peut conduire a I'amélioration de la tolérance au
sel et I'acquisition de ce caractére in vitro peut étre
transmis aux plantes obtenues par clonage.
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Nodulation Effectivity, N-Accumulation and Yield of
Soybean (Glycine max) in a Clayloam Soil Treated with
Pre- and Post-Emergence Herbicides

M.A.N. Anikwe*, C.l. Okonkwo* & C.N. Mbah*

Keywords: Rhizobium- N-accumulation- Herbicides- Soybean

Summary

Introduction of exogenous micro-organisms in the rhi-
zosphere of crop plants for plant growth enhancement
requires a careful study of factors affecting their per-
formance. We studied the effect of pre-and post-emer-
gence herbicides on nodulation, N-accumulation and
yield of soybean inoculated with exotic Rhizobium
strains in a Dystric Leptosol. The treatments compris-
ing a control with no herbicide treatment, a pre-emer-
gence herbicide treatment and a combination of pre-
and post-emergence herbicide treatment were set out
in the field using a randomized complete block design.
The results show that both post-emergence and a
combination of pre- and post-emergence herbicide
treatments applied at 3 weeks after planting reduced
nodulation, shoot dry weight, N-accumulation in the
biomass and seed vyield. Pre-emergence herbicide
application reduced weed density and sparingly
affected nodule dry weight, N-accumulation and seed
yield. The results of the work suggest that selection
and timing of herbicide application in soybean plots
affect weed competition, nodulation, N-accumulation
and overall performance of the crop in the field.

Résumeé

Etude de la nodulation, de la fixation de I'azote et
du rendement du soja (Glycine max) cultivé sur un
sol limono- argileux traité avec des herbicides en
pré- et post-levée

Lutilisation des microorganismes exogenes dans le
rhizosphére pour accroitre la croissance des plantes
requiert une étude préalable des facteurs affectant
leurs performances. Leffet des herbicides appliqués
en pré-levée et post-levée sur la nodulation, la fixation
de l'azote et le rendement du soja cultivé dans un lep-
tosol dystrique, inoculé avec des souches exotiques
de Rhizobium a été étudié dans un essai réalisé en
blocs aléatoires (un témoin sans herbicides, un traite-
ment d’herbicides en pré-levée et une combinaison
d’herbicides appliqués en pré-levée et en post-levée).
Les résultats obtenus montrent que les deux applica-
tions (application d’herbicides en pré-levée et la com-
binaison d’herbicides appliqués en pré-levée et en
post-levée) réalisées trois semaines apres le semis
réduisent d’'une maniére significative la nodulation, le
poids sec des tiges, la fixation de I'azote dans la bio-
masse ainsi que le rendement en graines. L applica-
tion d’herbicide en pré-émergence réduit la densité
des adventices et affecte modérément le poids sec
des nodules, 'accumulation d’azote et le rendement
en graine. Cet essai montre également que le temps
d’application des herbicides a un effet significatif sur
la compétition du soja avec des adventices, un effet
sur sa nodulation ainsi que sur sa capacité de fixation
de l'azote et également sur toutes les performances
de la plante.

Introduction

In the tropics, weeds constitute a major impediment in
the production of improved crop cultivars, particularly
food legumes such as soybean (2). They can reduce
yield by over 80 percent, depending on the density
and species of weed (9). Those commonly associated
with soybean are Barnyard grass (Echinochloa sp.),
Amaranthus spinosus, volunteer cereals, nightshade
(Solanum sp.), and nutsedge (Cyperus sp.) (12).
Volunteer cereals are cereal crops, maize (Zea mays
L.), sorghum (Sorghum bicolor), millet (Pennisetum
sp.) etc. from previous years cropping whose seeds
germinate and grow in the field in the concurrent sea-

son. They were not planted by the farmer and are
technically weeds.

Weeds interfere with crops by competing for nutrients,
water and light. They may also introduce allelochemi-
cals into the habitat they share with crops. The effects
of weed interference may at first be reduced plant
vigour, delayed development, or suppression of spe-
cific growth characters such as flowering and fruit for-
mation. But the ultimate effect is reduction of crop
yield.

Some yield components are good indicators of weed
competition in soybean (13). These indicators are: leaf
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area index (LAI), shoot dry weight and plant height. All
of these yield indicators are reduced when weeds
adversely affect grain yield (9).

The data available for weed infestation of soybean in
tropical environments show that weeds reduce crop
quality and yield by as much as 40-80% (9, 13). They
also indicate that soybeans in weed-infested fields are
more liable to lodging than those in fields where
weeds are adequately controlled because weeds
remove some nutrients that would otherwise have
been used by the plants, thus leaving the plants
spindly, etiolated, and liable to lodging.

Control of weeds in soybean production can be done
through cultural methods, biological control, and
chemical control using herbicides. Herbicides are the
key products in sustaining large-scale agricultural pro-
duction but in order to minimize agro-environmental
concerns regarding their use, continued assessment
of their behaviour under different management prac-
tices is required. Information on the effect of applied
herbicide on nodulation and overall performance of
soybean is important to agricultural extension workers
and farmers who grow soybean.

The objective of this work is to study the effect of pre-
and post-emergence herbicide on nodulation, N-accu-
mulation, crop characteristics and yield of soybean
grown under field conditions.

Material and methods

The experiment was conducted in the experimental
farm of the Faculty of Agriculture, Ebonyi State
University, Abakaliki, Nigeria. Abakaliki is located
between latitude 06° 04'N and longitude 08° 65E in
the derived Savanna zone of the southeast agro-eco-
logical zone of Nigeria. The climate is typical of the
humid tropical zone. High temperature and high pre-
cipitation characterize the area. Annual rainfall is
between 1800 — 2000 mm concentrated between April
and November. Mean relative humidity is 65-80 per-
cent during the rainy months in the study site. The soil
of the study site is classified as Dystric Leptosol (4).
A composite soil sample (Table 1) was taken at the
depth of 0-20 cm at the beginning of the experiment
and was analyzed for pH in 1:2.5 soil-water suspen-
sion (11).

Particle size distribution was analyzed by the hydrom-
eter method (8). Total nitrogen was determined using
the modified Kjeldahl Method (5). Available phospho-
rus was determined by Bray-2 method as outlined in
Page et al. (16) while exchangeable calcium, magne-
sium and total acidity were determined by the proce-
dure described by Tel and Rao (18). The rhizobial
population per gram of soil was estimated with cow-
pea, using the most probable number method (3).
Organic carbon was analyzed according to the proce-
dure set out by Nelson and Sommers (14).

The experiment was laid out in a Randomized
Complete Block Design (RCBD) with four replications
and four treatments on a soil with no history of soy-
bean cultivation. The treatments consisted of a control
plot with no herbicide application, a pre-emergence
herbicide — Gramaxone (Paraquat) applied immedi-
ately after planting at the rate of 1.5 kg active ingredi-

Table 1
Some physicochemical properties of the study soil

Sand (%) 48.2
Salt (%) 32.0
Clay (%) 17.8
pH (H,0) 4.9
C (%) 0.87
N (%) 0.08
P (mg.kg-1) 3.10
Ca (cmol (+).kg-1) 151
Mg (cmol (+).kg-1) 0.06
K (cmol (+).kg-1) 0.20
CEC (cmol (+).kg-1) 6.34
Total acidity (cmol (+).kg-1) 3.13

ent (a.i.).ha-1, a post-emergence herbicide (Fluazifop-
butyl) at the rate of 1.5 kg (a.i.).ha-1 applied 21 days
after planting (DAP) and a mixture of the pre-and post-
emergence herbicide at the rate of 1.5 kg (a.i.).ha-1
applied at 21 DAP. Active ingredients were supplied to
the plots with water acting as the carrier. Herbicides
were applied manually using a Knapsack sprayer.

Experimental plots were 3 m x 3 m prepared into a
sunken bed with raised ridges around each plot to
minimize treatment contamination. Planting was done
with early maturing soybean variety TGX 1485-E
which is an erect variety with no lodging obtained from
the International Institute for Tropical Agriculture (1ITA),
Ibadan. Soybean was inoculated with a mixture of
exotic strains of Rhizobium japonicum (R25B + IRJ
2180a) prepared from peat and gum arabic solution as
recommended by Vincent (19). Inoculated seeds were
planted using an intra-and inter-row spacing of 15 cm
X 25 cm. Two seeds were planted per hill and thinned
down to one plant per hill at 7 DAP, thus given a plant
population of 57,600 stands.ha-1. Weeding was done
manually at 42 and 63 DAP in all plots and weed den-
sity obtained by collecting all weeds from each plot
and measuring fresh weed weight in the field at 42 and
63 DAP, respectively.

At 42 DAP and 63 DAP, 5 plants were sampled per
plot. The plants were separated into shoot and root
and the shoot was dried at 65 °C, weighed and the
dried shoot ground to pass through a 0.4 mm sieve.
Nitrogen content of the tissues was determined by the
method outlined by Ferrari (7). Nodule number, taproot
nodule and dry weight were also determined. Leaf
area index was estimated at 42 and 63 DAP using the
formula:

Number of plants per m2 x number of leaves.plant-1 x
leaf area (m2)/ Area of ground covered (m2) (20). At
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Table

2

Effect of pre-and post-emergence herbicide application on crop growth characteristics

Treatment '2;”;::1'??; Shoot dry weight LAla (cm?2) We(ig_ﬁg.ﬁity
Days after planting (DAP)
42 63 42 63 42 63 42 63

Control 42.58 98.08 18.30 28.94 2.90 3.07 112 311
Pre-Emergence 34.99 63.22 24.80 52.64 3.67 4.39 24 127
Post-Emergence 36.84 4.94 16.50 23.40 1.74 2.65 54 144
Pre and Post

Emergence 34.66 48.79 25.60 4.20 2.85 3.96 35 107
F- LSD (0.05) 2.48 6.20 3.70 6.90 0.96 1.04 10.8 16.2

a- Leaf area index
DAP= Days after planting
F-LSD (0.05)

maturity, seed yield was measured in an area of
25mx25m.

Results and discussion

Effect of pre- and post-emergence herbicide appli-
cation on crop growth characteristics

The different treatments affected the plant height,
shoot dry weight, leaf area index and weed density of
the plots in varying degree (Table 2).

Plants were taller (P= 0.05) in control plots (no herbi-
cide treatment) by about 13-18% at 42 DAP. However,
no significant treatment difference (P< 0.05) in plant
height was observed between the pre- and post-emer-
gence herbicide treatments used singly or in combina-
tion. At 63 DAP, plant height increased significantly
(P< 0.05) in the control plots relative to plots treated
with pre-emergence, post-emergence and a combina-
tion of both herbicides by about 35, 43 and 50%
respectively. Similarly, plots treated with pre-emer-
gence herbicide had taller plants than plots treated
with post-emergence herbicide by 13 and 23%,
respectively. However, no significant treatment differ-
ence in plant height was observed between plots
treated with post-emergence herbicide and combina-
tions of both pre- and post-emergence herbicides at
63 DAP. Prominent weed species found in the plots
were Imperata cylindrica, Tridax procumbens,
Cyperus rotundus, Solanum sp., Sida acuta, and
Amaranthus spinosus. Early weed competition may
have induced plants to grow tall because of competi-
tion for light and space. This result was corroborated
by the findings of Akobundu and Poku (2).

The results also indicate that shoot dry weight signifi-
cantly increased (P< 0.05) in plots treated with pre-
emergence herbicide relative to untreated plots at
both 42 and 63 DAP by about 26 and 45%, respec-
tively. In plots treated with a combination of pre- and
post-emergence herbicides, shoot dry weight also
increased significantly (P< 0.05) by between 28 and
34% at 42 and 63 DAP, respectively (Table 2). How-
ever, no significant treatment difference was observed
between plots treated with post-emergence herbicide
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and control plots. This indicates that the critical period
of weed interference (the period in which if weed is not
removed, it will cause the most damage) for shoot dry
weight of soybean is within the early growth stages.

Higher leaf area index was also observed in plots
treated with pre-emergence herbicide relative to other
treatments at 63 DAP by about 30 and 39% for control
and post-emergence herbicide treatments respec-
tively. However, no significant treatment differences in
leaf area index were observed between plots treated
with pre-emergence herbicide and a combination of
pre- and post-emergence herbicides. It was observed
that plants in control plots despite early plant height
increments were spindly and etiolated, probably as a
result of competition with weeds for sunlight, space
and nutrients. Akobundu and Poku (2) elucidated that
while competition between soybean plants and weeds
for light may be of little importance, the allelopathic
effect and the large consumption of nutrients and
water by weeds may be responsible for soybean pro-
duction losses. The results suggest that proper vege-
tative growth in soybean plots can only be achieved if
weeds are adequately controlled. This evidence is fur-
ther supported by the fact that higher (about 78 and
59%) weed density (kg.ha-1) was found in the control
plots at both 42 and 63 DAP, respectively (Table 2).
Lower weed densities were also observed in plots
treated with a combination of pre- and post-emer-
gence herbicides at both 42 and 63 DAP relative to the
control plots. The higher weed density observed in the
control plots suggest that weeds must have interfered
with plant growth resulting in reduced plant vigour and
suppression of developmental characteristics of the
soybean when compared to the herbicide treated
plots.

Effect of pre- and post-emergence herbicide on
nodulation, N-accumulation and seed yield

The effect of the treatments on nodulation, N-accumu-
lation and seed yield of soybean is presented in
table 3.
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Table 3
Effect of pre- and post-emergence herbicides on nodulation, N-accumulation and seed yield
Treatment Taproot of Total number Nodule- dry N- Seed yield
nodules of nodules weight accumulation (kg.ha-1)
(number.plant-1) (number.plant-1) (mg.plant-1) (mg.plant-1)
Days after planting (DAP)
42 63 42 63 42 63 42 63

Control 67 25 128 84 320 141 315 492 1939
Pre-emergence 59 32 102 69 592 197 462 732 2154
Post-emergence 10 6 31 15 74 35 162 201 1476
Pre- and post-

emergence 12 4 38 19 86 37 198 277 1606
F-LSD (0.05) 8.2 3.2 15 9 58 22 124 151 284

Higher total number of nodules was found in control
plots at both 42 and 63 DAP. These were significantly
higher (P< 0.05) than the number of nodules found in
plots treated with pre-emergence herbicide by
between 18-20% at 42 and 63 DAP, respectively. The
total number of nodules in the control plots also
exceeded that in plots treated with post-emergence
herbicide by between 76-82% at both 42 and 63 DAP.
Plots treated with a combination of pre- and post-
emergence herbicide also had lower total number of
nodules relative to control (about 70% at both 42 and
63 DAP). The results are indicative that the herbicide
treatments may have negatively affected nodulation
especially in plots treated with post-emergence and a
combination of pre- and post-herbicide treatments.
Plants grown on these two plots may have been
adversely affected because the treatments were
applied later (at 21 DAP) in contrast to the pre-emer-
gence herbicide treatments applied at planting time.
These results probably suggest that the ecotoxologi-
cal effect of some applied agrochemical diminish with
time in the soil. Lower number of taproot nodules was
observed in plots treated with post-emergence and a
combination of pre- and post-emergence herbicides.
These were significantly lower (P< 0.05) than in plots
treated with pre-emergence herbicide alone by about
79-87% at both 42 and 63 DAP. However, no signifi-
cant treatment difference in number of taproot nodules
was found between the control plots and those treated
with pre-emergence herbicide. The lower number of
taproot nodules in plots treated with post-emergence
herbicide probably indicates that the Rhizobium strain
used for inoculation may have been adversely
affected. Presence of nodules on the taproots show
that the inoculants brought about nodulation (17).

The nodule dry weight and nitrogen concentration per
plant were also affected by the treatments (Table 3).
However, there was no significant relationship
between nodule dry weight.plant-1 and number of
nodules per plant in the different treatment applica-
tions. Higher nodule dry weight.plant-1 was found in
plots treated with pre-emergence herbicide. At
42 DAP, this was significantly higher (P< 0.05) than for
the other treatments by 45, 88 and 85% for control,

combination of pre- and post-emergence herbicide
and post-emergence herbicide treatments, respec-
tively. Similar differences were recorded at 63 DAP.
The results clearly indicate that plots with the highest
number of nodules.plant-1 did not coincide with the
plots with the highest nodule dry weight.plant-1.
Similar observations were made by Okonkwo and
Nnoke (15) where soybean plants with few nodules on
their roots, were shown to grow much larger and have
more weight than those with more nodules.

Higher N-accumulation (mg.plant-l) was found in
plants samples collected from plots treated with pre-
emergence herbicide relative to other treatments. This
was significantly higher (P< 0.05) than in control plots;
plots treated with post-emergence herbicide and a
combination of pre- and post-emergence herbicide by
about 32, 65-73 and 57-62%, respectively at, both 42
and 63 DAP. However, despite the fact that a higher
nodule dry weight.plant-1 was found at 42 DAP, N-
accumulation per plant was higher (P< 0.05) at
63 DAP for all plots. This result suggests that the con-
current crop use at least part of the nitrogen ‘fixed’ by
the legume-Rhizobium association. This statement is
supported by the fact that the plots with the highest
nodule dry weight.plant™ coincided with the plots with
the highest N-accumulation.

The highest seed yield of soybean (2.2 ton.ha-1) was
observed in the plots treated with pre-emergence her-
bicide although this was statistically comparable to the
untreated plots (control). Seed yields from plots
treated with post-emergence and a combination of
pre- and post-emergence herbicides were slightly
lower (about 31%) relative to plots treated with pre-
emergence herbicide. The results indicate that seed
yield has relationship with both N-accumulation and
nodule dry weight. This indicates that the root nodules
of soybean in plots with pre-emergence herbicide and
untreated plots were effectively nodulated and ‘fixed’
nitrogen more than other plots. Although the applica-
tion of both pre- and post-emergence herbicides either
as a single treatment or in combination in this work
controlled weeds, seed yield increased by at least
25% in plots treated with pre-emergence herbicide rel-
ative to other herbicide treatments. These results are
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in contrast with the work of Akobundu (1), who found
that herbicides control weeds effectively, reduce pro-
duction cost and increase yields of soybean. However,
the results corroborate the work of Eaton et al. (6) who
found little or no reduction in yield of soybean if the
crop is kept relatively weed-free for the first 28 days
after planting. In this work, post-emergence and a
combination of pre- and post-emergence herbicides
were applied at 21 DAP hence the reduction in seed
yield as a result of weed infestation and probably,
interference with activities of Rhizobium bacteria.
Martinez-Toledo et al. (10) studied the effect of Captan
on microbial functions in four agricultural soils under
aerobic conditions and found that total fungal popula-
tion, nitrifying bacteria, aerobic N-fixing bacteria and
nitrogenase activity were significantly decreased at
dose rates of 2.0 to 10.0 kg.ha-1.

The results of this study show that the timing of herbi-
cide application is important for weed control, nodula-
tion, N-accumulation, and overall performance of soy-
bean. This is because the use of pre-emergence
herbicide in this work controlled weeds effectively,
affected the inoculants and their capability sparingly
and contributed to the overall productivity of the soy-
bean. The use of pre-emergence herbicide affected
nodulation and N-accumulation sparingly probably
because the nodules were not yet formed at the time
of application and microbial detoxification may have
reduced the herbicide concentration before the
appearance of the root nodules.

Conclusion

Results from this study show that the use of pre- and
post-emergence herbicides and their combination
affect plant growth characteristics such as plant
height, shoot dry weight, and leaf area index in vary-
ing degrees. Plants were taller at the early stages of

growth (42 DAP) in control plots relative to herbicide-
treated plots probably because competition for light
and space may have induced plants in control plots to
be taller.

Results also show that shoot dry weight and leaf area
index were higher by between 26-45% in plots treated
with pre-emergence herbicide when compared to con-
trol plots. However, no significant treatment differ-
ences in shoot dry weight and leaf area index were
found between plots treated with post-emergence her-
bicide and a combination of pre- and post-emergence
herbicide. Higher weed density (59-78%) was found in
the control plots when compared to herbicide-treated
plots. However, lower (P= 0.05) weed densities were
found in plots treated with pre-emergence herbicide.

Higher numbers of root nodules were found in control
plots at both 42 and 63 DAP when compared to herbi-
cide-treated plots. This result probably indicated that
herbicide application affected nodulation negatively.
However, higher N- accumulation (mg.plant-1) was
found in plots treated with pre-emergence herbicide
relative to other treatments. The highest seed yield
was found in plots treated with pre-emergence herbi-
cide but it was statistically comparable to yield in the
control plots.

Although, herbicides have been used to control weeds
effectively, to reduce production costs and to increase
yields, their effect on nodulation, N-accumulation and
seed yield as observed in this work indicates that the
type of herbicide and time of application is to be put
into consideration. Food legumes when grown under
field conditions are particularly vulnerable to weed
interference and some studies suggest that losses in
yields of soybeans can be predicted from weed densi-
ties. In all, the use of pre-emergence herbicides to
control weeds should be adopted if increased soybean
yield is to be achieved.
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Microbial Biomass Changes during Decomposition of

Plant Residues in a Lixisol
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Summary

A lixisol was amended with four different alley crop-
ping species: Senna siamea, Leucaena leucocephala,
Dactyladenia barteri and Flemingia macrophylla. Soil
samples were incubated for 140 days at 25 °C and the
soil microbial biomass was determined by the ninhy-
drin extraction method along the incubation period.
The soil microbial biomass values ranged between 80
and 600 mg.kg-l and followed, in all cases, the
decreasing order: Leucaena> Senna> Flemingia>
Dactyladenia.

Résumé

Variations de la biomasse microbienne au cours
de la décomposition des résidus végétaux dans
un lixisol

Un lixisol a été amendé avec les résidus de quatre
plantes différentes utilisées en culture en couloirs:
Senna siamea, Leucaena leucocephala, Dactyladenia
barteri et Flemingia macrophylla. Les échantillons de
sol ont été incubés a 25 °C pendant 140 jours et la
biomasse microbienne du sol a été déterminée au
cours de la période d’incubation selon la méthode
d’extraction a la ninhydrine. Les valeurs de la bio-
masse microbienne du sol étaient comprises entre 80
et 600 mg.kg-1 et, dans tous les cas, on a observé
'ordre décroissant: Leucaena> Senna> Flemingia>
Dactyladenia.

Introduction

According to Brookes et al. (3), the soil microbial bio-
mass is the living part of soil organic matter, compris-
ing all organisms less than about 5 x 103 um3 other
than the living plant material. Soil microorganisms
constitute a transformation matrix for all the organic
materials in the soil and act as a labile reservoir for
plant available N, P, and S (4). Soil microbial biomass
can be estimated by different methods and each
method has its own limitations.

Among the various methods proposed for soil micro-
bial biomass measurement, the chloroform fumiga-
tion-incubation procedure is the most widely used (5).
Problems mainly refer with the proportions of cell C
and N converted to CO, and NH,4* respectively, the
choice of suitable control soils, the denitrification or
immobilization of N by the recolonizing soil population
during incubation. Such problems may possibly be
overcome by direct extraction of the released sub-
stances. Amato and Ladd (2) reported that about 16%
of the total N released by the CHCI; fumigation after
24 hours and extracted by K,SO,4 are ninhydrin-reac-
tive compounds and can be used to estimate the
amount of biomass C in soil from the relationship:
Biomass-C= 21 * ninhydrin-N.

In our experiment, we used the ninhydrin-reactive N
method (2) to estimate the dynamics of soil microbial
biomass C in air-dried soil rewetted, amended with
plant material and aerobically incubated at 25 °C. The
aim was also to verify if the soil microbial biomass

contents can be considered as an effective index of
sustainability in soils amended with plant residues
when compared to control soils during the decompo-
sition /mineralization process.

Material and methods

This study was carried out at the Laboratory of Soil
Fertility and Soil Biology of the Catholic University of
Leuven (Belgium) as a part of the collaborative project
between the IITA (International Institute of Tropical
Agriculture / Ibadan — Nigeria) and the KUL (Catholic
University of Leuven / Belgium).

Soil

The soil was collected at the Main I.I.T.A. Station in
Ibadan, southwestern Nigeria (Latitude 7° 26’N and
Longitude 3° 4'E). As described by Moorman et al. (7),
the soil is an Oxic Paleustalf (USDA) with cation
exchange capacity values ranging from 6 to 13 meq
per 100 g of clay and corresponds to a lixisol (FAO).
The soil samples were taken from the top 10 cm, air-
dried, sieved to pass 2 mm and stored at room tem-
perature. The characteristics of the soil used were: pH
5.4, 0.67% C, 0.06% N, 6.5% clay, 84% sand and
8.5% silt.

Plant residues

Four alley cropping species, Senna, Leucaena,
Dactyladenia and Flemingia were collected at the

*Laboratory of Soil Fertility and Soil Biology, Catholic University of Leuven, B- 3000 Leuven (Belgium).
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same location. All residues were fractionated into
readily soluble, cellulose, hemicellulose and lignin
parts using methods fully described by Van Soest (10)
and Van Soest and Wine (11). Total C was determined
by the method described by Amato (1) whereas total
N was determined by the Kjeldahl method.

Fumigation extraction method

The determination of soil microbial biomass was car-
ried out in the fumigated or unfumigated soil samples
incubated aerobically for 10 days at 25 °C according
to the fumigation extraction method described by
Amato and Ladd (2). Briefly, after extraction by shak-
ing 40 g of fumigated or unfumigated soil samples for
1 hour with 120 ml 2N KCI, the extracts were filtered
and the optical density (OD) was determined spec-
trophotometrically at 570 nm after reacting aliquots
with ninhydrin.

Results and discussion
Characterization of plant residues

The general characteristics of plant residues are given
in table 1.

Table 1
Selected properties of plant residues.
Results are expressed as mean of 6 replicates and
standard deviations are given beside mean values

Plant material % C % N

Senna 42.7+0.3 2.79 £ 0.02
Leucaena 42.4 £ 0.4 4.33+£0.01
Dactyladenia 395+05 1.41 £ 0.02
Flemingia 40.1+ 0.3 3.26 + 0.02

The four plant residues showed quite distinct chemical
properties. Carbon percentages were quite similar but
N content ranged between 1.41 and 4.33% for Dacty-
ladenia and Leucaena respectively. As expected, the
nitrogen fixing trees showed the largest concentra-
tions of N when compared to Dactyladenia which is
not a N»-fixing tree.

Table 2
Fractionation of plant residues according
to Van Soest method. Results are expressed
as mean of 6 replicates and standard deviations (SD)
are given below the mean values

% dry weight

Fraction Senna Leucaena Dactyladenia Flemingia
Active 50.9 66.0 52.6 49.0
2.1 2.3 2.1 2.4
Cellulose 14.7 5.6 16.3 24.6
2.3 2.2 2.1 2.2
Hemicellulose 17.0 12.5 5.2 25
1.8 2.4 0.6 0.5
Lignin 10.4 8.1 14.9 17.2
1.3 1.2 2.0 1.1
Ash 6.9 7.7 10.9 6.6
1.1 0.2 0.2 1.2

Fractionation of the plant materials into parts of vary-
ing decomposability showed that all the materials had
a large active readily soluble fraction (Table 2).

This confirms that all materials consisted of fresh,
growing leaves and were expected to contain signifi-
cant amounts of metabolically active compounds,
such as sugars, amino acids and proteins. Taking cel-
lulose and hemicellulose together as the resistant
fraction, the contents ranged between 18.1% for
Leucaena and 31.7% for Senna. Taking lignin and ash
on the other hand as the recalcitrant fraction, the con-
tents increased from a low 15.8% for Leucaena to
25.8% for Dactyladenia.

Dynamics of soil microbial biomass

Rewetted soil

The microbial biomass C content of rewetted soils
amended with the different residues is given in table 3.

Table 3
Microbial biomass C dynamics in rewetted soil amended
with plant residues and incubated at 25 °C

Soil microbial biomass (mg.kg-1)

Time (days) Control Senna Leucaena Dactyladenia Flemingia
2 131.3 212.5 595.4 162.5 237.5

7 137.5 250.0 475.0 221.9 242.8

14 100.0 505.4 164.0 125.0 2375

28 93.8 375.0 325.0 175.0 2125

56 125.0 287.5 300.0 1125 200.0

84 87.5 175.0 125.0 100.0 100.0
112 1125 225.0 150.0 1125 125.0
140 75.0 112.5 100.0 100.0 137.5

In the control soil, the values remained fairly constant,
at an average of 114 mg.kg-1, but pronounced
increases due to their active fractions were recorded
for all four amended soils, particularly when Leucaena
and Senna were added.

The sequence of mineral N release and CO, produc-
tion rates for the four residues was confirmed by the
microbial biomass values, the increases following the
same order: Leucaena> Senna> Flemingia> Dactyla-
denia (6). For Leucaena, the microbial biomass content
increased rapidly and reached the maximum value
(594.4 mg.kg-l) at the second day following plant
residue application. Afterwards, it decreased consi-
derably and reached the lowest value (164 mg.kg-1)
after 14 days of incubation and finally increased and
remained almost constant along the incubation period.
For Senna, the microbial biomass increased consider-
ably but at a slower rate when compared to Leucaena,
and the highest value (504.4 mg.kg-1) of microbial bio-
mass was observed after 2 weeks of aerobic incuba-
tion. Afterwards, it decreased slowly along the incuba-
tion period. For Dactyladenia and Flemingia, the
maximum values of biomass C were observed after
7 days of incubation and were respectively
221.9 mg.kg! and 242.8 mg.kg-1.
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Comparison between predicted and measured
microbial biomass after application of plant
residues in the rewetted soil.

According to Payne (9), in view of the high amounts
of active components of plant materials analyzed, a
rapid and considerable increase in biomass can be
predicted on the assumption that the amount of C
present in this fraction is readily available and is
assimilated by the microbial biomass with an effi-
ciency of 60%.

As shown in table 4, a reasonable agreement between
theoretical and estimated efficiencies was observed
with regard to soil microbial biomass dynamics after
amendment of the rewetted soil with Senna (64%) and
Leucaena (61%) as opposed to a lack of agreement
for Flemingia (17%) and Dactyladenia (22%).

Table 4
Comparison between predicted and measured biomass C
after application of plant residues in the rewetted soil

Biomass (mg.kg-1) Efficiency (%)

Plant material Predicted Measured  Theoretical  Calculated
Senna 358 380 60 64
Leucaena 461 470 60 61
Dactyladenia 342 96 60 17
Flemingia 324 117 60 22

A first possibility is that Senna and Leucaena had low
values of Lignin:N and (Lignin+Polyphenol):N ratios

compared to Flemingia and Dactyladenia (6, 8) and
these factors could restrict assimilation of the active
components in the percentages of efficiency noted
above. A second possibility is that, within the active
fraction itself, a range of unknown compounds whose
nature and proportions could impair its immediate
assimilation have to be investigated. A third possibility
is that the CHCI3 fumigation can facilitate the extrac-
tion of unknown cell components of plant materials
which in turn can vary with the plant species.

Conclusion

The microbial biomass C content of rewetted soils fol-
lowed the decreasing order: Leucaena> Senna>
Flemingia> Dactyladenia, showing that the soil micro-
bial biomass dynamics is more related to the plant
residue characteristics.

We assumed that 60% of the amount of C present in
the active fraction is readily available and is assimi-
lated by the microbial biomass. Although, we are
aware that such unsophisticated reasoning can be
subject to some criticism, it is noteworthy that in the
case of Leucaena and Senna, a reasonable agree-
ment between predicted and observed values
emerged, as opposed to the complete lack of agree-
ment for Flemingia and Dactyladenia. In this respect,
the high Lignin:N or (Lignin+Polyphenol):N ratios may
be factors which restrict assimilation of the active com-
ponents as quantified or estimated by efficiency per-
centages noted above.
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Résumé

Pour assurer une meilleure survie des larves de la
perche fluviatile Perca fluviatilis L. qui sont en général
trés minuscules, elles ont été soumises a I'éclosion a
deux aliments vivants différents: Rotiferes d’eau
douce Brachionus calyciflorus et nauplii d’Artemia
salina. Pour éviter les mortalités dues aux manipula-
tions des larves, la mise en place a été effectuée a
partir d'ceufs oeillés préts a éclore. La mortalité a été
significative dans les deux groupes a partir du 7eme
jour. Toutefois, les larves qui ont recu des Rotiferes
dans leur aliment de démarrage ont présenté une
population plus homogéne comparées a celles qui ont
recu exclusivement de nauplii d’Artemia. Le meilleur
taux de survie et le meilleur taux de conversion ali-
mentaire sont également obtenus dans le premier
groupe. Cette étude a prouvé que toutes les larves de
la perche fluviatile ne sont pas capables d’ingérer de
nauplii d’Artemia a I'éclosion.

Summary

Zootechnic Performences Compared between
Freshwater Rotifer Brachionus calyciflorus and
Nauplii Artemia salina in River Perch Perca fluvi-
atilis L.

In able to improve survival rate and growth in perch
Perca fluviatilis larvae which are very small at hatching
stage, larvae are submitted two days after hatching to
different live food: fresh water Rotifer Brachionus caly-
ciflorus and nauplii of Artemia salina. Thus, to avoid the
big mortality which occure because of manipulation of
larvae, eggs in eye stage were shared in two dupli-
cated groups and feeding of larvae started two days
after hatching. Mortality was significant in the two
groups from the day 7. However, at the end of the
experiment, the group fed Rotifer at the begining of
feeding, exhibited the best homogeneity, the best sur-
vival and the best food convertion ratio. So, this exper-
iment has shown clearly that at hatching time, all perch
larvae are not able to ingest nauplii Artemia. It is nec-
essary to mix their starter food with Rotifer.

Introduction

L'objectif de cette expérience est de déterminer I'effi-
cacité de deux aliments vivants sur la survie et la
croissance des larves de la perche Perca fluviatilis L.
Des études réalisées précédemment sur I'appétence
de certains aliments vivants (2) ont prouvé que les
organismes de petites tailles (Rotiferes: 100-300 pm,
nauplii d’Artemia: 400-500 um) sont plus accessibles
aux larves a I'éclosion en attendant que leur bouche
ait une ouverture nécessaire pour capter les proies de
grande taille (métanaupllis d’Artemia: 800-1500 pum
ou copépodes: 1000-2000 um). Des essais ont donc
été effectués a partir d’'un apport régulier de deux
proies vivantes: les Rotiféres d’eau douce (Brachionus
calyciflorus) et les nauplii d’Artemia.

Matériel et méthodes

Installations expérimentales

Lexpérience a été réalisée dans 4 bacs rectangulaires
(2,54 x 0,45 x 0,23 m) de volume utile 170 litres,
superposés dans deux circuits paralleles, semi-
ouverts, équipés chacun d'un bac de filtration et d'une
lampe U.V. Les circuits sont périodiquement approvi-

sionnés en eau de ville, préalablement stockée et
aérée dans une cuve de 2000 litres. Le renouvelle-
ment de I'eau dans les 4 bacs d'élevage se fait de
facon continue, en circuit fermé, a l'aide d’'une pompe
de refoulement qui draine I'eau décantée et biologi-
guement filtrée au travers d'un réseau de tuyaux
flexibles en amont duquel se trouve une lampe de
désinfection & lumiére ultraviolette. Le bac de décan-
tation et de filtration est composé d’'un mélange de
billes d’argex et de graviers calcaires sur lesquels se
développent des bactéries nitrifiantes. Il est relié a un
systeme d'ultrafiltration mécanique constitué par du
charbon actif et une toile moustiquaire a fines mailles
qui retiennent les microparticules.

L'alimentation des larves est assurée par une pompe
péristaltique raccordée en amont a 4 bouteilles plas-
tiques dans lesquelles sont versées les solutions de
Rotiféres ou de nauplii d’Artemia et en aval aux bacs
d’élevage. La pompe fonctionne sur minuterie. Son
débit et sa fréquence de distribution sont programmeés
en fonction de la ration, de la taille et de la biomasse
des larves a nourrir. Les rations de proies vivantes
(poids sec) mises en bouteilles était de 30% de bio-

1 Unité de Recherche sur les Zones Humides, Département de Zoologie et Génétique, Faculté des Sciences et Techniques, Université d’Abomey-Calavi, 01BP

526 Cotonou, Bénin.

2 Unité de Recherche en Biologie des Organismes, Facultés Universitaires Notre Dame de la Paix, 61 Rue de Bruxelles, 5000 Namur, Belgique.
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masse de larves par bac. Le taux d’oxygéne a oscillé
entre 8 et 6 mg.l-1 dans les bacs d’élevage pendant
I'expérience.

Production en masse de Rotiféres

Le systeme de culture en bache (1) est essentielle-
ment utilisé dans la production en masse des
Rotiferes d’eau douce Brachionus calyciflorus utilisé
dans cette expérience. Le principe de cette technique
est de cultiver en grand volume des algues microsco-
pigues unicellulaires quasi-stériles et d’'inoculer avec
une souche pure de femelles amictiques de Rotifére,
préalablement acclimatées a cette source de milieu
algual. Lalgue utilisée dans le cadre de cette étude
était le Dictyosphaerium chlorelloides de souche pure
cultivée avec le milieu de Schldsser (13) dont la com-
position est présentée sur le tableau 1. La pureté de la
souche a été assurée par des cultures renouvelées
(une semaine de fréquence) en petits volumes de 0,5 |
a 10 | dans des ballons ou bouteilles a 100% stériles
(autoclavés). Lorsque ces cultures d’algues stériles

atteignaient la densité de 30-40 millions de cellules
par ml, elles étaient utilisées pour inoculer des milieux
de culture identiques réalisés en grands volumes
(25 I) dans des sacs en polyéthylene, a la densité de
1,2-1,6 millions de cellules par ml de milieu de culture.
Avant la mise en culture des algues dans les sacs,
ceux-ci étaient d’abord désinfectés avec I'eau de javel
(1 ml/10 1) qu’on laissait agir pendant au moins une
heure avant de la neutraliser avec du thiosulfate de
sodium concentré (250 g.I-1) a la méme concentration.
Quand le développement des algues en grands
volumes avoisinait la concentration de 14 millions de
cellules par ml, on les inoculait avec les Rotiferes, a
des densités variables (2 a 10 ind.ml-1) en fonction du
temps prévu pour I'éclosion des ceufs de perche. Le
mélange continu des différentes cultures était assuré
par un renouvellement constant d'air dans les réci-
pients, évitant ainsi la sédimentation des algues et la
prolifération des bactéries et des ciliés qu’elle pourrait
favoriser. Dans de bonnes conditions physico-chi-
miques (lumiére= 2000 lux, température= 25 + 1 °C,

Tableau 1
Composition du milieu de Schlésser (13)

Concentration dans le milieu

Macroéléments Solution stock (g/l) ml solution stock/I de milieu N

de Schldsser
Ca(NO3), 4H,0 2 20 0,04
K,HPO, 1 10 0,01
MgSO,7H,0 1 25 0,025
Na,CO3 1 20 0,02
Na-Fe-EDTA 12,6 1 0,01
Acide citrique** 1 10 0,01
Microéléments 10

Mettre au trait et ajouter 10 ml de solution de vitamines
** 3 conserver au réfrigérateur pendant une semaine

Solution de microéléments: 1 litre

Solution 1

Microéléments

Solution stock (g/100 ml)

ml de solution stock/ 900 ml

de solution 1

ZnSO47H20 0,1 1
MnSQO44H,0 0,1 2
H3BO3 0,2 5
CO(NO3)26H20 0,02 5
Na,Mo0O,42H,0 0,02 5
CuSO,45H,0 0,0005 1
Solution 2

FeSO4 7H,0 0.7 g /100 ml

EDTA (tritriplex II) 0.4 g /100 ml

Les solutions 1 et 2 sont mélangées et conservées au réfrigérateur

Solution de vitamines

Vitamines Solution stock (mg/l)

MI de solution stock/I

Concentration /I de

de solution solution de vitamines
Vitamine B1 200 10 2,00 mg
Vitamine B8 ou H 8 10 0,08 mg
Vitamine B12 16 10 0,16 mg
NaNO3 5649
Na glycérophosphate 0,89
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oxygene dissous > 10 mg.I-1 et respect rigoureux de la
formule minérale du milieu de Schlésser), les cultures
d’algues atteignaient leurs densités optimales au bout
de 4 a 7 jours et les concentrations des Rotiferes en
cultures étaient multipliées par 5 tous les jours jusqu’a
insuffisance des densités algales. La récolte des
Rotiferes se faisait sur un tamis fin de 63 pm.

Production de nauplii d’Artemia

Les nauplii d’Artemia ont été obtenus a partir de I'in-
cubation de cystes secs procurés dans le centre
“INVE Aguaculture Belgium”. Le matériel d’incubation
était composé de 4 cuves coniques en polyéthyléne
de volume utile 40 | équipés d’'une vanne de sortie et
d'un tuyau d'amené d’air raccordé a un aérateur.
Lincubation se faisait dans de I'eau salée par du chlo-
rure de sodium a la concentration de 25 g.I-1, mainte-
nue a température constante de 25 °C, fortement oxy-
génée et illuminée. La masse de cystes incubés par
jour était estimée au tiers du besoin quantitatif en nau-
plii pour les larves de poisson le jour suivant.
L'éclosion avait lieu au bout de 24 heures et les nau-
plii étaient récoltés sur un tamis de 100 um. Quinze
minutes environ avant la récolte, les cystes non éclos
déposés au fond de la cuve étaient évacués par un jeu
rapide d’ouverture et de fermeture de la vanne de sor-
tie, on arrétait ensuite I'aération et on déplacait la
lampe vers le bas, en vue d'attirer les nauplii photo-
tactiles vers le fond de la cuve pour les récolter.

Origine des larves

Les larves étaient issues d'oeufs pondus en captivité
par des géniteurs péchés dans le milieu naturel quel-
ques jours avant la saison de reproduction et alimen-
tés avec des ablettes. Les ceufs ont été d’abord incu-
bés dans une eau de méme température (10 °C) que
celle de stockage des géniteurs, ou ils ont évolué jus-
gu'au stade yeux (1 a 2 jours avant éclosion). A ce
stade, les oeufs ont été répartis au hasard, par pesée
et comptage dans les bacs d’élevage a la densité de
10 000 oeufs par bac (soit 60 ceufs.|-1). Cette procé-
dure nous a permis d’éviter les fortes mortalités qu’en-
gendre la manipulation des larves de la perche fluvia-
tile apres éclosion.

Protocole expérimental

Les larves ont été soumises a deux régimes alimen-
taires différents: 50% de Rotiferes + 50% nauplii
d’Artemia pendant 5 jours suivi de 100% nauplii
d’Artemia pendant 9 jours d’'une part, et 100% nauplii
d’Artemia exclusivement pendant 14 jours d’autre
part. Les traitements alimentaires étaient dupliqués
avec une ration identique fixée en excés a 30% de la
biomasse totale de maniéere a éviter toute interférence
entre la qualité et la quantité d'aliments servis. Un
contréle de croissance des larves était effectué tous
les deux jours par prélevement au hasard et pesée de
10 larves par bac. En fin d’élevage (15éme jour), un
comptage systématique de toutes les larves a été
effectué en vue d'évaluer I'effet des traitements sur la
survie des larves. Les poids vifs initiaux et finaux ont
été estimés a partir de 20 larves prélevées au hasard
par bac, soit 40 larves par régime, conformément a
Fiogbé et al. (5). Les larves ont été pesées individuel-

lement en les faisant passer rapidement sur du papier
torchon pour éliminer le poids d’eau corporelle.

Les différents paramétres de croissance ont été cal-
culés de la facon suivante:

» SGR= 100 (LnP2 - LnP1). At*

SGR= taux de croissance spécifique (%.j-1)

LnP,= logarithme népérien du poids initial

LnP,= logarithme népérien du poids final

P, et P,= poids moyens initial et final des poissons
(mg)

* TC: PA (Bm2 - Bm1)-1

TC= taux de conversion alimentaire

Bm, et Bm,= biomasses initiale et finale de poissons
par bassin (mg)

Pa= poids sec d'aliment distribué par bassin (mg).

Résultats

Une observation visuelle du tube digestif transparent
des larves a montré qu’environ 30% des larves éle-
vées avec le régime a 100% Artemia se sont alimen-
tées le premier jour (2 jours apres éclosion) contre
plus de 50% dans les groupes soumis au régime
Rotiferes + Artemia. Au sixieme jour d'alimentation,
toutes les larves étaient déja sous régime 100%
Artemia et I'observation a montré que les larves des
lots qui ont recu préalablement un mélange de
Rotiféres et de nauplii d’Artemia sont plus homogénes
(3-6 mg) et ont toutes le tube digestif rempli, alors que
plus de 5% des groupes sous 100% Artemia ne se
sont pas encore alimentées et sont immobiles au fond
des bacs. Ces larves immobiles qui ont certainement
atteint leur point de non retour ont disparu par la suite.
A cette méme période (Figure 1), une hétérogénéité
de tailles se faisait sentir dans ce dernier lot (0,8-
6,6 mg). Ces observations préliminaires ont été confir-
mées au terme des 14 jours d’alimentation des larves
des 2 différents groupes. Ainsi, le tableau 2 montre un
taux de survie et une biomasse significativement éle-
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Figure 1: Croissances comparées des larves de perche fluviatile
élevées avec 100% Artemia et Rotiféres + Artemia.
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vés (p< 0,01) pour les larves nourries avec Rotiféres
+ Artemia. Nous n’avons toutefois pas pu montrer qu’il
existe une différence significative pour le poids vif et le
taux de croissance spécifique moyens entre les deux
régimes testés (p> 0,05). Cependant, la comparaison
des variations de poids des larves des deux popula-
tions, par le test de x2a montré une différence haute-
ment significative (p< 0,001). Les deux régimes pré-
sentent de faibles taux de conversion alimentaire
(0,43 pour 100% Artemia et 0,36 pour Rotiferes +
Artemia), indiquant gqu’ils ont été bien utilisés par les
larves. Des relations de type exponentiel ont été utili-
sées pour modéliser la croissance des larves de
perche sous ces deux régimes d'aliments vivants
(Figure 1) avec des coefficients de corrélations de
0,997 pour le régime 100% Artemia et 0,994 pour le
régime Rotiferes + nauplii d’Artemia.

Discussion et conclusions

La forte densité de mise en charge des larves (60 ind.I-
1) lors de la présente étude et leur remarquable sensi-
bilité aux manipulations observée précédemment ne
nous ont pas permis de dénombrer rigoureusement
chaque jour la mortalité. Nous avons toutefois constaté
une plus forte mortalité dans tous les groupes en
général a partir du septieme jour apres éclosion jus-
gu'a la fin de I'expérience (seizieme jour aprés éclo-
sion). Une observation similaire a été faite récemment
par Wang et Eckmann (17) qui ont su localiser cette
forte mortalité entre le septiéme et le neuvieme jour a
20 °C chez la méme espéce. Ces auteurs ont qualifié
cette période de critique, pendant laquelle, la survie et
méme la croissance des larves de perche fluviatile
sont affectées. Les courbes représentées a la figure 1
correspondantes aux effets des différents régimes sur
la croissance sont en parfaite adéquation avec cette
hypotheése. Remarquons que jusqu’au septieme jour, la
croissance est restée faible et indépendante du
régime. Leffet du régime ne devient apparent qu'au-
dela de neuf jours aprés éclosion. Wang et Eckmann
(17) ont attribué cette mortalité au jedne car, jusqu’a
cette date, ils ont observé qu'il y avait 20 a 30% de

larves qui ne s’alimentaient pas encore malgré I'abon-
dance des Rotiferes. Dans la présente étude, toutes
les larves du régime (Rotiféres + Artemia) ingéraient
l'aliment et c’est a peine 5% des larves soumises au
régime 100% Artemia qui ne s'alimentaient pas encore
a cette période, mais pourtant la période critique est
restée identique a celle rapportée par Wang et
Eckmann (17). Des études réalisées dans le milieu
naturel ont tendance a démontrer que cette période
critique de forte mortalité des larves de la perche flu-
viatile correspond a une pénurie de proies vivantes (4,
9) ou a une fluctuation de la température (8). Cette
hypothése est a exclure de la présente étude, car la
température de l'eau d'élevage a été fixée a 23 °C,
optimum recommandée pour la perche. Aussi, les ali-
ments vivants (Rotiféres et nauplii d’Artemia) a haute
valeur nutritive pour les larves de poissons étaient
apportés en abondance. Ribi (12) a observé dans des
expériences similaires que ce sont les larves de
perche qui n'ont pas leur vessie natatoire remplie d’air
qui font I'objet de cette mortalité. Son hypothese est
aussi a exclure ici, puisque le nombre de larves immo-
biles dans les bacs d'élevage semblait bien négli-
geable comparé a la mortalité journaliere observée
pendant notre expérience. Par ailleurs, les larves
immobiles étaient toutes trés maigres (homogeénes) et
certaines survivaient encore au début des fortes mor-
talités. Ces constatations font penser que la période
critique des larves de perche correspondrait a leur
étape de métamorphose et serait sous la dépendance
de certains facteurs endogénes. Cette forte mortalité
peut probablement étre l'effet direct ou indirect de
carences nutritionnelles. En effet, la période de méta-
morphose exige des besoins élevés en nutriments,
notamment en nutriments constructeurs et énergé-
tiques tels que les acides aminés et les acides gras
essentiels. |l est par exemple bien établi que des
carences alimentaires en lysine (9, 16) ou en acide
gras linoléique (14, 15, 18) se manifestent par une
mortalité massive dans les populations de poissons.
Aussi, la carence en acides gras essentiels se traduit
par la baisse du pouvoir immunitaire des larves de

Tableau 2
Performances de croissance des larves de perche fluviatile nourries avec 100%
Artemia et Rotiféeres + Artemia

Parameétres de croissance

100% Artemia

Rotiféres + Artemia

Bacl Bac2 Bac3 Bac4
Nombre initial 10000 10000 10000 10000
Nombre final 4376 2480 3800 6238
Survie 43.76 24.8 38 62.38
Poids initial (mg) 1.17 1.12 1.17 1.12
Poids final (mg) 17.8 24 18.3 17.4
Biomasse initiale (mg) 11700 11200 11700 11200
Biomasse finale (mg) 77892.8 59520 69540 108541.2
Aliment distribué (mg) 26477.12 22227.2 26028 27255.54
Taux de conversion 0.4 0.46 0.45 0.28
SGR (% jour-1) 19.44 21.89 19.64 19.59

Poids sec d'un Rotifere= 0,00021 mg, poids sec Artemia estimé a 1/16 poids frais.
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poisson et les expose aux maladies diverses, surtout
celles d'origine bactérienne (11). On pourrait aussi
imaginer, gu’en raison de leurs besoins élevés en nutri-
ments pendant la période de métamorphose, a cause
d’'une vitesse de synthése des tissus plus élevée (6),
les larves ont consommé plus de proies; et cette sur-
consommation instantanée a nécessité brusquement
une demande en oxygene, supérieure a la concentra-
tion disponible dans I'eau d’élevage, entrainant de ce
fait, une mortalité élevée. Lorsqu’on observe les résul-
tats de Wang et Eckmann (17), il apparait clairement
de fortes mortalités (83,8 et 100%) et de faible crois-
sance (0 et 6,8 mm) a 15 et 20 °C pour la plus forte den-
sitt de Rotiferes (12 000 Rotiferes.I-1) comparées a
celles obtenues a 6000 Rotiferes.-1 (89,2 et 58,3%
pour les mortalités, 0 et 7,8 mm pour les croissances)
pour les mémes températures. La quantité de Rotiféres
seule apportée par jour au cours de cette expérience
était de 6 000 000 pour 2 x 160 litres d’eau (soit 18 750
Rotiféres.|-1), ce qui apparait déja (les Artemia non
comprises) supérieure a la ration maximale critique de
Wang et Eckmann (17).

Cependant, les taux de conversion alimentaire (TC)
obtenus dans notre étude (0,36-0,43) montrent que
les aliments ont été trés bien utilisés, suggérant ainsi
que les causes de la forte mortalité temporaire
seraient probablement d'origine exogene (parasites
ou facteurs physiques et chimiques). Ces valeurs de
TC calculées ici sont nettement meilleures comparées
a celles rapportées (0,80) par Awaiss et al. (2) sous
un régime de 7 000 Rotiféres.I-'1 d’eau par jour pen-
dant 10 jours a 25 °C a des larves de perche fluviatile.
Le cannibalisme trés poussé chez cette espéce (7)

pourrait expliquer également les taux de conversion
alimentaire significativement bas obtenus dans la pré-
sente étude.

Le taux de croissance spécifique (19,3%.j-1) obtenu
par ces auteurs est tres similaire a ceux obtenus dans
la présente étude (19,6-20,7%.j-1), mais la survie de
leurs larves (83,5%) est nettement meilleure a celles
observées dans la présente étude (34,3-50,2%). Le
taux de survie particulierement élevé observé par
Awaiss et al. (2) serait di au fait que leur expérience
soit arrétée au début de la période critique des larves,
ou probablement parce que la densité des proies était
au niveau optimum requis. En effet, la meilleure den-
sité de proies recommandée par Wang et Eckmann
(17) est de 6 000 Rotiferes par litre a 20 °C.

En conclusion, cette expérience a montré que I'apport
de Rotiféres améliore considérablement la survie et
réduit de facon significative I'nétérogénéité des clas-
ses de tailles communément observées dans les
populations de perche fluviatile. Beaucoup d’efforts
restent cependant a faire pour clarifier les causes de
la forte mortalité qui survient chez cette espéce au
début de la deuxieme semaine de vie.
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Quantitative Effects of Early and Late Blights on Tomato

Yields in Cameroon
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Summary

Early blight caused by Alternaria solani and late blight
caused by Phytophthora infestans are the major dis-
eases of tomato (Lycopersicon esculentum) in
Cameroon. The effect of both diseases on fruit yield
was evaluated during the 1995 growing season in
Dschang, Cameroon. Ten varieties were planted in the
first trial (March-July) and nine in the second (July-
November). In both trials, plots were sprayed weekly
with Ridomil Plus (2.0 kg/ha) before flowering and with
maneb (1.6 kg/ha) after flowering. Early blight was
more severe in the early part of the first trial, while late
blight caused most damage during the second.
Marketable yields varied according to variety. High
yields in sprayed plots were obtained in Dona F1
(61.63 t/ha) and Heinz 1370 (68.24 t/ha) during the
first trial, and in Fline (58.35 t/ha), Mecline
(64.25 t/ha), and Moboline (55.16 t/ha) during the sec-
ond trial. Percent fruit infection in sprayed plots
caused by both diseases varied according to variety
from 12 to 65% in the first season and from 14 to 52%
in the second, while losses in marketable yields for
both blights were as high as 100% in unsprayed plots.

Résumé

Effets quantitatifs de I'alternariose et du mildiou
sur le rendement de la tomate au Cameroun

Lalternariose causée par Alternaria solani et le mil-
diou causé par Phytophthora infestans constituent les
maladies les plus importantes de la tomate
(Lycopersicon esculentum) au Cameroun. Leffet des
deux maladies sur le rendement en fruit a été évalué
pendant la saison culturale de 1995 a Dschang,
Cameroun. Dix variétés de tomate ont été semées
dans la premiére saison (mars-juillet) et neuf dans la
deuxiéme (juillet-novembre). Pendant les deux sai-
sons, les parcelles ont été traitées chaque semaine
au Ridomil Plus (2,0 kg/ha) avant la floraison et au
maneébe (1,6 kg/ha) aprés la floraison. Lalternariose a
été plus sévere dans la premiére saison, alors que le
mildiou a causé les pertes les plus élevées dans la
deuxiéme saison. Les rendements commercialisables
ont varié selon la variété. Les rendements ont été éle-
vés pour la variété Dona F1 (61,63 t/ha) et Heinz 1370
(68,24 t/ha) en premiere saison, et de Fline
(58,35 t/ha), Mecline (64,25 t/ha), et Moboline
(55,16 t/ha) dans la deuxiéme saison. Le pourcentage
de fruits infectés par les deux maladies dans les par-
celles traitées a varié de 12 a 65% dans la premiere
saison et de 14 a 52% dans la deuxiéme, tandis que
les pertes en rendement commercial causées par les
deux maladies ont atteint 100% dans les parcelles
non traitées.

Introduction

Tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) is the most
widely cultivated vegetable in Cameroon (19).
Although, it is grown as a subsistence crop in all agro-
ecological regions of the country, commercial fields
are mostly found in the highlands of the West
Province, where climatic conditions are conducive to
tomato growing. Most tomatoes produced are con-
sumed locally while about 1% is exported to neigh-
bouring countries (19).

Annual tomato production in Cameroon is estimated
at 76 000 tonnes (19) and the average vyield is evalu-
ated at 4 t/ha (4). This yield figure is very low com-
pared to the African (19 t/ha) or world (28 t/ha) yields
(4). The low yield may be attributed to the susceptibil-
ity of the crop to diseases (5, 10-12). Foliage and fruit
infections by early blight (caused by Alternaria solani
(Ell. & Martin) Sor.) and late blight (caused by
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary) contribute to

these yield losses (5, 10-13). Tomato varieties usually
perform very poorly in the field under humid tropical
conditions (1, 10-12, 15). Although several varieties
have been screened for resistance to late blight,
resistant ones have not reported at the farmers’ level
in Cameroon (11). Consequently, tomatoes are pro-
duced under an intensive fungicidal spray regime and
early and late blight management forms an integral
component of cultural techniques in tomato production
in Cameroon (10). However, pesticides in general are
costly to resource-poor farmers. Moreover, chemical
control measures using conventional fungicides may
leave toxic residues that may present potential dan-
gers to the environment and consumers. The identifi-
cation of high yielding varieties is necessary to select
those that could be included in breeding and exten-
sion programmes.
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Studies conducted on potato in Cameroon have
revealed a close relationship between both early and
late blight infections and tuber yields (6-9). The objec-
tive of this work was to evaluate the yield potential of
tomato varieties as affected by early and late blight
infections in the highland agro-ecology of Cameroon.

Materials and methods
Experimental site and design

Two trials were conducted during 1995 in Dschang
(5°35'N, 10°05’E, 1400 m), to assess the effect of
early and late blight infections on tomato yields. Mean
daily temperature, relative humidity and rainfall were
recorded during the entire research period.

The field used had not be grown with any solanaceous
crop during the past three years. The soil type for both
trials is typic paleustult (dystric nitrosol) (pH- H,O 5.0;
CEC 33 meqg/ 100 g soil, 13:35:52 sand/loam/clay). In
both trials, a split block design was used with three
replicates. In the first trial, each block, measuring 10.6
X 24.0 m, was sub-divided into 20 plots, while in the
second, each block, measuring 10.6 x 21.6 m, was
sub-divided into 18 plots. Half of the plots received
fungicidal protection, while the other half was not
sprayed. In both trials, varieties were randomly
assigned to plots. Each plot contained three raised
beds of twelve plants each (4.8 x 2.4 m). Blocks were
separated by an uncultivated land 2 m wide.

Cultural techniques

Ten fresh market tomato varieties purchased in local
shops in Dschang were used in the first trial (March-
July) while nine were used during the second trial
(July-November) (Table 1).

Two locally cultivated varieties, Roma VF and Rio
Grande, were included in both trials. In either trial, the
nursery bed was fertilised with 50 kg/ha chicken drop-
pings. The nursery was set up on 9 March in the first
trial and 8 July in the second. Seeds were drilled 5 cm
apart in rows spaced 10 cm. After sowing, beds were
shaded with grass mulch until germination was com-
pleted. After germination, plants were sprayed twice
before transplanting with Ridomil Plus (72 WP) at
2 kg/ha. Ridomil Plus is a co-formulation of 12% sys-
temic fungicide metalaxyl and 60% contact cuprous
oxide.

Seedlings were transplanted when plants had devel-
oped 4-5 true leaves (8 April and 14 August). They
were planted in rows spaced 0.80 m apart with 0.40 m
between plants within the row. Plots were base-fer-
tilised with 36:18:60 kg/ha N-P-K and 1200 kg/ha
chicken dropping (3:2:4 N-P-K) before transplanting.
Three sprays of a foliar fertiliser, Fertigofol 313 (4 I/ha)
were applied on leaves every two weeks starting from
fruit formation. All plants were staked and the field was
hand weeded as needed. In the first trial, an insecti-
cide thiodan (Thiodan 35 EC, 0.38 | a.i./ha ) was
applied on the foliage to control aphids and the treat-
ments were followed by four bi-weekly applications of
0.07 I/ha of deltalmethrin (Decis 25 EC) to control the
melon fruit fly (Dacus sp.).

Fungicidal protection was initiated in both trials when
plants were 10-15 cm in height (12 April and
18 August). Ridomil Plus (2 kg/ha) was applied weekly
before flowering. This was followed by ten weekly
applications of a contact fungicide, maneb (Manessan
80 WP), at 1.6 kg/ha. Control plots were not sprayed.
All pesticides were applied with a Hardi knapsack

Table 1
Characteristics of tomato varieties used in both trials in Dschang, Cameroon

Trial Variety Origin Growth Fruit characteristics
pattern* ColourY Size (g)

Trial 1 Dona F1 Vilmorin SDet. GB 145
Heinz 1370 Technisem Det. UG 177
Heinz 1439 Doights Verts Det. uG 130
Marglobe Doights Verts Det. GB 195
Marmande Pioneer Det. GB 85
Market Wonder Doights Verts Det. GB 120
Rio Grande Technisem Det. UG 60
Roma VF Pioneer Det. UG 55
St Peter Doights Verts Det. GB 130
Xina Technisem Det. UG 34

Trial 2 Caline INRAz Det. UG 50
Fline INRA Det. GB 100
Mecline INRA Det. UG 33
Moboline INRA SDet. UG 73
Pieline INRA Det. UG 30
Pieraline INRA SDet. GB 113
Piline INRA Det. UG 30
Rio Grande Technisem Det. UG 60
Roma VF Pioneer Det. UG 55

X Growth pattern: determinate (Det.) or semi determinate (Sdet.).
Y Mature fruit colour: uniform green (UG) or green back (GB).

2 INRA= Institut National de la Recherche Agronomique, Avignon, France.
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sprayer, using a spray volume of 700 I/ha at a maxi-
mum pressure of 7 kg/cm2. A spreader-sticker, Tenac
Plus (Shell Chemicals, Abidjan, Ivory Coast) was
incorporated into the spray solution at 0.1% (v/v).

Disease and yield evaluations

Ten weekly severity ratings of early or late blight were
scored on five randomly selected plants in the middle
row of each plot using a modified Horsfall-Barratt rat-
ing scale of 1 to 12 (1= 0%, 12= 100% disease sever-
ity) (2). Assessments were initiated 14 days after
transplanting (DAT) and 33 DAT in the first and second
trials, respectively. Standardised area under disease-
progress curve (SAUDPC), expressed in proportions,
was calculated from disease severity data according
to the formula proposed by Campbell and Madden (3).
Mature fruits were hand-harvested twice per week
from the central 10 plants in each plot. After eliminat-
ing diseased fruits, marketable fruits were counted
and weighed, and marketable fresh yields were
expressed in metric ton fresh wt/ha. Fruits were
observed for incidence of early and late blight rots.
Percent fruit rot incidence caused by early or late
blight infection was assessed for each plot. Loss in
marketable yield was computed for each variety
according to the formula:
% Loss= 100*(Ys—Yu)/Ys

where Ys and Yu are yields in sprayed and unsprayed
plots, respectively. Data were subjected to analysis of
variance (ANOVA) using an MSTAT-C statistical pack-
age. Least significant differences (LSD, 0.05) were
used to compare means between sprayed and
unsprayed plots.

Results

Weather conditions

Monthly rainfall varied between 73 and 270 mm during
March to July and between 47 to 325 mm during July
to November 1995. Mean monthly relative humidity
varied between 86 and 97%. Mean temperatures were
generally higher (21.4-22.7 °C) during the first trial
than the second (20.4-21.2 °C) (Figure 1).
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Figure 1: Monthly rainfall and daily temperature during 1995 in
Dschang, Cameroon.

Effect of early blight infections on tomato yields

In the first trial, early blight appeared earlier and was
more severe on plants than late blight. The former dis-
ease was first noticed in the seedbed and, despite fun-
gicidal protection, infections were carried over to field
crops. In unsprayed plots, symptoms of early blight
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developed from lower leaves to the upper ones and
stem lesions were very common. Varieties Marglobe,
Rio Grande and Roma VF were less susceptible to
early blight compared to the rest of the ten varieties
grown. For each variety, blight severity was low in
sprayed plots compared to unsprayed plots. Blight
severity values were lowest in Roma VF, followed by
Rio Grande and Marglobe (Figure 2).
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Figure 2: Standardised area under disease-progress curve
(SAUDPC) for early blight infection in sprayed and
unsprayed tomato varieties in Dschang, Cameroon.

Early blight infected fruits mostly from the stem end
and caused premature fruit abscission. Late blight
symptoms appeared later during the first trial. They
were first detected on Rio Grande and Roma VF on
3 June. Symptoms were limited to the leaves that were
not yet infected with early blight. On the whole, late
blight caused less than 10% fruit infection while early
blight was responsible for most of the fruit rots.

An analysis of variance for marketable yields revealed
that the effects of variety x fungicide interactions were
not significant. The highest yielding varieties in
unsprayed plots were Heinz 1370, Heinz 1439 and
Marglobe. Fungicidal treatments significantly reduced
the percentage of diseased fruits. Percent fruit infec-
tion ranged 63 to 100% in unsprayed plots and 12 to
65% in plots exposed to fungicidal protection
(Table 2).
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Table 2
Marketable yield, percent fruit infection and percent loss in tomato attributable to early blight in Dschang, Cameroon

Marketable yield (t/ha)

% Fruit infection

. % Loss in
Variety ieldY
Unsprayed Sprayed Unsprayed Sprayed y

Dona F1 17.26 + 3.34 bz 61.63+3.31a 68 32 73
Heinz 1370 32.05+257a 68.24 + 4.44 a 63 15 59
Heinz 1439 31.35+287a 52.84+220b 84 21 41
Marglobe 2948 +4.44 a 51.42 + 1.87 bc 73 31 43
Marmande 0.0+0d 33.65+5.53 cd 100 37 100
Market Wonder 00+0d 19.44 + 351 f 100 65 100
St Peter 6.74+1.44c 48.16 + 2.16 ¢ 96 17 86
Xina 11.88 + 2.69 bc 22.95 + 3.53 ef 86 29 48
Rio Grande 00+0d 30.24 + 1.71 de 100 26 100
Roma VF 7.18+234c 50.32 +2.52 ¢ 81 12 85
LSD(0.05) 6.87 8.44 - - -

CV (%) 18.37 13.28 - - -

Y Loss was computed for each variety according to the formula: % Loss= 100*(Ys — Yu)/Ys, where Yu and Ys are the marketable

yields in unsprayed and sprayed plots, respectively.

2 Means within a column followed by different letters are significantly different according to Fisher’s LSD (P= 0.05).

Some plots that were not protected against disease
infection did not yield any marketable fruits. Losses in
marketable yield by unprotected plots when compared
to protected plots were 41- 100%. Total (100%) losses
were recorded in Marmande, Market Wonder, and Rio
Grande plots, while the lowest losses were obtained in
Heinz 1439 and Marglobe plots (Table 2).

Effect of late blight infections on tomato yields

In the second trial, late blight was more common on all
plants, while early blight infections were negligible. All
varieties were susceptible to late blight although
Pieraline, Moboline and Mecline were less blight sus-
ceptible compared to the others. All the sprayed plots
recorded a significant reduction in disease severity
compared to the unsprayed plots, where high blight
infections were noticed during the whole season
(Figure 3).

As for the first trial, yields varied according to variety.
Varieties Fline, Mecline, Moboline, and Pieraline out-
yielded the local varieties, Roma VF and Rio Grande
(Table 3). The highest yields in sprayed plots were
recorded on Mecline (64.25 t/ha), followed by Fline
(58.35 t/ha), Moboline (55.16 t/ha), and Pieraline
(52.35 t/ha), while the lowest were obtained on Rio
Grande (17.26 t/ha) and Roma VF (28.00 t/ha)
(Table 3).

Fruit infections were mostly caused by late blight.
Percent fruit infection in sprayed plots was low in
Pieraline (14%), followed by Mecline (16%) and high
in Roma VF (52%) and Rio Grande (36%). Except for
Mecline, Moboline and Pieraline, all fruits in
unsprayed plots were infected with late blight and
were not marketable. Consequently, marketable
yields were not recorded. As for early blight infection,
yield losses of up to 100% were recorded in
unsprayed plots (Table 3).
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Figure 3: Standardised area under disease progress curve
(SAUDPC) for late blight infection in sprayed and
unsprayed tomato varieties in Dschang, Cameroon.

Discussion

Although early and late blights require a high humidity
(90-100%) for optimal development, late blight usually
requires lower temperatures for conidial growth and
development than early blight (14). The optimum tem-
perature for sporangial formation in P. infestans is 18
to 22 °C while A. solani requires an optimum temper-
ature of 28 to 30 °C for conidial germination (14).
Accordingly, high temperatures during the first trial are
conducive to the development of early blight, while low
temperatures during the second trial favour late blight
development. Consequently, early blight was more
severe in the early part of the wet season, while late
blight caused most damage in the late wet season.
Furthermore, fruit rots were mostly caused by early
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Table 3
Marketable yield (t/ha), percent fruit rot and percent loss in tomato attributable to late blight in Dschang, Cameroon

Marketable yield (t/ha)

% Deseased fruit

. % Loss in
Variety ieldy
Unsprayed Sprayed Unsprayed Sprayed y

Caline 0+0¢cz 30.25+5.34¢c 100 25 100
Fline 0+0c 58.35 +3.16 a 100 30 100
Mecline 17.64 + 3.56 a 64.25 + 4.54 a 63 16 73
Moboline 750+241b 55.16 + 6.89 a 74 23 82
Pieline 0+0c 30.00 + 4.88 ¢ 100 28 100
Pieraline 5.88 + 2.87 bc 52.35 + 3.36 ab 73 14 89
Piline 0+0c 40.00 + 5.52 bc 100 33 100
Rio Grande 0+0c 17.26 + 2.68 d 100 36 100
Roma VF 0+0c 28.00 + 2.25 cd 100 52 100
LSD(0.05) 7.32 1251 - - -
CV % 21.85 17.34 - - -

Y Loss was computed for each variety according to the formula: % Loss= 100*(Ys—Yu)/Ys, where Yu and Ys are the marketable

yields in unsprayed and sprayed plots, respectively.

2 Means within a column followed by different letters are significantly different according to Fisher’s LSD (P= 0.05).

blight infections in the first trial and by late blight infec-
tions in the second trial.

Both blights are a threat to the tomato and potato
industries in Cameroon (6-12), where disease resist-
ant varieties are not always available to farmers. Fruit
rot incidence recorded in sprayed plots due to both
diseases varied according to variety from 12-65% in
the first trial and 14-52% in the second. Total fruit
losses (100% loss) were recorded in unsprayed plots
of Marmande, Market Wonder and Rio Grande in the
first trial and Caline, Fline, Pieline, Piline, Rio Grande
and Roma in the second trial. This suggests a need for
an appropriate blight management in tomato farming.

Despite the weekly fungicidal spray schedule used in
either trial, percent fruit infection recorded in sprayed
plots was still high, indicating that the weekly spray
schedule was not enough to control either blight. In
Taiwan, Hartman and Huang (13) also obtained effec-
tive control of tomato late blight with weekly applica-
tions of metalaxyl, although late blight caused 54%
fruit infection and about 59% yield losses. In our previ-
ous studies (12), weekly sprays of maneb, mancozeébe
or Ridomil MZ did not adequately limit late blight
losses in tomatoes. In Indonesia, spray intervals of
four days were reported to be more effective against
late blight although disease incidence was also
reported to be high (17, 18). In Uganda, two sprays of
mancozeb per week are recommended for an inte-
grated disease management system for tomato late
blight (1, 15). Many tomato growers in Cameroon feel
that 2-3 fungicidal sprays per week are necessary on
tomatoes during the wet season (10).

This study reveals that the weekly spray schedule is
inadequate to completely limit late blight losses in
tomato fruits. Consequently, it is necessary to investi-
gate on alternative, less polluting methods of blight
control. Shtienberg et al. (16) suggested the incorpo-
ration of host resistance in a reduced spray strategy to
control both blights in potato. According to this strat-
egy, sprays are initiated when late blight is predicted
by a forecast or when the severity of early blight is pre-
dicted to become important (6-7 wk after planting).

Conclusions

Results of this study show that early and late blights
are severe diseases in tomato fields in Cameroon. The
mean yield loss attributable to late blight damage was
as high as 100%. Varieties Dona F1 and Heinz 1370
in the first trial and Fline, Mecline and Moboline in the
second trial out-yielded Roma VF or Rio Grande, that
are the most widely grown varieties in Cameroon (10).
However, production of these varieties would require
sound disease management practices, such as fungi-
cide protection and field sanitation (6). Results sug-
gest that appropriate blight management programmes
are necessary to limit fruit losses due to early and late
blights in the wet season in Cameroon.
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Evaluation of Dual-purpose Cowpea (Vigha unguiculata
(L.) Walp.) Varieties for Grain and Fodder Production at

Shika, Nigeria

A.T. Omokanye®, O.S. Onifade, J.T. Amodu, R.O. Balogun & M.S. Kallah

Key words: Forage and seed yields- Crude protein- Cowpea- Nigeria

Summary

A three-year field study of eight new and one check
dual-purpose cowpea varieties was carried out to
evaluate their grain and fodder production potential.
Germination and seedling establishment were both
high and greater than 80%. Mean dry fodder and seed
yields varied from 1,262 to 3,598 kg/ha and 528 to
1,149 kg/ha respectively, with varieties IAR 4/48/15-1,
IAR 72 and TVU 12349 retaining larger amounts (>
50%) of fresh green leaves at pod harvest during the
dry season. Crude protein (CP) content of fodder
averaged between 15.2 and 21.6%. There were more
pods/plant for varieties IAR 4/48/15-1, IAR 7/180-4-5
and TVU 12349. 100-seed weight was highest with
ITB9KD-288 and Kananado (check). Fodder yield,
pods/plant and leaf content were moderately corre-
lated with seed yield. Results showed that varieties
TVU 12349, IT89KD-288, IAR 2/180/4-12 and IAR
4/48/15-1 appeared suitable for both fodder and grain
production. The use of appropriate cowpea varieties to
enhance farmer income in an integrated production
system is suggested.

Résumé

Evaluation de la performance des variétés de
niébé (Vigna unguiculata (L.) Walp.) a produire a la
fois des graines et du fourrage a Shika au Nigeria
Huit variétés de niébé améliorées et une locale
(témoin) ont été testées en champ pendant trois ans
en vue d’évaluer leur performance a produire a la fois
des graines et du fourrage. Les résultats obtenus
montrent que les taux de germination et de crois-
sance étaient élevés (80%) pour toutes les variétés
étudiées. Les moyennes de rendement étaient res-
pectivement de 1262 a 3598 kg/ha pour la production
de fourrage sec et de 528 a 1149 kg/ha pour la pro-
duction de graines. Les variétés IAR 4/48/15-1, IAR
72 et TVU 12349 ont produit la plus grande quantité
de feuilles vertes (> 50%) au stade de la récolte de
graines durant la saison séche tandis que les variétés
IAR 4/48/15-1, IAR 7/180-4-5 et TVU 12349 ont pro-
duit le plus grand nombre de gousses par plant. Le
poids de 100 graines le plus élevé a été produit par la
variété IT89KD-288 et la variété témoin (Kananado).
Le pourcentage moyen de la matiére protéique variait
de 15,2 4 21,6%. Une faible corrélation a été observée
entre les rendements en graines, les rendements en
fourrage et le rapport gousses/plant. Pour 'augmenta-
tion du revenu des fermiers, les variétés TVU 12349,
ITB9KD-288, IAR 7/180-4-12 et IAR 4/48/15-1 s'ave-
rent les plus performantes pour ces paramétres étu-
diés et sont a recommander dans un systeme de pro-
duction intégré.

Introduction

In the subhumid zone of Nigeria as described by Ker
(1), poor ruminant performance, particularly of cattle,
is largely attributed to the inadequate supply of quality
feed resources on natural rangelands during the 5-7
months dry season. Quality in this regard refers to
crude protein and digestible crude protein contents of
the feed as these vary sharply throughout the year.
Inevitably, animals depending on these resources go
through cycles of weight gains during the wet season
and weight losses during the dry season. The problem
is being compounded by rising human and livestock
populations which put pressure on land for food.
Among the effects of the increasing pressure on land
are the spread of cropping to marginal areas such as

those previously used for grazing, thus forcing closer
integration of crop and livestock activities, with a
greater dependence on crop residues as fodder
resources (2). Herd owners are therefore highly
dependent on crop residues to supplement grazing
during the dry season. For most of these, supplemen-
tation grain legume residues are most important.

Cowpea is one of the grain legumes (plant protein
food sources) in Nigeria where much attention has
been devoted to growing it for seed. Over 80% of this
crop is grown in the savanna zone, in the northern half
of the country. It is usually sown during the wet season
either as sole crop or as an intercrop (mostly with
maize). A large number of small to medium - scale
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farmers in the northern part of the country preserve
the forage obtained after grain harvest for use as live-
stock feed during the dry season. Cowpea forage is
high in nutritive value, palatable and has high market
value (3, 4). Cowpeas are also important in the nutri-
ent economy of low-input cropping systems since they
can fix N, through symbiotic association with bacteria,
thereby improving soil fertility and reducing the need
for N fertilizer. Eaglesham et al. (5) reported that inter-
cropping cowpea with maize improved N nutrition of
maize. Presently, one of the most commonly grown
dual-purpose cowpea varieties among agropastoral
farmers in northern Nigeria is Kananado, an unim-
proved local variety. Even though this variety is
drought tolerant and pest resistant both in the field and
in storage, it has low seed and forage yields. The low
forage vyield thereby reduces its value as livestock
feed. Attention is therefore being paid to find and intro-
duce varieties which have the ability to produce good
grain for human consumption and quality fodder for
livestock at no extra cost.

The study present compared the forage dry matter
and seed yields of 8 dual-purpose (late maturing)
cowpea varieties. The study is part of a series of all
Nigeria Cowpea Varietal Trials, which evaluates

Materials and methods

Site characteristics

The experimental site was at National Animal
Production Research Institute (NAPRI), Shika (11°
15'N, 7° 32’E, 610 m) in the subhumid zone of Nigeria.
The zone has one (unimodial) wet season which
begins in April/May and finishes by mid-October. Mean
maximum temperature varies between 27-35 OC,
depending on the season. Kowal (6) described the
physical properties of the soil as well-drained sandy
loam soil with a clay fraction consisting mainly of kaoli-
nite and small quantities of illite deficient in N and P.
Based on World Reference Base for Soil Resources
(WRB) and the FAO/UNESCO Soil Map of the World
(7), Shika soil could be classified as Arenosol. Soll
characteristics (0—15 cm) of the experimental site
before the commencement of the experiment are
given in table 1.

Experimental design and procedures

Seven new and one traditional (Kananado, as check)
varieties of dual purpose cowpea (Vigna unguiculata
L. Walp) were examined for various production param-
eters in a randomized block design. Plot sizes were

Table 1
Soil characteristics (0-15 cm) of the experimental site before planting of cowpea in 1995

total N total P Ca?* K* Mg?* Clay Silt Sand
pH (%) (ppm) meq/100 g——— (%)
5.6 0.041 35.1 2.02 0.098 0.108 8.10 10.71 81.19

The values are mean values taken by the author.

These are means of randomly taken soil samples from the site. Total rainfall average (1985-1994) and rainfall records during the trial

seasons are shown in table 2.

Table 2
Rainfall received during the trial years (1995, 1996 & 1997) and long-term (1985-1994) means for Shika
Long-term (1985-1994) 1995 1996 1997

Months: (mm)
April 35.06 (6)1 102.8 (5) 11.0 (6) 56.1 (10)
May 120.44 (9) 56.3 (7) 131.1 (12) 76.1 (14)
June 175.14 (12) 125.5 (14) 126.3 (14) 177.3 (12)
July 250.28 (12) 161.1 (11) 210.0 (15) 248.0 (14)
August 278.92 (24) 313.9 (19) 207.6 (20) 273.7 (20)
September 172.36 (13) 167.6 (15) 179.4 (17) 202.5 (17)
October 42.00 (4) 457 (4) 65.6 (6) 56.9 (12)
Total 1074.22 (77) 927.4 (75) 930.9 (90) 1090.7 (99)
Total received by Cowpea N.A. 432.3 (32) 379.4 (35) 429.7 (38)

1 Values in parenthesis indicate numbers of rainy days.
N.A. — Not applicable.
The values are mean values taken by the author.

recently developed varieties from Institute of Agricultu-
ral Research of Ahmadu Bello University, Zaria in
northern and International Institute for Tropical
Agriculture, Ibadan in western Nigeria.

3 m x 6 m and these consisted of 5 rows which were
6 m long. Plots were replicated four times. Generally,
two seeds per planting hole were sown at a spacing of
50 cm within rows, in rows 75 cm apart. Seeds were
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dressed with Super-homai(R), a fungicide before plant-
ing. Sowings were done on 10, 15 and 20 August in
1995, 1996 and 1997 respectively. All plots were
weeded twice using a traditional hoe and kept insect-
free by application of Dimethoate + Cypermethrin at a
rate of 100 ml/20 | of water twice at flower bud initia-
tion and mid- podding (50% of plants with pods). In the
second year (1996), a third spraying at the same rate
was necessitated by heavy infestation of aphids
(Aphids spp.) during pod formation.

Stand count at establishment was taken 28 days post
planting (DPP) using 1 m x 1 m quadrats. Three
counts were taken and averaged per plot. Percent
ground cover was estimated using 1 m x 1 m quadrats
marked with stripes 20 cm apart. Notes of days to first
flower appearance and maturity were also taken. At
pod maturation, dried pods were harvested from 3-
centred rows of 4 m length. Dry pods were picked
twice for most varieties. After pods had been har-
vested all plants within 3-centred rows of 4 m length
were cut at ground level, weighed, and sun-dried (for
about 7 days) to hay stage (cowpea haulm) and
reweighed using a 10 kg balance for dry weight esti-
mation. Thereafter, subsamples of the haulm were
taken, milled and analysed for N. Nitrogen content (on
DM basis) was determined only in the second season
using standard Kjeldhal methods (8), and expressed
as crude protein content (CP= % N x 6.25). Leaf con-
tent defined as percentage of leaf component yield
from whole plant cowpea haulm. The remainder of the
plots were observed for the ability of varieties to
remain green further into the dry season after pod har-
vest.

Data analysis

The experimental design was a randomised block
design with four replications. Data analysis for signifi-
cant overall treatment effect was conducted by
Analysis of Variance (ANOVA) using the SAS software
and GLM procedure (9). Year and replicate were
treated as random variables, while cultivar effects
were considered fixed. Simple correlation coefficients
between agronomic traits were calculated.

Results and discussion
Establishment and growth

Table 3 shows averages of stand count at establish-
ment (SCE), days to first flower appearance (DFFA)
and maturity (DPM).

Average stand count taken 28 days post planting
(DPP) when pooled across years, varied between
9.7 plants/m2 for IT89KD-288 and 11.5 plants/m2 for
TVU 12349. The results show that SCE (> 80% of the
expected SCE) was high. Varieties IT89KD-288, IAR
72, TVU 12349 and control (Kananado) on the aver-
age took longer than 60 days to DFFA, while IAR
2/180/4-12 flowered much earlier (at about 44 DPP)
than other varieties. Days to maturity differed signifi-
cantly (P< 0.05) between varieties. The growing period
was longest in TVU 12349, followed by IAR 72 and
Kananado, and shortest in IAR 2/180/4-12 and IAR
7/180-4-5. Apart from IAR 72 and Kananado which
recorded death of 1 stand each at mid flowering in
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Table 3
Mean stand count at establishment (SCE),
days to first flower (DFF) and days to pod maturity (DPM)
of multipurpose cowpea varieties

Cowpea SCE DFF DPM
varieties (Plants/m2) days

IT89 KD-288 2.7 66.0 92.6
IAR 2/180/4-9 3.0 55.6 95.6
IAR 2/180/4-12 3.2 441 86.7
IAR 7/180-4-5 3.1 50.1 86.5
IAR 4/48/15-1 3.2 50.8 93.9
IAR 72 2.9 60.9 108.1
TVU 12349 35 73.8 114.1
Kananado (check) 3.2 64.8 107.1
Mean 3.1 58.3 98.1
LSD (P< 0.05) 0.9 8.3 6.8

1995, further observations showed that plant mortality
was nil for other varieties. Ground cover was higher for
TVU 12349 and Kananado (with about 100 and 90%
ground covered respectively) than other varieties at
early flowering stage.

Fodder yield and CP content

Mean fodder dry matter (FDM) yields varied signifi-
cantly (P< 0.008) between years. FDM yields were
2229, 3106 and 2387 kg/ha for 1995, 1996 and 1997,
respectively. FDM yields varied widely (C.V. of 33%)
and highly significantly (P< 0.0001) between varieties
(Table 4).

Table 4
Mean crude protein content and residual fodder yield and
yield components

Cowpea Fodder yield CP Leaf content
varieties (kg/ha) %

IT89 KD-288 2150 19.9 42
IAR 2/180/4-9 2488 195 27
IAR 2/180/4-12 3025 17.8 41
IAR 7/180-4-5 2813 15.2 45
IAR 4/48/15-1 2113 15.8 57
IAR 72 3475 21.6 56
TVU 12349 4238 19.8 57
Kananado (Check) 1638 18.2 15
Mean 2743 18.5 43
LSD (P< 0.05) 487 3.1 5.4

FDM was best for TVU 12349 (3598 kg/ha), followed
by IAR 72 (3203 kg/ha) and IAR 2/180/4-12
(3010 kg/ha). Other varieties yielded < 3000 kg/ha.
The yields obtained in the present study compare
favourably to earlier reports on some dual purpose
cowpea varieties for parts of Northern Nigeria such as
in Shika (10, 11), and Samaru and Kano (12). Except
for IAR 2/180/4-9 and Kananado, all varieties had >
40% leaf content at pod maturity (Table 4).

Apart from Kananado, most varieties maintained
some degree of green leaves till about 3 weeks post
pod harvest. Low fodder yields in varieties IT89KD-
288, IAR 4/48/15-1 and Kananado when compared
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with other varieties could be attributed to less leaf
retention at pod maturity. CP was highest (21.56%) for
variety IAR 72 and lowest (11.90%) for Kananado.
Based on the National Research Council report giving
the critical level of 10.88% (1.74% N) for ruminants
(14), all cowpea varieties examined met the require-
ments for cattle production in the dry season of sub-
humid Nigeria where CP contents of available grasses
are lower than 7%.

Seed yield and yield components

Results form ANOVA indicate that variety (P< 0.0001)
had significant effects on number of pods/plant and
seeds/pod, while differences between years (P> 0.081)
and year*variety interaction (P> 0.103) were insignifi-
cant. Mean number of pods/plant ranged from 32.2
pods/plant for IAR 4/48/15-1 to 14.4 pods/plant, while
mean number of seeds/pod was highest (14.0) for TVU
12349 and lowest (9.8) for Kananado (Table 5).

Table 5
Seed yield and yield components

Cowpea Pod Seed 100 seed Seed
varieties number number wit yield
(plant1)  (pod-1) (9) (kg/ha)
IT89 KD-288 26.8 11.50 21.69 963
IAR 2/180/479 20.0 12.44 12.15 738
IAR 2/180/4-12  28.3 11.36 14.15 850
IAR 7/180-4-5 31.6 12.16 13.78 686
IAR 4/48/15-1 32.2 11.33 13.29 1000
IAR 72 23.2 12.50 19.04 763
TVU 12349 30.3 13.88 9.43 888
Kananado
(Check) 11.3 9.80 19.39 563
Mean 255 11.87 15.36 806
LSD (P< 0.05) 3.6 2.40 4.39 238

The order of mean seed weight for years was: 1995>
1996> 1997. Generally, mean 100-seed weight was
significantly affected between varieties (P< 0.0001)
and varied from 10.27 g/100 seeds for TVU 12349 to
21.69 g/100 seeds for ITB9KD-288.

Generally, seed yields of all the new varieties were
better when compared to check. When pooled across
years, mean seed yields were significantly higher (P<
0.002) for IAR 4/48/15-1 (1099 kg/ha) and TVU 12349
(1027 kg/ha) and lowest for the check (Kananado)
which only yielded 563 kg/ha (Table 5). Incidentally,
observations showed that the pods of varieties 1AR
4/48/15-1 and TVU 12349 shattered and lost most of
their seeds when pods were dry. This indicates the
need for successive pod picking if seed yield losses

are to be avoided. Seed yields from the present study
were within the ranges reported by Shoyinka (12)
under good experimental conditions in northern
Nigeria.

Relationship among varieties

Percent leaf content (r= 0.544, P< 0.001), fodder yield
(r= 0.511, P< 0.001) and pod/plant (r= 0.496, P<
0.005) were to some extent correlated with seed yield,
thus suggesting the importance of initial plant size in
predicting reproductive yield if growing conditions
remain favorable (11). The relationship between
seeds/pod and seed yield was fairly weak (r= 0.379;
P< 0.025). The lack of significant relationship between
DFFA and 100-seed weight with seed yield, could infer
that these characters might not be so important in
breeding and selection for yields in cowpeas (11). A
reverse association was recorded between seed yield
and days to maturity (r=- 0.080, P< 0.021), an indica-
tion that with delayed maturity, seed yield could prob-
ably be affected by environmental conditions particu-
larly day and night temperatures and low moisture
levels which according to Smartt (15) could affect nor-
mal pod development. Associations between
pods/plant and seeds/plant (r= 0.593), leaf content
and pods/plant (r= 0.577), leaf content and fodder
yield (r= 0.544) were also significant (P< 0.05).

Conclusions

Data from this study indicate that variety TVU 12349
appeared most suitable for combined use. Other vari-
eties that showed promise are IT89KD-288, IAR
2/180/4-12 and IAR 4/48/15-1. This therefore suggests
that crop-livestock farmers would be able to harvest
grains for food and substantial amounts of cowpea
haulm for feed after pod harvest for their livestock at
no extra cost for forage production. Our data indicate
that the local variety (Kananado) in particular, seemed
unsuitable for crop-livestock farmers, as it recorded
the lowest fodder yield and seed yields, though it is the
most popular variety among farmers, because of its
disease and pest resistance.
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Cette rubrique présente les théses de doctorat concernant le développement rural défendues
en Belgique au cour des derniers mois.

This heading presents PhD thesis defended recently in Belgium concerning topics linked to
sustainable rural development.

Deze rubriek stelt de doctoraatsthesissen voor die betrekking hebben tot plattelandsontwik-
keling en die in de loop van de laatste maanden in Belgié verdedigd werden.

Este titulo presenta las tesis de doctorado defendidas en Bélgica durante los meses pasados
referentes a asuntos ligados al desarrollo rural sostenible.

Use of the Wild Australian Species Gossypium sturtianum
J. H. Willis and G. australe F. Muell to Improve G. hirsutum L.

L. Ahoton

Keywords: Cotton- Interspecific hybridization- Gossypium hirsutum- G. australe

Summary

In order to assess the possibility to use the wild Australian species G. sturtianum and G. australe to improve the
main cotton cultivated species, several experiments were carried out in Benin and in Belgium. Pentaploids and
monosomic addition lines were produced from the hexaploids 2(G. hirsutum x G. sturtianum) et 2(G.hirsutum x
G. australe) to quantify genetic material exchanges occuring in these hybrid structures. This quantification was
obtained through morphological and cytogenetic observations and through the use of chromosome in situ hybri-
dization. The pollen fertility of the plant materials produced was also evaluated systematically.

For the first time, the 13 monosomic addition lines of G. australe on G. hirsutum were isolated. These lines consti-
tue valuable genetic stocks to carry out fundamental and applied investigations. The observation of the progeny
of the various hybrids allowed to quantify the frequency of alien genetic material exchanges. In situ hybridization
appeared to be a very efficient tool to characterise the chromosomes of different genomic origins in cotton inter-
specific hybrids. The plants developed in this work constitutes potential parents to introgress interesting agrono-
mic traits in cotton from G. australe, notably, the gossypol biosythesis inhibition in the seed kernel, the production
of narrow bracts, hanging bolls and extra white lint.
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Sustainable Development of Integrated Rice-fish
Polyculture Systems in the Mekong Delta of Vietnam

Duong Nhut Long

Keywords: Ricefish culture- Fish polyculture- Fish production- Cost ratio profit

Summary

Fish polyculture in the rice fields has been experimented in 6 rice fields with 3 replications for each treatment, in
two polyculture systems (6 and 3 species), at 4 stocking densities (1, 2, 3 and 4 fish/m2) with the same stocking
structures. The ricefish polyculture with 6 species includes: silver barb (40%), tilapia (20%), common carp (15%),
silver carp (10%), snake skin gouramy (10%) and kissing gouramy (5%), and polyculture system with 3 species:
silver barb (50%), tilapia (30%) and common carp (20%). Agricultural by-products and pellets at two protein levels
(18 — 25%) were used to supply fish at the feeding rate of 3%/total body weight of fish/day.

The eco-technological comparison between ricefish polyculture systems with 6 and 3 species shows that the
higher number of fish species (6 species) leads to an increase in the interspecific competition process between
silver carp, tilapia, snake skin gouramy and kissing gouramy, which decreases the natural foods. The mean final
body weight of silver barb and common carp in a polyculture system with 6 species is higher at 1 fish/m2 (177.5
and 443.7 g/fish) and at 2 fish/m2 (155.8 and 425.8 g/fish) than in a polyculture system with 3 species at 1 fish/mz2
(126.2 and 335.5 g/fish) and at 2 fish/m2 (122.8 and 321.5 g/fish). But the survival rate is lower. The fish yield in
a ricefish polyculture system with 3 species at 2 fish/mz2 is slightly higher (823.4 kg/ha) than in a ricefish polycul-
ture system with 6 species (807.7 kg/ha).

For the ricefish polyculture system with 3 species, the compared results at 4 stocking densities (1, 2, 3 and
4 fish/m2 ) show that the dissolved oxygen concentration is a little low with highest concentration at 1 fish/m?2
(5.2 ppm) and lowest at 4 fish/m2 (3.8 ppm). The mean final body weight of silver barb, tilapia and common carp
is significantly higher (p< 0.05) at the lowest fish stocking densities. The survival rate of silver barb, tilapia and
common carp is also significantly higher (p< 0.05) at the lowest fish stocking densities. Through compared results,
the highest fish yield (823.4 kg/ha), the highest farm net income (10,935,000 VND/ha), the best cost ratio bene-
fit (2.08) and the best cost ratio profit (1.08) are reached with the stocking density of 2 fish/m2 in the rice fields
polyculture system with 3 species.

Regarding the ricefish polyculture system with pellet feeding at 18 — 25% protein levels, the results show that the
water quality was improved which in turn leads to improved survival rate and fish production. The total fish yield
with pellets at the 25% protein level (1,080 kg/ha) is significantly higher (p< 0.05) than at the 18% protein level
(927 kg/ha). Pellet feeding give also higher fish yield than feeding fish with fresh farm by-products (823.4 kg/ha).
Therefore, the home-made pellet feeding will be promoted in the large areas of the Mekong delta to increase the
income of farmers and to improve their standard of living.
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