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INTRODUCTION

1 - Problématique de l'ananas

1.1 - Importance de I'ananas dans le monde

Le marché annuel de l'ananas est évalué & environ 11000000 tonnes
(Guinchard, 1991). Ce volume a progressé ces dernigres années surtout par une forte
production en Asie (Philippines et Tharlande) et par I'amélioration des techniques culturales.

Cette culture est trés répandue dans les pays situés entre les tropiques, mais
seulement une dizaine d'entre eux pratiquent I'exportation. La production est réalisée, soit
dans des petites exploitations pour alimenter le marché local, soit dans des plantations de
taille moyenne qui se consacrent surtout & l'exportation de fruits frais, soit dans d'importantes
unités de production le plus souvent installées autour d'une conserverie (Py er al., 1984).

1.2 - I'ananas et son milieu

L'ananas est une plante pantropicale. Le principal facteur limitant son
extension est la température. A l'intérieur de cette aire de répartition, sa caractéristique
dominante est, comme beaucoup de Broméliacées, de tolérer des niveaux de pluviométrie
assez faibles (Py er al., 1984) permettant de valoriser des sites non exploités des tropiques
semi arides (Marzola et Bartholomew, 1979).

Au niveau du sol, la perméabilité est la principale caractéristique physique
intéressant I'ananas. La croissance racinaire est bonne dans un sol bien aéré capable d'éliminer
les exces d'eau et de renouveler l'air (Bowers, 1929). Au point de vue chimique, ce sont les
sols acides les plus intéressants pour la production d'ananas (pH situé entre 4,5 et 5,5)
(Godefroy et al., 1976 ; Carracedo et al., 1987).

1.3 - Croissance et nutrition minérale

La croissance de I'ananas est composée de trois phases. On distingue d'abord Ia
croissance végétative des plants (racines, tige et feuilles). Elle est suivie par la phase de
développement du fruit et de la couronne. Paralléglement & cette derniére, la troisiéme phase
correspond 2 la production des rejets, qui peut conduire 4 un nouveau fruit (deuxiéme récolte)
si les rejets ne sont pas coupés pour étre planiés (Py et al., 1984).

En ce qui concerne la nutrition minérale, les deux éléments les plus influents
sur la croissance végétative et la production de fruits sont l'azote (N) et le potassium (K)
(Martin-Prevel, 1959 ; Lacoeuilhe, 1978). Le phosphore (P), le calcium (Ca) et le magnésium
(Mg) ont une action plus faible (Marchal, 1971 ; Martin-Prevel, 1970) et leurs teneurs dans la
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plante sont moindres que celles de I'azote et du potassium. Les amendements de phosphore et
de magnésium sont réalisés en fumure de fond pendant la préparation du terrain alors que les
apports d'azote et de potassium sont fractionnés afin d'optimiser leur utilisation par les plantes
(Lacoeuilhe, 1978).

1.4 - Maladies. ravageurs et moyens de lutte

Une des maladies de l'ananas est associée 4 la présence de Phytophthora
cinnamomi Rands dans les racines. Il s'agit de la pourriture des racines ou "root rot". Ce
pathogéne altére le systtme racinaire, induit des symptomes foliaires (Mehrlich, 1936) et
entraine la production de fruits sans valeur commerciale (Py er ¢f., 1984). Il est méme capable
de détruire totalement une plantation (Anderson, 1951), Actuellement, sa lutte est effectuée
essentiellement par voie chimique (Rochbach et Schenck, 1985) et par quelques approches
bio-€cologiques telles que I'amélioration du drainage ou la baisse du pH des sols jusqu'a des
valeurs de 4.5.

L'ananas subit également des attaques de ravageurs telluriques tels que les
nématodes. Ces ravageurs sont présents dans tous les types de sol. Un grand nombre d'espéce
est inféodé 4 l'ananas mais seulement quatre ont un impact économique (Py et al., 1984).
Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filip & Schurr-Steekh fait partie de ces derniers. C'est un
endoparasite migrateur qui provoque des lésions au niveau de la zone d'élongation des racines
(Guérout, 1975). Ce ravageur peut réduire de 35% les rendements en fruit et de 80% la
production de rejets (Lacoeuilhe et Guérout, 1976). Cette espéce est présente dans de
nombreux pays mais c'est en Cdte d'Ivoire qu'elle fait le plus de dégits (Guérout, 1975) car
I'ananas y est cultivé dans des sols & pH favorable & sa prolifération (pH 5 4 5,5).

La lutte contre les nématodes fait intervenir des techniques culturales
préventives telles que les rotations avec des plantes piéges (Godfrey et Hoshino, 1934) ou
avec des plantes capables d'éloigner ces ravageurs telluriques (Ayala, 1967). De meilleurs
résultats sont obtenus en incorporant au sol des nématicides de contact avant plantation
(Keetch, 1979). Ces techniques préventives ne suffisent pas, il est nécessaire de traiter en
cours de végétation avec des nématicides systémiques (Sarah, 1980).

L'obtention d'hybrides résistants a ce nématode est en bonne voie. Des travaux
au champs ont permis de sélectionner des hybrides "Perolera x Cayenne lisse". Certains de
ces hybrides se sont révélés indemnes de nématodes (Hugon, 1990). Les résultats obtenus au
champ avec les hybrides devront €tre confirmés par des tests en laboratoire.

1.5 - Mise en place de plantation
L'ananas se multiplie par voie végétative en formant différents types de rejets.
Il existe des rejets sur la partie végétative (cayeu, hapa, bulbille), d'autres a l'extrémité des
fruits (couronne) et enfin d'autres constitués de plants ayant déja fructifié (stump,
essentiellement pour la variété Queen) (Py et al., 1984). Actuellement, ce sont les rejets
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récupérés sur les plants en production, qui sont utilisés pour mettre en place les nounvelles
plantations. En présence de plusieurs tailles de 1ejets, il est préférable d'établir plusieurs
parcelles, chacune étant composée de rejets de méme importance afin d'homogénéiser la
plantation et donc la production.

L'utilisation de rejets nécessite de la main d'oeuvre. Ils doivent étre récoltés
manuellement puis stockés a l'abri de la pluie. Avant d'étre repiqués, un tri basé sur leur
vigueur et leur état sanitaire est effectué. Dans le cas des cayeux, il est recommandé de faire
un parage (suppression des folioles de la base) afin d'optimiser la reprise. Cette opération est
rarement pratiquée car trés coliteuse. Puis une désinfection des rejets est réalisée afin de
prévenir des maladies et de 'action des ravageurs.

Bien que des travaux se poursuivent toujours pour améliorer les méthodes de
production, des vitroplants d'ananas sont déja commercialisés (3 4 4 francs le vitroplant).

1.6 - Vitroplants d'ananas

1.6.1 - Production de virroplants

La mise au point de la micropropagation de l'ananas a eu lieu dans les années
1970 soit a partir de l'apex de couronne (Mapes, 1973), soit & partir de bulbilles (Sita et al.,
1974), soit a partir de bourgeons latéraux de couronne (Mathews et al., 1976). Cette
production induisait la formation d'un grand nombre de variants incompatibles avec la
commercialisation d'un tel produit (Wakasa, 1979). Cependant des études récentes montrent
que cette variabilité semble maltrisée (Zepeda et Sagawa, 1981 ; de Wald et al., 1988 ; Cote
et al., 1991). L'intérét de cette biotechnologie est de produire rapidement des plants
identiques (génétiquement et physiologiquement) (Pannetier et Lanaud, 1976) et indemnes de
virus et de pathogénes.

Les vitroplants sont utilisés, en premier lieu, dans le cadre de renouvellements
variétaux, de l'introduction de nouvelles variétés et de I'exportation dans des pays non encore
producteurs (Cote et al., 1991) ; ils sont employés pour la production de rejets permettant
ainsi d'aboutir & la constitution de plantations homogénes.

Le CIRAD/FLHOR entreprend, depuis plos de 10 ans, un programme de
sélection et d'amélioration de l'ananas (Loison-Cabot, 1991). La multiplication in vitro des
hybrides sélectionnés permet de les obtenir rapidement et de réaliser une reproduction
conforme. Au départ, cette sélection était surtout axée sur la qualité du fruit laissant peu de
place aux tests de résistance (Anonyme, 1987). Actuellement, la sélection s'oriente aussi vers
la mise au point de test précoce de résistance. En 1990, Mesnildrey a entrepris de tester
plusieurs variétés d'Ananas comosus multipliés in vitro afin d'estimer leur résistance vis 4 vis
de Pratylenchus brachyurus. Ces études n'ont pas révélé de grandes différences d'infestation
parmi les différentes variétés d'A. comosus étudiées.
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1.6.2 - Vitroplants au champ

L'avancée des travaux de vitroculture de 'ananas a permis d'entreprendre des
expériences au champ afin de tester la fiabilité des plants obtenus avec cette biotechnologie.

En Cote d'Ivoire, les vitroplants de certains clones ont une meilleure croissance
que les plants obtenus par la multiplication classique et produisent des fruits avec des taux
d'acidité plus faible et un meilleur gofit (Atse, 1990).

Des essais de méme durée ont été réalisés a la Réunion et en Martinique (Cote
et al., 1991). De ces expériences, il ressort que la période d'acclimatation des vitroplants (de
la sortie de la vitroculture jusqu'au champ) est trés longue (10 mois).

Un essai, réalisé dans les serres de Montpellier, a permis de montrer 'influence
de différents substrats de culture sur la croissance des vitroplants a la sortie des conditions de
vitroculture, la tourbe et le mélange terreau/perlite étant les plus appropriés (Folliot et
Marchal, 1990). A partir de ces résultats et avec l'idée de réduire la période d'acclimatation,
Folliot et Marchal (1991) utilisent une phase diurne supérieure a4 12h afin d'exploiter au
maximum le potentiel de production de matiere sé€che li€ 4 la quantité de rayonnement solaire
(Friend et Lydon, 1978). 1l semble que ceci soit efficace et que le passage ultérieur a la
photopériode 12/12h ne pose pas de probléme. Les producteurs pourront donc limiter
I'ombrage dans les premiers mois de I'acclimatation des vitroplants.

1.7 - Tes mycorhizes de I'ananas

L'ananas développe a I'état naturel des endomycorhizes & arbuscule
(Mourichon, 1981). Selon Mourichon (1986), le développement des champignons
endomycorhiziens dans les racines est assez important et le niveau de l'infection est fortement
1€ 2 1a pluviosité et donc variable avec les saisons.

Ce type de mycorhize est tr&s répandu, il est présent chez prés de 80% des
végétaux supérieurs dont la plupart des plantes cultivées. Cette symbiose est formée en
association avec des champignons appartenant & la classe des Zygomycetes répartis en 6
genres Gigaspora, Scutellospora, Sclerocystis, Glomus, Acaulospora et Entrophospora
{Morton et Benny, 1990) et environ 150 espéces.

Les champignons endomycorhizogénes a arbuscules sont des symbiotes stricts
incapables de se développer et de se multiplier en culture pure. Leur conservation se fait sous
forme de spores ou de sporocarpes dans le sol. Ce sont les caractéristiques morphologiques
(taille, couleur, structure de la paroi, contenu, mode de germination...) qui servent i les
identifier.

Comme nous l'avons signalé précédemment, un des intérét de la
micropropagation est de supprimer les micro-organismes pathogénes mais cette
biotechnologie élimine également ceux dont l'action est bénéfique & la plante tels que les
champignons endomycorhizogénes.
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Des travaux de plus en plus nombreux mettent en évidence l'intérét d'inoculer
des végétaux micropropagés avec des champignons mycorhizogénes. Cette inoculation est
réalisée 2 la sortie de la vitroculture et engendre des effets bénéfiques sur la nutrition minérale
et la croissance de diverses plantes telles que le framboisier (Morandi ez al,, 1979) , le
pommier (Granger et al., 1983 ; Gianinazzi et al., 1589), le fraisier (Kiernan et al., 1984 ;
Chavez et Ferreta-Cerrato, 1990 ; Niemi et Vestberg, 1992), la vigne, le palmier & huile
(Ravolanirina et al., 1989), le rosier, le citrus (Gianinazzi et al., 1990) et 'avocat (Vidal et al.,
1992).

Jaizme Vega et Azcon (1991) ont montré qu'il était possible d'endomycorhizer
des plants micropropagés d'ananas (variété Cayenne lisse) dés la sortie de la vitroculture.
Cette expérience a été réalisée en serre avec trois champignons endomycorhizogénes dans des
sols préalablement désinfectés. L'endomycorhization augmente le pourcentage de reprise des
vitroplants d'ananas 4 la sortie de la vitroculture et deux des champignons
endomycorhizogénes améliorent la croissance aérienne de ces plants.

Les champignons endomycorhizogénes différent donc dans leur capacité &
augmenter la croissance d'une méme plante (Haas et Krikun, 1985) et Sylvia et al. (1993a)
ont montré qu'il est nécessaire de sélectionner les champignons symbiotiques afin d'optimiser
la croissance des plantes en vue de leur production & grande échelle.

Il est maintenant bien admis que l'effet principal des endomycorhizes est
I'amélioration de la nutrition minérale et hydrique des plantes, en particulier 1'absorption
d'éléments minéraux peu mobiles comme le phosphore (Mosse, 1957 ; Gianinazzi et al.,
1982; Harley et Smith, 1983). Dans les sols tropicaux ol le niveau de P est souvent faible, la
zone d'épuisement de cet €élément autour des racines se crée rapidement limitant ainsi son
absorption. Chez les plantes endomycorhizées, le développement d'un systéme racinaire plus
ramifié et le réseau d'hyphes permettent l'exploitation du P du sol bien au dela de la zone
d'appauvrissement (Rhodes et Gerdemann, 1975 ; Berta et al., 1990) ; de plus, la petite taille
des hyphes rend possible 'exploration des zones non accessibles aux systémes racinaires
permettant ainsi d'absorber des quantités plus importantes de P assimilable du sol (Mosse,
1981 ; Sieverding, 1991). Mourichon (1981) émet I'hypothése que les endomycorhizes
permettraient & 'ananas de s'accomoder de sols pauvres en phosphore soluble.

Les hyphes absorbent activement le P (Gianinazzi-Pearson et Gianinazzi, 1986;
Smith et Gianinazzi-Pearson, 1988), le transportent rapidement vers les structures
intraradiculaires (Pearson et Tinker, 1975 ; Cooper et Tinker, 1978) puis le transférent 3 la
plante-h6te. Une enzyme identifiée comme une phosphatase alcaline fongique participerait au
métabolisme phosphaté chez les plantes endomycorhizées (Gianinazzi et al., 1992). L'activité
de cette enzyme augmente pendant les premiers stades de l'infection coincidant avec la
stimulation de la croissance de la plante (Gianinazzi-Pearson et Gianinazzi, 1978), diminue
ensuite avec 1'dge de l'infection et est négativernent influencée par des apports trop importants
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de phosphore dans le sol (Gianinazzi-Pearson et Gianinazzi, 1983). Nous avons utilisé
I'activité de cette enzyme fongique comme marqueur du fonctionnement de la symbiose.

L'absorption de l'azote sous forme d'ammonium est accrue chez les plantes
endomycorhizées (Ames et al., 1983) grice & la présence d'enzymes appropriées chez le
champignon (Smith et al., 1985). L'endomycorhization peut améliorer la nutrition en
potassium (Powell, 1975), en calcium (Ruey-Shyang er al., 1985), en magnésium (Blal ez al.,
1987) et en oligoéléments tels que le zinc (Zn) (Krishna et Bagyaraj, 1984a ; Sharma et al.,
1992), le cuivre (Cu) (Lambert, 1982 ; Pacovsky, 1986) et le soufre (S) (Cooper et Tinker,
1978). Cependant l'effet des endomycorhizes est variable sur 1'absorption des
micronutriments, il dépend de l'espéce végétale, de ses besoins et du type de sol. Jaizme Vega
et Azcon (1991) ont montré que la quantité d'éléments minéraux (N, P et K) chez les plants
micropropagés d'ananas est améliorée par deux champignons endomycorhizogénes (Glomus
mosseae et G. fasciculatus). Par ailleurs, les endomycorhizes modifient 'équilibre hormonal
permettant par exempie d'avancer la floraison du rosier (Gianinazzi et al., 1990).

La production d'ananas est altérée dans les zones 4 proximité de la mer
(Sideris, 1955). C'est I'excés de chlorure de sodium (NaCl) qui serait responsable des baisses
de rendements, Dans l'optique d'implanter 'ananas dans des zones limitrophes de la mer, nous
nous sommes intéressés au role que pourrait jouer les endomycorhizes chez 1'ananas. En effet
l'exces de NaCl n'empéche pas certains champignons endomycorhizogénes de se développer
(Khan, 1974 ; Pond et al., 1984 ; Rozema et al., 1986 ; van Duin et al., 1989). Certains
auteurs (Hirrel et Gerdemann, 1980 ; Ojala er al.,, 1983 ; Pfeiffer et Bloss, 1988) ont montré
que les.endomycorhizes sont capables de compenser des réductions de croissance induites par
le NaCl. L'amélioration de la nutrition phosphatée serait un des facteurs qui expliquerait la
plus importante tolérance des plantes endomycorhizées & ce stress (Duke et al., 1986 ;
Hartmond et al., 1987). Toutefois rien n'est connu chez I'ananas.

La production d'ananas peut &tre confrontée a des attaques par des pathogénes
(champignons, nématodes). Dans le cas d'agression par des agents responsables de pourritures
racinaires, il a ét€ montré que les endomycorhizes protégent certaines plantes comme le citrus
(Davis et Menge, 1980), le soja (Chou et Schmitthenner, 1974 ; Schenck, 1981) et le
chamaecyparis (Bértschi et ¢, 1981). Dans le cas des nématodes, les endomycorhizes
réduisent leur population dans le systéme racinaire (Bagyaraj et al.,, 1979 ; Saleh et Sikora,
1984) et maintiennent la croissance des plantes infectées (Hussey et Roncadori, 1978 ;
Kellam et Schenck, 1980). Les plantes endomycorhizées semblent mettre en place des
mécanismes de défense faisant intervenir le métabolisme phénolique et la lignification
(Dehne et Schinbeck, 1979 ; Krishna et Bagyaraj, 1984b). La présence des endomycorhizes
modifie aussi les exsudations racinaires altérant ainsi l'attraction de certains pathogénes par
les racines (MacGuidwin ez ¢f., 1985) et diminue la population de micro-organismes
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pathogeénes de la rhizosphére (Meyer et Linderman, 1986). De plus la nutrition minérale plus
€quilibrée résultant de la présence des endomycorhizes favorise le développement de plants
plus sains et plus vigoureux donc plus résistarts aux stress biotiques et abiotiques (Graham et
Menge, 1982 ; Hussey et Roncadori, 1982). Actuellement, la contribution des
endomycorhizes a la protection des ananas n'a jamais été étudiée.

La lutte contre les pathogenes de 1'ananas passe par 1'application de pesticides.
Aziz et al. (1990) ont montré que le phoséthyl-Al n'a pas d'effet sur la colonisation
endomycorhizienne des racines d'ananas. Néanmoins, l'effet des pesticides sur les
endomycorhizes est variable (Trappe er al., 1984). L'intérét serait de déterminer les doses
d'application de pesticides capables  la fois de maitriser les pathogénes et d'étre compatibles
avec le développement des endomycorhizes. Jabaji-Hare et Kendrick (1985, 1987) et
Despatie et al. (1989) ont montré que certains fongicides n'influencent pas l'infection
endomycorhizienne et la croissance de la plante et méme que d'autres les stimulent. Par contre
certains fongicides affectent négativement la sporulation (Nemec, 1980), la germination des
spores, la croissance des hyphes (Bailey et Safir, 1978), l'activité fongique (Kough er al.,
1987) et l'infection endomycorhizienne (Jalali et Domsch, 1975 ; de Bertoldi et al., 1977).
Cette variabilité est fonction de I'espgce végétale, du champignon endomycorhizogéne, de la
méthode et la dose d'application du pesticide, des conditions de culture, de I'dge de la
symbiose au moment de l'application du pesticide (Spokes er al., 1981).

Peu de travaux ont été réalisés sur l'influence des nématicides sur les
endomycorhizes. Les nématicides n'altérent pas l'infection endomycorhizienne et la
crotssance des plantes infectées (Nemec, 1985 ; Habte et Manjunath, 1988) et ils peuvent
méme influencer positivement la colonisation endomycorhizienne dans les racines de coton
(Bird et al., 1974) et d'arachide (Germani et al., 1980), et la production de spores (Menge et
al., 1979). Aucun de ces travaux n'a concerné l'influence des nématicides sur les
endomycorhizes des ananas.

Des entreprises ont €té séduites par les effets bénéfiques des endomycorhizes et
se sont int€ressées a la production d'inoculum. L'utilisation de ces inocula pour Ia production
d'ananas micropropagés nécessite des essais préalables.

2 - Objectifs

Le 16le de biofertilisant, de biorégulateur ¢t de bioprotecteur des
endomycorhizes sur la croissance des plantes nous a amené i nous intéresser aux
endomycorhizes de 1'ananas.
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A ce jour, peu d'études ont été effectuées sur les endomycorhizes de cette
espece. En vue d'une production de meilleure qualité, nous avons été conduit A déterminer si
I'introducticn de champignons endomycorhizogénes dans le cycle de production de
vitreplants jouerait effectivement un réle bénéfique sur le développement de ce végétal. Les
objectifs de nos recherches ont donc visé 4 :

- évaluer l'intérét d'intégrer les endomycorhizes dans le cycle de production d'ananas
micropropagés
- comparer le potentiel de plusieurs champignons endomycorhizogénes a stimuler la
croissance des ananas micropropagés
- déterminer l'influence de l'apport d'engrais phosphaté sur F'activité de la symbiose et la
croissance des ananas
- déterminer la contribution des endomycorhizes 4 la protection des vitroplants d'ananas vis
a vis de différentes contraintes telluriques
- étudier l'influence de pesticides sur le développement et l'efficacité des endomycorhizes

- éprouver l'efficacité d'inocula commerciaux sur la production de I'ananas micropropagé

La finalit€¢ de ces travaux est de définir les conditions optimales d'une
utilisation synergique de deux biotechnologies que sont la micropropagation et
I'endomycorhization controlée.
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MATERIELS et METHODES

1 - Matériel végétal

1.1 - Virroplants d'apanas
Les plants micropropagés d'ananas ont été fournis par la société de vitroculture,
Vitropic S.A., filiale du Centre de Coopération International en Recherches Agronomiques
pour le Développement (CIRAD) (Montpellier, France).

Plusieurs vari€tés ou cultivars et plusieurs clones, provenant tous de l'espéce
Ananas comosus, ont €€ utilisés dans le cadre de nos travaux selon leur disponibilité et en
fonction de nos résultats :
- variété ou cultivar Queen Tahiti
- variété ou cultivar Cayenne lisse - clone CY()
- clone CY5
- variété ou cultivar Spanish
Les vitroplants nous ont ét¢é fournis au stade rhizogénése dans des conteneurs
(Sercobox) de 100 plants (FIGURE 1).

1.2 - Champiegnons endomyceorhizoednes

Les champignons utilisés font partie de la collection du laboratoire de
Phytoparasitologie (LPA, INRA-CNRS/INRA de Dijon). Les champignons étant des
symbiotes stricts incapables de se développer seul, ils doivent re maintenus en culture avec
une plante-hdte (Annexe 10).

Les champignons employés au cours des différentes expériences l'ont été en
fonction des exigences de l'ananas et des sols utilisés :

- sol acide : Glomus clarum (LPALG), Scurellaspora peliucida (LPA20),
Glomus sp. (LPA21), Complexe Soubré (LPA22) et Glomus sp. (LPA25).

- sol alcalin : Glomus intraradices (LPAR).

Deux inocula commerciaux ont été testés, l'un nous a été fourni par une
entreprise anglaise (Agriculture Genetic Compagny (AGC)) et l'autre par une entreprise belge
(Phytotec). Ces inocula sont & base de substrat inerte contenant plusieurs champignons
endomycorhizogénes (Annexe 8, Matériel et Méthodes). Chaque inoculum commercial a été

appliqué aux doses de | et 3% mélangé au substrat de culture.
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FIGURE 1 : Vitroplants d'ananas dans un Sercobox (A) et aprés leur sortie de vitroculture (B)



O

O

12

2 - Substrat et conditions de culture

2.1 - Substrat de culture
Le substrat de culture est composé d'un mélange désinfecté de sol-gravier (1:1,
v:v). Le sol est irradié€ aux rayons y (10kGy) et les graviers désinfectsés  la vapeur.
Au cours des différentes expériences, nous avons utilisé 4 sols présentant
diverses caractéristiques (Annexe [ 1):
- sol de Marlins, provenant du Morvan (pH 5,0 ; 35 ppm de phosphore Olsen)
- sol de Dabou, provenant de palmeraies de I'IRHO de la station de Dabou en Céte
d'Ivoire (pH 5,1 ; 8,3 ppm de phosphore Olsen)
- s0l de Soubré, provenant de palmeraies de la société Palmindustrie de la région de
Soubré en Cote d'Ivoire (pH 5,2 ; 3,9 ppm de phosphore Olsen)
- sol d'Epoisses, provenant du domaine d'Epoisses (centre INRA de Dijon-Bretenitres)
(pH 8,0 ; 20 ppm de phosphore .OI.sen)
La salinité du sol est induite par des apports de NaCl mélangés au substrat de
culture (Annexe 4, Matériel et Méthodes). Nous avons envisagé 1'essai avec le NaCl dans le
cadre de l'exploitation de sols situés en bordure de mer.

2.2 - Conditions de culture
Les expériences ont été réalisées en chambre climatisée en conditions
tropicales (300uE s*! m-2, 29-25°C, 12/12 h, 70-90 % d'humidité relative). Certaines études
ont été effectuées dans des conditions différentes (Annexes 3 et 8) (300uE s-1 m-2, 25-25°C,
16/8 h, 60-80 % d'’humidité relative), suite a des difficultés d'occupation des salles
climatisées.

3 - Endomycorhization

3.1 - Inoculation des champignons endomycorhizogénes

Les ananas micropropagés ont été repiqués en terrine dés la sortie des
conditions de vitroculture et acclimatés pendant quatre semaines (sevrage) (FIGURE 2).
L'inoculation des champignons endomycorhizogénes a arbuscules a été réalisée dés le début
du sevrage avec des fragments d'endomycorhizes de Tephrosia ehlenbergiana selon la
méthode décrite dans le Matériel et Méthodes de 'annexe 1. A la fin du sevrage, les plants ont
ét€ repiqués individuellement en pot.

Les inocula commerciaux ont été mélangés au substrat de culture dés la sortie
de la vitroculture comme les deux champignons endomycorhizogénes (LPAS et LPA21)
employés en référence (Annexe 8, Matériel et Méthode).
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phase de vitroculture
vitroplants en phase de

VYA thizogénése

en chambre de croissance

sevrage
réalisé en terrine

en chambre climatisée

phase de croissance
en pot

en chambre climatisée

Plantation au champ

FIGURE 2 : Techniques de culture a partir de plants micropropagés d'ananas
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3.2 - Colgrations et estimation de l'infection endomycorhizienne

La technique décrite par Philipps et Hayman (1970) a été utilisée pour observer
l'infection endomycorhizienne. Les fragments racinaires sont éclaircis dans une solution de
KOH puis colorés dans une solution de bleu de trypan (Annexe 1, Matériel et Méthodes)
(FIGURE 3A).

Nous avons également visualisé l'infection symbiotique aprés coloration des
activités, succinate déshydrogénase (SDH) (Smith et Gianinazzi-Pearson, 1990) et
phosphatase alcaline fongique (Pase) (Tisserant et al., 1993) (Annexe 2, Matériel et
Méthodes). Ces deux colorations permettent d'observer respectivement les hyphes vivants
(SDH) et fonctionnels (Pase) (FIGURES 3B et 3C).

L'estimation de l'infection a été réalisée sur trente fragments de racine
d'environ un centimétre montés entre lame et lamelle. Les fragments ont été observés au
microscope photonique et annotés selon la méthode de Trouvelot et al. (1986) (Annexe 1,
Matériel et Méthodes). Cette méthode calcule plusieurs paramé&tres de l'infection-dont :

F% : fréquence de l'infection
M% : intensité de l'infection développée dans le systéme radiculaire entier
A% : fréquence arbusculaire dans le systéme radiculaire entier

4 - Evaluation de I'effet endomycorhizien

4.1 - Production végétale
Aprés trois mois de croissance en pot individuel, l'évaluation du
développement des plants d'ananas endomycorhizés ou non a ét€ obtenue par mesure de
plusieurs paramétres : nombre de fevilles, surface foliaire (Chauvel, 1991), poids de matiére
frafche aérienne et racinaire et poids de matiére séche aérienne (Annexe 1, Matériel et
Méthodes).

4.2 - Nutrition minérale

L'ensemble des analyses minérales des parties aériennes des plantes
endomycorhizées ou non a été effectuée par le laboratoire de Biochimie et de Physiologie du
CIRAD/FLHOR (Annexe 4, Matériel et Méthodes).

Le dosage de l'azote (N) a été réalisé aprés minéralisation de Kjeldhal par
colorimétrie  l'indo-phénol, celui du phosphore (P) par colorimétrie au vanado-molybdate,
celui du potassium (K) par spectrophotométrie d'émission de flamme, ceux du calcium (Ca),
magnésium (Mg), fer (Fe), mangangse (Mn) et zinc (Zn) par spectrophotométrie d'absorption
atomique.



FIGURE 3 : Racine "témoin" non endomycorhizée (A) et infection endomycorhizienne

visualisée apres coloration au bleu de trypan (A) et des activités succinate déshydrogénase
(SDH) (B) et phosphatase alcaline fongique (Pase) (C) dans les racines d'ananas dgées de 4
mois et infectées par Glomus sp. (LPA21). a : arbuscule, h i : hyphe interne, v : vésicule.
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4.3 - Composés photosynthétiques
Le dosage des pigments photosynthétiques a été réalisé i différents stades du
développement des ananas endomycorhizés ou non. Nous avons utilisé la technique
spectrophotométrique de Metzner et al. (1965).
Les composés ont €té extraits dans un mélange composé de 85% d'acétone et
15% d'eau. L'extrait obtenu a é&té€ filtré et les mesures ont été réalisées & trois longueurs
d'onde: 452,5, 644 et 663 nm. Les concentrations en chlorophylle a et b, et caroténoides ont
été estimées en utilisant les équations suivantes ;
Chlorophylle a = 10,3 DO(663) - 0,918 DO(644) = ng/ml du mélange d'extraction
Chlorophylle b = 19,7 DO(644) - 3,87 DO(663) = pg/ml du mélange d'extraction
Caroténoides = 4,2 DO(452,5) - (0,0264 chlorophylle a + 0,426 chlorophylle b) = tg/ml du
mélange d'extraction
Les valeurs calculées des trois pigments photosynthétiques ont été ensuite
additionnées afin d'obtenir la teneur totale en pigment photosynthétique. Les valeurs ont été
exprimées en milligrammes par plante (partie aérienne).

5 - Etude de la protection par les endomycorhizes

Nous avons choisi d'étudier une situation de stress abiotique (2 et 5 g de
NaCl/kg de substrat) et deux situations de stress biotiques représentées par l'inoculation de
deux pathogenes des racines de 1'ananas ; Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filip & Schurr-
Steekh, un nématode, et Phytophthora cinnamomi Rands, un champignon.

5.1 - Nématode phytophage

L'inoculation de P. brachyurus (1aboratoire de Nématologie, CIRAD/FLHOR)
a toujours été effectuée a la méme concentration (100 nématodes/vitroplant) mais & des
périodes différentes (dés la sortie de la vitroculture ou au moment du repiquage). Les
champignons endomycorhizogénes ont été€ inoculés soit dés la sortie de la vitroculture soit au
moment du repiquage (Annexe 5, Matériel et Méthodes), c'est a dire avant, en méme temps
ou apres le pathogéne.

L'évaluation des populations de nématodes dans les racines des plantes
endomycorhizées ou non a été réalisée selon la méthode décrite par Sarah (1980) (Annexe 5,
Matériel et Méthodes).

5.2 - Champignon pathogéne tellurique
P. cinnamomi (souche 50, laboratoire de Pathologie, CIRAD/FLHOR) a été

cultivé en milieu liquide. Aprés une semaine, cette culture a €t€ diluée dans de l'eau afin

d'obtenir plusieurs niveaux de concentration. Les différentes dilutions ont ét€ appliquées au
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substrat de culture. L'application a été réalisée aprés l'endomycorhization soit au moment du
repiquage en pot soit un mois plus tard (Annexe 6, Matériel et Méthodes).

Les racines endomycorhizées ou non ont ét€ lavées, pesées et découpées. Puis
elles ont été€ broyées & 4°C dans de I'éthanol & 90° et mises 4 incuber & 4°C 3 l'obscurité
pendant 48 h. Le diffusat a &té filtré et les racines broyées ont été A nouveau mises 3 incuber
dans les mémes conditions pendant 48 h. Le nouveau diffusat a été filtré et les deux filtrats
ont ét€ alors mélangés. Le mélange a ét€ ensuite évaporé, séché et mis en solution dans 1 ml
d'éthanol pur pour 5 g de racines fraiches. L'extrait a ét€ filtré et conservé a 4°C.

Le dosage a été réalisé selon la méthode de Folin et Ciocalten (1927). L'extrait
a ét€ complét€ a 10 ml d'eau ultrapure (UP), Un ml du réactif de Folin-Ciocalteu a ét€ ajouté &
l'extrait dilué, suivi 3 mn plus tard par 2 ml de solution aqueuse de NaaCO3 4 20 % (20 g
NapCO3 pour 100 ml d'eau). Le mélange a été ensuite incubé dans de I'eau bouillante pendant
1 mn et refroidi. Aprés avoir ajusté le volume d'extrait & 25 ml avec de l'eau UP et attendu
une heure, les densités optiques ont été mesurées a la longueur d'onde 725 nm.

A l'aide d'une courbe étalon réalisée avec de 'acide chlorogénique (FIGURE
4), les résultats ont été exprimés en img équivalent d'acide chlorogénique par gramme de tissu
racinaire frais.

2,0
1,5

1,0

0,5

mg d'acide chlorogénique

y = 2,509x
0,0 § - ; - . - . : ,
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

DO (725 nm)

FIGURE 4 : Courbe étalon

6 - Analyse de la compatibilité endomycorhizes/pesticides

6.1 - Fongicides

Quatre fongicides (Annexe 7, tableau 1), dont trois utilisés en production, ont
été appliqués aux ananas micropropagés, endomycorhizés ou non dés la sortie de la
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vitroculture, Leur application a été€ réalisée au sol aprés dilution dans de l'eau. Les doses
apportées ont €té celles recommandées pour le contrdle de P. cinnamomi (Annexe 7, Matériel
et Méthodes).

6.2 - Nématicides

Parallelement aux expériences effectuées avec les fongicides, deux nématicides
ont ét€ testés (Némacur 10G (matieére active (M.A.) : le phénamiphos de formule N-
isopropylphosphoramidate de O-€thyle et de O-(méthyl-3-méthyl-thio-4 phényle) et le Mocap
(ML.A. : I'éthoprophos de formule dithiophosphate de O-¢thyle et de S,S-dipropyle)).

Les nématicides (sous forme de granulé) ont été mélangés au substrat de
culture au moment du repiquage en pot des ananas endomycorhizés ou non.

Le phénamiphos (action systémique) a été utilisé a trois concentrations : 0,05g
M.A./vitroplant (dose faible), 0,2g M.A./vitroplant (dose moyenne) et 0,4g M. A /vitroplant
(dose forte). L'éthoprophos (action de contact) a été utilisé & trois concentrations : 0,02g
M.A./vitroplant (dose faible), 0,07g M. A /virroplant (dose moyenne) et 0,2g M. A /vitroplant
(dose forte). La dose forte correspond i la dose recommandée pour lutter contre P,
brachyurus au champ,
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RESULTATS

CHAPITRE I : L'ENDOMYCORHIZATION CONTROLEE CHEZ
L'ANANAS MICROPROPAGE

1 - Endomycorhization des vitroplants d'ananas

Apres analyse des différentes étapes de la micropropagation de l'ananas, trois
possibilités d'endomycorhization ont été envisagées : pendant la phase de multiplication in
vitro, au début du sevrage ou au moment du repiquage. Suivant les travaux de Ravolanirina et
al. (1989), nous avons choisi d'endomycorhizer les vitroplants d'ananas pendant le sevrage
dans des terrines contenant 30 plants micropropagés. Le peu de substrat utilisé pour chaque
terrine (1,4 kg) nous a permis d'inoculer les vitroplants dans deux types de sol avec de faibles
quantités d'inoculum (3 g de fragments de racines endomycorhizées pour les 30 vitroplants).

Les taux d'endomycorhization des deux clones de la variété Cayenne lisse
(clone CYO et CY5) se sont avérés plus élevés avec Glomus sp. (LPA21) dans le sol acide
qu'avec Glomus intraradices (LPAS8) dans le sol alcalin. En effet avec LPA21, l'intensité de
l'infection (M%) et la fréquence arbusculaire (A %) estimées aprés quatre mois de culture ont
été respectivement de 57 4 82% et de 33 4 59%, alors qu'avec LPAS, les valeurs ont varié de
3524 65% pour M% et de 174 30% pour A% (Annexe 1, tableaux 1,2, 3 et 4),

Dans le sol acide ot sont normalement cultivés les ananas, nous avons étudié la
rapidité de l'installation de l'infection endomycorhizienne chez les variétés Queen Tahiti,
Cayenne lisse (clone CY0) et Spanish. L'inoculation du champignon endomycorhizogéne
(LPA21) au début du sevrage permet une installation trés rapide de la symbiose ; en effet
I'infection est en place dés le dixiéme jour chez les variétés Queen Tahiti et Spanish et le
douzieme chez la variété Cayenne lisse (clone CY0) (PLANCHE 1A).

Ces résultats montrent que la méthode utilisée permet un développement rapide
de I'infection endomycorhizienne dans les racines des vitroplants d'ananas en sol acide. La
colonisation rapide des racines par les champignons endomycorhizogénes est considérée
comme nécessaire pour une contribution efficace des endomycorhizes a la croissance et a la
nutrition minérale, en particulier en P, de la plante (Abbott et Robson, 1978 ; Menge, 1983)
.La rapidité d'installation de I'infection proviendrait de nos conditions d'endomycorhization a
savoir le faible volume de substrat & explorer par les hyphes avant d'arriver en contact avec
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PLANCHE 1 : Endomycorhization et effet endomycorhizien

A : Fréquence de l'infection (—=—) et intensité de l'infection (——e——) estimées aprés coloration au
bleu de trypan chez trois variétés (Queen Tahiti, Cayenne lisse, Spanish) d'ananas pendant le sevrage.

B : Effet endomycorhizien sur la croissance de vitroplants de la variété Queen Tahiti agés de 4 mois et
cultivés dans le sol de Marlins(NM : non mycorhizé, M : mycorhizé, -P : solution sans phosphore et +P:
solution avec phosphore).

C : Corrélation négative entre l'effet endomycorhizien sur la croissance aérienne et celui sur le rapport de
la partie racinaire sur la partie aérienne (R/A) chez deux clones de la variété Cayenne lisse.

D : Effet endomycorhizien sur la nutrition minérale foliaire chez la variété Cayenne lisse (clone CYQ)
(NM : non mycorhizé, M : mycorhizé).
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les racines et de la haute densité des plantes qui favoriserait, par un enrichissement du substrat
en exsudats racinaires, le développement des champignons endomycorhizogénes.

2 - Mise en évidence d'un effet endomycorhizien

L'ananas a des besoins limités en P et 'apport excessif de cet élément est connu
pour réduire l'effet endomycorhizien. Nous avons donc voulu évaluer l'apport d'une
fertilisation avec ou sans P.

2.1 - Effet sur la croissance

Dans les sols acide et alcalin, l'endomycorhization double la croissance
aérienne des virroplants de la variété Cayenne lisse (clones CYQ et CY5) ayant recu la
solution sans P (Annexe 1, tableaux 1, 2, 3 et 4). Pour les plantes recevant la solution avec P,
I'endomycorhization n'assure plus qu'un gain de production végétale de 20 4 70% dans le sol
acide (Annexe 1, tableaux 1 et 3) et aucun dans le sol alcalin (Annexe 1, tableaux 2 et 4). Des
résultats analogues ont été obtenus avec la variété Queen Tahiti dans le sol acide (PLANCHE
1B).

Chez la variété Cayenne lisse, le meilleur résultat de croissance aérienne des
plantes endomycorhizées a été obtenu avec le clone CY( dans le sol acide sans fertilisation
phosphatée (43,31g), par contre I'apport de P réduit sa croissance dans les deux types de sol
(sol acide : 19,28g et sol alcalin : 19,22g) (Annexe 1, tableaux 1 et 2). La croissance des
plantes endomycorhizées de ce clone en sol alcalin ne recevant pas la fertilisation phosphatée
est intermédiaire (24,96g).

Le rapport du poids de matiére fraiche racinaire sur celui de matidre fraiche
aérienne (R/A) diminue chez les plantes endomycorhizées de la variété Cayenne lisse
(Annexe 1, tableaux 1, 2, 3 et 4) et l'effet endomycorhizien sur ce rapport est négativement
corrélé avec la stimulation de croissance aérienne par la symbiose (PLANCHE 1C) (Annexe
1, figure 1).

2.2 - Bffet sur la nutrition minérale

2.2.1 - Nutrition en macroéléments

L'endomycorhization augmente la nutrition en N, P, K, Ca et Mg des deux
clones CYO et CY5 dans le sol acide (PLANCHE 1D) (Annexe 9, tableaux 1, et 3) ;
cependant cet effet est moins important avec l'apport de la fertilisation phosphatée pour le
ctone CYO.

Dans le sol alcalin, I'endomycorhization et la fertilisation phosphatée
influencent positivement l'absorption des éléments N, P, K, Ca et Mg des deux clones
(Annexe 9, tableaux 2 et 4). |
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2.2.2 - Nutrition en oligoéléments

Les concentrations des deux clones CY0 et CYS5 en Mn sont inférieures chez
les plantes endomycorhizées dans les deux sols (Annexe 9, tableaux 1, 2, 3 et 4).

Pour le Fe et le Zn, les effets sont variables en fonction du clone et du sol. Les
endomycorhizes aungmentent fortement la nutrition en Fe du clone CYQ dans les deux sols
mais l'apport de phosphate annule cet effet bénéfique (Annexe 9, tableaux 1 et 2). Pour ce
méme clone, les concentrations en Zn sont augmentées a la fois par 'endomycorhization et
par la fertilisation phosphatée dans le sol acide (Annexe 9, tableau 1) ; en sol alcalin, par
contre cet effet sur les pourcentages en Zn est supprimé par 1'apport de P.

Pour le clone CY35 croissant dans les deux types de sol, les concentrations en
Fe et Zn sont plus élevées chez les plantes non endomycorhizées (Annexe 9, tableaux 3 et 4).

2.3 - Discussion

L'endomycorhization réalisée au sevrage est donc capable d'influencer
positivement la croissance des ananas micropropagés. La meilleure stimulation de croissance
a été obtenue dans le sol acide ol sont normalement cultivés les ananas (Py ez al., 1984) avec
un effet endomycorhizien sur la partie aérienne de l'ordre de 107% (clone CY0). Cependant,
le développement du systéme racinaire des plantes endomycorhizées est proportionnellement
moins important que celui des plantes non endomycorhizées mais ce systéme apparait plus
efficace car il assure une meilleure utilisation des éléments minéraux et un développement
plus rapide des plantes inoculées.

La fertilisation phosphatée réduit l'effet endomycorhizien sur la croissance de
l'ananas ; cela pourrait étre la conséquence d'un déséquilibre nutritionnel (Antunes et
Cardoso, 1991). En effet, l'apport de P assimilable aurait un effet préjudiciable sur
l'absorption d'autres éléments minéraux chez les plantes endomycorhizées du clone CY0 dans
le sol acide. De plus, la forte absorption de P chez les plantes endomycorhizées recevant la
fertilisation phosphatée induirait une demande trop importante de composés carbonés de la
plante par les champignons endomycorhiziens (Koide, 1991). Par contre, 'apport de 32 ppm
de P permet 4 des ananas non endomycorhizés de se développer de fagon comparable 4 ceux
inoculés comme l'ont montré Menge ef al. (1978 ) chez le citrus et Asimi er al. (1980) chez le
soja.

La baisse de 'absorption du Mn chez les plantes endomycorhizées pourrait &tre
due 3 la diminution de la population bactérienne tellurique capable de réduire Iion Mn4+
(Kothari et al, 1991). Ce changement de la composition de la rhizosphére proviendrait des
modifications des exsudations racinaires liées 4 la formation des endomycorhizes (Ratnayake
et al., 1978 ; Bagyaraj, 1984).

Ces premiers travaux sur les vitroplants d'ananas confirment l'intérét de
l'endomycorhization contrélée sur la production de virroplants (Gianinazzi et al., 1990) et
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montrent qu'il est indispensable de prendre en considération l'existence des endomycorhizes

pour raisonner les apports en éléments minéraux.

3 - Sélection de champignons endomycorhizogénes plus aptes a stimuler la croissance
des vitroplants

Apres avoir démontré la possibilité d'améliorer la croissance des virroplants
d'ananas grice aux endomycorhizes, nous avons testé l'effet de plusieurs champignons
endomycorhizogénes (Glomus clarum (LPA16), Scuteilaspora pellucida (LPA20), Glomus
sp. (LPA21), Complexe Soubré (LPA22) et Glomus sp. (LPA25)) sur le développement de
trois variétés : Queen Tahiti, Cayenne lisse (clone CY0) et Spanish. En effet, les champignons
symbiotiques différent dans leur capacité 3 stimuler le développement des plantes (Haas et
Krikun, 1985).

3.1 - Développement de l'infection endomycorhizienne
Chez les trois variétés, les taux d'infection mesurés aprés coloration au bleu de

trypan varient avec les différents champignons endomycorhizogénes (de 70 4 92% pour M%
et de 33 4 71% pour A%) et ces variations ne peuvent pas ire mises en liaison avec les
différentes stimulations de croissance observées chez les plantes inoculées (Annexe 2,
tableaux 4 et 5).

3.2 - Efficacité des champignons symbiotiques
La croissance des trois variétés inoculées avec chaque champignon

endomycorhizogéne est toujours supérieure i celle des plantes non endomycorhizées &
I'exception de celle de la variété Cayenne lisse inoculée avec Scutellaspora pellucida
(LPA20) et Glomus sp. (LPA25). 1Le maximum de croissance est obtenu avec Glomus sp.
(LPAZ21) pour les variétés Queen Tahiti et Cayenne lisse (respectivement, +98% et +56% par
rapport au témoin) (Annexe 2, tableaux 1 et 2) et avec Glomus sp. (LPA25) pour la variété
Spanish (+99%) (Annexe 2, tableau 3).

Le rapport (R/A) est toujours inférieur chez les plantes endomycorhizées avec
les différents champignons endomycorhizogenes (Annexe 2, figure 1), cependant l'effet
endomycorhizien sur ce rapport est corrélé négativement avec celui sur la croissance aérienne
seulement avec la variété Spanish (Annexe 2, figure 2).

Comme les estimations de la colonisation endomycorhizienne aprés coloration
non vitale au bleu de trypan ne sont pas bien corrélées avec I'efficacité de la symbiose sur le
développement de 'ananas, nous avons évalué l'infection, chez la variété Spanish, & l'aide des
colorations des activités succinate déshydrogénase (SDH) et phosphatase alcaline fongique
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(Pase), qui mettent en évidence, respectivement, les parties vivantes et fonctionnelles du
champignon,

Les valeurs de la fréquence arbusculaire (A%) estimées aprés coloration des
activitts SDH et Pase chez la variété Spanish inoculées avec les champignons
endomycorhizogeénes LPA16, LPA20, LPA21 et LPA25 sont comparables entre elles, mais
elles sont inférieures 2 celles obtenues avec la coloration non vitale au bleu de trypan.

Par contre, les valeurs de A% estimées aprés colorations vitale et fonctionnelle
chez les plantes endomycorhizées avec LPA22 sont significativemnent moins importantes que
celles évaluées avec les autres champignons (baisse de 32 4 41% pour SDH et de 40 &4 70%
pour Pase) (Annexe 2, tableau 5) indiquant une vigueur et un fonctionnement moindres de la
symbiose dans les racines d'ananas infectées par ce champignon. D'ailleurs, les résultats de
croissance des plantes inoculées avec LPA22 sont significativement inférieurs i ceux obtenus
chez les plantes inoculées avec les autres champignons endomycorhizogénes. Il apparait donc
que les colorations SDH et Pase donneraient une image réaliste de l'efficacité des
endomycorhizes sur la croissance des ananas.

3.3 - Nutrition minérale

L'ensemble des champignons endomycorhizogénes testés améliore la nutrition
en P des variétés Queen Tahiti et Spanish (Annexe 9, tableaux 5 et 6). Pour la variété
Cayenne lisse, seuls les champignons LPA16 et LPA2] augmentent les quantités de P
absorbées par rapport au témoin (Annexe 9, tableau 6).

Tous les champignons endomycorhizogénes augmentent les quantités en N, K
et Ca des trois variétés par rapport a celles mesurées chez les plantes non endomycorhizées
(Annexe 9, tableau 6). Pour le Mg, les quantités absorbées sont améliorées par tous les
champignons chez les variétés Queen Tahiti et Spanish, par contre pour la variété Cayenne
lisse, I'absorption de cet élément est seulement augmentée par LPA16, LPA21 et LPA25
(Annexe 9, tableau 6).

3.4 - Discussion

Ces expériences montrent lintérét de sélectionner les champignons
endomycorhizogénes afin d'obtenir une croissance optimale des ananas micropropagés. Ces
résultats montrent aussi que ces symbiotes différent dans leur capacité & stimuler la nutrition
en P comme l'ont déja montré Abbott er al. (1992) et Pearson et Jakobsen (1993),
respectivement chez le tréfle et le concombre. Chez les trois variétés d'ananas, le champignon
endomycorhizogéne (LPA21) est le plus efficace pour améliorer la nutrition en P. Sylvia er al.
(1993a) soulignent que la sélection est indispensable pour appliquer avec succds
I'endomycorhization. Nos expériences ont été réalisées dans un milieu de culture sans
compétition, il sera nécessaire de déterminer si les champignons ainsi sélectionnés seraient
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capables de s'établir et de persister en présence de champignons indigénes (Powell, 1982 ;
Wilson, 1984) bien que Habte et Fox (1993) estiment que les populations indigénes ne
seraient pas une menace si les champignons introduits dans le sol sont hautement efficaces.

Plus l'effet endomycorhizien sur la croissance aérienne des ananas est
important, plus la biomasse racinaire est proportionneliement faible. La présence des
endomycorhizes modifie la répartition de la biomasse de la plante rendant le systdme
souterrain plus efficace (Harley et Smith, 1983 ; Gianinazzi et Gianinazzi-Pearson, 1986).

Les niveaux de l'infection estimés aprés coloration au bleu de trypan chez les
trois vaniétés montrent que cette méthode ne refléte pas l'efficacité de la symbiose
endomycorhizienne sur la croissance des ananas conformément aux travaux de Vierheilig et
Ocampo (1989). En utilisant les colorations des activités SDH et Pase, nous avons tenté
d'expliquer les différences de croissance observées chez les plantes endomycorhizées par le
fonctionnement de la symbiose. Le faible niveau des activités SDH et Pase dans les racines
des plantes de la variété Spanish inoculées avec LPA22 correspond au plus faible effet des
endomycorhizes sur la croissance aérienne. La baisse de la proportion d'hyphes vivants
couplée avec la réduction de l'activité Pase pourrait expliquer, au moins partiellement, le trés
faible effet endomycorhizien sur la croissance des plantes inoculées avec LPA22 (Tisserant et
al., 1993).

Pour une meilleure compréhension de 'efficacité des endomycorhizes, d'autres
parametres devraient étre analysés tels que la production et la vitalité des hyphes externes
(Abbott et Robson, 1985 ; Gueye er al., 1987 ; Sylvia, 1988 ; Saito ez al., 1993) et I'efficacité
des hyphes a absorber et a transporter le P jusqu'aux racines (Jakobsen ez al., 1992),

4 - Effet de la fertilisation phosphatée sur le fonctionnement de la symbiose
endomycorhizienne

Le P étant connu pour réduire l'effet endomycorhizien, nous avons voulu
analyser son influence sur le fonctionnement des endomycorhizes de l'ananas en utilisant une
phosphatase alcaline fongique comme marqueur enzymatique (Tisserant er al, 1993).
L'expérience a été réalisée dans trois sols 4 pH acide (Marlins, Dabou et Soubré) contenant
différents niveaux de P.

4.1 - Conséquence sur la production végétale

Dans le sol de Marlins, la fertilisation phosphatée diminue leffet
endomycorhizien sur la croissance (Annexe 3, tableau 2A) ; la méme tendance est observée
chez les plantes cultivées dans le sol de Dabou (TABLEAU 1). L'effet négatif de la
fertilisation sur cet effet endomycorhizien augmente avec le niveau de P dans le sol. Dans le
sol de Soubré ot le niveau de P du sol est trés faible, la fertilisation n'a pas d'influence sur la

croissance des plantes endomycorhizées (Annexe 3, tableau 2B).
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TABLEAU 1 : Production de matiére fraiche aérienne (PMfa) et racinaire (PMfr) et infection
endomycorhizienne chez, la variété Queen Tahiti agée de 4 mois, endomycorhizée (M) ou non
(NM) et recevant la solution Hoagland sans phosphore (-P) ou avec phosphore (+P) dans le
sol de Dabou.

TTraitements - - P + P
NM M NM M
PMfa (g/plante) 3,82c 29,38a 6,08c 23,30ab
PMfr (g/plante) 0,52b 3,21a 0,58b 2,62a
Infection
Bleu de trypan M% Ob 90a Ob 88a
A% Ob 52a Ob 49,
SDH M% Ob 63,6a Ob 64,7a
A% Ob 23,5a Ob 20,%
Pase M% Ob 27,4a Ob 30,8a
A% Oc 9,1a Oc 5,5b
Biomasse racinaire
montrant une activité Pase
(g/plante)
pour A% - 0,29a - 0,14b

M% : intensité de I'infection

A% : fréquence arbusculaire

SDH : activité succinate déshydrogénase
Pase : activité phosphatase alcaline

Pour chaque ligne, les valeurs suivies par des lettres différentes sont significativement
différentes (p=0,05)
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4.2 - Fonctionnement de la symbiose endomycorhizienne

L'infection endomycorhizienne est significativement réduite chez les plantes
cultivées dans le sol de Marlins apres application de la fertilisation phosphatée & 1'exception
de l'intensité de l'infection (M%) estimée aprés coloration non vitale (Annexe 3, tableau 2A).
Par contre pour les deux autres sols, seule la fréquence arbusculaire (A%) estimée aprés
coloration de I'activité Pase est réduite par la fertilisation (Dabou : -39% et Soubré : -31%)
(TABLEAU 1 et Annexe 3, tableau 2B). Dans les sols de Marlins et Dabou, les biomasses
racinaires montrant une activité Pase sont significativement supérieures chez les plantes sans
apport de P (TABLEAU 1 et Annexe 3, tableau 2A).

Les valeurs de A% estimées aprés coloration des activités SDH et Pase sont
corrélées avec la croissance aérienne des plantes endomycorhizées recevant ou non l'apport
de P dans les trois sols (FIGURE 5).

4.3 - Incidence sur Ia nufrition minérale

Dans les trois sols, les quantités d'éléments minéraux absorbées sont toujours
supéricures chez les plantes endomycorhizées quelle que soit la dose de P apportée aux
plantes (Annexe 9, tableau 7B). L'endomycorhization augmente les concentrations en P, Ca et
Mg (Annexe 9, tableau 7A). Les concentrations en K sont aussi positivement influencées par
la symbiose dans les sols Dabou et Soubré. Par contre, les concentrations en N sont
supérieures chez les plantes non inoculées dans les trois sols.

4.4 - Discussion

L'infection endomycorhizienne est réduite par la fertilisation phosphatée chez
I'ananas cultivé dans le sol dont le niveau de P est le plus élevé (Marlins). Cette réduction
pourrait &tre diie a des effets directs du P sur le développement des hyphes externes (Sanders,
1975 ; Graham et al., 1982 ; Amijee et al., 1989), sur la pénétration du champignon dans la
plante (Schwab er al., 1983a) ou sur le métabolisme phosphaté des champignons
symbiotiques. Un excés de phosphate peut aussi influencer la perméabilité membranaire de la
plante entrainant des modifications d'exsudats racinaires (Schwab er al., 1983b), qui
réduiraient la croissance des hyphes externes retardant I'établissement et le développement de
I'infection (Braunberger er al., 1991). D'autres résultats mettent en évidence la sensibilité des
spores de champignons endomycorhizogenes en présence de P (Pons et Gianinazzi-Pearson,
1984)

Le nombre d'arbusculzs présentant 1'activité Pase diminue avec l'application de
phosphate de fagon d'autant plus importante que la quantité de P disponible dans le sol est
élevée, suggérant que cette enzyme serait sous le contrdle d'un mécanisme phospho-
dépendant. Ces résultats permettent d'établir une corrélation positive entre la croissance

aérienne des ananas et les estimations des colorations vitales et fonctionnelles. Ces
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FIGURE 5 : Corrélation entre le poids de maticre fraiche aérienne et la fréquence
arbusculaire (A %) estimée aprés coloration des activités succinate déshydrogénase
(SDH) (A) et phosphatase alcaline fongique (Pase) (B) obtenus chez des ananas
endomycorhizés, cultivés dans les sols de Marlins, Dabou et Soubré et recevant la

solution nutritive Hoagland avec ou sans phosphore.
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estimations donneraient donc une image précise de l'efficacité de la symbiose sur la
croissance des ananas endomycorhizés. Les résultats obtenus aprés coloration de l'activité
SDH dans les racines d'ananas sont en accord avec les travaux réalisés par Smith et Dickson
(1991).

5 - Contenu en pigments photosynthétiques foliaires et développement de l'infection
endomycorhizienne

La colonisation des racines par les champignons endomycorhizogénes pourrait
représenter un coiit énergétique important pour la plante (flux d'hydrate de carbone de la
plante au champignon). Nous avons voulu savoir si l'installation de l'infection
endomycorhizienne n'altérerait pas les teneurs en pigments photosynthétiques chez 1'ananas.

2.1 - Concentration en pigments photosynthétiques

I'analyse des contenus en pigments photosynthétiques chez l'ananas a été
réalisée en liaison avec celle de sa croissance et son infection endomycorhizienne.

Huit 4 dix semaines aprés le repiquage, les quantités de pigments
photosynthétiques et la croissance aérienne des trois variétés endomycorhizées deviennent
significativement supérieures & celles des plantes non endomycorhizées (FIGURES 6 et 7).
Les valeurs maximales estimées aprés coloration des activités SDH et Pase sont obtenues
quatre a six semaines avant cet effet endomycorhizien (FIGURES 6C, 6F et 7C),

Les contenus en pigments photosynthétiques des variétés Queen Tahiti et
Cayenne lisse inoculées ou non n'ont pas augmentés entre la dixiéme et la treiziéme semaine.
Parallelement, le niveau de l'infection symbiotique estimée aprés coloration au bleu de trypan
chez ces deux variétés diminue & partir de la dixiéme semaine ce qui correspondrait & une
accélération de la croissance racinaire. Par contre chez la variété Spanish, les contenus en

pigments photosynthétiques augmentent jusqu'a la treiziéme semaine.

5.2 -Discussion

L'importante stimulation de croissance observée chez les plantes
endomycorhizées se produit aprés que les activités SDH et Pase des champignons
endomycorhiziens aient atteint un maximum. L'augmentation de l'activité Pase refléterait un
métabolisme phosphaté plus actif du champignon, Ceci se traduirait par I'amélioration de la
nutrition en P des plantes endomycorhizées (Gianinazzi-Pearson et Gianinazzi, 1983 ;
Tisserant et al., 1993). Le P intervient dans le processus de photosynthése (Foyer et Spencer,
1986 ; Nemec et Vu, 1990).

La stimulation de la quantitté de pigments photosynthétiques par les
endomycorhizes se produit en méme temps que l'effet endomycorhizien sur la croissance,

L'amélioration des quantités de pigments photosynthétiques pourrait &tre un effet de la hausse
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FIGURE 6 : Expériences avec les variétés Queen Tahiti (A, B et C) et Cayenne lisse (D, Eet F)
cultivées dans le sol de Marlins (pH 5,0)

A et D : Contenus en pigments photosynthétiques totaux dosés dans les parties aériennes des
plantes endomycorhizées (—#—) ou non (—a—)

B et E : Poids de matiere fraiche aérienne des plantes endomycorhizées (—¢—— ) ou non
( )

C et F : Fréquence arbusculaire (A %) estimée aprés coloration au bleu de trypan (—a—)
et des activités succinate déshydrogénase (—*——) et phosphatase alcaline fongique
(—=—) dans les racines des plantes endomycorhizées

Pour chaque graphique, les valeurs obtenues pour une méme semaine sont significativement
différentes lorqu'elles sont suivies de lettres différentes (p=0,05)
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FIGURE 7 : Expérience avec la variété Spanish cultivée dans le sol de Marlins (pH 5,0)
A: Contenus en pigments photosynthétiques totaux dosés dans la partie aérienne des plantes
endomycorhizées (——e—) ou non (—=z—)
B : Poids de matiere fraiche aérienne des plantes endomycorhizées (—*—— ) ou non
( )
C : Fréquence arbusculaire (A %) estimée aprés coloration au bleu de trypan (—a=—) et

des activités succinate déshydrogénase (———) et phosphatase alcaline fongique
(—=—) les racines des plantes endomycorhizées

Pour chaque graphique, les valeurs obtenues pour une méme semaine sont significativement
différentes lorqu'elles sont suivies de lettres différentes (p=0,05)
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de la nutrition en P et expliquerait en partie la forte stimulation de croissance observée chez

les ananas endomycorhizés.

CONCLUSION

Nous pouvons dire que l'inoculation endomycorhizienne en terrine au début du
sevrage assure une colonisation rapide des racines des virroplants d'ananas par les
champignons symbiotiques. L'endomycorhization améliore considérablement Ia croissance
des ananas et cet effet varie selon le champignon endomycorhizogéne utilisé. Les meilleurs
résultats de croissance sont obtenus avec Glomus sp. (LPA21) dans un sol acide ot est
généralement cultivé I'ananas. Ce champignon symbiotique a été isolé dans un sol analogue a
ceux utilisés pour la culture de I'ananas. L'endomycorhization favorise le développement de
plantes avec un systéme racinaire porportionnellement moins important, mais plus efficace
que celui des plantes non inoculées. En effet, la nutrition minérale est améliorée par les
endomycorhizes. L'endomycorhization influence positivement d'autres aspects de la
physiologie de la plante comme la production de pigments photosynthétiques. L'ensemble de
ces effets bénéfiques expliquerait la meilleure croissance des ananas endomycorhizés.

Ces résultats soulignent qu'il est nécessaire de bien raisonner les apports
d'engrais en prenant en considération la présence des endomycorhizes. En effet, des
réductions de croissance des plantes endomycorhizées ont été observées suite a4 une
fertilisation phosphatée trop élevée. Ces réductions seraient liées 4 des baisses d'efficacité des
champignons symbiotiques.

L'utilisation des colorations vitales et fonctionnelles donne une image
instantanée de I'efficacité de la symbiose et de son effet sur la croissance de l'ananas. A ['aide
de ces colorations, il est désormais possible de suivre in situ l'influence réelle d'une
endomycorhization contrflée.
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CHAPITRE II : ROLE. DES ENDOMYCORHIZES SUR LE DEVELOPPEMENT DES

VITROPLANTS D'ANANAS EN CONDITIONS DE STRESS ABIOTIQUE ET
BIOTIQUES

1 - Role des endomycorhizes dans un sol a forte salinité

Nous avons étudi€ la tolérance vis 4 vis du NaCl (2 ou 5 g de NaCl/kg de
substrat) de vitroplants endomycorhizés ou non des variétés Queen Tahiti et Cayenne lisse
(clone CYO0) dans un sol acide.

Chez la variété Queen Tahiti, l'infection endomycorhizienne n'est pas modifiée
par les teneurs en NaCl du sol. L'endomycorhization augmente les croissances aérienne et
racinaire des plantes quel que soit le niveau de NaCl dans le sol (Annexe 4, tableau 1).
Comme prévu, le rapport (R/A) est réduit par les endomycorhizes et la présence de NaCl dans
le sol le diminue encore (Annexe 4, figure 2A).

Par contre chez la variété Cayenne lisse, le NaCl diminue l'infection
endomycorhizienne (Annexe 4, figure 1) et cela est accompagné d'une croissance moins
importante des plantes inoculées (Annexe 4, tableau 2). Cette perte de croissance est d'autant
plus importante que la teneur en NaCl est élevée. Le NaCl diminue le rapport (R/A) des
plantes non endomycorhizées mais n'a aucun effet sur celui des plantes endomycorhizées
(Annexe 4, figure 2C),

Quel que soit le traitement, les quantités absorbées d'éléments minéraux sont
toujours supérieures chez les deux variétés endomycorhizées (Annexe 4, tableaux 3 et 4).

Chez la variété Queen Tahiti, I'endomycorhization augmente les concentrations
en P, Ca et Mg, par contre celles en N et K sont supérieures chez les plantes non
endomycorhizées (Annexe 4, tableau 3).

Les concentrations en N, P et K des plantes endomycorhizées de la variété
Cayenne lisse sont positivement influencées par les deux niveaux de NaCl du sol, en revanche
celles des plantes non inoculées le sont seulement avec la teneur la plus faible en NaCl. Pour
le Ca et le Mg, seules les concentrations en Ca de la variété Cayenne lisse non
endomycorhizée sont améliorées en présence de NaCl (Annexe 4, tableau 4).

Discussion
L'absence d'altération de linfection symbiotique en présence de NaCl

tellurique chez la variét€ Queen Tahiti permet aux plantes endomycorhizées de maintenir leur
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croissance ; cela est en accord avec les résultats que Dixon et al. (1993) ont obtenus chez
Leucaena.

Par contre chez la variété Cayenne lisse, les réductions de croissance et
d'infection chez les plantes endomycorhizées sont d'autant plus importantes que le niveau de
NaCl dans le sol est élevé ; ceci a déjd été observé chez l'oignon (Ojala er al., 1983).
Toutefois, les baisses de croissance ne sont pas li€es 4 une diminution des teneurs en P de ces
plantes. En effet, le niveau en P est maintenu chez les plantes endomycorhizées malgré le
NaCl du sol. Néanmoins, certains auteurs ont montré que le maintien des teneurs en P chez
les plantes endomycorhizées en présence de NaCl dans le sol leur permettait de se développer
de fagon comparable i celles endomycorhizées en absence de NaCl (Ojala er al., 1983 ;
Hartmond e al., 1987). Le NaCl réduirait l'infection endomycorhizienne en agissant sur la
germination des spores (Hirrel, 1981 ; Estaun, 1989) et la croissance du champignon
symbiotique (White et al., 1989).

Le rapport (R/A) chez la variété Queen Tahiti est réduit chez les plantes
endomycorhizées et le NaCl le diminue encore. Cet effet réduirait le contact des racines avec
le NaCl du sol. Cette modification résulterait d'une meilleure adaptation au NaCl des plantes
endomycorhizées. En effet, Rosendahl et Rosendahl (1991) ont montré que la surface

racinaire de concombres endomycorhizés est réduite en présence de NaCl.

2 - Influence des endomycorhizes sur la synthése de composés phénoliques racinaires

Certains auteurs attribuent aux plantes endomycorhizées une résistance accrue
aux stress grace a une synthése plus élevée de composés du métabolisme secondaire de la
plante, en particulier des composés phénoliques (Dehne et Schénbeck, 1979 ; Krishna et
Bagyaraj, 1984b). Nous avons donc analysé si les endomycorhizes sont capables d'influencer
la synthese de tels composés phénoliques racinaires chez trois variétés d'ananas (Queen
Tahiti, Cayenne lisse (clone CYQ) et Spanish).

Chez les trois variétés, les endomycorhizes provoquent une augmentation des
teneurs en composés phénoliques racinaires par rapport aux plantes non endomycorhizés
(FIGURE 8). Les teneurs et les augmentations induites par les endomycorhizes ne sont pas les
mémes d'une variété a I'autre ; en effet la synthése de ces composés est plus importante chez
la variété Spanish.

Discussion
Les endomycorhizes influencent positivement la synthése des composés
phénoliques racinaires chez l'ananas et cela est en accord avec les résultats de Krishna et
Bagayraj (1984b). L'augmentation de ces composés est associée non sculement a des stress
abiotiques (Bailey, 1982) mais aussi aux phénomenes de résistance vis a vis de pathogénes.
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Certains composés phénoliques synthétisés dans les racines des plantes endomycorhizées se
fixeraient sur les parois cellulaires des plantes les rendant plus résistantes aux agressions
pathogénes (Grandmaison et al., 1993). Ainsi les vitroplants d'ananas endomycorhizés
seraient plus aptes a se défendre.

Phénols totaux (mg/g de Pfr)
b
1

Queen Cayenne Spanish
Tahiti lisse

FIGURE 8 : Teneur en composés phénoliques totaux dans les racines
de trois variétés d'ananas endomycorhizées (M) ou non (NM), agées
de 4 mois et cultivées dans le sol de Marlins (pH 5,0).

Les valeurs suivies par des lettres différentes sont significativement
différentes (p=0,05)

3 - Role des endomycorhizes lors d'attaques de pathogénes

En cours de croissance, les racines d'ananas peuvent étre agressées par des
pathogenes telluriques. Nous avons voulu analyser l'apport des endomycorhizes a la
résistance des plants micropropagés vis & vis de deux pathogenes de l'ananas : Pratylenchus
brachyurus (nématode) et Phytophthora cinnamomi {(champignon). Nous avons
particulicrement étudié linfluence de la période dinoculation des champignons
endomycorhizogenes par rapport 4 celle des pathogenes, c'est a dire avant, en méme temps ou
apreés le pathogene,

Dans une premigre expérience, le champignon endomycorhizogéne a été
inoculé a la sortie de 1a virroculture avant P. brachyurus qui I'a été¢ au moment du repiquage.
Dans une autre expérience, les endomycorhizes et les nématodes ont été appliqués
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simultanément a la sortie de la vitroculture ou au moment du repiquage. La troisidéme
expérience a consisté 4 introduire le champignon endomycorhizogéne au moment du
repiquage apres que les nématodes aient été inoculés a la sortie de la vitroculture.

Dans le cas de P. cinnamomi, les endomycorhizes ont été inoculées 4 la sortie
de la virroculture et le champignon pathogene a été appliqué soit au moment du repiquage soit
un mois plus tard.

3.1 - Cas de Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filip & Schurr-Steekh
Ce nématode a toujours été appliqué 4 la méme concentration chez les variétés

Queen Tahiti, Cayenne lisse (clone CY0) et Spanish.

3.1.1 - Inoculation endomycorhizienne avant celle des nématodes
Seules les fréquences arbusculaires (A%) estimées aprés coloration des
activités SDH et Pase sont réduites par les nématodes chez la variété Queen Tahiti (Annexe 5,
tableau 3).
Par contre, les proportions d'arbuscules vivants (A%(SDH)/A % (bleu de trypan)
et fonctionnels (A% (Pase)/A% (bleu de trypan)) chez les trois variétés ne sont pas modifiées
par les nématodes (Annexe 5, Matériel et Méthodes et tableau 3).

La croissance des plantes endomycorhizées ou non des trois variétés n'est pas
modifiée par cette inoculation des nématodes, & l'exception de la croissance racinaire des
plantes endomycorhizées de la variété Cayenne lisse qui est diminuée (Annexe 5, tableau 1).

Toutefois, les endomycorhizes réduisent la population des nématodes dans les
racines des trois variétés (Annexe 5, tableau 1).

La présence de P. brachyurus n'altére pas l'effet positif des endomycorhizes sur
les contenus en €léments minéraux chez les trois variétés ; en revanche le pathogéne réduit les
contenus en P des plantes non endomycorhizées (Annexe 9, tableau 8).

L'effet positif des endomycorhizes sur les concentrations en P, Ca et Mg des
trois variétés n'est pas modifié par les nématodes (Annexe 5, tableau 2). Par contre, les

concentrations en N et K sont supérieures chez les plantes non endomycorhizées.

3.1.2 - Inoculation simultanée des endomycorhizes et du pathogéne
3.1.2.1 - A 1a sortie de la vitroculture
La fréquence arbusculaire visualisée aprés coloration au bleu de trypan est
altérée par les nématodes chez les variétés Queen Tahiti et Spanish (Annexe 5, tableau 3), de
plus le pathogéne diminue celle estimée aprés coloration des activités SDH et Pase mais
seulement chez la variété Queen Tahiti.
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Cependant, les nématodes ne modifient pas les proportions d'arbuscules vivants
et fonctionnels chez les trois variétés (Annexe 5, tableau 3).

La croissance aérienne des plantes endomycorhizées des trois variétés n'est pas
affectée par les nématodes contrairement 2 celle des plantes non endomycorhizées (Annexe 5,
tableau 1). La croissance racinaire des plantes endomycorhizées ou non des variétés Cayenne
lisse et Spanish est réduite par les nématodes. La population des nématodes dans les racines
est réduite chez les plantes endomycorhizées des trois variétés (Annexe 5, tableau 1).

Les nématodes apportés simultanément au champignon symbiotique n'altérent
pas non plus l'effet bénéfique des endomycorhizes sur 'absorption des éléments minéraux
chez les trois variétés. En revanche, ils réduisent fortement les contenus de tous les éléments
minéraux des plantes non endomycorhizées (Annexe 9, tableau 8).

L'effet positif des endomycorhizes sur les concentrations en P, Ca et Mg des
variétés Queen Tahiti et Spanish est encore plus net en présence du pathogéne (Annexe 5,
tableau 2). De plus, les concentrations en N des variétés Queen Tahiti et Spanish sont
supérieures chez les plantes endomycorhizées mais seulement en présence des nématodes.
Chez la variété Cayenne lisse, l'effet positif des endomycorhizes sur les concnetrations en P
est encore plus manifeste en présence des nématodes. Par contre, les concentrations en K des
trois variétés sont généralement supérieures chez les plantes non endomycorhizées .

3.1.2.2 - Au moment du repiquage
Les nématodes réduisent la fréquence arbusculaire estimée aprés les trois
colorations chez la variété Queen Tahiti (Annexe 5, tableau 3),
En revanche, les proportions d'arbuscules vivants et fonctionnels ne sont pas
diminuées par P. brachyurus chez les trois variétés (Annexe 5, tableau 3).

Les croissances aérienne et racinaire des plantes endomycorhizées des trois
variétés ne sont pas modifiées par les nématodes. Par contre, celles des plantes non
endomycorhizées de la variété Queen Tahiti sont fortement réduites par ce pathogéne
(Annexe 5, tableau 4). La formation des endomycorhizes diminue la population des
nématodes dans les racines des trois variétés étudiées (Annexe 3, tableau 4).

La présence des nématodes n'affecte pas l'effet positif des endomycorhizes sur
les contenus en éléments minéraux chez les trois variétés, cependant ce pathogéne affecte les
contenus en P des plantes non endomycorhizées (Annexe 9, tableau 9).

L'effet positif des endomycorhizes sur les concentrations en N, P, Ca et Mg des
trois variétés n'est pas altéré par les nématodes sauf pour celles en N des variétés Queen
Tahiti et Cayenne lisse (Annexe 5, tableau 5). En revanche, les concentrations en K des trois
variétés sont plus élevées chez les plantes non endomycorhizées.
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3.1.3 - Inoculation endomycorhizienne aprés celle des nématodes
La fréquence arbusculaire (A %) estimée aprés coloration non vitale est réduite
par les nématodes chez les variétés Queen Tahiti et Spanish (Annexe 5, tableau 3). En outre,
les nématodes diminuent les valeurs de A% évaluées aprés coloration des activités SDH et
Pase mais seulement chez la variété Queen Tahiti,
Par contre, P. brachyurus n'affecte pas les proportions d'arbuscules vivants et
fonctionnels chez les trois variétés (Annexe 5, tableau 3).

Les croissances aérienne et racinaire des trois variétés endomycorhizées ne
sont pas affectées par linoculation précoce des nématodes (Annexe 5, tableau 4),
contrairement a celle des plantes non endomycorhizées de la variété Queen Tahiti (Annexe 53,
tableau 4).

Les endomycorhizes réduisent le nombre des nématodes seulement dans les
racines des ananas de la variété Queen Tahiti (Annexe 5, tableau 4).

L'apport de P. brachyurus avant 'endomycorhization n'altére pas les contenus
en éléments minéraux chez les plantes endomycorhizées des trois variétés, par contre il baisse
ceux des plantes non endomycorhizées (Annexe 9, tableau 9).

L'effet positif des endomycorhizes sur les concentrations en N, P, Ca et Mg est
maintenu chez les variétés Queen Tahiti et Spanish malgré la présence des nématodes. Cet
effet est maintenu seulement pour le P chez la variété Cayenne lisse (Annexe 5, tableau 5).
Par contre, les concentrations en K sont supérieures chez les plantes non endomycorhizées
des trois variétés.

3.1.4 - Discussion

La croissance des plantes endomycorhizées des trois variétés n'est pas modifiée
par les nématodes quelle que soit leur période d'application par rapport 4 celle des
endomycorhizes et elle est toujours significativement supérieure i celle des plantes non
endomycorhizées. Par contre la croissance des vitroplants non endomycorhizés est fortement
réduite quand les nématodes sont inoculés dés la sortie de la vitroculture,

Selon O'Bannon et Nemec (1979) et Thomas er al. (1989), les nématodes
réduiraient le développement des champignons endomycorhiziens dans les racines en créant
un environnement défavorable 2 leur installation. Mais cela ne semble pas étre le cas chez
I'ananas, le pathogéne quelle que soit sa période d'application ne modifie pas l'efficacité de la
symbiose ; en effet les proportions d'arbuscules vivants et fonctionnels ne sont jamais
affectées par P. brachyurus.

La nutrition en P des plantes endomycorhizées n'est pas affectée par la
présence de P. brachyurus ; cela contribuerait & augmenter la résistance i ce pathogéne
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(Smith et Kaplan, 1988). En effet, le P rendrait les plantes plus tolérantes par une action
directe sur les nématodes (Mac Guidwin er al., 1985). Des autres explications seraient que les
endomycorhizes altéreraient l'attraction et la pénétration du pathogéne dans les racines en
modifiant les exsudations racinaires (Kellam et Schenck, 1980) et qu'elles affecteraient
l'alimentation et Ia reproduction des nématodes (Smith, 1987 ; Ingham, 1988).

Les endomycorhizes réduisent la population de P. brachyurus dans les racines
d'ananas chez lesquelles les nématodes ont été appliqués simultanément ou apreés l'inoculation
symbiotique. La population des nématodes n'est pas réduite par les endomycorhizes inoculées
un mois aprés les nématodes chez les variétés Cayenne lisse et Spanish. Dans ce cas, les
nématodes ont pu s'installer sans compétition dans les racines des plantes. Il est donc
intéressant d'introduire les endomycorhizes le plus rapidement possible, avant que les plantes
ne soient en contact avec des nématodes (Suresh et Bagyaraj, 1984 ; Pinochet er al., 1993).

La population de P. brachyurus est moins importante dans les racines de la
variété Spanish par rapport a celle déterminée chez les deux autres variétés. Ces résultats
peuvent &tre mis en relation avec les quantités de composés phénoliques dosés dans les
racines des trois variétés. En effet, c'est chez la variété Spanish endomycorhizée que la
population de nématodes et l'accumulation des composés phénoliques sont les plus
importantes. La stimulation de la synthése de composés phénoliques observée chez les plantes
endomycorhizées peut donc &tre, en partie, & l'origine d'un effet inhibiteur sur le
développement de ces nématodes dans les racines d'ananas. Cependant ceci ne semble pas en
accord avec les résultats obtenus chez Cajanus cajan, chez qui la présence de nématode du
genre Meloidogyne influencerait négativement I'accumulation d'une phytoaléxine, le cajanol
(Marley et Hillocks, 1994).

3.2 - Cas de Phytophthora cinnamomi Rands

L'inoculation du champignon endomycorhizogéne (& la sortie de la
vitroculture) a toujours été réalisée avant celle du champignon pathogéne qui a été apporté au
moment du repiquage ou un mois plus tard. Plusieurs doses de P, cinnamomi ont été testées.

3.2.1 - Effet de l'apport de P. cinnamomi au moment du repiquage

L'intensité de l'infection (M%) chez les deux variétés n'est pas altérée par
'apport de P. cinnamomi (Annexe 6, figures 1A et 2A).

Par contre, 'apport de P. cinnamomi a la dose la plus élevée réduit la fréquence
arbusculaire (A %) estimée aprés coloration au bleu de trypan (-36%) et de l'activité Pase (-
34%) chez la variét€ Queen Tahiti (Annexe 6, figure 1C). Une réduction de A% évaluée aprés
coloration de l'activité Pase (-47%) est aussi observée chez la variété Cayenne lisse avec la
dose la plus concentrée (Annexe 6, figure 2C).
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Chez la variété Queen Tahiti, P. cinnamomi provoque a toutes les doses une
réduction des croissances aérienne et racinaire des plantes non endomycorhizées alors que
cette baisse n'est observée chez les plantes endomycorhizées qu'a la dose la plus élevée de
l'inoculum pathogene (Annexe 6, tableau 1). '

Le rapport (R/A) est plus faible chez les plantes endomycorhizées de la variété
Queen Tahiti sauf chez celles inoculées par la dose la plus élevée de P. cinnamomi {Annexe
6, figure 3A).

Chez la variété Cayenne lisse, P. cinnamomi entraine une baisse de croissance
afrienne uniquement chez les plantes non endomycorhizées et seulement aux dilutions les
plus concentrées. Par contre, la croissance racinaire des plantes endomycorhizées est
diminuée pour les doses les plus élevées du pathogéne (Annexe 6, tableau 2). Le rapport
(R/A} est toujours réduit par les endomycorhizes chez les plantes de la variété Cayenne lisse
(Annexe 6, figure 3C).

Chez la variété Queen Tahiti, P. cinnamomi n'altére pas l'effet positif des
endomycorhizes sur les teneurs en P, par contre il diminue les concentrations en P des plantes
non endomycorhizées (Annexe 6, tableau 3). Les teneurs en N et K tendent 4 augmenter en
présence de P. cinnamomi chez les plantes endomycorhizées ou non. Les baisses de
concentration en Ca et Mg provoquées par le pathogéne sont moins imporiantes chez les
plantes endomycorhizées. P. cinnamomi altére le contenu en éléments minéraux aussi bien
des plantes endomycorhizées ou non, toutefois les quantités absorbées des plantes
endomycorhizées sont toujours plus élevées que celles des plantes non inoculées (Annexe 9,
tableau 10).

Chez la variété Cayenne lisse, l'effet positif de l'endomycorhization sur les
teneurs en P, Ca et Mg est maintenu en présence du pathogéne (Annexe 6, tableau 4). Les
concentrations en N et K sont généralement supérieures chez les plantes non
endomycorhizées. Les quantités absorbées d'éléments minéraux des plantes endomycorhizées
ou non sont négativement influencées en présence du pathogéne, cependant les contenus des
plantes endomycorhizées sont toujours supérieurs 3 ceux des plantes non endomycorhizées
(Annexe 9, tableau 11).

3.2.2 - Effet de l'apport de P. cinnamomi un mois aprés le repiquage
L'intensité de l'infection (M%) et la fréquence arbusculaire (A%) estimées
aprés les trois colorations chez les deux variétés ne sont pas modifiées par les différentes
doses d'application de P. cinnamomi (Annexe 6, figures 1B, 1D, 2B et 2D),

Les croissances aérienne et racinaire des plantes non endomycorhizées de la
variété Queen Tahiti sont diminuées par le niveau le plus élevé de P. cinnamomi alors que
celles des plantes endomycorhizées ne sont pas altérées par le pathogéne (Annexe 6, tableau
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3). On note donc que l'effet négatif sur la croissance aérienne induit par la concentration la
plus élevée du pathogene chez cette variété endomycorhizée disparait quand le pathogéne est
inoculé un mois plus tard. Par contre, la croissance racinaire des plantes endomycorhizées de
cette variété est réduite en présence du pathogéne.

Le rapport (R/A) est plus faible chez les plantes endomycorhizées de la variété
Queen Tahiti (Annexe 6, figure 3B), sauf chez celles inoculées avec la dose 1a plus élevée du
pathogene.

Chez la variété Cayenne lisse, P. cinnamomi n'a pas d'incidence négative sur la
croissance des plantes qu'elles soient endomycorhizées ou non (Annexe 6, tableau 6). Comme
prévu, le rapport (R/A) est réduit chez les plantes endomycorhizées de cette variété (Annexe
6, figure 3D).

L'effet positif de I'endomycorhization sur les teneurs et les quantités absorbées
de P, Ca et Mg n'est pas modifié par le pathogéne chez les variétés Queen Tahiti et Cayenne
lisse (Annexe 6, tableaux 7 et 8 et Annexe 9, tableaux 12 et 13). Les contenus en N et K sont
supérieurs chez les plantes endomycorhizées des deux variétés, par contre leurs
concentrations sont plus élevées chez les plantes non endomycorhizées.

3.2.3 - Discussion

La croissance des plantes endomycorhizées de la variété Cayenne lisse n'est
pas modifiée par P. cinnamomi tandis que celle de Queen Tabhiti est altérée en présence de P.
cinnamomi mais seulement a la dose la plus élevée du pathogéne et uniquement lorsque son
application est réalisée au moment du repiquage (inoculation la plus précoce du pathogéne).
P. cinnamomi n'affecte pas la colonisation endomycorhizienne dans les racines de la plante
mais il altérerait le fonctionnement du champignon endomycorhizogéne quand il est appliqué
a4 la dose la plus concentrée au moment du repiquage. La réduction de croissance
s'expliquerait donc, en partie, par une moindre efficacité de la symbiose.

L'influence de P. cinnamomi sur la croissance des vitfroplants d'ananas dépend
de plusieurs facteurs dont le taux d'inoculum du pathogéne comme l'ont montré Davis et
Menge (1981) chez le citrus. Son effet dépend également de 1'4ge de la plante au moment de
I'application du pathogéne. Les ananas endomycorhizés ou non sont plus sévérement affectés
par l'inoculation au moment du repiquage de P. cinnamomi que ceux inoculés un mois plus
tard.

Toutefois, les plantes endomycorhizées résistent mieux & P. cinnamomi que les
plantes non endomycorhizées, ce qui pourrait s'expliquer par I'augmentation de la synthése
des composés phénoliques participant aux phénomenes de résistance des plantes. De plus, la
présence des endomycorhizes modifierait aussi I'exsudation racinaire (Ratnayake et al., 1978)
conduisant 4 des changements de composition de la population microbienne de la rhizosphére
(Graham et Menge, 1982). Meyer et Linderman (1986) ont observé une réduction de
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production de sporanges et de zoospores de P. cinnamomi en présence de racines
endomycorhizées.

CONCLUSION

Les endomycorhizes chez l'ananas peuvent &tre considérées comme agent
capable d'améliorer la tolérance a un stress abiotique tel qu'un niveau élevé de NaCl dans le
sol et comme agent de bioprotection contribuant a la résistance vis a vis de P. brachyurus et
P. cinnamomi.

Quand l'infection endomycorhizienne n'est pas affectée par des niveaux élevés
de NaCl dans le sol, elle influencerait le développement des ananas leur permettant de mieux
s'adapter 4 de telles conditions de stress.

L'effet bénéfique des endomycorhizes comme bioprotecteur sur la croissance
de l'ananas pourrait &tre dii au maintien de lefficacité de la symbiose permettant
I'amélioration de la nutrition minérale. Une autre explication serait la synthése accrue de
composés phénoliques dans les racines endomycorhizées ainsi que les changements
d'exsudats racinaires qui réduiraient l'activité des pathogenes. Cependant l'infestation par des
nématodes et des champignons pathogeénes est trés peu problable pendant les phases de
sevrage et de croissance en salle climatisée ou en serre avant le transfert au champ. Les
résultats de bioprotection obtenus au cours des phases précédant le repiquage en plantation
donneraient déja des indications sur 'effet possible des endomycorhizes au champ. Toutefois
des vérifications sont nécessaires 4 cette echelle afin de confirmer ces résultats.
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CHAPITRE I1I : INFLUENCES DE PESTICIDES SUR LE DEVELOPPEMENT ET
L'ACTIVITE DES ENDOMYCORIHIZES

1 - Effets de fongicides appliqués au sol

Les fongicides sont couramment utilisés dans les systémes de production de
plantes. Nous avons voulu étudier l'effet de plusieurs fongicides (phoséthyl-Al, étridiazol,
captane et manebe) sur le développement et l'activité de la symbiose ainsi que sur la
croissance et la nutrition minérale des vitroplants des variétés Queen Tahiti et Cayenne lisse
{clone CYO0).

L'inoculation des endomycorhizes et 1'application au sol des fongicides ont été

réalisées a la sortie de la vitroculture. Les fongicides ont été appliqués aux doses
recommandées pour contrdler les champignons pathogénes du sol.

1.1 - Développement et activité de l'infection endomycorhizienne
Les valeurs de l'intensité de l'infection (M%) estimées aprés coloration au bleu

de trypan chez les deux variétés sont comprises entre 84 et 93% quel que soit le traitement
(Annexe 7, figure 3A et 3C). Par contre, la fréquence arbusculaire (A%) estimée aprés
coloration non vitale est réduite par le captane et le manebe chez les deux variétés (Annexe 7,
figure 3B et 3D).

Par ailleurs, les valeurs de M% et A% estimées aprés coloration des activités
SDH et Pase sont réduites chez les deux variétés seulement apreés application de 1'étridiazol.

1.2 - Influence sur la croissance

L'influence positive des endomycorhizes sur les croissances aérienne et
racinaire des deux variétés n'est pas affectée par l'application des fongicides a l'exception de
I'étridiazol qui inhibe la croissance aérienne (Annexe 7, tableaux 3A et 3B). De plus, la
grande sensibilité des deux variétés non endomycorhizées aux quatre fongicides tend &
augmenter l'effet endomycorhizien sur les croissances aérienne et racinaire, sauf pour la
variété Queen Tahiti traitée avec I'étridiazol et le captane (Annexe 7, tableau 3C).

Comme prévu, le rapport (R/A) des plantes endomycorhizées est inférieur &
celui des plantes non endomycorhizées chez les deux variétés mais l'application des
fongicides inverse toujours cet effet (Annexe 7, figure 2).

1.3 - Effet sur la nutrition minérale

Les fongicides n'altérent pas l'effet positif des endomycorhizes sur les
concentrations en P, Ca et Mg chez les deux variétés a l'exception de l'étridiazol chez la
variété Queen Tahiti {(Annexe 7, tableaux 3D et 3E). En revanche, les concentrations en N et
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K sont généralement supérieures chez les plantes non endomycorhizées des deux variétés
avec ou sans l'application des fongicides.

L'effet positif des endomycorhizes sur les quantités absorbées en éiéments
minéraux est maintenu en présence des fongicides chez les deux variétés (Annexe 7, tableaux
3D et 3E). Cependant, les fongicides peuvent influencer les contenus des plantes
endomycorhizées ou non. Par exemple, le captane améliore le contenu en €léments minéraux
de la variété Queen Tahiti inoculée ou non. Chez la variété Cayenne lisse, le man&be cause
une légére augmentation des contenus en N, P, K, Ca et Mg chez les plantes
endomycorhizées, par contre l'étridiazol influence négativement les quantités absorbées

d'éléments minéraux par les plantes non inoculées.

1.4 - Effet du phoséthyl-Al sur la synthése de composés phénoliques racinaires

Nous avons réalisé le dosage des composés phénoliques dans les racines des
plantes de la variété Queen Tahiti traitées avec le phoséthyl-Al car ce fongicide est connu
pour stimuler des mécanismes de défense des plantes (Leroux, 1981) (Annexe 7, tableau 1).

L'application du phoséthyl-Al augmente la production des composés
phénoliques chez les plantes non inoculées (+28%) (FIGURE 9). En revanche, son
application diminue, de plus de 50%, la teneur de ces composés dans les racines des plantes
endomycorhizées.

O NM M
§ 2,0-
8 b
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B 151
E c
b
=
=
2 1,07
o
2
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A 0,5
0,0
témoin phoséthyl-Al

FIGURE 9: Teneurs en composés phénoliques totaux dosés dans les
racines de la variété Queen Tahiti endomycorhizée (M) ou non (NM),
agée de 4 mois, cultivée dans le sol de Marlins (pH 5,0) et traitée avec
du phoséthyl-Al ou non (témoin).

Les valeurs suivies par des lettres différentes sont szgmﬁcatlvemenr
différentes (p=0,05)
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1.5 - Discussion

L'infection endomycorhizienne et la croissance de l'ananas ne sont pas
affectées par le phoséthyl-Al et cela est en accord avec les résultats d'Aziz er al. (1990)
obtenus chez cette méme plante et avec ceux observés chez d'autres espéces végétales (Jabaji-
Hare et Kendrick, 1985 ; Despatie et al., 1989 ; Morandi, 1989 ; Trouvelot er al., 1991).
L'influence négative de ce fongicide sur la croissance des ananas non endomycorhizés a été
également rapportée par Aziz er al. (1990). Le phoséthyl-Al stimule la synthése des composés
phénoliques dans les racines des plantes non endomycorhizées. Par contre, l'association des
endomycorhizes et de ce fongicide réduit la teneur de ces composés. Cela pourrait signifier
que l'action du phoséthyl-Al ne se ferait pas par l'intermédiare de mécanismes de défense de
la plante mais directement sur le champignon pathogéne.

Le captane et le manébe réduisent la quantité d'arbuscules dans les racines
d'ananas micropropagés ; cela est en accord avec les résultats de Nesheim et Linn (1969)
obtenus chez le mais et de Kough er al (1987) sur l'oignon. Cependant I'effet
endomycorhizien sur la croissance et la nutrition minérale n'est pas altéré par ces deux
fongicides. Ceci s'expliquerait par le fait que les ananas traités avec ces deux fongicides
présentent des proportions élevées d'arbuscules vivants (captane : 50% et manebe : 48%) et
fonctionnels (captane : 33% et manébe : 30%).

Le faible développement des ananas endomycorhizés traités avec 1'étridiazol
semble 1ié a la fois aux faibles valeurs de A% évalueés aprés coloration des activités SDH et
Pase et a la fois aux faibles proportions d'arbuscules vivants (26%) et fonctionnels (17%).

2 - Application de nématicides

Chez l'ananas, les dégits occasionnés par les nématodes ont un fort impact
économique et l'utilisation de nématicides est courante (Schneider er al., 1992).

Les nématicides sont appliqués au moment du repiquage aprés l'inoculation
endomycorhizienne réalisée 4 la sortie de la vitroculture. La dose la plus forte de chacun des
nématicides a détruit les vitroplants endomycorhizés ou non. Cette dose correspondait a celle
recommandée pour lutter contre les nématodes au champ (phénamiphos : 04g
M.A./vitroplant et éthoprophos : 0,2g M.A. fvitroplant)

Aucun vifroplant endomycorhizé ou non n'a été tué par les doses moyenne et
faible de chacun des nématicides (phénamiphos : 0,2g M.A./virroplant (dose moyenne) et
0,05g M.A /vitroplant (dose faible) et éthropophos : 0,1g M.A /vitroplant (dose moyenne) et
0,02g M. A./vitroplaut (dose faible)).

2.1 - Incidence sur l'infection endomycorhizienne
L'intensité de l'infection (M%) et la fréquence arbusculaire (A%) estimées

apres les trois colorations chez les trois variétés ne sont pas affectées par les deux nématicides
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appliqués aux doses moyenne et faible, 4 l'exception des valeurs de A% évaluées apres
coloration de l'activité Pase chez la variété Spanish traitée avec le phénamiphos (dose faible)
et I'¢thoprophos (dose moyenne) (FIGURE 10).

2.2 - Effet sur la croissance

La croissance aérienne des plantes endomycorhizées des variétés Queen Tahiti
et Cayenne lisse n'est pas altérée par les deux nématicides aux doses moyennes et faibles
(TABLEAUX 2 et 3). Les nématicides n'ont aucune influence sur la croissance racinaire des
plantes inoculées de la variété Cayenne lisse, par contre ils réduisent celle de la variété Queen
Tahiti. Les croissances aérienne et racinaire des plantes non inoculées sont diminuées par
I'éthoprophos appliqué aux doses moyennes et faibles chez la variété Queen Tahiti et par la
dose moyenne des deux nématicides chez la variété Cayenne lisse. Le rapport (R/A) est
toujours réduit par les endomycorhizes chez ces deux variétés,

Chez la variété Spanish, le phénamiphos (dose faible) et I'éthoprophos (dose
moyenne) affectent les croissances aérienne et racinaire des plantes endomycorhizées
(TABLEAU 4). Les deux nématicides réduisent également la croissance de cette variété non
endomycorhizée. Les endomycorhizes n'ont aucun effet sur le rapport (R/A) chez cette
variété,

2.3 - Effet sur 1a nutrition minérale

L'application des nématicides aux doses moyennes et faibles n'altére pas l'effet
bénéfique des endomycorhizes sur les concentrations en N, Ca et Mg des trois variétés, a
'exception celui sur le Ca chez la variété Cayenne lisse et celui sur N chez la variété Spanish
quand les deux nématicides sont appliqués a la dose moyenne (Annexe 9, tableaux 14A, 15A,
16A). Par contre, les concentrations en K sont généralement supérieures chez les plantes non
endomycorhizées.

Chez les variétés Queen Tahiti et Cayenne lisse, les concentrations en P sont
fortement augmentées chez les plantes endomycorhizées traitées avec les deux nématicides
aux doses moyennes et faibles et chez celles non inoculées traitées avec la dose moyenne
(Annexe 9, tableaux 14A, 15A, 16A).

Les quantités absorbées d'éléments minéraux sont améliorées par les
endomycorhizes avec ou sans l'application des nématicides (Annexe 9, tableau 14B, 15B et
16B).

2.4 - Discussion
Ces travaux mettent en évidence qu'il est nécessaire de tester les doses de
nématicides a appliquer sur les virroplants d'ananas. En effet, ces vifroplants n'ont pas
supporté l'application de la dose la plus forte des nématicides (celle recommandées pour lutter

contre les nématodes au champ).
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FIGURE 10 : Intensité de l'infection (M%) (A, B et C) et fréquence arbusculaire (A%) (D, EetF)
estimées apres coloration au bleu de trypan (B) et des activités succinate déshydrogénase (SDH)
et phosphatase alcaline fongique (Pase) des variétés Queen Tahiti (A et D), Cayenne lisse (B et E)
et Spanish (C et F) d'ananas endomycorhizés, agées de 4 mois, cultivées dans le sol de Marlins et
traités avec 2 nématicides : phénamiphos (P.): doses faible, moyenne et éthoprophos (E.): doses
faible, moyenne, ou non (Témoin).

Pour chaque coloration, les valeurs suivies par des lettres différentes sont significativement
différents (p=0,05).
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[Traitements
Pfa (g) Pfr (g) Psa (g) R/A
Témoin NM 21,07c 3,00b 2,19¢ 0,14a
M 41,18a 4,18a 4,26a 0,10b
Phénamiphos dose NM 17,67¢ 2,67c 1,77¢ 0,15a
faible M 41,79a 3,41b 3.81a 0,08b
Phénamiphos dose NM 19,38¢ 3,I7b 2,03¢c 0,16a
moyenne M 33,76ab 3,28b 2,92b 0,10b
Ethoprophos  dose NM 10,66d 1,64d 1,16d 0,15a
faible M 35,84ab 3,11b 3,17ab 0,09b
Ethoprophos  dose NM 9,23d 1,35d 0,97d 0,15a
moyenne M 32,80ab 3,52b 2,92b 0,11b
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TABLEAU 2 : Poids de matiére fraiche de la partie aérienne (Pfa) et des racines (Pfr) et poids
de matiere seéche de la partie aérienne (Psa) de la variété d'ananas Queen Tahiti
endomycorhizée (M) ou non (NM), 4gée de 4 mois, cultivée dans le sol de Marlins et traitée
avec deux nématicides : phénamiphos (doses faible et moyenne) et ethoprophos (doses faible
et moyenne) ou ron {Témoin)

~Pour chaque colonne, les valeurs suivies par des lettres différentes sont significativement

différentes (p=0,05)

TABLEAU 3 : Poids de matiére fraiche de la partie aérienne (Pfa) et des racines (Pft) et poids
de matiere seche de la partie aérienne (Psa) de la variété d'ananas Cayenne lisse
endomycorhizée (M) ou non (NM), dgée de 4 mois, cultivée dans le sol de Marlins et traitée
avec deux nématicides : phénamiphos (doses faible et moyenne) et ethoprophos (doses faible
et moyenne) ou non (Témoin)

Trairements
Pfa (g) Pfr (g) Psa (g) R/A
Témoin NM 22,920 3,70b 2,38b 0,16a
M 44,523 5,17a 4,02a 0,12b
Phénamiphos dose NM 24,40b 3,49b 2,28b 0,14a
faible M 43,25a 4,50a 3,83a 0,10b
Phénamiphos dose NM 13,68¢ 2,36¢ 1,38¢ 0,17a
moyenne M 41,00a 5,16a 3,66a 0,12b
Ethoprophos  dose NM 27,54b 3,51b 2,52b 0,13ab
faible M 42,462 4,47a 3,83a 0,11b
Ethoprophos  dose NM 16,98¢c 2,50¢ 1,69¢ 0,152
moyenne M 40,59 5,01a 3.44a 0,12b

Pour chaque colonne, les valeurs suivies par des lettres différentes sont significativement
différentes (p=0,05)
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TABLEAU 4 : Poids de mati¢re fraiche de la partie aérienne (Pfa) et des racines (Pfr) et poids
de matiere séche de la partie aérienne (Psa) de la variété d'ananas Spanish endomycorhizée
(M) ou non (NM), 4gée de 4 mois, cultivée dans le sol de Marlins et traitée avec deux
nématicides : phénamiphos (doses faible et moyenne) et ethoprophos (doses faible et

o

)

0

O

moyenne) ou nen (Témoin)

Traitements
Pfa (g) Pfr (g) Psa (g) R/A
Témoin NM 24,27¢ 2,32b 2,34¢ 0,10a
M 42,502 3,85a 4,11a 0,09ab
Phénamiphos dose NM 18,42cd 1,71c 1,83d 0,09ab
faible M 29,17b 2,25b 2,79b 0,08ab
Phénamiphos dose NM 15,59d 1,63¢ 1,57d 0,11a
moyenne M 46,52a 4,78a 4.47a 0,10a
Ethoprophos  dose NM 14,78d 1,40c 1,50d 0,10a
faible M 36,60ab 3,64a 3,59ab 0,10a
Ethoprophos dose NM 14,08d 1,23¢ 1,22d 0,09ab
moyenne M 31,23b 2,16b 3,21b 0,07b

Pour chaque colonne, les valeurs suivies par des lettres différentes sont significativement

différentes (p=0,05)
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Chez les variétés Queen Tahiti et Cayenne lisse, la colonisation et l'activité
symbiotiques ainsi que la croissance des ananas endomycorhizés ne sont pas modifiées par
l'application des deux nématicides aux doses compatibles avec le développement de la plante.
Ces résultats sont en accord avec les travaux de Backman et Clark (1977) chez l'arachide et
Habte et Manjunath (1988) chez Leucaena.

La variété Spanish semble la plus sensible a de tels pesticides, le phénamiphos
(dose faible) et I'éthoprophos (dose moyenne) affectent I'activité du champignon symbiotique
dans les racines. Ceci est accompagné d'une réduction de croissance des plantes
endomycorhizées, Cette diminution de l'activité Pase des endomycorhizes influencée par les
nématicides expliquerait, partiellement, la baisse de développement de ces plantes inoculées.

La nutrition en P des plantes endomycorhizées des variétés Queen Tahiti et
Cayenne lisse est améliorée suite a l'application des nématicides. Ces pesticides sont
composés en partie de P, que pourraient utiliser les ananas. La récupération de ce P apparait
plus efficace chez les plantes endomycorhizées que chez les plantes non inoculées, Cet effet
est observé chez les plantes non endomycorhizées seulement quand les nématicides sont
appliqués a la dose la plus concentrée. Les champignons endomycorhizogénes utiliseraient
plus efficacement le P des nématicides. Par contre, cet effet n'est pas obtenu chez la variété
Spanish.

CONCLUSION

La complexité des résultats met en évidence que chaque pesticide doit étre testé
pour chaque combinaison plante/champignon endomycorhizogéne. L'application de
fongicides, tels que le phoséthyl-Al, le captane et le manébe aux doses recommandées pour
lutter contre les champignons pathogeénes permet de conserver l'effet bénéfique des
endomycorhizes sur le développement des ananas micropropagés. Par contre I'application des
fongicides altére la croissance des vitroplants non endomycorhizés mettant en évidence
l'intérét d'endomycorhizer les plants afin de supprimer ce stress.

Les vitroplants endomycorhizés ou non semblent plus sensibles aux
nématicides. En effet, le phénamophos et 1'é¢thoprophos appliqués aux doses recommandées
pour lutter contre les nématodes (dose forte) tuent les vitroplants inoculés ou non. En
réduisant les doses, ces nématicides deviennent compatibles avec I'inoculation
endomycorhizienne des plants micropropagés

L'association des endomycorhizes avec des pesticides ouvre des perspectives
intéressantes de lutte intégrée.
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CHAPITRE IV : UTILISATION D'INOCULA COMMERCIAUX DANS LA
PRODUCTION D'ANANAS MICROPROPAGES

1 - Inoculation et croissance de 1'ananas

Deux inocula commerciaux (AGC et Phytotec) ont été testés afin d'établir leur
effet sur la croissance des vitroplants de trois variétés d'ananas (Queen Tahiti, Cayenne lisse
{clone CYOQ) et Spanish) et d'observer leur développement dans deux types de sols désinfectés
(Marlins pH 5.0 et Epoisses pH 8.0). Pour chaque inoculum, deux doses (1 ou 3% du
substrat) ont été utilisées,

Les effets de ces inocula commerciaux ont été confrontés 4 ceux obtenus chez
des plantes inoculées avec deux champignons endomycorhizogénes de la collection du
laboratoire de Phytoparasitologie ; (LPA8) et (LPA21) utilisés respectivement en sol alcalin
et en sol acide.

1.1 - Croissance et infection endomycorhizienne en sol alcalin
La croissance aérienne des plantes endomycorhizées de la variété Queen Tahiti

est supérieure a celle des plantes non inoculées (+88 4 142% selon l'inoculum), par contre les
endomycorhizes n'ont aucun effet sur la croissance racinaire (Annexe 8, tableau 2).

Chez les variétés Cayenne lisse et Spanish, les meilleures performances en
terme de croissance aérienne ont été obtenues avec 'inoculum AGC (Annexe 8, tableaux 3 et
4). En revanche, le comportement est différent pour le systéme racinaire ; sa croissance est
stimulée par l'inoculum Phytotec chez la variété Cayenne lisse, par contre elle n'est pas
influencée par I'inoculation endomycorhizienne chez la variété Spanish.

L'intensité de l'infection (M%) ne différe pas selon les inocula utilisés chez la
variété Queen Tahiti (Annexe &, tableau 2), par contre elle est supérieure avec LPA8 et AGC
chez les plantes des variétés Cayenne lisse et Spanish (Annexe 8, tableaux 3 et 4). Les valeurs
de la fréquence arbusculaire (A%) sont plus élevées avec l'inoculum AGC chez les trois
variétés.

1.2 - Croissance et infection endomycorhizienne en sol acide
Chez la variété Queen Tahiti, la plus importante stimulation des croissances

aérienne et racinaire est obtenue quand les plantes sont endomycorhizées avec LPA21
(Annexe 8, tableau 5). Dans ces conditions, les inocula commerciaux améliorent seulement la

croissance racinaire de cette variété,
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Chez la variété Cayenne lisse, les meilleurs résultats de croissance aérienne
sont obtenus chez les plantes endomycorhizées avec LPA21 (+165%) et l'inoculum Phytotec
a 1% (+156%) (Annexe 8, tableau 6). Ce dernier apparait plus intéressant que l'inoculum
AGC (+73% a la dose de 1%). Ces deux inocula sont plus efficace sur la stimulation de
croissance 4 1% qu'a 3% chez cette variété.

Chez la variété Spanish, les croissances des plantes endomycorhizées par
LPA21 (+192%) et Phytotec 3% (+209%) sont plus élevées que celles obtenues avec les
autres inoculations (Annexe 8, tableau 7). Dans ce sol, I'inoculum Phytotec est plus efficace
qu'AGC pour stimuler le développement de cette variété,

Le niveau de I'infection endomycorhizienne est plus important chez les piantes
des trois variétés inoculées avec LPA21 (Annexe 8, tableaux 5, 6 et 7). Aucune différence de
niveau d'infection n'est observée dans les racines des variétés endomycorhizées avec les deux

inocula commerciaux.
2 - Effet sur la nutrition minérale

2.1 - Nutrition minérale en sol alcalin

L'inoculum AGC et ie champignon L.PA8 améliorent ies concentrations en P
des trois variétés (Annexe 9, tableau 17). Les trois types d'inocula endomycorhiziens
ameliorent aussi les concentrations en K chez les trois variétés. Les concentrations en Mg les
plus élevées sont mesurées chez les trois variétés inoculées avec LPAS,.

Pour le N et le Ca, les effets sont différents avec les variétés. En effet, les
concentrations en N sont améliorées par tous les inocula endomycorhizogenes chez la variété
Cayenne lisse, par contre seuls LPA8 et AGC les augmentent chez la variété Spanish et seul
LPAS chez la variété Queen Tahiti. Les deux inocula commerciaux influencent positivement
les concentrations en Ca chez les variétés Queen Tahiti et Cayenne lisse, en revanche cet effet
s'inverse chez la variété Spanish.

Les endomycorhizes améliorent les quantités absorbées en éléments minéraux

chez les trois variétés (Annexe 9, tableau 18).

2.2 - Nutrition minérale en sol acide
Les concentrations en P les plus élevées sont obtenues chez les trois variétés
inoculées avec LPA21 (Annexe 9, tableau 19). Cependant en ce qui concerne uniquement les
inocula commerciaux, les concentrations en P sont plus importantes avec la dose de 3%
qu'avec celle de 1%.
AGC et Phytotec améliorent les concentrations en N et K chez la variété

Spanish, contrairement A ce que l'on observe chez les variétés Queen Tahiti et Cayenne lisse
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(Annexe 9, tableau 19). Les trois variétés inoculées avec LPA21 présentent toujours les plus
faibles teneurs en K,

Les concentrations en Mg sont améliorées par les endomycorhizes chez la
variété Queen Tahiti, contrairement a celles de la variété Spanish. En revanche, les
concentrations en Ca sont inférieures chez les plantes endomycorhizées de ces deux variétés
(Queen Tahiti et Spanish).

Les quantités absorbées de N, P, K, Ca et Mg sont toujours supérieures chez les
plantes endomycorhizées sauf pour le P chez la variété Queen Tahiti inoculée avec AGC et
Phytotec (Annexe 9, tableau 20). On observe en plus que Phytotec assure une meilleure
absorption des éléments minéraux qu'AGC chez les variétés Cayenne lisse et Spanish.

3 - Discussion

L'infection endomycorhizienne est généralement plus importante dans le sol
acide ainsi que la stimulation de croissance, conformément aux expériences illustrées dans le
chapitre I. En sol acide, le champignon endomycorhizogéne LPA21 assure, chez les trois
variétés, les meilleurs résultats de croissance et de nutrition minérale. Ces résultats seraient
expliqués par le fait que ce champignon a été isolé dans un sol acide en région tropicale et
donc qu'il est bien adapté aux conditions de cuiture de l'ananas (Lambert er al., 1980 ;
Koslowsky et Boerner, 1989).

Toutefois l'inoculum Phytotec en sol acide permet d'obtenir des résultats de
croissance chez les variétés Cayenne lisse et Spanish comparables & ceux observés avec
I'inoculation de LPA21. Néanmoins, ces résultats pour chacune des variétés ont été obtenus
avec des doses différentes de cet inoculum : 1% chez Cayenne lisse et 3% pour Spanish. Ceci
illustre bien qu'il est nécessaire de tester les inocula commerciaux avant de les utiliser en
production (Sylvia et al., 1993b).

Dans le sol acide, Phytotec apparait donc plus approprié qu'AGC pour infecter
les plants micropropagés d'ananas et améliorer leur développement.

Dans le sol alcalin, la colonisation symbiotique la plus importante est observée
avec l'inoculum AGC ainsi que les meilleurs résultats de croissance et de nutrition minérale.

CONCLUSION

L'utilisation d'inocula commerciaux est techniquement possible, toutefois il est
indispensable de les tester avant de les employer pour la production. Des essais doivent
définir les paramétres d'application : dose, période, localisation de 'applicationl, ...

Les résultats de ces travaux mettent en évidence les limites des inocula
commerciaux. En effet, les champignons endomycorhizogeénes composant ces inocula ne leur
permettent pas de s'adapter i toutes conditions de culture et d'infecter efficacement les
plantes. Par exemple, 1'utilisation en sol acide d'un champignon (LPA21) isolé dans un milieu
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analogue a celui de la culture de I'ananas, assure chez les trois variétés de meilleurs résultats
de croissance et de nutrition minérale que les inocula commerciaux. On peut penser qu'un
champignon endomycorhizogéne isolé dans une culture d'ananas pourrait donner encore de

meilleurs résultats de croissance et de nutrition minérale que ceux obtenus avec LPA2].



DISCUSSION et
CONCLUSION
GENERALE




D

O

o

35

DISCUSSION et CONCLUSION GENERALE

Les endomycorhizes a arbuscules sont naturellement présentes dans la plupart
des écosystemes tropicaux (Diederichs et Moawad, 1993). En conditions naturelles, les
racines d'ananas sont infectées par des champignons endomycorhizogénes & arbuscules
(Mourichon, 1981).

La micropropagation aboutit a la production de plants dépourvus
d'endomycorhizes. L'importance de cette symbiose nous a incité & étudier le rble des
champignons endomycorhizogénes sur la croissance des vitroplants d'ananas afin de préciser
les conditions de leur utilisation en production de plantes micropropagées.

Trois variétés d'ananas (Queen Tahiti, Cayenne lisse et Spanish), deux types de
sol (acide et alcalin) et six champignons endomycorhizogénes, dont cinq provenant de zones
analogues 4 celles ol est cultivé I'ananas, ont été utilisés.

Nous avons choisi d'endomycorhizer les vifroplants d'ananas dés la sortie de la
vitroculture (pendant le sevrage) selon la méthode de Ravolanirina er al. (1989).

L'utilisation de cette biotechnologie a permis d'endomycorhizer rapidement les
vitroplants d'ananas et d'obtenir des gains de production de matiére végétale pouvant aller
jusqu'a 100%. Les meilleurs résultats de croissance chez les plantes endomycorhizées ont été
obtenus en sol acide ot est généralement cultivé I'ananas.

Dans ce sol, des effets trés différents sur la production de biomasse ont été
obtenus selon le champignon utilis€, Glomus sp. (LPA21) s'étant révélé comme le plus
avantageux. Ces résuitats soulignent la nécessité de sélectionner pour chaque culture donnée
le champignon le plus performant afin d'optimiser sa croissance. Il est intéressant de noter que
Glomus sp. (LPA21) a été isolé dans une palmeraie de Cdte d'Ivoire (Blal, 1989). L'effet
bénéfique de ce champignon sur le développement de 'ananas pourrait etre du au fait qu'il est
adapté aux écosystémes favorables a la culture de l'ananas. Ainsi, l'efficacité de cette
association pourrait provenir d'une compatiblité écologique.

L'analyse des contenus en éléments minéraux a montré que les plantes
endomycorhizées présentent un enrichissement notamment en P, N, K, Ca et Mg.

Le P étant connu pour inhiber & forte dose l'effet des endomycorhizes et les
besoins en P de I'ananas étant limités, nous avons évalué 'apport d'une fertilisation avec ou
sans P sur I'effet endomycorhizien sur la croissance de I'ananas. C'est ainsi que nous avons
montré que les ananas endomycorhizés dans un sol acide ne recevant pas de fertilisation
phosphatée présentent le meilleur développement. Par contre, l'effet endomycorhizien sur la
croissance est réduit chez les ananas recevant l'apport de P. Ces résultats mettent bien en
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évidence que dans des sols pourvus en P au moment de la plantation, la présence
d'endomycorhizes efficaces rend inutile voire néfaste l'apport de P et soulignent qu'il est
indispensable de raisonner les apports d'engrais phosphaté en tenant compte de la présence
des endomycorhizes, des besoins de la plante et du milieu de culture. Ces travaux confirment
bien le rdle de biofertilisant que les endomycorhizes peuvent jouer (Gianinazzi et al., 1990)

Le P étant capable d'influencer l'effet des endomycorhizes, nous avons voulu
étudier son impact sur le fonctionnement de la symbiose en utilisant les colorations vitale et
fonctionnelle. Celles-ci sont basées sur les révélations par coloration de deux activités
enzymatiques, la succinate déshydrogénase (SDH) et une phosphatase alcaline fongique
(Pase), permettant de visualiser respectivement les parties vivantes et fonctionnelles du
champignon symbiotique. Nous avons ainsi observé qu'une fertilisation phosphatée (32 ppm
de P apporté pendant la culture) dans un sol riche en P (35 ppm de P assimilable), qui se
traduit par une réduction de l'effet endomycorhizien, s'accompagne d'une diminution des taux
de champignon vivant et fonctionnel dans les racines de I'ananas. Par contre dans un sol
pauvre en P (4 ppm de P assimilable), 1'apport de la fertilisation phosphatée n'affecte que
légérement !'infection endomycorhizienne et n'a aucune conséquence sur 'effet de la
symbiose sur la croissance des plantes. Une analyse plus fine a permis de montrer que les
valeurs de la fréquence arbusculaire (A%) estimées aprés colorations vitales et fonctionnelles
sont, contrairement a4 celles plus élevées obtenues aprés coloration au bleu de trypan,
corrélées avec la croissance aérienne des ananas endomycorhizés. Les colorations vitales et
fonctionnelles s'aveérent donc des moyens d'analyse plus appropriés pour observer in situ
l'efficacité de la symbiose et la relier au développement des plantes comme proposé
recemment par Tisserant et al. (1993).

Afin de mieux comprendre l'influence des endomycorhizes sur la croissance
aérienne des ananas, nous avons analysé si le contenu en pigments photosynthétiques des
plantes serait influencé par I'endomycorhization. La symbiose endomycorhizienne augmente
la quantité de ces pigments dans les feuilles d'ananas et cette amélioration pourrait &tre la
conséquence d'une meilleure nutrition en P, car on sait que cet élément joue un réle important
dans la photosynthése (Foyer et Spencer, 1986).

Un autre effet important de la formation des endomycorhizes, que nous avons
mis en évidence sur le développement de I'ananas, est son influence sur la répartition de la
biomasse aérienne et racinaire des ananas. En effet, les plantes inoculées développent,
proportionnellement & la partie aérienne, un plus petit systtme racinaire cependant plus
efficace car il permet une meilleure utilisation des é€léments minéraux du sol. Cet effet sur le
développement des ananas est d'autant plus important que l'effet endomycorhizien sur leur
croissance aérienne est €levé. Cet avantage conféré par I'endomycorhization serait dii au fait
d'une part que les champignons endomycorhizogénes augmentent la ramification du systéme
racinaire des plantes (Berta er al., 1990 ; Schellenbaum et al., 1991) et d'antre part que les
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hyphes externes du champignon se développent dans la rhizosphére créant ainsi une grande
surface de contact entre la plante et le sol (Gianinazzi-Pearson et Gianinazzi, 1981). Ces
modifications de développement du systtme racinaire traduisent vraisemblablement des
changements hormonaux liés a la mise en place de la symbiose. En effet, Allen er al. (1982)
ont montré chez Bouteloua gracilis que la répartition d'’hormones dans les tissus de plantes
endomycorhizées est modifiée et Barea et Azcon-Aguilar (1982) ont démontré que les
champignons peuvent synthétiser des phytohormones (acide gibbérellique et cytokinine). Ce
réle biorégulateur, que les endomycorhizes exercent sur le développement de l'ananas,
pourrait aussi expliquer dans certaines conditions l'effet positif de la symbiose sur la plus
grande tolérance des plantes aux stress.

En effet, nous avons montré que l'endomycorhization rend plus tolérant les
vitroplants d'ananas a des stress abiotiques (forte teneur en NaCl) et biotiques (inoculation
d'un nématode (Pratylenchus brachyurus) et d'un champignon pathogéne (Phytophthora
cinnamomi)). Cette résistance accrue des ananas endomycorhizés pourrait aussi s'expliquer
par l'augmentation des teneurs en composés phénoliques racinaires car ceux-ci sont connus
pour étre impliqués dans les mécanismes de résistance des plantes (Dehne et Schénbeck,
1979). La population de P. brachyurus est d'autant plus faible dans les racines des ananas
endomycorhizés que le niveau en composés phénoliques est élevé. Ces résultats mettraient en
évidence un possible effet inhibiteur de ces composés sur le développement de P. brachyurus.

Un autre explication de la résistance accrue des ananas endomycorhizés serait
I'augmentation de leur nutrition en P. Effet, 'amélioration de 'absorption en P diminuerait la
perméabilité membranaire des racines ce qui modifierait la composition des exsudats
racinaires (Ratnayake et al, 1978). Ces changements influenceraient négativement le
développement de champignons pathogénes du sol (Meyer et Linderman, 1986) et l'attraction
par les racines des nématodes (MacGuidwin er al., 1985). La symbiose créerait, dans les
racines des plantes, un environnement défavorable aux nématodes et aux champignons
pathogenes en modifiant le contenu en sucre et en favorisant la synthése de certains acides
aminés (sérine et la phénylalanine : propriétés nématicides) (Suresh et Bagyaraj, 1984 ;
Suresh er al., 1985 ; Paulitz et Linderman, 1991},

Les champignons endomycorhizogénes peuvent donc étre considérés comme
des agents de bioprotection au champ vis & vis de micro-organismes telluriques pathogénes
(champignons ou des nématodes phytophages). Cette action serait surtout intéressante au
champ, cependant elle nécessite la mise en oeuvre de travaux 3 cette echelle afin de confirmer
les résultats observés avant le transfert au chanip. Si l'effet de bioprotection est maintenu au
champ, l'utilisation des endomycorhizes pourrait donc étre envisagée comme un moyen de
lutte biologique pour la production de l'ananas. D'autres micro-organismes appelés
antagonistes (bactéries, champignons) (Gees et Coffey, 1989 ; Sikora, 1992 ; Stirling er al.,
1992) et déja utilisés dans le cadre de la lutte biologique pour d'auires cultures pourraient &tre
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associés aux champignons endomycorhizogénes pour améliorer la protection des ananas par
des moyens non chimiques. En effet, la population de micro-organismes antagonistes
augmenterait en présence de champignons endomycorhizogénes (Secilia et Bagyaraj, 1987) et
Calvet ef al. (1993) ont montré que leurs effets peuvent étre synergiques. Chez i'ananas,
d'autres méthodes non chimiques sont déja utilisées pour lutter contre les nématodes, c'est le
cas de la jachére (Py et al, 1984). Cependant cette technique culturale induit des réductions
du potentiel endomycorhizogéne et du niveau de fertilité des sols (Sarah, 1987 ; Thompson,
1987). L'utilisation de virroplants préalablement endomycorhizés avec une souche
performante rendrait l'inoculation symbiotique d'autant plus intéressante.

Afin de renforcer la protection biologique due en particulier a la formation des
endomycorhizes, nous avons cherché a savoir si l'utilisation de cette symbiose était
compatible avec celle de pesticides. Parmi les quatre fongicides testés (phoséthyl-Al, captane,
maneébe et étridiazol), les trois premiers se sont montrés compatibles avec
I'endomycorhization de 1'ananas comme l'ont déja montré Jabaji-Hare et Kendrick (1985) et
Morandi (1989) chez d'autres plantes pour le phoséthyl-Al. En effet, le phoséthyl-Al, le
captane et le manebe appliqués dés la sortie de la vitroculture i la dose recommandée pour
contrdler les champignons pathogénes telluriques n'affectent pas l'effet bénéfique de la
symbiose endomycorhizienne alors que 1'étridiazol le réduit.

Nous nous sommes aussi intéressé aux interactions
endomycorhizes/nématicides (phénamiphos et éthoprophos). L'utilisation de ces pesticides, au
moment du repiquage, a la dose préconisée pour lutter contre les nématodes au champ a tué
tous les vifroplants endomycorhizés ou non. Par contre, leur application 2 des doses réduites
et compatible avec 'endomycorhization ne réduit pas l'effet des endomycorhizes.

L'utilisation associée de champignons endomycorhizogénes et de pesticides
apparait d'autant plus intéressante que toutes les expériences ont montré que l'application des
pesticides réduit la croissance des vitroplants non endomycorhizés d'ananas. La présence des
endomycorhizes, non seulement, rend les ananas plus résistants aux pathogénes et permet une
utilisation optimale des pesticides. L'intérét d'associer les endomycorhizes et les pesticides
dans un schéma de lutte intégrée présente aussi l'avantage de réduire les problémes de
pollution en diminuant les apports de pesticides et donc leurs rémanences dans le sol. Par
exemple, la persistance de phénamiphos dans un sol permet la production d'un dérivé toxique
par oxydation (Schneider er al., 1990).

Ces résultats mettent en évidence que l'endomycorhization controlée des
ananas micropropagés représente un outil biotechnologique trés intéressant afin d'assurer un
gain de production. Nous avons montré chez 1'ananas les multiples avantages que représentent

I'inoculation des endomycorhizes pour la production de virreplants, complétant ainsi les
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travaux effectués sur d'autres microplants (Morandi et al, 1979 ; Granger et al., 1983 ;
Kieman er al., 1984 ; Gianinazzi er al., 1990).

Des expériences de plus longue durée sont nécessaires pour vérifier si les effets
bénéfiques des endomycorhizes sur la croissance de l'ananas se répercuteront au champ et
aussi sont indispensables afin de confirmer l'intérét de I'inoculation endomycorhizienne afin
de voir si les champignons endomycorhizogénes introduits pendant le sevrage continuent &
étre bénéfiques au champ en présence d'une microflore tellurique indigéne.

L'intérét de cette biotechnologie qu'est l'endomycorhization passe par la
production d'inoculum de bonne qualité et aisément applicable. Actuellement, différents
inocula commerciaux sont produits sous forme de substrat inerte. L'application de deux de ces
inocula & la production d'ananas micropropagés par mélange au substrat de sevrage a montré
que leur utilisation est techniquement possible & des doses faibles de l'ordre de 1%. Il est
intéressant de remarquer que la souche et la forme d'inoculum (Glomus sp. (LPA21) sous
forme de fragments d'endomycorhizes), que nous avons utilisées dans I'ensemble des
expériences précédentes, permettent de réduire a environ 2%o la quantité d'inoculum
nécessaire et sont donc susceptibles de rendre cette biotechnologie encore plus intéressante
lorsqu'elle est couplée a la micropropagation.
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I’endomycorhization de vitroplants d’Ananas comosus:
mise en evidence d’'un effet mycorhizien.

INTRODUCTION

L'ananas, comne la plupart des espéces vépdlales, déve-
loppe & I’état naturel des endotnycorhizes a vésicules et
arbuscules (VA) (MOURICHON, 1981 Ces symbioses,
partie intégrante de la plante, sont connues pour influencer
positivement piusicurs aspects de la physiologie de I’hére
la nutrition mindrale (en particulier phosphatée), "absorp-
tien de I'eau du sof, la production d’hormones et la résis-
tance a des maladies d’origine tellurique (GIANINAZZI
etal. 1982).

La production d’ananas se fait de plus en plug par mul-
tiplication végétative in ritro. Cette méthode aboutit a des
plantes indemnes d’endomycorhizes. Des expériences réa-
lisées avec d’autres espéces (pommier, poirier ...) et portant
sur Pintroduction de champignons endomycorhizogénes
dans le processus de micropropagation ont démontré lin-
térét de 'endomycorhization pour la reprise et la croissance
des microboutures (GIANINAZZ] et al.. 1988). Récemment
RAVOLANIRINA er af., (1989 2), en comparant chez la
vigne, D'effet sur la croissance de 'endomycorhization in
rirro et post-vitro, ont conclu gue cette derniére favorise
au micux la croissance des plarites. Suite & ces études, une
méthode rapide d’endomycorhization post-vitro de vitro-
plants de vigne et palmier & huile a été mise au point (RA-
VOLANIRINA er al,, 1989 b). Cet article relate nos pre-
imiers résultats dans application de cette nouvelle biotech-
nologie aux vitroplants d’ananas.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal.

Peux clones (CYQ et CY5) de vitroplants d’ananas
{Ananas comosus L. variété Cayenne), fournis par Vitro-
pic SA (Montpeliier). ont été utilisés.

* - Laboratoire de Phytoparasitologie INRA-CNRS - Station de Géné-
ligue et Amélioration des Plantes « INRA - BV 1540 - 21034 DIJON
Cedex, France.

J.P GUILLEMIN, 8. GIANINAZZI et
Vivienne GIANINAZZI-PEARSON*

Endomycorhization.

Les plants d’ananas sont endomycorhizés dans des sols
acide & pH 5.0 (Marlins) ou alcalin & pH 8.0 (Epoisses),
irradiés aux rayons gamina (10 kGy). Dans le sol acide, les
plantes sont inoculées avec un isolat de Glomus sp. (LPA
21) multiplie sur Tephrosie ehlenbergiona L. et provenant
de Dabou (Cote d’lvoire). Dans le sol alcalin, les plantes
te sont avec Glonues intraradices (LPA 8) multiplié sur
Allivain cepa L.

Einoculation est réalisée 2 la sortie du tube pendant
le sevrage dans des terrines avec des fragments d’endomy-
corhizes de T. elilenbergiana et A’A. cepa rcspecti{fement
{(RAVOLANIRINA er al, 1989). Aprés 4 semaines, les
vitroplants sont repiqués dans des pots de 400 g contenant
de la terre trradiée aux rayons gamma et du gravier (TG
50:50). A partir du repiquage chaque plante regoit par se-
maine 2 fois 20 ml d’une solution nutritive d’Hoagland
n® 2 compléte (COTE, 1988) ou sans phosphore (NH4
HoPO4 remplacé par NHgCl). Chaque traitement est cons-
titué d’un lot de 3 plantes.

L'estimation de la croissance est déterminée chez des
ananas 4 moeis aprés la sortie des conditions axéniques
par la mesure du nombre de feuilles, du poids de matiére
frafche de la partie aérienne er des racines, du poids de
matiére séche de la partie aérienne et de la surface foliaire.

L'estimation de linfection endomycorhizienne VA est
effectuée avec la méthode de TROUVELOT er af. (1986)
aprés éclaircissement et coloration des racines au bleu de
trypan (PHILIPPS et HAYMAN, 1970).

RESULTAT ET DISCUSSION

La méthode d'inoculation utilisée a permis d’endo-
mycorhizer les deux clones de vitroplants d’ananas aussi
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TABLEAU | - Influence de I’endomycorhization sur la croissance, dans un sol acide & pH 5,0 d’Ananas comosus
variété Cayenne, clone CY0 dgé de 4 mois, inoculé avec Glomus sp. (Gd) et ayant regu une solution d'Hoagland

avec {+P) ou sans (-P) phosphore,

Nombre de feuiiles

Pf. des parties aériennes (g) (A)
Pf. des racines (g) (R)

R/A (p. 100)

Ps. des parties aériennes (g)
Surface foliaire (¢m?)

Mp. 100

A p. 100

Témoin (-P) Gd (-P) Témoin ¢P) Gd ¢P)
21.0a 23.2a 17.2b 21.2a
20.91b 4331a 11.36b [9.28b

2.42a 3.52a 1.22b 1.66b
11.6 8.1 10.7 8.6
2.38b 4.17a 1.4lc 1.44¢
220.9b 454 43 133.9¢ 229.1b
0Ob T%a Ob 57a
0b 49z 0b 33a

TABLEAU 2 - Influence de 'endomycorhization sur la croissance, dans un sol alcalin 4 pH 8.0, d"Ananas comosus
variété Cayenne, clone CY0 dgé de 4 mois, inoculé avec Glomus intraradices (Gi} et ayant requ une solution

d'Hoagland avec {+P) ou sans {-P) phosphore.

Nombre de feuilies

Pf. des parties aériennes (g) (A)
Pf. des racines (g) (R)

R/A (p. 100)

Ps. des parties aériennes (g)
Surface foliaire {cm?)

Mp. 100

Ap. 100

Témoin (-P) Gi(-P) Témoin ¢+P) Gi¢Py
17.0b 21.8a 21.4a 21.6a
12.78b 24 .96a 21.19a 19.22a

1.73b 2.30a 1.57b 1.96b
13.3 9.2 7.4 < 10.2
1.41b 34la 2.37a 2.35a
i41.7b 263.1a 233.7a 271.3a
Oc 65a Oc 35b
Ob 27a Ob 17a

TABLEAU 3 - Influence de 'endomycorhization sur ia croissance, dans un sol acide pH 5.0 d’Ananas comosus
variété Cayenne, clone CY5 dgé de 4 mois, inoculé avec Glomus sp. {Gd) et ayant recu une solution d'Hoagland

avec ¢P) ou sans (-P} phosphore.

Nombre de feuilles

Pf. des parties aériennes (g) (A)
Pf. des racines (g) (R)
“R/A (p. 100)

Ps. des parties aériennes (g)
Surface foliaire (cm?)

Mp. 100

Ap. 100

Témoin {(-P) Gd(-P) Témoin ¢P) Gd&P)
19.0b 23.2a 21.0a 22.2a
12.32b 28.02a 17.99ab 21.84ab

1.67b 2.50a 1.77ab 1.90ab
13.6 8.9 9.8 8.7
1.19b 2.85a 1.49h 2.12ab
148 4c 325.7a 216.3b 261.2b
Ob 82a Ob 77a
Ob 59z Ob 48a

TABLEAU 4 - [nfluence de I'endomycorhization sur la creissance, dans un
variété Cayenne, clone CYS5 dgé de 4 mois, inoculé avee Glomus in

d’Hoagland avec ¢+P) ou sans {(-P) phosphore.

sol alcalin pH 8,0 d’Ananas comosus
traradices (Gi) et ayant recu une solution

Témoin (-P) Gi (-P) Témoin ¢P) Gi ¢P)
Nombre de feuilles 15.4b 20.4a 21.8a 21.2a
Pf. des parties aériennes (g) (A) 6.63b 18.98a 21.29%a 21.22a
Pf. des racines (g) (R) 0.81b 1.74a 1.57a 1.96a
R/A (p. 100) 12.2 9.2 74 9.2
Ps. des parties aériennes (g) 0.96b 1.91a 2.37a 2.35a
Surface foliaire {cm?) 77.4b 202.7a 234.23 232.0a
Mp. 100 Ob 58a ob 48 a
Ap. 100 Ob 30a Ob 26a

Pour chaque ligne du tableau, les valeurs suivies d’une méme le

P<0,05 selon le test de NEWMAN-KEULS,
Pf. : poids de matiére fraiche.
Ps. : poids de matiére séche

M p. 100 : intensité de 'infection endomycorhizienne.

A p. 100 : teneur en arbuscules.

ttre ne sont pas significativement différentes &
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bien avec Glomus sp. qu'avec G, inrraradices. Quand les
plantes sont infectées avec Glomus sp., les valeurs de 'in-
fection endomycorhizienne ront plus élevées que celles
observées avec G. imtraradices. Pour les deux clones, I'in-
tensité de l'infection endomycorhizienne (M p. 100} et la
teneur en arbuscules (A p. 100) sont plus élevées chez les
plantes ayant regu la solution sans phosphore aussi bien
dans le sol acide gue dans le sol alcalin | toutefois ces dif-
férences sont plus marquées dans le cas du clone CYO (ta-
bleaux 1,2, 3 et 4),

L'effet endomycorhizien sur la croissance des 2 clones
ayant regu une solution sans phosphore est détectable
dés le troisiéme mois aprés la sortie des conditions axéni-
ques. Les mesures des paramétres de croissance {nombre
de feuilles, poids de matiére fraiche de la partie aérienne
et des racines, poids de matiére séche de la partie aérienne
et des surfaces foliaires) sont toutes significativement supé-
rieures chez les ananas endomycorhizés sauf pour le nombre
de feuilles et le poids de matiére fraiche des racines dans le
cas du clone CYO sur sol acide (tableaux 1, 2, 3 2t 4). Le
clone CY5 est plus dépendant des endomycorhizes que
CYO : dans le sol acide, le gain, en surface foliaire pour le
clone CY5 endomycorhizé, est de 227 p. 100, alors que
pour te clone CYO, il est seulement de 207 p, 100. Dans le
50l alcalin, on observe le méme phénoméne : la dépendance
endomycorhizienne du clone CYS est supérieure (286 p.
100} a celle du clone CYQ (195 p. 100).

Chez les ananas recevant la solution compléte, ’effet
endomycorhizien ne s’exprime pas de fagon aussi importan-
te que chez les plantes ayant requ une sofution sans phos-
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phore. Dans le sol acide, un mejlleur développement des
plantes endomycorhizées o3t ndanmoins aobtenu pour le
clone CYOQ, mais la différence est significative uniquement
au nivean du nombre de feuilles et de leur surface foliaire
(tubleau 1). Pour le clone CY3, 1a rendance est la méme.
mais aucun paramétre de croissance n’est significativement
supérieur au témoin (rableau 3). Dans le sol alcalin, effet
sndomycorhyzien ne s’exprime pas avec lapport de phos-
phore (tableaux 2 et 4), bien que pour les deux clones
endomycorhizés, le poids de matiére fruiche des racines soit
légérement supérieur et que 'endomycorhization du clone
CYO0 se traduit par une surface foliaire plus développés.

Si 'on compare les valeurs obtenués dans tous les trui-
tements, on constate que les plantes qui se développent ie
plus rapidement sont celles qui sont endomycorhizdes
sur du sol acide er qui n’ont pas regu de phosphore (ta-
bleaux 1, 2, 3 et 4).

Le rapport du poids de matiére fraiche racinaire sur ie
poids de matiére frafche aérienne diminue chez les znanas
endomycorhizés (tableaux 1, 2, 3 et 4) et cette baisse est
corrélée négativement avec intensité de Peffer endomy-
corhizien de la croissance aéricnne (figure 1}, Ceia signifie
que les plantes endomycorhizées développent un systéme
tacinaire meins important mais plus efficace que celui des
plantes non inoculées. Dans le sol alcalin, quand Peifet
endomycorhizien ne¢ s'exprime pag, le rapport racine:
partie aérienne chez les plantes inoculées augmente, tradui-
sant la baisse de 'efficacité de leurs organes souterrains.

En conclusion, nous pouvons dire gue "sndomycorhi-

Surface foliaire

M-NA x 100
NM

200+

] © v

~100- T T T

59,4 - 1.6x

r==0,727 P = 0,05

-40 -20

T T T
[} 20 40

(Pf des racines / Pf des parties aériennes) M-NMx100
NM

Fig. 1 » Corrélation négative entre l'effct endomycorhizien sur la surface foliaire
et le rapport du poids de matiére fraiche racinaire sur le poids de matiére fraiche
de la partie aérienne de différents clones d'ananas de la variéré Cayenne.
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zation de vitroplants d’ananas améliore considérzblement
leur croissance. Le meilleur effet endomycorhizien est obte-
nu dans le sol acide ou sont habituellement cultivés les ana-
nas (PY et al., 1584) et quand les plantes ne recoivent pas
de phosphore. Le phosphore favorise le développement des
plantes témoins, mais réduit I'effet endomycorhizien dans
les sols acides et le fait disparaftre dans les sols alcalins. De
plus, dans ce dernier cas, I’endomycorhization améne les
plantes & produire plus de racines pour pallier la perte d’ef-
ficacité de leurs organes souterrains. Ces effets sur le déve-
loppement du systéme racinaire doivent vraisemblablement
traduire des modifications physiologiques lides a la mise
en place et au fonctionnement de Ja symbiose endomy-
corhizienne qui pourraient aussi expliquer, au moins par-
tiellement, la plus grande résistance de certaines plantes
endomycorhizées, vis-a-vis des diftérents stress biotiques
et abiotiques (GIANINAZZI-PEARSON et GIANINAZZI,

Fruits - 1991, numéro spécial Ananas

1986). Ces expériences sur Iananas montrent comme
dans le cas d’autres plantes micropropagées Iintérét d%in-
troduire cette biotechnologie gu'est ’endomycorhization
contrélée dans les processus de production des vitroplants
(GIANINAZZ] et al, 1988 ; CHAVEZ et FERRERA-
CERRATO, 1990,; VIDAL M.T., communication person-
neile).

¥ A K

Aw moment de soumettre cette publicarion, 11ous avens
eu connaissance de lUarticle de JAIZME-VEGA et AZCON
qui vient d'étre publié par cette méme revue (FRUITS,
1991, 46, 1, 47-530). Cet article met aussi en éuidence,
dans des conditions différentes des nétres, lintérét d'endo-
mycorhizer des plants micropropagés d'ananas.
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Mycorrhizae

Screening of arbuscular endomycorrhizal fungi for
establishment of micropropagated pineapple plants

JP Guillemin, S Gianinazzi *, A Trouvelot

INRA-CNRS, laborafoire de Phytoparasitologie, Station de Génetigue et d'Amélioration des Plantes,
INRA, BV 1540, 21034 Dijon cédex, France

{COST Meeting, 21-23 May 1892, Dijon, France)

Summary — Several arbuscular endomycorrhizal fungi (Glomus clarum (LPA18), Scutellospora pellucida (LPA20),
Glomus sp. (LPA21), Glomus sp (LPA22) and Glomus sp {LPA25)} were tested for plant growth effects and infection
development in Queen Tahiti, Smooth Cayenne (clone CYy)} and Spanish varieties of micropropagated pineapple
growing in an acid soil under growth chamber tropica! conditions. Endomycorrhizal plants of all 3 pineapple varigties
grew better than non-mycorrhizal plants. However, increase in plant growth was not related to infection development.
Screening of different isolates of arbuscular endomycorrhizal fungi showed some specificity of fungi for promoting
growth of the different pineapple varieties. Queen Tahiti and Smooth Cayenne pineapple plants associated with Glo-
mus sp (LPA21) grew better than those infected with the other fungi, whilst best growth was obtained for the Spanish
variety by inoculating plants with Glomus sp {LPA25). The root/shoot ratic was modified by endomycorrhizal inocula-
tion, infected pineapple plants showing a greater increase in shoot preduction in comparison to root production.

micropropagated pineapple / arbuscular endomycorrhizal fungi / plant growth / infection development

Résumé — Sélection de champignons endomycorhizogénes a arbuscules efficients pour I'établissement
d'ananas micropropagés. Plusieurs champignons endomycorhizogénes & arbuscules (Glomus clarum (LPA,g), Scu-
tellispora pellucida (LPA20), Glomus sp (LPAZ21), Glomus sp (LPAZ22) and Glomus sp (LPA25)) ont été testés pour
leur développement et leur effet sur la croissance de 3 variétés d'ananas micropropagés (Queen Tahiti, Cayenne lisse
(clone CYQ) et Spanish) cultivés dans un sol acide et dans une salle climatic e aux conditions tropicales. Pour les 3
variétés d'ananas testées, les vitroplants endomycorhizés présentent une meilleure croissance que les non inoculés.
Cependant l'augmentation de croissance n'est pas liée avec limportance de linfection. La sélection des différents
champignons endomycorhizogénes montrent une certaine spécificité fongique vis & vis des différenies variétés dana-
nas. Ainsi les vitroplants des variétés Queen Tahiti et Cayenne lisse, associés avec Glomus sp (LPA21), présentent
une meilleure croissance que ceux infectés avec les aulres champignons tandis que la meilleure croissance pour la
variété Spanish a été obtenue avec Glomus sp (LPAZ5). Le rapport du poids de matiére fraiche racinaire sur le poids
de matiére frafche aérienne est modifié par la présence de champignons endomycorhizogénes; l'effet endomycorhi-
zien sur la croissance de la partie aérienne est supérieur & celui obtenu sur la partie racinaire des vitroplants.

ananas micropropagés / champignons endomycorhizogénes a arbuscules / croissance de la plante-héte / in-
fection endomycorhizienne

INTRODUCTION ed for uptake of mineral nutrient and water (Berta

et al, 1990), as well as increasing hormone

Micropropagation is a technique of increasing
importance for the production of many crops
(Sasson, 1992). This includes pineapples which
form arbuscular endomycorrhiza {Mourichon,
1981) as do nearly all cultivated planis (Powell
and Bagyara], 1984; Gianinazzi et af, 1990).
Endomycorrhization can modify root architec-
ture 1o give a root system which is better adapt-

* Correspondence and reprints

production {Allen, 1985) and resistance to pesti-
cides or root pathogens (Gianinazzi et al, 1982;
Harley and Smith, 1983). Endomycorrhizal forma-
tion is suppressed by practices employed in
micropropagation, and it is thus important to con-
sider introducing symbictic fungi during plant pro-
duction. However, arbuscular endomycorrhizal
fungi differ in their ability to enhance plant
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growth, and to optimise vields it is necessary to
screen for the most efficient isolates before de-
veloping mass inoculation (Haas and Krikun,
1985). Abbott and Robson (1978) suggested that
characteristics of effective isolates are to infect
roots rapidly and to efficiently translocate nutri-
ents to plants.

Previous studies on the Smooth Cayenne
{clone CY0) variety of pineapple showed that
infection with the arbuscular endomycorrhizal
fungus Glomus sp (LPA21) improved growth
under simulated tropical conditions {Guillemin et
al, 1991). The present paper reports a series of
experiments carried out to compare the effect of
several arbuscular endomycorrhizal fungi on
plant growth and infection development in sever-
al varieties of micropropagated pineapple.

MATERIALS AND METHODS

Three micropropagated pineapple varieties (Queen
Tahiti, Smooth Cayenne (clone CY0) and Spanish)
were each inoculated with 1 of 5 arbuscular endomy-
corrhizal fungi : Glomus clarum (LPA16), Scutelfispora
pellucida (LPA20), Glomus sp (LPA21), Glomus sp
(LPA22) and Glomus sp (LPA25).

Experiments were carried out in an acid soil (pH
5.0) under simulated tropical conditions (300 pE. s-1

m2, 28-25 °C, 12 h day and 70-90% relative humidi-"

ty). Pineapple microplants were inoculated during a
post vitro acclimatization period with root fragments of
Tephrosia ehlenbergiana infected by one of the fungal
isolates {(Guillemin et al, 1991). One g of infected
roots was used to inoculate 10 microplants. After 1
month, pineapple plants were transplanted individually
to pots containing 400 g of soil: gravel mix (1:1, viv).
Each pot was watered daily with distilled water and

weekly with 2 x 20 ml Hoagland No 2 solution (Hoag-
land and Amon, 1850} without phosphate. After 3
months, growth was evaluated via several parame-
ters : leaf area {cm2), shoot and root fresh mass {g)
and shoot dry mass {g).

Infection development was estimated by the meth-
od of Trouvelot et af (1986) after clearing and staining
with trypan blue {Philipps and Hayman, 1970). Roots
of the Spanish variety were stained also for succinate
dehydrogenase (SDH) (Smith and Gianinazzi-
Pearson, 1990) and alkaline phosphatase {ALP) (Tis-
serant ef al, 1992) activity in order to evaluate living
{SDH) and functional (ALP) fungal infections.

Each treatment comprised 5 replicates and all data
was analysed by ANOVA and Newman—Keuls test.

RESULTS

Plant growth

Endomycorrhizal plants of all 3 pineapple varieties
grew better than non-mycorrhizal plants. Howev-
er, there were differences among the combina-
tions of plant varieties and fungal isolates.

Optimum growth of Queen Tahiti (table 1} and
Smooth Cayenne varieties (table 1) was ob-
tained with Glomus sp (LPA21); leaf area and
shoot fresh and dry mass were significantly high-
er than those of non-mycorrhizal plants. Both va-
rieties infected with G clarum (LPA16) also had a
significantly higher leaf area.

Spanish variety responded to inoculation with
all 5 fungi, with significant effects on all plant
growth parameters (table lil). Largest increases
in shoot growth were obtained with Glomus sp

Table 1. Leaf area, shoot and root fresh mass and shoot dry mass of uninoculated and endomycorrhizal (Glomus cla-
rum{LFA186), Scutellispora peliucida (LPA20), Glomus sp (LAP21), Glomus sp (LPA22) and Glomus sp (LPA25))

plants of the Queen Tahiti pineapple variety.

Fungal strains Leaf area Shoot fresh mass Rooft fresh mass Shoot dry mass
(cm?) (@ (@ (@)

Contro} 249.2¢ 21.03b 1.902 2.270
Glomus clarum (LPA16) 444,380 36.052b 2.423 4.262b
Scutellospora pellucida (LPA20) 363.8abc 30.052b 1.982 3.610
Glomus sp (LPA21) 514.4a 41.574a 3.218 4.572
Glomus sp (LPA22) 445 580 35.053b 2,567 4.15ab
Glomus sp (LPA25} 298.Qvc 24,7540 2.428 2.85b

Values in a column followed by different letters are significantly different (P < 0.05).
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Table ll. Leaf area, shoot and root fresh mass and shoot dry mass of uninoculated and endomycorrhizal (Glomus cla-
rum {LPA16), Scutefiospora pellucida (LPA20), Glomus sp (LPA21), Glomus sp (LPA22) and Glomus sp (LPA25))
plants of the Smooth Cayenne pineapple variety.

Fungal strains Leaf area Shoot fresh mass Root fresh mass Shoot dry mass
(cm?) (9 {g) (o)
Control 413.7b 32,790 3.468b 2.952
Gilomus clarum (LPAg) 607.48 48.82a 3.983b 4.20a
Scutelfispora peliucida (LPAgg) 473.08b 38.39b 2.94b 3.362
Glomus sp (LPA,4) 640.12 51.07a 4,188 4,264
Glomus sp (LPA,,) 515.9ab 41.13ab 2.80b 3.682
Gilomus sp (LPA,5) 494 7ab 34.78b 3.18ab 3.882

Values in a column followed by different letters are significantly different (P < 0.05).

Table lIl. Leaf area, shoot and root fresh mass and shoot dry mass of uninoculated and endomycorrhizal (Glomus
clarum (LPA16), Scutellospora pellucida (LPA20), Glomus sp (LPA21), Glomus sp (LPA22) and Glomus sp (LPA25))
plants of the Spanish pineapple variety.

Fungal sirains Leaf area Shoot fresh mass Root fresh mass Shoot dry mass
{cm?) @ {9) (9
Uninoculated 311.4d 21.70d 2.27d 2.05d
Glomus clarum (LPA16) 537.1b 37.06ab 3.692 3.64ab
Scutellispora pellucida (LPA20) 519.7b 36,8480 3.592 3.818b
Glomus sp (LPA21) 539.1b 38.4680 3.772 3.71ab
Glomus sp (LPA22) . 411.7¢ 27.60¢ 2.81b : 2.75¢

Glomus sp (LPA25) 620.72 43.378 3.502 4.27a

Values in a column followed by different letters are significantly different (P < 8.05).

)

(LPA25}, whilst effects on root growih were simi-
lar for G clarum (LPA16), Scutellispora pellucida
(LPA20), Glomus sp (.LPA21) and Glomus sp
(LPA25). The Glomus sp (LFA22) was generally
less effective in improving plant growth.

Root/shoot ratio

Root/shoot ratics were modified by inoculation
with arbuscular endomycorrhizal fungi (fig 1) and
were generally lower than in non-mycorrhizal
plants, with the exception of Queen Tahiti infect-
ed with Gfomus sp (LPA25) (fig 1A) which was

‘also the least effective isolate for growth of this

pineapple variety. The endomycorrhizal effect on
leaf area was negatively correlated (P = 0.05)

with the endomycorrhizal effect on root/shoot ra-
tio for Spanish variety but not for Queen Tahiti
and Smooth Cayenne varieties (fig 2).

Infection development

Levels of infection observed with trypan blue
staining differed between isolates (tables 1V, V)
but were not related to growth increases in any
of the inoculated plants. Endomycorrhizal infec-
tion intensity (M%) for the Spanish variety by
SDH staining (table V) was significantly lower
with the fungal isolate LPA22. This isolate also
gave a lower arbuscular frequency (A%), evalu-
ated by both SDH and ALP staining, than the
other isolates (table V).
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uninoculated
Glomus sp. (LPA21)
Glomus sp. (LPA22)
Glonus sp. (LPA25)

Glomus clarum (LPA16)

Scutellispora pellucida (LPA20)

Fig 1. Root/shoot ratio of uninoculated and endomycorrhizal
(Glomus clarum (LPA16), Scutellispora peliucida (LPAZ20),
Glomus sp (LPA21), Glomus sp (LPA22) and Glomus sp
(LPA25) plants of Queen Tahiti {A), Smocth Cayenne (B)
and Spanish (C} pineapple varieties.

DISCUSSION AND CONCLUSION

Screening of different arbuscular endomycorrhi-
zal fungi for their growth-promoting effects on 3
pineapple varieties indicated some specificity of
isolates. Of the fungal isolates tested, Glomus sp
(LPA21) appeared fo be most effective for
growth of the Queen Tahiti and Smooth Cay-
enne varieties of pineapple, and Glomus sp
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Fig 2. Negative carrelations between endomycorrhizal effects
on leaf area and on roct/shoot ratio of Queen Tahiti (A},
Smooth Cayenne {B) and Spanish (C) pineapple varielies.

{LPA25} for the Spanish variety. These observed
differences in effectivity underline the necessity
to select arbuscular endomycorrhizal fungal iso-
lates. However, these tests were carried out un-
der conditions without competition from other
fungi. If such results are to be translated into field
predictions, it is necessary to know whether these
efficient fungi are also able to establish and per-
sist in the presence of competition by indigenous
arbuscular endomycorrhizal fungi (Powell, 1982).
Furthermore, it would be of interest to test wheth-
er inoculating with a mixture of fungal isolates is
more efficient in promoting the growth of different
pineapple varieties than inoculation with individual
fungal isolates. Sieverding (1989), however, has
suggested that it would be more interesting to find
one isolate that is effective with a wide range of
plant species, since interactions can occur be-
tween different isolates in mixtures.
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Tabie IV. Percent endomycorrhizal infection (M%: intensity of infection and A%: arbuscule frequency) observed with
trypan blue staining in roots of uninoculated and endomycorrhizal (Glomus clarurm (LPA16), Scutellospora pellucida
(LPA20}, Glomus sp {LPA21), Glomus sp (LPA22) and Glomus sp (LPA25)) plants of Queen Tahiti and Smooth

Cayenne pineapple variety.

Fungal strains Queen Tahiti Smooth Cayenne
M3% A% M% A%
Uninoculated od od oc od
Glomus clarum (LPA16}) 74c 36¢ 872 692
Scutellospora pellucida (LPAZ20) azb 54b 71b 40¢
Glomus sp (LPA21) 91a 692 79ab 58b
Glomus sp (LPA22) g92a 712 g3ab 682
Glomus sp (LPA25) g7ab 53b 892 570

Values in a column followed by different letters are significantly different (P < G.05).

Table V. Percent endomycorrhizal infection (M%: intensity of infection and A%: arbuscule frequency) observed with
trypan blue, succinate dehydrogenase (SDH) and alkaline phosphatase (APL) staining in roots of unincculated and
endomycorrhizal {(Glomus clarum (LPA16), Scutellospora pellucida (LPA20), Glomus sp (LPA21), Glomus sp (LPA22)
and Glomus sp (LPA25)) plants of Spanish pineapple variety.

Fungal strain Trypan blue SDH ALP
M% A% M% A% M% A%
Control g oc 0d c oo od
Glomus clarum (LPA16) 744b 362 51a 224 364 172
Scutellospora pellucida (LPA20)  70b 364 522 192 322 1gb
Glomus sp (LPA21) ' g5ab 403 543 228 362 14b
Glomus sp (LPA22) 9oa 338 36¢ 13b 302 100
Glomus sp (LPA25) 6oL 35a 43b 202 33a 14v

Values in a column followed by different letters are significantly different (P < 0.05).

The root/shoot ratio of pineapples {a C4/CAM
plant) was decreased by endomycorrhizal infec-
tion, so that endomycorrhizal plants showed a
greater increase in shoot production than root
production. Such modifications in biomass distri-
bution have often been observed in Cj plants
{Harley and Smith, 1983; Gianinazzi and Giani-
nazzi-Pearson, 1986; Schubert and Hayman,
1988). The root/shoot ratio was negatively corre-
lated with the endomycorrhizal eifect on growth
of the 3 varieties of pineapple, but this correlation
was less important for the Queen Tahiti and
Smooth Cayenne varieties (fige 2A,B). Although
endomycorrhizal growth effects were greatest in
these 2 varieties when infected with Glomus sp

(LPA24), this arbuscular endomycorrhizal fungus
induced a proportionally greater root production
in comparison to the other fungi tested.

Levels of infection observed with trypan blue
staining were not related to increased plant
growth in any of the 3 varieties. However, the
lower SDH and ALP activities present in roots of
the Spanish variety may parly explain the lower
growih responses in these plants. However,
Vierheilig and Ocampo (1989) have suggested
that SDH activity does not indicate the efficiency
of an arbuscular endomycorrhizal fungus in pro-
moting plant growth. The efficiency of a fungus
for the enhancement of plant growth could per-
haps be better assessed by ALP activity in endo-

.
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mycorrhizal roots (Tisserant ef al, 1992). For a
better understanding of the physiological basis of
variations in the effectivity of arbuscular endomy-
corrhizal fungi, other parameters should also be
analysed, such as external hypha production
(network around the roots) (Abbott and Robson,
1985), longevity of hyphae in soil (Sylvia, 1988},
efficiency of uptake and transport of phosphorus
to the host roots (Sylvia and Burks, 1288, Jakob-
sen et al, 1992), and interactions between exter-
nal hyphae and mycophagous inveriebrates
(Rabatin and Stinner, 1991).
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ABSTRACT

Guillemin J.P., Orozco M.O., Gianinazzi-Pearson V. and Gianinazzi S.,
1993. Influence of phosphate fertilization on fungal alkaline phosphatase

activity in arbuscular mycorrhiza. Agric. Ecosystems Environ.,

Effects of phosphate fertilization on the physiological activity of

arbuscular mycorrhizal infection were studied using fungal succinate
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dehydrogenase and alkéline phosphatase activities as enzyme markers.
Two plants, soybean and pineapple, were used because of their different
growth rates and response to phosphate. Total mycorrhizal infection,
estimated by trypan blue staining, was reduced by phosphate fertilization
of soybean and pineapple in P-sufficient soils. In a P-deficient soil, fungal
infection in pineapple roots was not modified by fertilizer application. The
ievel of total mycorrhizal infection was not related to plant growth. Fungal
alkaline phosphatase staining and to a lesser extent succinate
dehydrogenase activity showed a relationship to plant growth; the potential
of this procedure for estimating endomycorrhizal infection as a marker of

efficiency of the symbiosis is discussed.

INTRODUCTION

It is well known that arbuscular mycorrhiza, an integral part of most
plants in nature (Gianinazzi et al., 1982), can increase phosphorus
assimilation by plant roots (Bowen et al., 1975; Koide, 1991). This is
largely due to external hyphae absorbing P beyond the depletion zones
around roots and root hairs, and transporting it to root tissues (Smith and
Gianinazzi-Pearson, 1988). Several reports have shown that increasing
concentrations of soluble phosphate in soils can decrease fungal
colonization of roots. This reduction could result from direct inhibition of
external hyphal growth and spread rates (Sanders, 1975; Graham et al.,
1982), or from indirect effects inducing changes in the endomycorrhizal
infection (Asimi et al., 1980; Plenchette et al., 1983; Schwab et al., 1983).

However, where soil concentration of available phosphate is extremely
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low, small additions of phosphate can positively influence infection
(Schubert and Hayman, 1986).

Phosphorus nutrition of plants through arbuscular mycorrhiza
involves metabolically dependent processes (Gianinazzi-Pearson and
Gianinazzi, 1986; Smith and Gianinazzi-Pearson, 1988). One enzyme that
has been identified as active in arbuscular mycorrhiza, by gel
electrophoresis and electron microscopy, is fungal alkaline phosphatase
(Gianinazzi-Pearson and Gianinazzi, 1976; 1978; Gianinazzi et al., 1979;
Ollivier et al., 1983). It has been suggested that this enzyme may somehow
be involved in the processes of phosphorus acquisition in mycorrhizal
plants (Gianinazzi et al., 1992). Tisserant et al. (1993) have recently
developed a technique for light microscope observation and estimation of
alkaline phosphatase activity in root pieces. By this method, they have
shown that the amount of enzymically active fungal biomass increases
sharply prior to growth stimulation, then decreases with age of the
infection. Development of arbuscular mycorrhizal infection is reduced by
phosphate additions to soil (Mosse, 1973; Braunberger et al., 1991),
although the exact mechanisms involved are unknown.

With present environmental concern about adverse impacts of
chemical intrants in agriculture, it is necessary to better understand how
these affect the activity of symbiotic soil micro-organisms, like arbuscular
mycorrhizal fungi, which play an important role in plant development. In
the present work, we have used the technique of Tisserant et al. (1993) to
study the influence of phosphate fertilization on the physiological activity
of arbuscular mycorrhizal infection using fungal alkaline phosphatase
activity as a potential marker of efficiency of the symbiosis and succinate
dehydrogenase as a vital stain of metabolically active fungus (Smith and
Gianinazzi-Pearson, 1990). We have analyzed short-term and long-term

effects of phosphate applications on fungal development and activity using
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respectively fast-growing, high-P-requiring, soybean at growth stages
before flowering or seed production and slow-growing, low-P-requiring,

pineapple during its long vegetative period.

MATERIALS AND METHODS

Plant inoculation and growth

Soybean (Glycine max (L.) Merr., cv. Mapple Arrow) seeds were
surface sterilized for 30 minutes in a 7% calcium hypochlorite solution and
germinated for four days in vermiculite moistened with distilled water.

Seedlings were inoculated with chopped onion root fragments infected

with Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe (Rothamsted
isolate, LPAS5), during transplanting to soil. One plant was outplanted per
pot containing 400g disinfected (y irradiated, 10kGy) alkaline, clay loam
soil (Epoisses, pH 7.8 (H20), 30 ppm available Olsen P). Plants were
grown either without additional P or with 110 mg kg-! of P (added as
KH2PO4) mixed into the soil. Each plant was inoculated with
Bradyrhizobium japonicum (USDA strain), watered daily with reverse-
osmosed water and fed with 32 mg S (K2SO4 solution) at four weeks (to
ensure that this was not a limiting element for the N fixing legume). Plants
were grown in a temperately climatized chamber (250uE s-1 m-2, 22/18°C,
16h day, 70-80% relative humidity) and harvested after four or six weeks.

Microplants of pineapple (Ananas comosus (L.) Merr., Queen Tahiti

variety) were inoculated during a post vitro acclimatization pericd with

root fragments of Tephrosia ehlenbergiana L. (Guillemin et al., 1991)

infected with Glomus sp. (LPA21) isolated from an Ivory Coast soil.

Experiments were conducted in two irradiated acid soils of different
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available P status (Marlins, pH 5.0 (H20), 35 ppm available Olsen P, and
Soubré, pH 5.2 (H20), 3.9 ppm available Olsen P) under simulated tropical
conditions (300UE s-1 m-2, 25/25°C, 16h day, 70-80% relative humidity).
After 28 days, plants were transplanted individually to pots containing
400g of a disinfected soil : gravel (1:1, v:v) mix and grown for 13 weeks.
Each pot was watered daily with reverse-osmosed water and weekly with
40 ml Hoagland n°2 solution (32 ppm P=3.3 mg kg-! soil) (Hoagland and

Arnon, 1950) or 40 ml of the same solution without P.

Measurements

Plant growth was evaluated by shoot and root fresh mass (g), and
phosphorus concentration (% of dry matter) was analyzed by the vanado-
molybdate colorimetric method (Jackson, 1958). Infection development
was evaluated by the method of Troﬁvelot et al. (1986) and expressed as
intensity of infection (M: % of root cortex with infection) or arbuscule
frequency (A: % of root cortex with arbuscules). Estimations were
performed after clearing and staining with trypan blue (TB) (Philipps and
Hayman, 1970), or by staining for succinate dehydrogenase (SDH) (Smith
and Gianinazzi-Pearson, 1990) or fungal alkaline phosphatase (ALP)
(Tisserant et al., 1993) activities, to measure total (TB), living (SDH) or
functional (ALP) mycorrhizal infection, respectively. Active fungal
biomass (g) in roots was represented by the part of root fresh mass showing
tungal ALP activity, for intensity of infection (M%) and for arbuscule
frequency (A%). Data from 4 to 5 replicate plants were statistically

analyzed by Newman-Keuls test.
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RESULTS

Short-term experiment on soybean

Results are given in Table 1. There was a positive mycorrhizal effect
on shoot growth in soybean which increased with time. This was smaller
for the fertilized plants due to a lack of response of mycorrhizal plants to
the phosphate addition, whilst nonmycorrhizal plants showed a growth
enhancement with fertilization. Fungal inoculation and phosphate
application did not significantly modify root growth as measured at either
harvest. In the absence of phosphate fertilizer, the P concentration of
shoots was greater in mycorrhizal plants. After four weeks, the P
concentration in shoots was higher for fertilized plants, but after six weeks
it did not differ between fertilized plants and mycorrhizal plants without
fertilizer. After four weeks, both intensity of infection (M%) and arbuscule
frequency (A%) revealed by all three staining procedures were
significantly decreased by fertilizer application (Table 1A). The ALP-
active fungal biomass of root was reduced by phosphate application at four
weeks, but there was no effect two weeks later. After six weeks, total
infection estimated by trypan blue staining had increased but it continued
to be lower with fertilizer application (Table 1B). In contrast, the intensity
of infection and arbuscule frequency showing succinate dehydrogenase
activity decreased between 4 and 6 weeks in unfertilized plants and
increased in phosphate-fed plants. Fungal alkaline phosphatase activity
also increased between 4 and 6 weeks in fertilized plants and became
similar to values for unfertilized plants. These changes in the metabolic
activity of the fungal biomass from 4 to 6 weeks plant growth did not alter
the proportion of SDH-active infection showing ALP activity; the relative

proportion (ALP:SDH) was consistently lower in fertilized plants
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(M%=0.47 and A%=0.33 at 4 weeks; M%=0.46 and A%=0.30 at 6 weeks)
than in unfertilized plants (M%=0.67 and A%=0.42 at 4 weeks; M%=0.97
and A%=0.51 at 6 weeks).

Long-term experiment on pineapple

Results are given in Table 2. Growth was better in endomycorrhizal
than nonmycorrhizal pineapple whatever the soil or fertilization treatment.
Nonmycorrhizal pineapple plants did not respond to phosphate
applications, but there were effects of applied phosphate on mycorrhizal
plants and these differed depending on the soil. Phosphate fertilization
déci‘éased shoot and root growth of mycorrhizal plants and consequently
the mycorrhizal effect on shoot growth in the higher P-containing Marlins
soil (Table 2A), but not in the P-deficient Soubré soil (Table 2B).
Mycorrhizal infection and phospharte application positively affected P
concentrations in plant shoots.

Values for percentage of mycorrhizal infection as revealed by any
staining procedure did not differ greatly in the native soils in spite of the
differences in their available P contents. However, because of differences
in root development, ALP-active fungal biomass in roots was considerably
higher in plants growing in Marlins soil (Table 2A). Phosphate fertilization
of Marlins soil, which had the highest native available P compared to the
other soils, lowered the level of SDH-active fungal infection and ALP-
active fungal biomass in roots (Table 2A). However, only arbuscule
frequency estimated by alkaline phosphatase staining was lowered when
phosphate was added to Soubré soil (Table 2B). Thus, this was the only
parameter of infection that was reduced in both soils alike with applied P.
The level of infection after trypan blue staining did not relate to plant

growth, but estimations of arbuscular infection showing alkaline
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phosphatase or succinate dehydrogenase activities were correlated with
plant growth in either soil (Fig. 1). No consistent changes were found in
the proportion of SDH-active infection showing ALP activity between soils

or phosphate fertilizer treatments.

DISCUSSION

No short-term effects of phosphate fertilization on shoot and root
growth were observed in fast-growing mycorrhizal soybeans, although the
positive response to phosphate of nonmycorrhizal plants reduced the
overall mycorrhizal growth effect. In contrast, phosphate fertilization had a
long term negative effect on slow growing mycorrhizal pineapple
microplants in the P-sufficient Marlins soil, although not in the P-deficient
Soubré soil. This could have been due to P toxicity (Antunes and Cardoso,
1991) since pineapple has a low P requirement and therefore should be
particularly sensitive to excess phosphate (Marchal, 1971; Herrera Altuve,
1975). Alternatively, P uptake by mycorrhizal plants under unlimited P
conditions could also represent a higher energy cost to the plant and so
depress growth (Koide, 1991). In conclusion, the present observations
indicate that the available P concentration existing in soils can determine
the effects of added phosphate on the growth of mycorrhizal pineapple
plants.

There is much evidence that high concentrations of soil P result in
reductions in arbuscular mycorrhizal infections evaluated by trypan blue
staining (Mosse, 1973; Graham et al., 1981; Trouvelot et al., 1986; Amijee
et al., 1989; de Miranda et al., 1989; Braunberger et al., 1991), and such an

effect was observed in soybean roots. Significant reductions in arbuscule
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frequency were also observed in pineapple roots with phosphate
fertilization for the P-sufficient soil.

In the present experiment, phosphate application appears to be
simply delaying infection in soybean (fast-growing plant). Indeed, the
differences in total infection levels decreased considerably between P-
fertilized and unfertilized plants from 4 to 6 weeks of growth. Furthermore,
infection stained for SDH activity at six weeks was higher in roots of
phosphate-fertilized plants than in roots of unfertilized plants, suggesting
that the fungal tissue may be younger in the former and therefore that
proportionally more fungal biomass was living at six weeks in the roots of
fertilized plants. Smith and Gianinazzi-Pearson (1990) observed a similar
effect of phosphate on the development of living fungal tissue in

endomycorrhizal roots of Allium porrum. Delay of arbuscular mycorrhizal

formation by phosphate fertilization may be due to direct effects on hyphal
growth from propagules (spores) (Pons and Gianinazzi-Pearson, 1984),
and/or reduction in growth of external hyphae (Schwab et al., 1983), and/or
the development of entry point hyphae (Amijee et al., 1989; Smith and
Gianinazzi-Pearson, 1990), and/or resistance to fungal penetration of the
host plant (Schwab et al., 1983a). The physiological basis of these effects
is not known but it has been suggested that delayed or reduced fungal
development may be the result of a reduced carbohydrate supply from the
plant to the fungus at high soil P (Schwab et al., 1983b).

The long-term effect of phosphate fertilization on mycorrhizal
infection in pineapple growing in Marlins soil, on the contrary, cannot be
explained by a simple delay in infection development. Trypan blue staining
gave similar levels, but the amount of metabolically active fungal biomass
was lower in the phosphate fertilized plants. It has also been suggested that
arbuscular mycorrhiza development could be under a direct physiological

control through the internal P status of plant tissues (Sanders, 1975), which
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could affect membrane permeability and therefore exchange processes
between fungal hyphae and host cells (Menge et al., 1978). However, the
amount of metabolically active fungal biomass in pineapple was also
consistently lower in the P-deficient Soubré soil, without any relation to
the P concentration in plant tissues. In Marlins soil, an excess of soil
phosphate (to which pineapple is sensitive) may have restricted the supply
of carbohydrate to the symbiotic fungi and so reduced their beneficial
activity (Hetrick, 1989), through a modification in their phosphate
metabolism.

In the present study, shoot growth of soybean or pineapple plants
was not directly related to the level of total trypan blue stained mycorrhizal
infection, supporting previous conclusions that this parameter is not a good
indicator of arbuscular mycorrhiza efficiency for plant growth (Schubert
and Hayman, 1986; Vierheilig and Ocampo, 1989). ALP activity of
arbuscular mycorrhizal fungi in soybean roots estimated from
electrophoretically separated isoenzymes was reduced by phosphate
fertilization (Gianinazzi-Pearson and Gianinazzi, 1983); in a similar way
here fertilization decreased percentage mycorrhizal infection as revealed
by ALP activity staining of roots after four weeks' plant growth, but this
effect disappeared after six weeks. However, phosphate fertilization did
influence the activity of the symbiosis and reduced the proportion of living
fungus showing ALP enzyme activity by 4 weeks (0.67 without P and 0.47
with P) and by 6 weeks (0.97 without P and 0.46 with P). A less active
fungal phosphate metabolism in the presence of high phosphate application
may contribute to the lack of response of the mycorrhizal soybean to the
fertilizer.

Vierheilig and Ocampo (1989) suggested that the amount of living
mycelium stained for succinate dehydrogenase activity cannot be used as

an indicator of efficiency of the arbuscular mycorrhizal symbiosis for plant
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growth, but Smith and Dickson (1991) have shown that the frequency of
SDH-active arbuscules could reflect a surface area for nutrient exchange
between living symbionts and therefore symbiotic efficiency. Qur results
for the slow-growing pineapple support this hypothesis (Fig. 1). The
coupling of this estimation to the staining procedure for ALP activity
within symbiotic fungi (Tisserant et al., 1993) could give a more
meaningful evaluation of the efficiency of the fungal symbiosis for plant
growth. For pineapple, we have observed a significant positive correlation
between arbuscule frequency (A%) after ALP activity staining and
mycorrhizal plant growth (Fig. 1). Futhermore, the proportion of
arbuscules showing ALP activity decreased with phosphate fertilization by
31% in Soubré and 50% in Marlins soils and the ALP-active fungal
biomass of root estimated from A% was reduced 29% and 160%,
respectively. These decreases in ALP-active infectioln coincided with
depressions in the growth of pineapple plants following phosphate
fertilization.

The external phase of infection also needs to be considered to better
understand the impact of these fungi. Graham et al. (1982) suggested that
the amount of external mycelium is indicative of efficiency of an
arbuscular mycorrhizal infection, and Sylvia (1988) showed that longevity
and activity of external hyphae might contribute to this. Recently, Pearson
and Jakobsen (1993) have reported variations between fungi in the ability
of their external hyphae to transport P to the root. More investigations are
therefore required into factors affecting the relationship between
physiological activities of internal and external mycelia and arbuscular

mycorrhizal efficiency for plant growth.
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Table 1

Shoot and root fresh mass, mycorrhizal effect on shoot growth, P
concentration and endomycorrhizal infection (M%: intensity of infection
and A%: arbuscule frequency) observed with trypan blue (TB), succinate
dehydrogenase (SDH) and alkaline phosphatase (ALP) staining of
nonmycorrhizal (NM) and endomycorrhizal (M) soybean without
additional phosphate (-P) or with 110 ppm of phosphate (+P) after 4 and 6
weeks

A) 4 weeks after planting

-P +P
NM M NM M
Shoot fresh mass (g):  3.16a 4.06a 4.30a 4.64a
Root fresh mass (g): 1.97a 2.05a 2.20a 2.33a
P concentration (%): 0.03¢ 0.05b 0.07a 0.07a
Infection:
TB M% Oc 45.2a Oc 14.1b
A% Oc 24 .8a Oc 6.3b
SDH M% Oc 41.2a Oc 20.8b
A% Oc 20.6a Oc 10.2b
ALP M% Oc 27.8a Oc 9.8b
A% Oc 8.9a Oc 3.4b
ALP-active fungal
biomass (g) per root system:
forM% - 0.57a - 0.23b
for A% - 0.18a - 0.08b

Values for each line followed by different letters were significantly
different (p=0.05).
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B) 6 weeks after planting

-P +P
NM M NM M~
Shoot fresh mass (g):  5.163c¢ 7.40ab 6.67b 8.30a
Root fresh mass (g): 3.36a 3.57a 4.30a 3.63a
P concentration (%):  0.03b 0.07a 0.07a 0.07a
Infection:
TB M% Ob 78.0a Ob 59.9b
A% Oc 32.2a Oc 19.5b
SDH M% Oc 28.7b Oc 47 4a
A% Oc 14.2b Oc 23.5a
ALP M% Ob 27.6a 0b 21.9a
A% Ob 7.2a Ob 7.0a
ALP-active fungal
biomass (g) per root system:
forM% - 0.98a - 0.79a
for A% - 0.26a - 0.25a

Values for each line followed by different letters were significantly

different (p=0.05).
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Table 2

Shoot and root fresh mass, mycorrhizal effect on shoot growth, P
concentration and endomycorrhizal infection (M%: intensity of infection
and A%: arbuscule frequency) observed with trypan blue (TB), succinate
dehydrogenase (SDH) and alkaline phosphatase (ALP) staining of
nonmycorrhizal (NM) and endomycorrhizal (M) watered with Hoagland
solution without phosphorus (-P) or with phosphorus (+P) after 17 weeks
in Marlins and Soubré soils

A) Marlins soil

-P +P
NM M NM M
Shoot fresh mass (g): 11.94c 46.06a 16.59c¢ 28.32b
Root fresh mass (g): 1.87¢ 6.06a 2.04c 3.90b
P concentration (%): 0.10 0.19 0.12 0.24
Infection:
TB M% Ob 93a 0b 32a
A% Oc 65a Oc 55b
SDH M% Oc 61.0a Oc 41.5b
A% Oc 21.4a Oc 15.1b
ALP M% Oc 29.3a Oc 21.1b
A% Oc 12.8a Oc 7.5b
ALP-active fungal
biomass (g) per root system:
forM% - 1.78a - 0.59b
for A% - 0.78a - 0.29b

Values in each line followed by different letters were significantly different
(p=0.05) for each soil
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B) Soubré soil ‘
-P +P
NM M NM M
Shoot fresh mass (g):  9.79b 26.50a 8.19b 29.63a
Root fresh mass (g): 1.50b 3.36a 0.94b 3.79a
P concentration (%): 0.05 0.16 0.08 0.23
Infection:
TB M% Ob 89a Ob 89a
A% Ob 48a Ob 48a
SDH M% Ob 50.0a 0b 45.5a
A% 0b 17.3a Ob 14.2a
ALP M% 0b 26.0a Ob 25.1a
A% Oc 10.8a Oc 7.4b
ALP-active fungal
biomass (g) per root system:
forM% - 0.58a - 0.54a
for A% - 0.36a - 0.28a

Values in each line followed by different letters were significantly different
(p=0.05) for each soil
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Fig. 1. Correlation between shoot fresh mass of endomycorrhizal pineapple
and arbuscular frequency (A%) estimated after succinate dehydrogenase

(SDH) (A) and alkaline phosphatase (ALP) (B) stainings
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Annexe 4
Fruits (soumis)

Influence des endomycorhizes & arbuscules sur la croissance et la nutrition

minérale de 1'ananas (Ananas comosus (L.) Merr.) dans un sol & forte
salinité

e

J.P. GUILLEMIN, S. GTIANINAZZI, Vivienne GIANINAZZI-PEARSON et J. MARCHAI1

Laboratoire de Phytoparasitologie, INRA-CNRS, Station de Génétique et d'Amélioration des
Plantes, INRA, BV 1540, 21034 Dijon Cedex, France

o

1 Laboratoire de Physiologie et Biochimie, CIRAD, FLHOR, Avenue du Val de Montferrand,
BP 5035, 34032 Montpellier Cedex 01, France

Résumé
) Les sols a forte teneur en chlorure de sodium (NaCl) sont considérés comme peu
propices a la production de I'ananas. Des virroplants de deux variétés, Queen Tahiti and
Cayenne lisse (clone CYD), sont inoculés avec un champignon endomycorhizogéne (Glomus
sp. (LPA21)) avant d'étre repiqués dans un sol & forte salinité. Le NaCl n'influence pas la
colonisation endomycorhizienne chez la variété Queen Tahiti ce qui permettrait aux plantes

W

inoculées de maintenir leur croissance. Par contre, 'altération de l'infection symbiotique en
présence de NaCl chez la variété Cayenne lisse pourrait &tre une cause des réductions de
croissance. Pour cette variété, le maintein du niveau de P dans la partie aérienne des plantes
0 endomycorhizées dans le sol & forte salinité ne permet pas d'assurer, seul, une croissance
comparable a celle des plantes dans le sol sans NaCl. Cette étude met en évidence des

différences variétales et montre l'importance des endomycorhizes dans de telles conditions.

D Abstract
Soils with high level of sodium chloride (NaCl) are considered as little interesting for
pineapple production. Microplants of both varieties, Queen Tahiti and Smooth Cayenne
(clone CYQ), were inoculated with an endomycorrhizal fungus (Glomus sp. (LPA21)) before
9 outplanted in soil with salinity. NaCl did not influenced endomycorrhizal colonization of
Queen Tahiti variety, thus endomycorrhiza could insure plant growth. However, alteration of
endomycorrhizal infection for Smooth Cayenne variety with high level of NaCl could partly
explain growth reduction. For this variety, the stability of P nutrition in shoot of
2 endomycorrhizal plants observed with high level of NaCl can not insure alone growth of
inoculated plants. These studies showed varietal differences and that endomycorrhiza can
protect against abiotic stress.

@

Mots clés : Ananas comosus (L.) Merr, endomycorhizes & arbuscules, chlorure de sodium,

croissance, nutrition minérale, infection endomycorhizienne
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INTRODUCTION

Un apport excessif d'élements mineraux peut provoquer des effets néfastes sur le
développement de 1'ananas (Ananas comosus (L.) Merr). Dans les plantations d'ananas 3
proximité de la mer, les apports de sels sous forme de chlorure de sodium (NaCl) provoquent
des bandes nécrotiques sur les feuvilles (Sideris, 1955). Cet excés de NaCl induit également
une baisse du poids et de la qualité des fruits (Sideris, 1955). Les effets négatif's sont surtout
attribués a I'ion chlorure (Morard et Garcia, 1977), et Su (1961) a montré que cet ion altere le
remplissage des yeux, décale les dates de floraison et donc la récolte. Par conséquent, les sols
contenant de forte teneur de NaCl ne sont considérés comme peu intéressants pour la
production de l'ananas.

La présence de NaCl dans un sol influence la composition de la flore
endomycorhizienne (Stahl et Wiallams, 1986), certains champignons symbiotiques sont
capables de se développer dans de telles conditions (Pond er al., 1984) : l'association
endomycorhizienne a €€ observée dans des environnements 4 forte salinité chez plusieurs
espéces végétales (Khan, 1974 ; Rosema er al., 1986 ; van Duin et ¢l., 1989 ; Cooke et Lefor,
1990 ; Sengupta et Chaudhuri, 1990). Les endomycorhizes sont connues pour influencer
positivement la nutrition minérale et la résistance des plantes & des stress aussi bien
abiotiques que biotiques (Gianinazzi er al., 1982 ; Harley et Smith, 1983). Plusieurs articles
rapportent que I'endomycorhization est capable de compenser les diminutions de croissance
induite par le NaCl observée chez les plantes non infectées (Hirrel et Gerdemann, 1980 :
Ojala et al., 1983 ; Pfeiffer et Bloss, 1988 ; Dixon ez al., 1993). Cette tolérance des plantes &
la forte salinité serait due, au moins partiellement, 2 I'augmentation de la nutrition minérale,
en particulier en phosphore. Cependant, Guttay (1976) a montré que pour 1'érable du Canada,
les endomycorhizes n'ont pas été capables de compenser la croissance de ce dernier.

Cette étude a pour but d'étudier la tolérance des vitroplants endomycorhizés d'ananas
dans un sol & fortes teneurs en NaCl afin d'évaluer l'importance de cette symbiose dans de
telles conditions de culture.

MATERIEL ET METHODES

Deux variét€s d'ananas micropropagés (Queen Tahiti et Cayenne lisse (clone CYD)) et
le champignon endomycorhizoggne Glomuss sp. (LPA21) ont été utilisés et les expériences ont
été conduites dans une salle climatisée aux conditions tropicales (300uE m-1 s-2, 29-25°C,
12/12h, 70-90% d'humidité relative) et dans un sol acide (Marlins, pH 5.0, 35 ppm de P)
stérilisé aux rayons y (L0kGy).

Les vizroplants sont inoculés ou non & la sortie des conditions axéniques avec des
fragments d'endomycorhizes de Tephrosia ehlenbergiana selon la méthode décrite par

Guillemin er al. \( 1991). A la fin de la période d'acclimatisation appelée sevrage (4 semaines),
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les plants sont repiqués individuellement dans des pots contenant 400g d'un mélange de terre
irradiée et de gravier stérilisé a la vapeur (1:1, v:v). Chaque pot est arrosé quotidiennement
avec de I'eau et recoit deux fois par semaine 20 ml de solution nutritive Hoagland n®2
(Hoag:anc et Arnon, 1950) sans phospl.ore. Le NaCl est apporté au mélange de terre: gravier
au moment du repiquage a raison 0, 2 et 5 g par kg de substrat de culture.

Apres trois mois de croissance, les paramétres suivants ont été évalués : surface
foliaire (cm2), poids de matiere fraiche de’la partie aérienne et racinaire (g) et poids de
matiere séche de la partie aérienne (g). N, P, K, Ca et Mg ont été analysés (Warner and Jones
1967, Anonymous 1968, 1972). L'infection endomycorhizienne est estimée avec la méthode
de Trouvelot er al. (1986) aprés coloration non vitale des racines au bleu de trypan (Philipps
et Hayman, 1970). Pour la variété Cayenne lisse, la coloration des activités succinate
déshydrogénase (SDH) (Smith et Gianinazzi-Pearson, 1990) et phosphatase alcaline (PAL)
(Tisserant et al., 1993) a €t€ réalisée et a permis d'observer les hyphes vivants (SDH) et
fonctionnels (PAL).

RESULTATS

L'intensité de l'infection (M%) et la fréquence arbusculaire (A%) évaluées aprés
coloraton non vitale chez la variété Queen Tahiti ne sont pas modifiées par la salinité (figure
1A). De méme l'endomycorhization améliore la croissance des plantes, y compris aux doses
les plus €levées de NaCl. Toutefois en présence de NaCl/kg de sol, l'effet endomycorhizien
est moins important (-22% & 2g de NaCl et -39% & 5g de NaCl) (tableau 1). L'augmentation
de la salinité du sol réduit le rapport racine/partie aérienne des plantes endomycorhizées mais
il reste inférieure aux témoins (figure 2A). Par contre, la taux de matidre séche de la partie
aérienne augmente chez les plantes endomycorhizées avec élévation de la salinité (figure 2B).

Chez la vari€té Cayenne lisse, l'intensité de I'infection (M%) totale est
significativement réduite 4 la dose la plus élevée de NaCl dans le sol (figure 1B) et la
fréquence des arbuscules (A%) l'est pour les deux niveaux de salinité (figure 1C). En ce qui
concerne la coloration de l'activité SDH, seules les valeurs de A% sont significativement
diminué€es par la salinité la plus élévée (figure 1C). L'estimation de l'infection
endomycorhizienne aprés coloration de 'activité Pase donne des valeurs plus faibles chez les
plantes en présence de NaCl aussi bien pour M% que pour A% (figures 1B, 1C). Cela se
traduit par une réduction plus importante de la croissance des plantes endomycorhizées (-56%
a2 gde NaClet -228% a 5g de NaCl).

La variété Cayenne lisse est plus sensible & la salinit€ que la variété Queen Tahiti et en
présence de la plus forte teneur en NaCl, la croissance des vitroplants est fortement altérée
(tableau 2). Le rapport R/A chez cette variété est inversé par le plus haut niveau de salinité
(tigure 2C) et ces taux de matiere séche aérienne sont augmentées chez les plantes non
endomycorhizées (figure 2D).
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Lendomycorhization accroit les teneurs et les quantités en P, Ca et Mg dans la partie
aérienne chez la variété Queen Tahiti avec ou sans apport de NaCl. Pour N et K, les teneurs
sont plus faibles chez les plantes endomycorhizées probablement du A un effet de dilution.
Plus l'effet endomycorhizien est importart, plus les teneurs sont faibles (tableau 3). Les
quantités absorbées de N et K sont toujours supérieures chez les plantes endomycorhizées
(tableau 3). Chez la variété Cayenne lisse, 'augmentation de la salinité€ se traduit par des
teneurs accrues en N, K et P chez les plantes endumycorhizées. Par contre la salinité induit un
faible effet négatif sur les teneurs en Mg (tableau 4). Les concentrations en Ca sont toujours
plus €levées chez cette variété que la variété Queen Tahiti (tableaux 3, 4). Les plantes
endomycorhizées de la variété Cayenne lisse absorbent de plus grande quantité d'élément
minéraux que les plantes non endomycorhizées (tableau 4).

DISCUSSION

Les endomycorhizes sont connues pour améliorer la tolérance au NaCl des plantes
telles que I'oignon, la tomate, le piment et le goyaier (Hirrel et Gerdemann, 1980 ; Ojala et
al., 1983 ; Poss et al., 1985 ; Pfeiffer et Bloss, 1988). Par contre pour le citrus, la résistance a
la salinit€ n'est pas augmentée par la présence des endomycorhizes (Graham et Syvertsen,
1987, 1989). L'ensemble de ces travaux effectué sur les effets de la salinité sur la croissance
des plantes montrent des effets variables en fonction de la plante étudiée. En ce qui concerne
l'ananas, les effets sont distincts avec la variété bien que les plantes endomycorhizées
présentent toujours une meilleure croissance. La variété Queen Tahiti est plus tolérante au

NaCl. La variét¢ Cayenne lisse endomycorhizée ou non voit sa croissance diminuée d'autant

plus que le taux de NaCl s'éleve. Ce type d'influence de la teneur a €té aussi observée sur la
croissance de citrus par Graham et Syvertsen (1989). Par contre, 'augmentation de 1a salinité
n'a pas de conséquence sur la croissance d'une graminée (Distichlis spicata) (Allen et
Cunningham, 1983).

La tolérance au NaCl observée chez certaines plantes est attribuée par plusieurs
auteurs & une meilleure nutrition minérale, en particulier en phosphore (Ojala et al., 1983 ;
Duke ez al., 1986 ; Hartmond et al., 1987). En présence de NaCl, l'effet endomycorhizien sur
le phosphore est plus marqué. Toutefois chez les ananas nonmycorhizées de la variété Queen
Tahiti, la croissance n'est pas altérée malgré la baisse des teneurs de phosphore. Le maintein
du niveau de phosphore chez la variété Cayenne lisse endomycorhizée n'a pas permis
d'assurer une croissance comparable A celie des plantes n'ayant pas regu de NaCl. Le
phosphore ne semble pas capable, & Iui seul, de stabiliser 1a croissance de I'ananas. D'autres
mécanismes doivent étre impliqués. En accord avec Allen et Cunningham (1983), et Poss et
al. (1985), nous avons constaté que la concentration en potassium augmente chez toutes les
plantes endomycorhizées en présence de NaCl. Afin de réduire 'absorption de sodium, les

pompes & K*-Na* induiraient un accroissement de I'entrée de K dans la plante (Raines, 1972
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; Yeo, 1983), ce mécanisme semble plus actif en présence des endomycorhizes. Les
endomycorhizes améliorent 1'assimilation de l'ammonium, connu pour étre peu mobile dans le
sol (Barea et al., 1987 ; Frey et Schitepp, 1993), en stimulant l'activité de la glutamine
synthéiase (Smith et al., 1985). Chez les doux variétés d'ananas, ies plantes endomycorhizées
renferment de plus grandes quantités d'azote. Dans les sols acides, 'azote est plus présente
sous forme de d'ammonium et on peut considérer que les endomycorhizes interviendraient en
augmentant I'aborption de l'azote sous forme d'arnmonium (Barea, 1991).

Le développement de l'infection endomycorhizienne pourrait jouer un réle dans la
tolérance au NaCl. En accord avec les résultats obtenus chez le citrus (Graham et Syvertsen,
1989), l'absence d'altération de la colonisation symbiotique par le NaCl chez la variété Queen
Tahiti permettrait aux plantes endomycorhizées de maintenir leur croissance. D'autres travaux
ont montr¢ que l'application de NaCl réduit la colonisation symbiotique dans les racines des
plantes (Ojala et al., 1983 ; Duke et al., 1987). Le NaCl présent 4 12 g/kg de sol diminue la
croissance et l'infection endomycorhizienne de l'oignon et du piment (Hirrel et Gerdemann,
1980), de telles baisses sont observées avec des niveaux plus faibles de salinité chez la variété
Cayenne lisse. L'intensité de I'infection endomycorhizienne de la variété Cayenne lisse a été
estimée aprés coloration non vitale et des activités SDH et Pase. L'évaluation de l'infection
basée sur la fréquence arbusculaire (A%) aprés coloration de l'activité Pase serait celle qui
refléterait le mieux l'efficacité de la symbiose (Guillemin ez al., 1993). En présence de NaCl,
la proportion d'arbuscules montrant une activité Pase par rapport 2 la fréquence arbusculaire
totale n'est pas modifieé (témoin : 23%, 2g de NaCl/kg de sol : 20% et 5g de NaCl/kg de sol :
21%). C'est donc la baisse significative de la quantité de champignon efficient qui pourrait
étre une des causes de la réduction de croissance des ananas endomycorhizés. Le NaCl
pourrait avoir un effet direct sur la mise en place et le développement de l'infection
symbiotique. Hirrel (1981) et Estaun (1989) ont montré que la germination de Gigaspora
margarita et de Glomus mosseae est altérée par la salinité. La croissance des champignons
endomycorhiziens est réduite dans des sols & forte salinité (White er al., 1989).

Les endomycorhizes influencent la physiologie de 1'ananas, en effet, elles réduisent la
proportion racinaire chez la variété Queen Tahiti par rapport & celle de la partie aérienne, cet
effet est amplifi€ en présence de NaCl dans le sol. Rosendahl et Rosendahl (1991) ont montré
une diminution de la surface racinaire en présence de NaCl dans la sol, la réduction du
développement racinaire permettrait une meilleure tolérance a ce stress. Ce phénoméne n'est
pas observé chez les plantes endomycorhizées de la variété Cayenne lisse qui résistent
beaucoup moins bien au NaCl. Des sojas verts endomycorhizés accumulent de plus grande
quantité de proline, facteur considéré capable d'ameliorer la tolérance au NaCl (Jindal ez al..
1993). .

Les endomycorhizes sont connues pour aussi améliorer la tolérance de certaines
plantes au stress hydrique (Levy et Krikun, 1980). Ces deux phénomeénes soulignent l'intérét

de la colonisation endomycorhizienne dans des régions arides ou semi-arides (Jasper et al.,

1989).
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TABLEAU 1 - Surface foliaire (cm?), poids de matiére fraiche de la partie aérienne (Pf.
aérien) et des racines (Pf. racinaire) (g) et poids de matiere séche de la partie aérienne
(Ps. aérien) (g) d'ananas de la variété Queen Tahiti nonmycorhizés (NM) et
endomycorhizés (M) a trois niveaux de salinité (0, 2 et 5 g de NaCl/kg de sol).

Salinité (NaCl) Og/kg de sol 2glkg de sol 5g/kg de sol
Mpycorihzation NM M NM M NM M
Surface foliaire  249,2c 514,4a 225,1c 452.4a 212,0c 365,0ab
Pf. aérien 21,03¢ 4] 57a 21,40¢ 37,80a 19,24c¢ 30,75ab
Pf, racinaire 1,90b 321a 1,70b 2,63a 1,52b 2,04ab
Ps. aérien 2.27b 4,57a 2.41b 4,75a 2,13b 3,75a

Pour chaque ligne, les valeurs suivies par des lettres différentes sont significativement
différentes & P<0,05.

TABLEAU 2 - Surface foliaire (cm?2), poids de matiére fraiche de la partie aérienne (Pf.
aérien) et des racines (Pf. racinaire) (g) et poids de matiére séche de la partie aérienne
(Ps. aérien) (g) d'ananas de la variété Cayenne lisse nonmycorhizés (NM) et
endomycorhizés (M) & trois niveaux de salinité (0, 2 et 5 g de NaCl/kg de sol).

Salinité (NaCl) Og/kg de sol 2g/kg de sol 5gikg de sol
Mycorihzation NM M NM M NM M
Surface foliaire  299.7b 640,%9a 251,6bc 361,3b 81,3d 167,8¢
Pf. aérien 23,54bc  54,87a 19,82¢c 30,52b 5,53e 12,52d
Pf. racinaire 2,63b 5,484 2,01b 2,86b 0,44d 1,19¢
Ps. aérien 2,08b 5,02a 1,70bc 2,53b 0,56d 1,10¢

Pour chaque ligne, les valeurs suivies par des lettres différentes sont significativement
différentes & P<0,05.
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TABLEAU 3 - Teneur (% de matiére séche) et contenu (g) en éléments minéraux de la
partie aériznne d'ananas de la variété Queen Tahiti nonmycorhizés (NM) et
endomycorhizés (M) a trois niveaux de salinité (0, 2 et 5 g de NaCl/kg de sol).

Salinité (NaCl) Og/kg de sol 2g/kg de sol Sg/kg de sol
Mycorhization NM M NM M NM M
N teneur 2,24 1,61 2,06 1,88 2,11 1,94
contenu 5,08 7.36 4,96 8,93 4.49 7,28
P teneur 0,15 0,18 0,09 0,18 0,07 0,16
contenu 0,34 0,83 0,22 0,86 0,15 0,60
K teneur 5,13 2,94 5,23 3,84 5,26 4,13
contenu 11,65 13,44 12,60 18,24 11,21 15,49
Ca teneur 0,65 0,82 0,69 0,86 0.61 - 0,75
contenu 1,48 3,75 1,66 4,09 1,30 2,81
Mg teneur 0,28 0,32 0,29 0,34 0,27 0,32
contenu 0,64 1,52 0,70 1,62 0,58 1,20

TABLEAU 4 - Teneur (% de matiére séche) et contenu (g} en éléments minéraux dans
la partie aérienne d'ananas de la variété Cayenne lisse nonmycorhizés (NM) et
endomycorhizés (M) & trois niveaux de salinité (0, 2 et 5 g de NaCl/kg de sol).

O

Salinité¢ (NaCl) Og/kg de sol 2g/kg de sol S5g/kg de sol
Mycorhization NM M NM M NM M
N teneur 2,03 1,99 2,59 2,34 1,93 2,43
contenu 4,22 9,99 - 4,40 592 1,08 2,67
P teneur 0,13 0,13 0,15 0,19 0,10 0,16
contenu 0,27 0,65 0,26 0,48 0,06 0,18
K teneur 4.46 4,07 5,61 511 3,56 5,00
contenu 928 20,43 9,54 12,92 2,00 5,50
Ca teneur 1,05 1,17 1,13 1,11 1,21 1,01
contenu 2,18 5,87 1,92 2,78 0,68 I,11
Mg teneur 0,35 0,34 0,27 0,29 0,29 0,26

contenu 0,73 1,71 0,46 0,73 0,16 0,29
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Fig. 1 - Intensité de l'infection endomycorhizienne (M%) et fréquence arbusculaire
(A%) observées aprés la coloration (1) chez la variété Queen Tahiti (A) et observées
apreés les colorations (1, 2 et 3) chez la variété Cayenne lisse (B, C) croissant 2 trois
niveaux de salinit€ (0, 2 et 5 g de NaCl/kg de sol). Les valeurs pour chaque coloration
suivies par des lettres différentes sont significativement différentes & P<0,05.

(1) coloration au bleu de trypan, (2) coloration de l'activités succinate déshydrogénase
(SDH) et (3) coloration de I'activité phosphatase alcaline (Pase)

Fig. 2 - Rapport du poids de la matigre fraiche de la partie racinaire sur le poids de la
matiere fraiche de la partie aérienne (A, C) et taux de matiére séche (%) de la partie
aérienne d'ananas (B, D) et des variétés Queen Tahiti (A, B) et Cayenne lisse (C, D)
nonmycorhizés (NM) et endomycorhizés (M) A trois niveaux de salinité (0, 2 et 5 gde
NaCl/kg de sol). Les valeurs pour chaque paramé&tre suivies par des lettres différentes
sont significativement différentes & P<0,05.
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Annexe 5
Agricultural Science of Finland. 1994 (sous presse)

CONTROL BY ARBUSCULAR
ENDOMYCORRHIZAE OF PRATYLENCHUS
BRACHYURUS IN PINEAPPLE MICROPLANTS

JEAN-PHILIPPE GUILLEMIN D, SILVIO GIANINAZZI ), VIVIENNE
GIANINAZZI-PEARSON D and JEAN MARCHAL 2)

DLaboratoire de Phytoparasitologie, INRA-CNRS, Station de Génétique et
d'Amélioration des Plantes, INRA, BV 1540, 21034 Dijon Cedex, France

2) Laboratoire de Physiologie et Biochimie, CIRAD, FLHOR, Avenue du
Val de Montferrant, BP 5035, 34032 Montpellier Cedex 01, France

GUILLEMIN, J.P. 1}, GIANINAZZI, S. ), GIANINAZZI-PEARSON,
V. I and MARCHAL, J. 21993. Control by arbuscular
endomycorrhizae of root colonisation by Pratylenchus
brachyurus in pineapple microplants. Agric. Sci. Finl. (1)
Laboratoire de Phytoparasitologie, INRA-CNRS, Station de
Génétique et d'Améliorationt des Plantes, INRA, BV 1540, Dijon

Cédex, France, 2) Laboratoire de Physiologie et Biochimie,
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CIRAD, FLHOR, Avenue du Val de Montferrant, BP 5035,
34032 Montpellier Cedex 01, France).

Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filip & Schurr-Steekh. has
been reported in association with pineapple roots and .is
considered as an important pathogen on pineapple. Microplants
of Queen Tahiti, Smooth Cayenne and Spanish varieties were
inoculated with Glomus sp. (LPA21) and/or P. brachyurus at
transplanting from axenic conditions or one month later. The
presence of the nematode did not affect shoot growth of
endomycorrhizal plants. Late P. brachyurus inoculation did not
influence growth of nonmycorrhizal plants while early pathogen
application caused reductions in nonmycorrhizal plant growth.
Nematode number per g of root was significantly decreased for
endomycorrhizal plants when pathogen was introduced at
outplanting or one month later. Nematode inoculation affected
endomycorrhizal colonization estimated by non vital staining for
the Queen Tahiti and Spanish varieties but did not alter
development of metabolically active arbuscules in roots of the
three varieties. P concentration of endomycorrhizal shoots was
higher for all treatments and P. brachyurus tended to decrease
mineral concentration of nonmycorrhizal plants with early

nematode application.

Key words: Ananas comosus, endomycorrhizal infection,

vitr oplant, pathogen nematode, interactions, integrated control
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Introduction

Arbuscular endomycorrhizal fungi (AMF) and soilborne pathogens occur
together in the rhizosphere around plant roots. Arbuscular
endomycorrhizae can positively influence plant development by improving
mineral nutrition, water uptake, hormone production, resistance to root
pathogen or tolerance to pesticides (GIANINAZZI et al. 1982). GUILLEMIN
et al. (1991) have shown the benefits to the growth of pineapple
microplants of inoculation with endomycorrhizal fungi.

Nematodes are considered an important factor in reducing pineapple
production. Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filip & Schurr-Steekh.
causes widespread damage in pineapple plantations, particularly in the
Ivory Coast. [t was described for the first time in pineapple roots by
GODFREY (1929) in Hawaii. This nematode penetrates the elongation zone
of roots and develops in the cortical tissue and vascular cylinder
(GUEROUT 1975). Secondary roots can then be destroyed by nematode
infestation giving a root system that is essentially composed of primary
roots (CASWELL et al. 1990). This endopathogen also modifies vegetative
plant growth, with reductions in leaf area, and causes a delay in shoot
development (LACOEUILHE and GUEROUT 1976. KEETCH 1982).
Decreases in fruit yield can be in the region of 30 to 35% and the number
of suckers may be reduced to 80% (LACOEUILHE and GUEROUT 1976,
KEETCH 1982). P.brachyurus has a high impact in the Ivory Coast
(GUEROUT 1975), because pineapple is often grown in soil with a pH
adapted to nematode proliferation (pH 5 to 5.5) (SARAH 1991).

The potential of AMF to alleviate nematode-induced plant stress has been
previously investigated in different plant species but variable host-plant

responses to pathogen-endomycorrhiza interactions have been reported
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(e.g. BAGYARAJ et al. 1979, KELLAM and SCHENCK 1980, CASON et al.
1983, ELLIOT et al. 1984, COOPER and GRANDISON 1986, SMITH 1987,
INGHAM 1988, THOMAS et al. 1989). In the present work, we have tested
interactive effects of AMF and P.brachyurus on plant growth,
endomycorrhizal infection development and root-colonising nematode

populations of micropropagated pineapple.

Material and methods

Three micropropagated pineapple varieties (Ananas comosus (L.) Merr.,
Queen Tahiti, Smooth Cayenne (clone CY0) and Spanish varieties) were
tested. Plants were raised in a growth chamber under simulated tropical
conditions (300UE s-! m-2, 29-25°C, 12h day and 70%-90% relative
humidity) in a vy-irradiated (10kGy) acid soil (pH 5.0). Pineapple
microplants were inoculated with root fragments of Tephrosia
ehlenbergiana infected with an isolate of Glomus sp. (LPA21) in trays
containing a soil:gravel (1:1, v:v) mix during a four-week acclimatization
period (M) (GUILLEMIN et al. 1991) or when one month-old weaned
microplants were transplanted individually to pots (1+M). Each pot
contained 400g of the soil:gravel mix and was watered daily with distilled
water and weekly with 2x20 ml of Hoagland n°2 solution (HOAGLAND and
ARNON 1950) without phosphate.

Inoculation of Pratylenchus brachyurus was performed with about 100
nematodes per microplant at outplanting from axenic conditions
(Nematode) or one month later at the end of the weaning period

(Nematode+1).
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After 3 months in pots, several growth parameters were evaluated: leaf
area (cm2), shoot and root fresh mass (g) and shoot dry mass (g) and the N,
P, K, Ca and Mg concentrations of shoots determined (WARNER and
JONES 1257, Comité Inter Instituts pour le diagnostic toliaire 1968, 1972).
Endomycorrhiza development was estimated microscopically by the
method of TROUVELOT et al. (1986) after clearing roots and staining
fungal tissue with trypan blue (PHILIPPS and HAYMAN 1970), or for
succinate dehydrogenase (SDH) (SMITH and GIANINAZZI-PEARSON 1990)
or alkaline phosphatase (ALP) (TISSERANT et al. 1993) activities.
Arbuscule frequency (A%) was also estimated and the proportion of living
and functional arbuscules calculated as follows:

A% after staining of SDH activity
Proportion of living arbuscules = =emmmmmmmmm e

A% after staining with trypan blue

A% after staining of ALP activity
Proportion of functional arbuscules = maees e e s s m e
A% after staining with trypan blue

P. brachyurus in roots was extracted using the non-destructive procedure
described by SARAH (1991).
All reatments were tested in the same experiment for Smooth Cayenne and
Spanish varieties however two experiments were done for Queen Tahiti

variety. Each treatment consisted of 5 replicates and statistical analysis of

data was performed using Newman-Keuls test following ANOVA.

Results
Both early (M) and late (1+M) inoculation with the AMF significantly

increased the growth of plants compared with nonmycorrhizal controls

whether they were infested or not with P. brachyurus (Tables 1 and 4).
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] - Endomycorrhiza inoculation at transplanting from axenic

conditions

With the single exception of Queen Tahiti variety root growth, both shoot
and root growth of nonmycorrhizal microplants were significantly reduced
when nematodes were introduced at the beginning of the acclimatization
period. However, shoot growth of the three pineapple varieties was not
significantly modified by nematode infestation in plants inoculated with
the Glomus sp. at outplanting from axenic conditions (Table 1). Growth
reductions due to the nematode were very limited and only occurred for
leaf area (Spanish variety) and roots (Smooth Cayenne and Spanish
varieties).

Nematode number per g. of root was significantly lower in
endomycorrhizal than nonmycorrhizal roots for all three pineapple
varieties (Table 1). Timing of P. brachvurus inoculation did not affect
nematode numbers developing in the Queen Tahiti and Smooth Cayenne
varieties, but later inoculation did reduce pathogen infestation in the
Spanish variety (Table 1).

Nematode infestation caused a reduction in P uptake by nonmycorrhizal
plants, particularly for the Smooth Cayenne and Spanish varieties, but not
in endomycorrhizal plants (Table 2). For the Spanish variety, N, Ca and
Mg concentrations of nonmycorrhizal plants were also decreased by
nematode infestation at transplanting. However, in endomycorrhizal plants
P, Ca and Mg concentrations in shoots of the three varieties inoculated
with the nematodes were comparable to those of endomycorrhizal plants
growing in the absence of nematodes (Table 2).

Nematode application at outplanting significantly reduced arbuscule

frequency (A%) for the Queen Tahiti and Spanish varieties after trypan
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blue staining (Table 3) but this reduction disappeared with pathogen
innculation one month later. This showed that it was of greatest benefit to
establish endomycorrhizal colonization as soon as possible. Reduction of
A% was also observed after staining for SDH and ALP activities in the
Queen Tahiti variety (Table 3). The proportion of living and functional

arbuscules was not altered by nematode infestation (Table 3).
2 - Endomycorrhizal inoculation at outplanting to pots

Growth of endomycorrhizal plants was significantly greater than of
nonmycorrhizal plants (Table 4). Inoculation with P. brachyurus at
outplanting reduced the growth of nonmycorrhizal but not
endomycorrhizal plants (Table 4).

The nematode population was reduced in endomycorrhizal plants with both
timings of the pathogen application for the Queen Tahiti variety (Table 4)
but this reduction was observed for the Smooth Cayenne and Spanish
varieties only when nematodes and endomycorrhizae were inoculated
simultaneously. Endomycorrhiza development after nematode application
did not influence nematode infestation of roots of the Smooth Cayenne and
Spanish varieties. Timing of pathogen application influenced its presence
in the roots of the Spanish variety; indeed the population was greater when
the pathogen was introduced before inoculation with the AME.

Nematodes negatively affected P uptake by nonmycorrhizal but not
endomycorrhizal plants (Table 5). Endomycorrhiza formation enhanced Ca
and Mg contents of the Queen Tahiti and Spanish varieties and N
concentration for the Spanish variety. K contents were higher for the

nonmycorrhizal plants.
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P. brachyurus application at outplanting significantly reduced arbuscule
frequency (A%) determined after trypan blue staining in the Queen Tahiti
and Spanish varieties (Table 3). A% evaluated by SDH and ALP activities
was negatively affected by nematodes for the Queen Tahiti variety.
However, the proportion of living and functional arbuscules was not

modified by P. brachyurus for the three pineapple varieties (Table 3).

Discussion

Although P. brachyurus reduced the growth of nonmycorrhizal plants in all
three pineapple varieties, in those colonized by AMF growth was not
significantly affected. Precolonization of roots by AMF can therefore
reduce the harmful effects of nematodes on plant growth. Simultaneous
symbiont and pathogen inoculation at transplanting to pots did not affect
the growth of endomycorrhizal pineapple. However, simultaneous
inoculation of the AMF and nematodes at outplanting from axenic
conditions slightly reduced growth of endomycorrhizal plants of the Queen
Tahiti and Smooth Cayenne varieties. Both micro-organisms can be an
important photosynthate sink for very young micropropagated plantlets.
Effects of the nematode on young microplants of pineapple during the
acclimatization period are not irreversible; indeed, late endomycorrhizal
colonization at transplanting to pots can compensate growth reductions of
plants inoculated with nematodes at outplanting from axenic conditions.
Micropropagated plantlets could tolerate better the nematode inoculation at
outplanting from axenic conditions followed one month later by
endomycorrhizal inoculation than both symbiotic and pathogen

inoculations at the beginning of the acclimatization period. The application
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of nematodes at outplanting from axenic conditions without
endoraycorrhizal inoculation sigrificantly reduced plant growth but this
effect was not observed when plants were infested by nematodes one
month later. This supports previous observations that older plants can
tolerate pathogen infestation better than younger plants (COOPER and
GRANDISON 1986).

Pathogen effects on endomycorrhizal colonization estimated after non vital
staining varied with the pineapple variety. When nematodes were applied
at transplanting this significantly reduced arbuscule frequency (A%) in the
Queen Tahiti and Spanish varieties. The ability of nematodes to reduce
endomycorrhizal development has also been observed by several authors
(e.g. O'BANNON and NEMEC 1979, ELLIOT et al 1984), and it has been
suggested that nematodes could induce an unfavourable environment for
infection by the fungal symbiont (THOMAS et al. 1989). Although
nematode infestation negatively influenced values for A% of Queen Tahiti
variety estimated by SDH and ALP activities, P. brachyurus did not affect
the proportion of living and functional arbuscules of the three pineapple
varieties, and consequently did not influence the efficiency of the
symbiosis for pineapple. This could partly explain the lack of effect of P.
brachyurus on the growth of endomycorrhizal plants.

Several reports have shown that endomycorrhizal colonization decreases
nematode populations in root systems (e.g. BAGYARAJ et al. 1979, SALEH
and SIKORA 1984), and SMITH et al. (1986) showed that AMF can enhance
plant tolerance to nematodes in field conditions. In this study, numbers of
nematodes were also significantly reduced in the roots of endomycorrhizal
pineapple of the three varieties in comparison to nonmycorrhizal plants,
whether nematodes were applied simultaneousty with or after the AMF.

Reductions in nematode infection have been attributed to modifications in
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plant physiology caused by the symbiotic fungi. AMF are able to ensure an
adequate P nutrition in presence of nematodes and since P is considered as
an important factor in plant tolerance (SMITH and KAPLAN 1988), higher
concentrations of this element in endomycorrhizal tissues could have a
direct action reducing nematode numbers in roots (MACGUIDWIN et al.
1985). Changes in root exudates may also alter root attractiveness for
nematodes (MACGUIDWIN et al. 1985), or induce physical and chemical
barriers to root penetration (KELLAM and SCHENCK 1980).
Endomycorrhizal colonization could also represent a competition for
photosynthates in roots (SMITH 1987), and thus produce a less favourable
environment for the nematodes (KELLAM and SCHENCK 1980) or
influence the quality of food reserves of nematodes (MACGUIDWIN et al.
1985). Endomycorrhizal plants have higher sugar contents, modified
hormone balance and modifiéati011s in the composition of amino acids (e.g
increases in serine and phenylalanine which are nematicidal) (SURESH et
al. 1985). Presence of a fungal symbiont in roots can affect the normal life
cycle of nematodes (CASON et al. 1983) and reduce nematode size
(SITARAMAIAH and SIKORA 1982).

Other micro-organisms such as bacteria and fungi are also considered as
antagonists to nematodes (CAYROL et al. 1992), and the combination of
AMF with one or several antagonists could produce a more beneficial
synergistic action on plant protection and growth. Fallow could be also
used to combat nematode populations in soil (STIRLING and NIKULIN
1993), but this approach risks decreasing endomycorrhizal potential and
reducing soil fertility (SARAH 1987) unless inoculation with efficient AMF
after fallow is ensured. The control of nematodes in pineapple, which
avoids excess use of nematicides, clearly requires an integrated approach.

The results reported here suggest that endomycorrhizae, which are not
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affected by nematicides (HABTE and MANJUNATH 1988), could be a
valuable component in a scheme of integrated protection against

nematodes.
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Table 1: Leaf area (LA), shoot (SFM) and root (RFM) fresh mass, shoot dry mass
(SDM) and number of nematodes per g. of roots (Nem root) of nonmycorrhizal (NM)
and endomycorrhizal at transplanting from axenic conditions (M) pineapple:
uninoculated (Control), inoculated at outplanting from axenic conditions (Nematode)
and one month later (Nematode+1).

A - Queen Tahiti variety

LA (cm?) SFM(g) RFM(g) SDM(g) Nem. root

Control NM 186,9b 15.26b 1.76b 1.54b Oc
M 460.7a 36.01a 4.00a 3.70a Oc

Nematode NM 100.5¢ 7.35¢ 1.25b 0.91b 396a
M 353.7ab 27.31ab 3.12a 3.16a 232b

Nematode+1 NM 209.0b 13.58b 1.71b 1.51b 330a
M 444 4a 34.16a 3.96a 3.58a 250b

B - Smooth Cayenne variety

LA (cm?) SFM(g) RFM(g) SDM(g) Nem.root

Control NM 299.8¢ 23.35¢ 2.63¢ 2.08b Oc
M 640.9a 54.874 5.48a 5.02a Oc

Nematode NM 178.6d 13.82d 1.64d 1.39¢ 4563
M 540.6ab 42 86ab 3.44b 4.58a 267b

Nematode+1 NM 232.7cd 19.75¢ 2.11c 2.09b 418a
M 547 .5ab 48.38a 4.06b 4.64a 212b

C - Spanish variety

LA (cm?2)  SFM (g) RFM (g SDM(g) Nem. root

Control NM 313.2¢ 21.70b 2.05¢ 2.25¢ 0d
M 537.1a 38.48a 3.97a 3914 0d
Nematode NM 96.4d 5.72¢ 0.75d 0.74d 350a
M 476.9b 34.473 277b 3.40ab 157b
Nematode+1 NM 263.1¢c 19.57b 2.26c - 1.97¢ 180b
M 543.6a 39.83a 3.40a 4.04a 46¢

Values in a column followed by different letters are significantly different (p<0.05)
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Table 2: Mineral concentration (% of dry mass) (N, P, K, Ca and Mg) of shoots of
nonmycorrhizal (NM) and endomycorrhizal at outplanting from axenic conditions (M)
pineapple: uninoculated (Control), inoculated at outplanting from axenic conditions
(Nematode) and one month later (Nematode-+1).

@,

o

A - Queen Tahit variety

N P K Ca Mg
Contro] NM 2.04 0.08 4.60 0.81 0.29
M 1.70 0.18 3.59 (.96 0.37
Nematode NM 1.65 0.08 3.64 0.82 0.28
M 1.87 0.15 3.77 1.00 0.37
Nematode+1 NM 1.83 0.05 4.01 0.87 0.28
M 1.77 0.18 3.49 1.04 0.37
B - Smooth Cayenne variety
N P K Ca Mg
Control NM 2.03 0.13 4.46 1.05 0.35
M 1.99 0.13 407 1.17 0.34
Nematode NM 1.93 0.07 4.52 1.08 0.35
M 1.81 0.14 3.54 1.09 0.32
Nematode+1 NM 2.09 0.09 4.90 1.11 0.30
M 1.76 0.14 3.62 1.22 0.34
C - Spanish variety
N P K Ca Mg
Control NM 1.88 0.13 4.13 0.75 0.26
M 1.63 0.12 3.30 0.82 0.28
Nematode NM 1.41 0.04 3.67 0.60 0.19
M 1.67 0.14 3.06 0.95 (.30
Nematode+1 NM .82 0.09 4.06 0.89 0.26
M 1.64 0.14 3.01 0.90 0.30
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Table 3: Arbuscular frequency observed after staining with trypan blue (TB) or for succinate
dehydrogenase (SDH) or alkaline phosphatase activities and proportion of living (SDH/TB)
and functional (ALP/TB) arbuscules of endomycorrhizal pineapple roots at outplanting from
axenic conditions (M) and at transplanting to pots (1+M) for the Queen Tahiti, Smooth
Cayenne and Spanish varieties : uninoculated (Control), inoculated at outplanting from
axenic conditions (Nematode) and one month later (Nématode+1).

Frequency of arbuscules (A %) detected by staining for

T;:iit:i?l ac ti%g;{ (%)| SPH/TB actit:i%yp(%) ALP/TB
Queen Tahiti variety
M Control 63a 24.5a 0.39a 16.4a 0.26a
Nematode 46b 14.7b 0.32a 9.4b 0.21a
Nematode+1 S6ab 17.4b 0.31a 12.0b 0.22a
I+M Control 65a 19.0a 0.29a 12.7a 0.20a
Nematode 33b 12.7b 0.38a 8.0b 0.24a
Nematode+1 38b 13.6b 0.36a 9.2b 0.24a
Smooth Cayenne variety
M Control 65a 20.3a 0.31a 15.8a 0.24a
Nematode 50a 20.0a 0.40a 13.9a 0.27a
Nematode+1 51a 17.5a 0.34a 14 0a 0.27a
1+M Control 53a 13.8a 0.26a 11.0a 0.21a
Nematode 60a 10.9a 0.18a 8.0a 0.13a
Nematode+]1 63a 14.9a 0.22a 10.3a 0.15a
Spanish variety
M Control 50a 21.6a 0.43a 13.8a 0.28a
Nematode 29b 16.5a 0.56a 10.2a 0.35a
Nematode+1 38ab 18.6a 0.49a 10.0a 0.27a
14+M Control 40a 18.6a 0.46a 12.2a (0.30a
Nematode 31b 16.7a 0.54a 9.4a 0.30a
Nematode+1 35ab 14.4a 0.41a 9.4a 0.27a

Values for each compartiment followed by different letters are significantly different (p<0.05)
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Table 4: Leaf area (ILA), shoot (SFM) and root (RFM) fresh mass, shoot dry mass
(SDM) and number of nematodes per g. of roots (Nem root) of nonmycorrhizal (NM)
and endomycorrhizal at transplanting to pot (1+M) pineapple: uninoculated (Control),

inoculated at outplanting from axenic conditions (Nematode) and one month later
(Nematode+1).

A - Queen Tahiti variety

LA (cm2)  SEM (g) RFM (g} SDM(g) Nem. root

Control NM 312.4b 24.82b 2.52b 2.58b Oc
1+M 45293 33.85a 3.19a 3.36a Oc

Nematode NM 136.9¢ 10.95¢ 1.19¢ 1.13¢c 564a
1+M 389.5ab 31.62a 2.74ab 3.00a 300b

Nematode+1 NM 176.7¢ 13.11c 1.26¢ 1.28¢ 465a
1+M 433 8a 35.26a 2.77ab 3.53a 304b

B - Smooth Cayenne variety

LA (cm?) SFM(g) RFM(g) SDM(g) Nem. root

Control NM 299.8b 23.35b 2.63b 2.08b Oc
1+M 471.7a 34.65a 3.06a 3.07a Oc

Nematode  NM 178.6¢ 13.82¢ 1.64c 1.39¢ 456a
1+M  362.3ab 31.24a 2.84a 3.65a 389a

Nematode+1 NM 232.7be 19.75b 2.11b 2.09b 418a
1+M 485.1a 35.47a 3.05a 3.85a 293b

C - Spanish variety

LA(m2) SEM(g) RFM{g) SDM(g) Nem. root

Control NM 313.2b 21.70b 2.05b 2.25b 0d
1+M 483.5a 33.452a 2.92a 3.23a 0d

Nematode NM 96.4c 5.72c 0.75¢ 0.74c 350a
1+M 465.0a 33.68a 2.29ab 3.40a 330a

Nematode+1 NM 263.1b 19.57b 2.26ab 1.97b 180b
I+M  432.7a 31.29a 2.65a 2.85a 122¢

Values in a column followed by different letters are significantly different (p<0.05)
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Table 5: Mineral concentration (% of dry mass) (N, P, K, Ca and Mg) of shoots of
nonmycorrhizal (NM) and endomycorrhizal at transplanting to pots (1+M) pineapple:
uninoculated (Control), inoculated at outplanting from axenic conditions (Nematode)
and one month fater (Nematode+1).

A - Queen Tahiti variety

@,

@]

O

w

N P K Ca Mg
Control NM 1.72 0.10 3.83 0.83 0.33
14+M 1.76 0.17 3.74 0.79 0.33
Nematode NM 1.83 0.05 4.60 0.67 0.24
1+M 1.95 0.13 391 0.88 0.34
Nematode+1 NM 2.22 0.08 5.25 0.74 0.27
[+M 1.81 0.12 3.42 091 0.32
B - Smooth Cayenne variety
N P K Ca Mg
Control NM 2.03 0.13 4.46 1.05 0.35
1+M 2.26 0.16 4.46 1.18 0.33
Nematode NM 1.93 0.07 4.52 1.08 0.35
1+M 1.70 0.16 3.38 1.03 0.33
Nematode+1 NM 2.09 0.09 4.90 1.11 0.30
1+M 1.85 0.16 3.68 1.13 0.35
C - Spanish variety
N P K Ca Mg
Control NM 1.88 0.13 4.13 0.75 0.26
1+M 1.97 0.16 4.01 0.83 0.27
Nematode NM 141 0.04 3.67 0.60 0.19
1+M 1.74 0.13 3.18 0.83 0.26
Nematode+1 NM 1.82 0.09 4.06 0.89 0.26
1+M 1.98 0.14 3.98 0.91 0.27
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Annexe 6

Agricultural Scisnce in Finland 3 (1994)

Phytophthora cinnamomi Rands

GUILLEMIN, J.P.}, GIAND¥AZZI, 5.}, GIANINAZZI-PEARSON, V! & MARCHAL, J.? 1994,
Coniribution of endomycorrhizas fo biological protection of micropropagated
pineapple (Ananas comosus (L.} Merr) against Phytophthora cinnamomi Rands.
Agricultural Science in Finland 3: 000-000. (* Laboratoire de Phytoparasitologie,
INRA-CNRS, Station de Génétique et d"Amélioration des Plantes, INRA, BV
1540, 21034 Dijon Cedex, France and ? Laboratoire de Physiologie et Biochimie,
CIRAD, FLHOR, Avenue du Val de Montferrand, BP 30335, 34032 Montpellier
Cedex 01, France.)

Phytophthora cinnamomi Rands causes root rot of pineapple (Ananas comosus (L.)
Merr.) and the development of this disease is harmful for fruit production. Micro-
propagated plants of two varieties, Queen Tahiti and Smooth Cayenne {clene CY0),
were inoculated at transplanting from axenic conditions with an arbuscular mycot-
thizal fungus to evaluate the importance of endomycorrhiza development for bio-
logical protection against . cirramomi. Growth and mineral nutrition of endomye-
orrhizal plants were not affected by different inoculum levels of B cinnamomi,
whilst they were reduced for non mycorrhizal plants. Root/shoot ratio of endomye-
orthizal plants was lower than that of non mycorrhizal plants, 2nd the pathogen did
net modify this effect except at highest inoculum levels of P cinnamomi. Endomy-
corrhizal colonization was not altered by the palhogen; however symbiotic func-
tioning was reduced by the highest concentrtion of inoculum of Pcinnanomi.
Endomycorrhization is an interesting biotechnology for the production of micro-
propagated pineapple,

Key words: arbuscular endomycorrhizal infection, bioprotection agent, pathogen
fungus, pineapple microplant. plant growih

Contribution of arbuscular mycorrhizas to biological protection of
micropropagated pineapple (Arnanas comosus (L.) Merr) against

JEAN-PHILIPPE GUILLEMIN, SILVIO GIANINAZZI, VIVIENNE GIANINAZZI-PEARSON and JEAN MARCHAL

Introduction

In soil, plant roots develop in the presence of
micro-organisms, some of which can have a pos-
idve (e.g. arbuscular mycorrhizal fungi (AMF))
or negative (¢.g. pathogen fungi}) impact on plant
growth. Root rot of pineapple (Ananas comosus
(L.) Merr.), caused by the soilborne fungus Phy-
tophthora cinnamomi Rands, is a major preblem
in pineapple produciion (MEHRLICH 1936). This
pathogen damages root systems, negatively in-

fluences shoot development (MEHRLICH 1934)
caunses the production of fruits without commer-
cial interest (Py et al. 1984) and is able to devas-
tate plantations (ANDERSON 1951). The disease is
presenty controlled by chemical applications
(PEGG 1977, RocHBACH and ScHENCK 1985) and/
or by modifying the soil environment before plant-
ing (drainage, pH reduction).

Several reports have indicated the bioprotec-
tive effect of endomycorrhiza formation against
pathogens (GlaNiNazzr et al. 1982, Pauvirrz and
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LinpERMAN 1991). However results are contra-
dictory for P.cinnamomi. Whilst an important de-
crease in root rot disease was observed for en-
domyrorrhizal plants of Chamaecyparis lawsoni-
ana L, (BARTScHI et al. 1981), the impact of the
diseasz was not modified by endomycorrhization
of avocado (MATARE and HATTING 1978) or citrus
(Davis et al. 1978). The aim of this work was to
evaluate the snccess of AMF as biological con-
trol agents against damage by FPcinnamomi in
pineapple plant production.

Materials and methods

Two micropropagated pineapple varieties, Queen
Tahiti and Smeoth Cayenne (clone CYOQ), were
used. Experiments were carried out under simu-
lated tropical condidons (300pE 57! m-?, 29-25°C,
120/12h, 70-90% relative humidity). Microprop-
agated plants were inoculated at transplanting from
axenic conditions with root fragments of Tephro-
sia ehlenbergiana infected by an isolate of Glorus
sp. (LPA21). Inoculation was performed in seed
trays containing a mix (1:1, viv) of y-irradiated
{10kGy) acid soil (Marlins, pH 5.0) and steam-
sterilized gravel (GULLLEMIN et al. 1991), Four
weeks later, micropropagated plants were indi-
vidoally outplanted to pots containing 400g of
the soil-gravel mix. Plant were watered daily with
distilled water and twice weekly 20m! of Hoag-
land no.2 nutrient solution (HOAGLAND and AR-
NON 1950) without phosphate was supplied.
Peinnamomi (strain 50, Laboratoire de Pathol-
ogie, CIRAD, FLEHOR, Montpellier, France) was
grown in 30ml of liquid culture at 25°C (L.ouvEL
1975). After one week, the macerated Peinnamomi
culture was diluted in water from 10-fold to
10000-fold (levels 4 to 1). After pre-inoculation
with AMF, 30ml inoculum was applied to each
plant at outplanting to pots, or one month later,
For the later application, only two dilution levels
(1:10 (level 4) and 1: 100 (level 3)) were used.
Plant growth was evaluated by leaf area (CHaU-
VEL 1991), shoot and root fresh weight and shoot
dry weight. N, P, K, Ca and Mg contents of shoots
were analysed (WARNER and JonEs 1967, Comité

Inter Instituts pour le diagnostic foliaire 1968,
1972). Endomycorrhizal colonization was evalg-
ated by the TROUVELOT et al. (1986) method (in-
tensity of infection in the root cortex (M%) and
arbuscular frequency in the root cortex (A%))
after clearing and staining with trypan blue
(PHILIPPS and HAYMAN 1970) and after staining
for succinate dehydrogenase (SDH) (living)
(SMITH and GIANINAZZI-PEARSON 1990) or alka-
line phosphatase (ALP) (functional) (TISSERANT
et al. 1993) activities.

Each weatment consisted of 5 replicates and
all data was analysed statistically by Newman-
Keuls tests.

Resulis

Development of the endomycorrhizal infection

The endomycormrhizal colonization was well de-
veloped in roots of both pineapple varieties. Eval-
vations of infection intensity (M%) were between
83% and 91% after non vital staining with trypan
blue (Fig. 1). Values of M% estimated after stain-
ing for SDH and ALP activiles, to evaluate Jiv-
ing and functional infection respectively, were
lower, fluctuating between 48% and 63% for the
former, and between 27% and 38% for the latter
(Fig. 1a, 1b, 2a, 2b). P.cinnamoni did not signifi-
candy affect infection intensity (M%) for either
inoculation time, that is at transplanting to pots
(Fig. 1a, 2a) or one month later (Fig. 1b, 2b).

Arbuscule frequency (A%) estimated by trypan
blue and ALP staining was significantly reduced
for the Queen Tahiti variety in presence of the
highest inoculum level of P ¢innamomi at out-
planting to pots (Fig. 1¢). For the Smooth Cay-
enne variety, reduction of A% was observed only
for ALP staining and after inoculation of highest
concentration of the pathogen at outplanting to
pots (Fig. 2c).

Development of P.cinnammomi infection

No necroses were observed on roots of non-myc-
orrbizal and endomycorrhizal plants infected by
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&0 Fig. 1. Intensity of infection (M%)
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phosphatase (ALP) staining of
301 roots of endomycorrhizal Queen
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ent dilutions at outplanting to pots
w'. (A and C) and one month later (B
0 and D). Values for each staining
Pathogen  Non- 10000 1:1000 1:140 1:10 followed by different letters are sig-

dilution: inoculuted

Pcinnamomi at any concentrations of the patho-
gen inoculum.

Plant growth

The important development of the AMF in roots
of both pineapple varieties was reflected in the
better growth of endomycorrhizal plants, with or
without P. cinnamomi (Tables 1, 2, 3, 4).

Effect of P. cinnamomi at outplanting to pots

Pcinnamomi significantly decreased shoot growth
of non-mycorrhizal plants of the Queen Tahid

nificantly different (p = 0.05).

variety at all dilutions whilst such a negative ef-
fect was only observed for endomycorrhizal plants
at the highest inoculum level of the pathogen
(Table 1). All concentrations of P. cinnamonmi sig-
nificandy decreased root growth of non-mycor-
rhizal plants whilst root growth of endomycor-
rhizal plants was only negatively influenced by
the two bigher levels of pathogen inoculum (Ta-
ble 1). Shoot and root growth of endomycorrhiz-
al plants, whether infected or not by P. cinnamo-
mi, was always greater than that of non-mycor-
rhizal plants,

Plants of the Smooth Cayenne variety tolerat-
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%S 2y el each staining followed by differ-
o - . .
Pathogen  Nome 110000 1:1000 1:106 110 . Non- 100 1510 ent letters are significantly differ-
dilution: inoculared inoculated ent (p = 0.05).

ed Pcinnamomi better. Only the inoculum dilu-
tions of 1:100 and 1:10 affected shoot growth of
non-mycorrhizal plants. For endomycorrhizal
plants, shoot growth was not significandy affect-
ed by the pathogen at any concentration (Table 2).
However, root growth of endomycorrhizal plants
was altered by higher levels of pathogen inocu-
lum, but vaives were always greater than those
of non-mycorrhizal plants, with or without the
pathogen.

In these experiments, root/shoot ratios (R/A)
of endomycorrhizal plants were always lower than
those of non-mycorrhizal plants for both pineap-

ple varieties except for endomycorrhizal plants of
the Queen Tahiti variety in presence of the high-
est level of P.cinnamomi inoculum (Fig, 3a, 3¢).

In the absence of Pcinnamomi, endomycor-
rhiza formation improved shoot mineral contents
of the Queen Tahiti variety (Table 5). Pathogen
inoculation caused a reduction in the P concen-
rration of non-mycorrhizal plants. Decreases in
Ca and Mg nutrition were less important for
Pcinnamomi-inoculated endomycorrhizal plants.
However, N and K concentrations tended to in-
crease in the presence of P.cinngmomi in all plants
(Table 5).



144

Agricultural Science in Finland 3 (1994)

Table 1. Leaf area {cm®), shoot (g) and root (g) fresh mass and shoot dry (g) mass of endomycorrhizal
(M) and nonmycorrhizal (NM) Queen Tahiti variety of pineapple, inoculated at outplanting to pots
- with Phytophthora cinnamomi at different dilutions,

@

O

.

Pathogen Leaf area Shoot fresh Root fresh Shoot dry
dilution mass mass mass
Non-inoculated NM 312.4b 24.82b 2.52b 2.58b
M 482.92 37.52a 3.52a 3.99a
1:10000 NM 221.5¢ 16.84¢ 1.78¢c 1.74¢
M 484.1a 33.80a 3.22ab 3.61a
1:1000 NM i65.9¢ 13.23¢ 1.45¢ 1.43¢
. M 437.1a 32.65a 3.09ab 3.30a
1:100 NM 223.3¢ 16.62¢ 1.80c 1.72c
M 463.5a 33.66a 2.83b 3.51a
1:10 NM 240.9¢ 17.75¢ 1.63c 1.85¢
M 344.0b 26.07b 2.85b 2.43b

Values in a eolumn followed by different [etters are significandy different (p = 0.05)

Table 2. Leaf area (cm?), shoot (g) and root {g) fresh mass and shoot dry (g) mass of endomycorrhizal
(M) and nonmycorrhizal (NM) Smooth Cayenne variety of pinsapple, inoculated at outplanting to pots
with Phytophthora cinnamemi at diffzrent dilutions.

Pathogen Leaf area Sheot fresh Root fresh Shoot dry
dilution mass mass mass
Non-inoculated NM 299.7b 23.25b 2.63¢ 2.88b
M 640.9a 54.87a 5.48a 5.02a
1: 10000 NM 2835.5b 22.37b 2.42¢ 2.31b
M 527.9a 46.14a 4.16ab 4.10a
1:1000 NM 373.9b 23.45b 2.52¢ 2.43b
M 544.3a 45.44a 4.35ab 4.36a
1:100 NM 241.0b 18.27¢ 2.03cd 1.73¢
M 479.2a 39.05ab 3.64b 3.43ab
1:10 NM 166.6¢ 12.65¢ 1.74d 1.24c
M 502.2a 39.02ab 3.86b 371a

Values in a column followed by different letters are significandy different (p = 0.05)

Table 3. Leaf area (cm?), shoct (g) and root (g) fresh mass and shoot dry (g) mass of endomycorrhizal

(M) and nonmycorrhizal (NM) Queen Tahid variety of pineapple, inoculated ane month after outplant-

ing to pots with Phylophihora cinnamomni at different dilutions.
i

Pathogen Leafarea Shoot fresh Root fresh Shoot dry
dilution mass mass mass
Non-inoculated NM 278.1b 22.14¢ 2.4%¢ 2.05b
M 637.0a 45.03a 5.04a 4.64a
1:100 NM 272.6b 21.86¢ 2.29¢ 2.09
M 590.9a 40.14ab 3.77b 4.08a
1:10 NM 230.2¢ 16.994d 1.49d 1.5%
M 549.8a 38.14ab 4.15ab 3.94a

Values in 2 column followed by different letters are significanty different (p = 0.05)
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Table 4. Leaf area (em?), shoot (g) and root (g) fresh mass and shoot dry (g) mass of endoemycorrhizal
(M) and nonmycorrhizal (NM) Smoocth Cayenne variety of pincapple, inoculated one month afier
- outplanting with Phytophthora cinnamomi at diffcrent dilutions.

Pathogen Leafareca Shoot fresh Root fresh Shoot dry
dilution mass mass mass
Non-inoculated NM 299.7b 23.25b 2.63b 2.88b
M 640.9a 54.87a 5.48a 5.02a
1:100 NM 244.2b 20.07b 2.54b 2.02b
M 540.6a 46.16a 4.40a 4.44a
1:10 NM 287.7b 23.06b 2.44b 2.25b
: M 523.1a- 4422, 4.18a 4.01a

Values in a column followed by different letters are significantly different (p = 0.05)

A)
0.1
.09
0.0
£.0;
Pathugen = Nof-  1p00 11000 1:100 inﬁﬁlcd 110

dilution:  inocuiated

<) D)
0.134
031
Fig. 3. Root/shoot ratios of non-
- s mycorrhizal (NM) and endomyec-
0.09 % orrhizal (M} Queen Tahiti (A, B)
{;:‘ ;'; and Smooth Cayenne (C, D) vard-
% Z: eties of pineapple inoculated with
.07+ b 7 Phytophthora cinnamomi at differ-
b 7 ent dilutions: A, C) at outplantng
1 ?’ % to pots and B, D) one month later.
G_L % v Values followed by different let-

ters are significantly different
Pathogen  Non-  y.ioog 11000 1:100 110 (p = 0.05) = J

dilution:  inoculated g
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Table 5. Mineral concentration (% of dry mass) of shoo of nonmycorrhizal (NM) and endomycorrhizal
(M) Queen Tahiti variety of pineapple inoculated with Phytophthora cinnamomi at different dilutions

- at outplanting to pots
Pathogen dilution N P K Ca Mg
Non-inoculated NM . 172 0.10 3.83 0.83 0.33
M 1.83 0.12 3.87 0.91 0.36
1:10000 NM 1.82 0.07 4.40 0.64 0.27
M 1.87 0.14 4.03 0.84 0.36
1:1000 NM 1.80 0.06 4.47 0.68 0.27
M 1.90 0.11 4.03 0.76 0.31
1:100 NM 2.45 0.08 4.62 0.74 0.28
M 1.89 0.11 4.10 0.83 0.34
1:10 . NM 1.90 0.09 4.40 0.82 0.32
M 222 0.14 4.42 0.90 0.36

Table 6. Mineral concentration (% of dry mass) of shoot of nonmycorrhizal {NM) and endomycorrhizal
(M) Smooth Cayenne variety of pineapple inoculated with Phyrophthora cinnamnomi at different dilu-

tions at outplanting to pots

Pathogen dilution N P K Ca Mg
Non-inoculated NM 2.03 0.13 4.46 1.05 0.35
M 1.99 0.13 4.07 1.17 0.34
1: 10000 NM 2.21 0.11 4.68 111 0.32
M 1.99 0.17 3.81 1.19 Q.35
1:1000 NM 2.04 0.11 3.90 1.12 0.34
M 2.02 0.15 4.14 1.23 Q.35
1:100 NM 1.95 0.09 4.20 1.05 0.33
M 1.96 0.17 3.54 1.23 0.38
1:10 NM 2.07 0.08 4.71 1.07 0.33
M 1.99 0.17 3.68 1.18 0.37

For the Smooth Cayenne variety, positive ef-
fects of endomycorrhiza on P, Ca and Mg nutri-
tion was mere important in presence of the path-
ogen (Table 6). N and K concentrations were not
modified by Pcinnamomi inoculation and were
generally slighily lower for endomycorrhizal
plants (Table ).

Effect of P. cinnamomi one month after
outplanting 10 pots

In contrast to non-mycorrhizal plants, shoot
growth of endomycorrhizal plants of the Queen

Tahiii variety was not altered by P.cinnamomi
inoculation (Table 3). However, the root growth
of both endomycorrhizal or non-mycorrhizal
plants of this variety was reduced by the patho-
gen (Table 3). Pcinnamomi did not affect shoot
or root growth of the Smooth Cayenne variety
(Table 4).

As could be expected, root/shoot ratios were
lower in endomycorrhizal plants, with the
exception of the Queen Tzhit variety in presence
of the highest level of P cinnamomi inoculum
(Fig. 3b, 3d).

Endomycorrhization increased P, Ca and Mg
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Table 7. Mincral concentration (% of dry mass) of shoot of nonmycorrhizal (NM) and endomycorrhizal
(M) Queen Tahiti variety of pineapple inoculated with Phytophthora cinnamomi at different dilutions

- one month after outplauting to pots

Pathogen dilution N P K Ca Mg
Non-inoculated NM 2.21 0.09 512 0.80 0.27
M 177 Q.15 3.54 1.03 0.36
1:100 NM 1.97 0.08 5.04 0.73 0.28
M 1.63 0.14 3.57 0.96 0.38
1:10 NM 233 0.11 5.11 0.84 032
M 1.75 0.15 3.95 0.99 0.37

Table 8. Mineral concentration (% of dry mass) of shoot of nonmycorrhizal (NM) and endomycorrhizal
(M) Smooth Cayenne variety of pineapple inoculated with Phyiophthora cinnanioni at different dilu-

tions one month after outplanting to pots

Pathogen dilution N P K Ca Mg
Non-inoculated NM 2.03 0.13 4.46 1.05 0.35
M 1.9¢ 0.13 4.07 117 0.34

1:100 NM 218 0.12 4.87 1.02 0.33
’ M 2.27 0.15 4.28 1.24 0.35
1:10 NM 2,19 0.08 4.66 1.18 0.33
M 1.94 0.17 3.89 1.21 0.26

nutrition of the Queen Tahiti variety with and
without B cinnamomi (Table 7). However, N con-
centration of endomycorrhizal planis was less
{phenomenon of dilution). The effect of the sym-
biotic fungus on P nutriion was more important
in presence of the pathogen for the Smooth Cay-
enne variety (Table 8). For both varieties, N and
K contents were lower in endomycorrhizal plants
and P. cinnamonii inoculation did not modify this
effect (Tables 7, 8).

Discussion

Experiments with both pineapple varieties showed
that the endomycorrhizal effect on plant growth
was not iniluenced by P cinnamomi, except for
the Queen Tahit variety in the presence of the
highest concentration of pathogen, when patho-

gen inoculation was carried out at outplanting to
pots. The negative effect of P cinnamomi on non-
mycorrhizal plants was likewise important for the
Queen Tahid variety when inoculation was per-
formed at outplanting to pots. Pathogen inocula-
tion did not alter endomycorrhizal colonization
of this variety roots but the highest concentration
of inoculum depressed fungal activity (arbuscule
formation, ALP activity and endomycorrhizal ef-
fect). The reduction in endomycorrhizal plant
growth could be explained by a less efficient en-
domycorrhizal symbiosis in the presence of P
cinnamonii.

The infivence of the pathogen depends on sev-
eral factors. Although root necroses were not ¢b-
served both varieties of micropropagated pineap-
ple showed varying susceptibility to negative ef-
fects of 2 cinnamomi. Better shoot growth of the
Smooth Cayenne varjety following colonization
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by AMF was less affected by P. cinnamomi than
that of the Queen Tahiti variety. The level of
pathogen inoculum influenced plant growth in a
similar way to that reported by Davis and MENGE
(1981) for citrus, with growth of endomycorrhiz-
al pineapple being decreased at higher levels of
P, cinnamomi inoculum. The protective effect of
the symbiosis can also change with the AMF.
BArTscui et al. (1981) showed that it was more
interesting to inoculate with a mixture of symbi-
otic fungi to ensure good plant growth and a good
level of tolerance towards the pathogen. Such a
mixture could contain efficient fungi for both min-
eral notrition and protection, and so act synergis-
tically to provide more efficient tolerance to the
pathogen.

It is well Imown that AMF positively influ-
ence P nutrition of plants (HARLEY and SMITH
1983) and increases in P nutrition have been sug-
gested to decrease root membrane permeability,
therefore reducing and modifying root exudation
(Rart~avaxe et al. 1978). Root exudates of en-
domycorrhizal plants have been reported to con-
tain more arginine and reducing sugars (BALTRUS-
CHAT and ScudNBECK 1975), and changes in exu-
date composition can modify rhizosphere popu-
lations and decrease pathogen activity (GRAHAM
and MENGE 1982). MEYER and LINDERMAN (1986)
reported reductions in sporangia and zoospore pro-
duction by P cinnamonti in rhizosphere soil ex-
tracts from endomycorrhizal roots. Betler absorp-
tion of P by endomycorrhizal roots could also
counterbalance pathogen damage (Davis and
MENGE 1980), but P is probably not the only
factor contributing to pathogen tolerance (GRA-
HaM and EGeL 1988). The present study on pine-
apple shows that the influence of P. cinnamomi
also depends on the age of the two varieties at
the time of pathogen inoculation and that this is
modified by endomycorrhiza infection. Non-my-
corrhizal plants were more severely affected by
early inoculation with the pathogen but no such
difference was observed with endomycorrhiza for-
mation, indicating modifications in the physiolo-
gy of the plant. Endomycorrhiza can influence
other aspects of plant physiology than mineral
nutrition. As could be expected, they modified

biomass distribution in pineapple, root produc-
tion being lower in relation to that of shoots.
However, the application of the highest inoculum
level of P. cinnamomi inversed this proportion
for Queen Tahiti variety, suggesting that the en-
domycorrhizal plants may have produced a more
important root system to suppori the pathogen.
AMF can alse influence phenol metabolism and
root lignification (DEHNE and SCHONBECK 1979),
making plants better adapted to resist 1o patho-
gen aggressions.

Other micro-organisms can show a potential
for biological control of Phytophthora root rot,
such as antagonistic bacteria and fungi (BRoAD-
BENT and Baker 1974, Gees and CoFFEY 1989,
OwWNLEY and BENsoN 1992). CavLver et al. (1993)
have reported the synergistic action of a fungal
antagonist with an AMF in increasing marigold
growth in the presence of Pythiunt ultimum. This
effect may be through increases in the population
of the antagonistic micro-organism under the in-
{luence of AMF (SECILIA and BAGYARAI 1987),
and opens the possibility of using both groups of
mycoflora for improving biocontrol of the root
pathogen.

Conclusion

AMF can be considered as potential biological
control agents contributing to tolerance (o P, cin-
namoni in pineapple; the Smooth Cayenne vari-
ety may be more tolerant to P. cinnamomi ag-
gression. It will be interesting to use this bio-
technology in association with other antagonists,
or with reasonable pesticide applications (Az1z
et al. 1990, GUILLEMIN et al. 1993), when patho-
gen pressure is very impertant. Futhermore, in-
troduction of endomycorrhization during early
stages of pineapple plant production represents
an inferesting lechnology towards improving
plant development with decreases in chemical
input.
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SELOSTUS

Mykorritsasienten merkitys biologisena torjuntakeinona Phytophthora cinnamomi
-tautia vastaan mikrolisitylld ananaksella (Ananas comosus (L.) Merr).

JEAN-PHILIPPE GUILLEMIN', SILVIO GIANINAZZI!, VIVIENNE GIANINAZZI-PEARSON! ja JEAN MARCHAL?

' Laboratoire de Phytoparasitologie, INRA-CNRS, Dijon, Ranska ja * Laboratoire de Physiologie et Biochimie,
CIRAD, FLHOR, Montpellier, Ranska

Phytophthora cinnamomi Rands aiheuttaa ananaksessa sa-
toa alentavaa juurilahoa. Tutkimuksessa selvitettin arbus-
kelimykorritsasienisiirrostuksen vaikutusta P, cimnamaomi-
sientd vastaan ananaslajikkeilla Queen Tahiti ja Smooth
Cayenne. Mykorritsasieni siirrostettiin ananaksen pikku-
taimiin in vitro -vaiheen jilkeen, Edsuuruiset 2. cinnamo-
i -tartutemadrdt eivit vaikuttaneet mykorrtsallisten kas-
vien kasvuun ja ravinteiden ottoon, mutta mykorritsatio-
miila kasveilla P. cinnamomi alensi sekd kasvua etid ra-

vinteiden ottoa. Mykomitsallisten kasvien juur/verso -suh-
de oli pienempi kuin mykormitsattomien kasvien eiks
P einnamomi vaikuttanut suhteeseen muutloin kuin kiy-
lettdessd suurimpia tartutemisrid. Taudinaiheuttajan vai-
kutus juurten mykormitsasieni-infektioon oli vihiinen, mut-
ta symbioosin toiminta heikkeni suurimmilla 2 cinrtame-
miin tartutemdrills. Mykorritsasienten hy8dyntiminen on
mielenkiintoinen bioteknologian sovellutus mikrolisitty-
jen ananastaimien tuotannossa,
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activity and plant growth

Interactions between soil-applied fungicides, endomycorrhiza fungal

JL.P. Guillemin, G.M. Abdel-Fattali!, A. Trouvelot, 8. Gianinazzi and V. Gizaninazzi - Pearson
Laboratoire de¢ Phytoparasitologic, INRA-CNRS,Station de Gehétigue et d' Amélioration des Plantes, INRA,BV 1540,Dijon Cédex, France

!Botany Department, Faculty of Science, Mansoura University, Egypt

ABSTRACT

Previous reports have shown that fungictdes
affect endomycorrhizas. In the present work, the
effects of several soil-applied fungicides were
tested on plant growth, endomycorrhizal
infection development and nutrient uptake in
pot-grown soybean (cv. Amsoy 71) and
micropropagated pineapple (Queen Tahid and
Smooth Cayenne varieties). Positive
endomycorrhizal effects on shoot and root growth
of soybean were unaffected by application of
fosetyl-Al, captan and mancozeb ; however,
benomyl and quintozen significantly depressed
shoot growth of endomycorrhizal plants but
significantly increased root growth. Mineral
assimilation by endomycorrhizal plants was
significantly greater than in nonmycorrhizal
plants except for benomyl and quintozen
application. Significantly higher wvalues of
endomycorthizal infection were observed with
trypari blue staining in fosetyl-Al and mancozeb
treated plants. Benomyl and quintozen
significantly reduced these values. No significant
effect of any fungicide on endomycorrhizal
pineapple growth was observed except for plants
treated with etridiazol. Root/shoot ratic was
inversed by the fungicide applications. Mineral
uptake into shoots of both pineapple varieties
increased in all endomycorrhizal plants and this
positive effect was only slightly affected by
fungicide application.

INTRODUCTION

Tlie root systems of almost all plants
harbour arbuscular endomycorrhiza - fungi and

the symbiotic association that is formed has
beneficial effects on plant growth mainly by
increasing the uptake of ‘poorly mobile sofl
elements (P, Cu, Zn) (Harley and Smith 1983 ;
Gianinazzi-Pearson and Gianinazzi 1988a). The
practical use of endomycorrhizal fungl in plant
production systems (Gianinazzi et al. 1990 ;
Jeffries and Dodd 1991) necessitates the use of
fungicides ({(applied fo confrol soil fungal
pathogens) that do not have damaging effects on
the symbiosis. Many previous reports show that
fungicides affect endomycorrhizas (Trappe et al.
1984}, They can decrease endomycorrhizal
infection (Jalali and Domsch 1975 ; de Bertoldi
et al. 1977 ; Bartschi 1982) and fungal
sporulation (Nemec 1980), through reduced
spore germination, hyphal growth (Bailey and
Safir 1978} or fungal activity (Kough et al. 1987).
Fungicides also decrease phosphorus uptake by
endomycorrhizal plants (Fitter and Nichols 1988)
and this may be due to a decrease in the
efficiency of the endomycorrhizal root system
{(Verkade and Hamilton 1983) or to direct toxic
effects on the flow of phosphorus in external
mycelium (Hale and Sanders 1982). However,
some like fosetyl-Al can stimulate or have no
effect on infection development and plant growth
{Jabaji-Hare and Kendrick 1985, 1987 ; Despatie
et al. 1989 ; Vyas 1990). The effects of fungicides
on endomycorrhiza will be influenced by many
variables : plant species, fungal strains, age of
the symbiosis, scils, application rates and
procedures, as well as growth conditions (Spokes
et al. 1981).

In the present work, we obhserved the
effects of several soil-applied fungicides on plant
growth, endomycorrhizal infection development
and nufrient uptake in pot-grown soybean and
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pineapple, with the aim of defining efficient
Combinations between plants, endemycorrhizal
fungi and fungicides.

For soybean, fungicides reported to have
different effects on endomycorrhizal infection

were tested: benomyl and quintozen, known to be™

inhibitory; fosetyl-Al, shown to be beneficial;
captan and mancozeb, reported to have variable
effects. For pineapple, the tested fungicides were
those commonly applied in proeduction: fosetyl-
Al, captan, maneb {close to mancozeb) and
etridiazol.

'MATERIALS AND METHODS

Experiment I

The experiment was conducted in a
disinfected (y irradiated, 10kGy) alkaline soil (pH
7.8, 30ppm available P} in a growth chamber
(250pE m2 s°1, 22/18°C, 16h day, 70-80%
relative humidity). Soybean (Glycine max (L)
Merr. cv. Amsoy 71) seeds were surface sterilized
30 minutes in a 7% calcium hypochlorite
solution and germinated 4 days in vermiculite

Table 1 : Fungicides tested

moistened with distilled water. After 5 days,
germinated seedlings were transplanted into
plustic pots containing 400g soil and half were
tnoculated with fresh, chopped root fragments of
onion Infected with Glomus mosseae (LPAS).
There wus one plant per pot and each pot was
watered daily with osmosed water. All plants
were inoculated with Bradyrhizobium Japonicum
{USDA strain G3) and grown 8 weeks : after 4
weeks, each plant was fed with 32mg S (K2S04
as a solution).

Five fungicides (fosetyl-Al (Aliette),
benomyl {Benlate), captan (Phytocape 83),
mancozeb  (Dithane M45) and quintezen
(Cryptonol spécial E)) (table 1) were tested and
applied at field rates, i.e. 40.0, 50.0, 20.7, 40.0
and 21.0 mg of active ingredient of kg soil-1,
respectively. Fungicides were added as a 20mil
aqueous solution applied to soil of non
mycorrhizal and endomycorrhizal plants. Each
treatment consisted of 4 replicates.

Flant growth was evaluated using several
parameters : fresh mass of shoot (SFM) and root
(RFM) and dry mass of shoat (SDM) {g). The
endomycorrhizal response was calculated for
shoot and root growth by :

Active Commercial Formula Characteristic Mode of action

component name

fosetyl-Al ALIETTE aluminium tris-O- systemic Stimulates plant resistance
cthy! phosphonate mechanisms to pathogens

benomyl BENLATE methyl 1-butylcarbamoyl systemtc Inhibition of fungal mitosls
2-benzimidazolyl carbamate

etridiazol AATERRA M 5-ethoxy-3-trichloromethyl systemic Inhibition of respiration
1.2,4 thiadiazol

captan PHYTOCAPE 83 N -{trichloromethyl-thio) non Interference with enzyme systems
tetrahydro -3a,4,7,7a systemic within fungal cells
Isvindolinedione-1,3

maneb ORGANIL 66 manganese N.N' ethylene bis non Like captan
dithlocarbamate systemic

mancozeb DITHANE M45 manganese N.N' ethylene bis nen Like captan
dithiocarbamate plus zine systemic

quintozen CRYPTONOL pentachloronitrobenzene non Toxde for mycellum

SPECIAL E systemlic Actlon on AMPc or P450

cytachrome
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fresh endomycorrhizal-nonmycorrhizal m x 100
fresh nonmycorrhizal mass
Infection development was estimated

microscopically as infection intensity (M%)} or
arbuscular frequency (A%) (Trouvelot et al. 1986)
either after trypan kiue staining (Philipps and
Hayman 1970), and after stalning for succinate
dehydrogenase (SDH) activity (Smith and
Gianinazzi-Pearson 1990) to evaluate llving

‘fungal infections.

Shoot and root nitrogen and phosphorus
contents were assayed by the Kjeldahl (Jackson
1973} and nitrovanadomolybdate (Jackson
1958) methods.

Statistical analysis of data was carried out
of Newman-Keuls test.

Experiment I

The experiment was conducted In a
disinfected acid soll (pH 5.0, 35ppm avallable P)
under artificial tropical conditions (300pE m™2 s

29/ 25°C, 12h day. 70-90% relative humidity)
'I\vo micropropagated  pineapple {Ananas
comosus (L.) Merr.) varieties (Queen Tahitl and
Smooth Cayenne (clone CY0)) were used.

The microplants were inoculated with
chopped root pieces of Tephrosia ehlenbergiana
infected by a Glomus sp. (isolate LPAZ21, from
Dabou, Ivory Coast] during a four-week
acclimatization period {Guillemin et al. 1991).
One gram of infected root was used to inoculate
10 plants. After this period. the pineapple plants
were transplanted to pots containing 400g of a
soll : gravel mix {i:1) and grown for 3 months.
Each pot contained one plant. Plants were
watered daily with osmosed water and weekly
with 2x20ml of Hoagland n°2 seclution (Hoagland
and Arnon 1850) without phosphate.

Four fungicides (fosetyl-Al  (Allette),
etridiazol (Aaterra M), captan (Phytocape 83) and
maneb (Organil 66R)) {table 1) were tested and
applied at flield rates recommended for root
disease control, f.e. 10.0, 3.0, 1.2 and 1.5 g.m'z.
respectively, Each fungicide was applied twice:
once at the beginning of the acclimatization
period, and a second time at transplanting to
pots. Fungicide rates were applied as 20 mi of
aqueous solution to soil of nonmycorrhizal and
endomycorrhizal  plants. Each  treatment
consisted of 5 replicates.

Plant growth was evaluated by leaf area
{LA) {cm?) and fresh and dry mass of shoot {SFM,
SDM) and root (RFM) {g). The endomycorrhizal
effecls on shoot and root growth was calculated
as described ahove.

Infection development was estinated
microscopically as described above. Roots of
pineapple were stained also for alkaline
phosphatase (ALP) (Tisserant ef al. 1993) activity
to evaluate functional (ALP) fungal infection,

Mineral elements (N; P, K, Ca, Mg were

analyzed by the CIRAD Laboratory, Montpellier,

France.
Data were statistically analyzed using
Newman-Keuls test.

RESULTS
Experiment I

Soybeans colonized by Glomus mosseqe
were significantly larger than non inoculated
plants. (table 24). Shoot and root growth of
endomycorrhizal plants were unaffected by
application of fosetyl-Al and mancozeb and only
slighty decreased by captan, as compared to
untreated plants. In contrast, benomyl and
quintozen significantly depressed shoot growth of
endomycorrhizal  plants  but  signilicanily
increased root growth, as compared to untreated
plants (table 24). :

Table 2A : Shoot (SFM) and root (RFM] fresh
mass and shoot dry (SDM) mass of
norrnycorrhizal (NM) and endomycorrhizal (M)
soybeans

Funglcide SFM (g) RFM (g) SDM (g}
treatments
unitreated. NM 7.16d 8.98cd 2.03ef
M 12.12ab 8.33ef 3.07abc
fosetyl-Al NM 7.13d 6.94g 1.89f
M 13.27a 7.63efg  3.35a
benomyl NM 7.39d 8.53de 2.10ef
M 8.80¢ 10.44ab  2.46de
captan NM 7.66cd 8.53de  2.21ef
M 11.22b 7.30fg 2,78bed
mancozeb NM 8.81c 10.78a 2.68cd
M 12.53a 7.64ef 3.15ab
quintozen NM - 6.87d 8.19defl  2.04ef
M 7.55¢cd 9.69bc ~ 2.26ef

Values in a column followed by different letters
are significantly different (P<0.05)
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In all treatments, except for benomyl and
quintozen, endomycorrhizal plants had not only
higher total fresh mass bt nlso much lower
root/shoot ratios than the  equivalent
nonmycorrhizal plants {figure 14). Higher
root/shoot ratios of inoculated plants with
benomyl and quintozen was related to a higher
root producticn. Growth of uninoculated plants
was only significantly affected by mancozeb
which positively influenced growth, and fosetyl-Al
which negatively affected root growth (table 2A).
The endomycorrhizal effect on shoot growth was
considerably reduced by benomyl and quintozen,
due to the negative effect of these two fungicides
on endomycorrhizal plant growth {table 2B).

Both nitrogen (N} and phosphorus (P)
assimilation by endomycorrhizal plants was
significantly greater than in nonmycorrhizal
plants, except for phosphorus following benomyl
application or quintozen treatment (table 2C).
Values were highest when fosetyl-Al was 4dded
to endomycorrhizal plants. Captan application

1A
Routishoot  ratio O nNM M
1.5
a
a
N a ®  ah = a
b
1.0+
4 ¢
¢ s c
0.5 %
0.0 - . . A,
B [0 trypaniblue g2 SDH
BQ
M%
a 2
604 b ah b
b b b
: | - —%
20~
[
g 7
c [ /
0 ol Al D1 7

had no effect " on P assimilation by
endomycorrhizal and nonmycorrhizal plants but
it sigrificantly reduced N nutrition in
endomycorrhizal plants. Fungicide application
had little effect on N and P assimilation in
nonmycorrhiz.d plants. Inoculation by G,
mosseae significantly improved nodulation
without fungicide applications (table 2D) and this
was ~ maintained after captan or mancozeb
treatment. A significant stimulation was observed
in nodule formation in fosetyl-Al-treated plants.
However, benomyl and quintozen significantly

.- reduced both number and dry weight of nodules

of endomycorrhizal plants to a level similar to
that of untreated nonmycorrhizal soybeans (table
2D). This probably contributed the lower values
for N assimilation in soybean treated with these
fungicides.

Significantly higher values for intensity of
infection (M%) and arbuscule frequency (A%)
were observed with trypan blue staining in
fosetyl-Al and mancozeb treated plants (figures

1C O trypanblue B4 SDH
60
; a « A%
50 - b ] [ |
<
40 ]
30 d
20 d d
: &
104 &
e f [~
0 I : | %
b3 < =S =
g < & § B §
e 2 2 o 8 g
g 2 g o = 5
= e ® E &

Figure 1. Root/shoot ratios of nenmycorrhizal
and endomycorrhizal soybean (1A}, intensity of
infection (M%) (1B} and arbuscule frequency
{A%) Q) estimated by trypan blue and
succinate dehydrogenase  (SDH)  staining of
endomycorrhizal soybean roots, Values followed
by different letters are significantly  different
(P<0.05).
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Table 2B : Endomycorrhizal effects (%) on shoot
and root growth of soybeans

endomycorrhizal effect (%}

Fungicide
treatments shoot root
untreated 69 -7

. fosetyl-Al 86 10
benomyl 19 22
captan 46 -14
mancozeb 42 -29
quintozen 10 18

Table 2C : N and P uptake (mg plant'l) and
content (%) of shoots of nonmycorrhizal {NM) and
endomycorrhizal (M) soybeans :

Fungicide shoot N shoot P g
treatment mg plant” 1 % mg plamt‘1 %

untreated NM  44.40f 2.15de 1.80d 0.09d
M 107.33b  3.33b 5750 0.1Sab

fosetyl-A1 NM  44.69f 2.18de 1.89d 0©.10d
M 12243a 859 6.80a 0.20a

benomyl NM  44.45f 2.18de 1.82d 0.08d
M 50.80e 2.21d 2.01cd 0.08d

captan NM 48.18ef 2.19d 1.75d 0.084
M 81.03¢ 2.96¢ 5.42h 0.18b

mancozeb NM 56.71d  1.99ef 2.17cd 0.08d
M 11005b 3.40b 6.3la 0.20a

quintozen NM  42.34f 1.91f 1.63d¢ 0.08d
M  50.79e 2.31de  2.23cd 0.10d

Values in a column followed by different letters
are significantly different (P<0.05)

1B & C). Benomyl and quintozen significantly
reduced M% and A% whilst captan induced a
reduction only in values for A%. The intensity of
infection showing SDH activity was comparable
to that observed with trypan blue staining (figure
1B). However, vital SDH staining for frequency of
living arbuscules always gave smaller values
than with trypan blue (figure 1C). Fungicide
application reduced the [requency of SDH-active

Table 2D : Number and dry weight of nodules of
nonmycorrhizal (NM} and endomycorrhizal (M)
soybeans  without  fungicides, and of
endomycorrhizal soybeans with fungicides

Fungicide nodule dry weight
treatments number plant-1 g plant”
untreated NM 37¢c © 0.057e

M 71b 0.166a
fosetyl-Al M 94a 0.156ab
belnomyl M 4.7c O.bQSd
captan M 66b 0.122¢
mancozeb M 69b 0.136bc
quintozen M | 45¢c 0.080d

Values in a column followed by different letters
are significantly different (P<0.05)

arbuscules, especially in plants treated with
benomyl where only 19% of trypan blue stained
arbuscules showed SDH activity, as compared to
57% iIn untreated plants. Quintozen had less
effect on the frequency of SDH-active arbuscules,
as compared to its  effect on total
endomycorrhizal infection evaluated by trypan
blue stalning. Consequently, the greatly reduced
growth and P uptake of benomyl and quintozen
treated endomycorrhizal plants must be due to
the very poor development of the infection, and
in particular to the lack of active arbuscules.

Experiment II

The only fungicide to affect pineapple
growth was captan which positively allfected leal
area of Queen Tahil variety (lables 3A & B).
Etridiazol treatment tended to decrease shoot
growth (18-20%) of endomyceorrhizal plants of
beth pineapple varities (tables 3A & B). It
similarly affected growth of the nonmycorrhizal
Smooth Cayenne variety {-30%), whilst slight
increases in shoot growth were observed in the
treated nonmycorrhizal Queen Tahiti variety,
There was a non-significant but marked negative
effect (-20 to.-50%) of fosetyl-Al on shoot and
root growth of nonmycorrhizal plants of both
varieties {tables 3A & B).

The greater sensitivity of nonmycorrhizal
plants to fungicide application led to an
increased endomycorrhizal effect on shoot growth
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Table 3A : Leaf area (LA), shoot (SFM) and root
(RFM]) fresh mass and shoot dry mass (SDM) of
nonmycorrhizal {(NM) and endomycorrhizal (M)
Queen Tahiti variety of pineapple

Fungicide LA (cm?) SFM {g) RFM (g) SDM (g

treatments

untreated NM 186.90d 15.26cd 1.76b 1.24b
M 460.74b 36.0lab 4.00a 3.70a

fosetyl-Al NM 109.10d 10.36d 0.99b 1.20b
M 483.14b 40.37ab 5.83a 4.30a

etridiazol NM  238.66cd 18.38¢d 1.58b 1.50b
M 380.96bc 29.31b 5.10a 3.64a

captan NM  339.90c 24.62¢c 2.62b 2.35b
M 627.93a 48.36a 6.70a 5.05a

maneb NM 170.55d 11.31d 1.65b 1.24b
M 444.60b 34.41ab 4.3]1a 3.50a

Values in a column followed by different letters
are significantly different {P<0.05)

Table 3B : Leaf area (LA), shoot (SFM) and root
(REM} fresh mass and shoot dry mass (SDM) of
nonmycorrhizal (NM) and endomycorthizal (M)
Smeoth Cayenne (clone CY0) variety of pineapple

Fungicide -

LA (cm?) SFM{g) RFM (g) SDM (g)
treatments . )

untreated NM = 244.33b 19.97b 2.49b 1.91b
M 459.60a 38.25a 4.40a 3.73a

fosetyl-Al NM 199.40b 15.04b 1.81b 1.59b
M 456.60a 36.6lz 4.77a 3.10a

etridiazol NM 166.,70b 13.18b 1.93b 1.29b
M 345.50ab 30.72ab 4.55a 2.85a

captan NM 187.60b 20.68b 2.26b 1.65b
.M 531.40a 44.22a 5.50a 4.08a

maneb NM  220.10b 16.51b 1.96b 1.66b
M 542.90a 44.784 6.53a 4.38a

Values in a column [ollowed by different letters
are significantly different {P<0.05)

of treated plants, with the exception of etridiazol
and caplan in the Queen Tahit variety (table
3C). The latter was due to the fact that etridiazol
caused a decrease in shoot growth of
endomycorrhizal * plants, whereas captan

enhanced shoot growth of nonmycorrhizal plants
more than endomycorrhizal plants. The effect of
endomycorrhiza infection on root growth was
amplified by fungicide application in both
pineapple varieties (table 3C). Root/shoot ratio
was influenced by fungicide application,
particularly for Queen Tahiti variety plants
treated with fosetvl-Al and etridiazol {igures 2A
& B). Root/shoot ratios of endomycorrhizal
pineapple plants were always slightly smaller
than those of nonmycorrhizal plant, as
previously reported (Guillemin et al. 1991), but
this was inversed by the fungicide applications.
Mineral uptake into shoots of the (weo
varieties increased in all endomycorrhizal plants
and this positive effect was only slightly affecied
by fungicide application (tables 3D, E).
However, etridiazol and captan increased mineral
absorption by nonmycorrhizal plants of the
Queen Tahiti variety (table 3D) ; these increases
were related to greater plant growth (table 3A).
Likewise, in relatton to plant” size, etridiazol
negatively influenced mineral uptake into shoots
of the Smooth Cayenne variety whereas maneb
caused a small increase in immobilization of N,
K, Ca and Mg by endomycorrhizal plants {table
3E). For both vareties, shoot P, Ca and Mg
contents of endomycorrhizal plants were similar
or greater than those of nonmycorrhizal plants,
except for the etridiazol treated Queen Tahiti
variety of pineapple (tables 3D & E). On the
contrary, N contents were consistently lower ‘in
endomycorrhizal plants except for both varietes
treated with maneb and Smooth Cayenne variety
treated with fosetyl-Al (tables 3D & E).

Table 3C : Endomycorrhizal effects (%) on shoot
and root growth of Queen Tahiti and Smooth
Cayenne varieties of pineapple

Varieties Queen Tahiti Smooth Cayenne
Fungicide endomycorrhizal effect (%)
treatments shoot toOt shoot reoot
untreated 136 127 96 77
fosetyl-Al 290 489 143 164
etridiazol 60 223 133 136
captan 98 - 156 114 143
maneb 204 161 171 233
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2A Table 3D : Mineral uptake (mg plant-l) ang
. contents (%) of shoots of nonmycorrhizal (NM)
LD NM M and endomycorrhizal (M} Qu2en Tahid varlety of
Queen Tahiti variety pineapple ‘
0.15- Fungicide Mineral element .
' treatments N P K. Ca Mg
1 untreated mg NM 25 094 57 10 3.56
M 63 '670 133 35 13.54
% NM 204 008 4.60 0.81 0.29
0.107 M 1.70 0.18 3.59 0.96 0.37
) fosetyl-Al mg NM 19 1.32 40 9  3.44
) M 62 6.02 13! 42 1496
% NM 1,59 0.11 3.33 0.75 0.28
0.05 tred_ . v . - M 1.45 .14 3.04 0.97 0.35
2B ONv @M etridiazsl mg NM 35 270 70 14 548
S + — M 61 5.82 126 33 ' 12.74
mooth Cayenne variety % NM 234 0.19 4.65 095 0.37
0.157 M 1.67 0.16 3.45 0.92 0.35
captan. mg NM 46 3.64 95 22 825
M 78 823 1589 51 18.28
% NM 1.96 0.15 4.06 0.94 0.35
M 1.55 0.16 3.14 1.01 0.386
0.107
maneb mg NM 21 063 50 10 3.68
M 61 6.34 118 37 13.27
% NM 1.69 0.05 4.00 0.82 0.30
M 1.74 0.18 3.36 1.05 0.38
0057 T " - y '
o = =)
2 < 8 g g
3 = = =3 g
B ] =2 i) E
5 2 g
W @ propertion of arbuscular infection that was active
{maneb and captan) were those showing greater
Figure 2: Root/shoot ratios of growth and mineral uptake, whilst those where a
nonmycorrhizal (NM) and endomycorrhizal lower proportion of infecion was active
(M) Queen Tahiti {2A) and Smooth Cayenne (etridiazol) had lower growth and mineral
(2B) varieties of pineapple. contents.
DISCUSSION
None of the fungicides affected

endomycorrhiza infection developrnent estimated
after trypan blue staining, but captan and
maneb  applications  decreased  arbuscule
frequency (figures 3A, B, C & D). However, the
relative proportion of SDH and ALP active
arbuscules was greater with these (wo
fungicides. Intensity of infection and arbuscule
frequency evaluated by fungal SDH and ALP
activities were significantly reduced by etridiazol
application in both pineapple varieties (figures
3A, B, C & Dj. Thus, plants with a higher

Previous studies have frequently reported
different effects of fungicides on endomycorrhiza
which may be due partly to variations in plant
species, endomycorrhizal strains, method or rate
of appilcation fungicide, growth conditions,. or
the age of symbiosis at the time of application
{Spokes et al. 1981}). The results from the present
experiments further underline the complexity in
interactions between fungicides, plants and
endomycorrhizal fungl, By more detailed
analyses, we have been able to better define
fungicide effects on endomycorrhiza and
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Figure 3: Intensity of infection (M%) (3A, 3C) and arbuscule frequency (A%) {3B,3D)
observed by trypan blue U, succinate dehydrogenase B and alkaline phosphatase
staining of roots of endomycorrhizal Queen Tahiti (3A,3B) and Smooth Cayenne (3C,3D)

varieties of pineapple. Values for each staining followed by different letters are
significantly different (P<0.05).
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Table 3E : Mineral uptake (mg plant-} and
contents (%) of shoots of nonmycorrhizal (NM)
and endoraycorrhizal (M} Smooth Cayenne (clone

determine whether certain have a more general
action which is independent of the plant, fungal
species or culture conditions.

CYO) variety of pineapple

Plant growth
Fungicide Mineial element

treatments N P K Ca Mg Similar results were abtained for fosetyl-Al

applied at fleld rates with both endomycorrhizal
plant species (soybean and pineapple) since their
growth was maintained with this fungicide (table
4). confirming previous data with the same or
other plants {Jabaji-Hare and Kendrick 1985;
Despatie et al. 1989; Morandi 1989; Trouvelot et
al. 1991). In contrast, fosetyl-Al had a negative
effect on the growth of nonmycorrhizal soybean
and pineapple, as reported by Aziz et al. {1990)
for similar rates (60mg kg soil” 1] of application to
pineapple. It can therefore be concluded that
endomycorrhizal inoculation compensates for
this negative effect, and is therefore an important
factor for a better tolerance of the funglcide.
Captan, mancozeb and maneb have an
identical action on fungi (table 1), and the three
fungicides did not alter pgrowth of
endomycorrhizal plants of soybean or pineapple
(table * 4). However, captan and mancozeb
Increased growth of nonmycorrhizal pineapple
and soybean, respectively. Whilst captan has
previously been reported to have little effect on
the growth of some endomycorrhizal plant
species (Nemec 1980), it significantly decreased
the growth of endomycorrhizal ordon (de Bertoldi

untreated mg 39 189 8 20 6.97
63 6.53 134 41 14.55
206 0.10 445 1.06 037

1.70 0.18 3.60 1.11 0.39

%

61 6.11 128 32 12.00
191 0.09 4.08 099 0.37
1.97 0.20 4.14 1.04 0.39

NM
M
NM
M

fosetyl-Al mg NM 30 148 65 16 593
M
% NM
M

etridiazol mg NM 26 1.25 56 14 4.76
M 56 630 111 33 10.83

% NM 201 G.10 4.33 1.07 0.37

M 195 022 391 1.14 0.38

captan mg NM 389 150 90 17 5.81
M 72 787 144 46 1591

% NM 235 0.09 5.45 1.05 0.35

M 1.76 0.19 3.53 1.14 0.39

maneb mg NM 31 201 65 16 6.19
M 85 661 147 52 1765

% NM 1.80 0.12 3.94 0.97 0.37

M 1.930.153.36 1.18 0.40

Table 4 : Effects of fungicide applications on plant growth, P nutrition and endomycorrhizal infection
of nonmycorrhizal (NM) and endomycorrhizal (M} soybean (S) and pineapple (P) as compared to
untreated plants ’

Funglcide treatments

fosetyl-Al captan mancozeb/ benomyl quintozen etridiazol
maneb .
S p S P S P S S P
plant growth NM - - o +Q + 6 0 o 0
M 0 Q 4] O 0 0 +r/-s +r/—s -
P nutrition =~ NM 0 0 0 0 ¢ 0 0 Q +Q/0¢C
M o 0 0 0 0 0 - - ¢
infectton Ni% + 0 0 0 + Q - - -SDH/ALP
A% + 0 - - + - - - -SDH/ALP

+ : positive effect; 0 : no effect; - : negative effect

s : only shoot affected; r : only root affected; @ : only Queen Tahiti variety affected; C : only Smooth
Cayenne variety affected '

SDH/ALP : only enzymically active infection affected
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et al. 1977). Mancozeb only caused a slight
reduction in groundnut biomass (Parvathi et al,
1985a).

Previous studies have already reported the
negative effect of quintozen (Jalalft 1979
Parvathi et al. 1985a) and benomyl (Trappe et al.
1984 ; Parvathi et al. 1985b) on endomycorrhizal
plants. Shoot growth of endomycorrhizal soybean
was similarly decreased by both fungicides in the
present investigation. However, root growth of
endomycorrhizal  plants was surprisingly
enhanced by benomyl and quintozen. These
results are in contradiction with those obtained
on tulip, poplar and onlon by Verkade and
Hamilton (1983) and Manjunath and Bagyaraj
(1984}, respectively. Variations may be related to
fungicide rate. For example, Bailey and Safir
(1978) observed a decrease in growth of soybean
at a rate of 125mg kg of sofl"l, whereas there
was a small increase with rates of 2,5 and 25 mg
kg of soil"L, Benomyl application had no effect on
the growth of nonmycorrhizal soybean, as
reported for strawberry (Boatman et al. 1978),
but contrary to that observed with non
mycorrhizal tulip, poplar (Verkade and Hamilton,
1983) or onion {Boatman et al. 1978). This could
again be related to application rates or to the
sensitivity of plant species to fungicide toxicity.

Different effects on plant growth were
observed with etridiazol applied at the same rate
to endomycorrhizal pineapple (present results)
and leek {Trouvelot et al. 1991}, However, the
fact that growth conditions were different {in pot
for pineapple and in the field for leek) can partly
explain the differences. The fungicide would
remain more concentrated around roots in the
closed environment of pots than in the field
where it can be displaced by running off or
leaching through the soil. In fact, if etridiazol
application rates are increased for leek under
field conditions (Sg m2), plant growth Is
negatively affected (Trouvelot, unpublished data)
similar to pineapple in pots with 3g m™2.

Mineral contents

Mineral contents of shoots increased in
response to endomycorrhizal inoculation and
appeared to be linked to shoot growth for both
pineapple and soybean. For example, shoot
growth and mineral content were best with
fosetyl-Al  application for endomycorrhizal
soybean, with captan for endomycorrhizal Queen
Tahiti pineapple variety and with maneb for
endomycorrhizal Smooth Cayenne pineapple

variety. Fungicide application did not affect P
nutrition of endomycorrhizal or nonmycorrhizal
stybean and pineapple in comparison to
unireated plants, except for endomycorrhizal
soybean treated with benomyl and quintozen
(table 4). Reduced P assimilation has been
previously reported for endomycorrhizal onion,
strawberry and pea treated with benomyl
(Boatman et al. 1978 ; Fitter and Nichols 1988)
and for endomycorrhizal onfon treated with
quintozen (Gray and Gerdemann 1969). Benomyl
reduces hyphal inflow rates cof P to
endomycorrhizal root {Hale and Sanders 1982)
and, in fact, the breakdown product of benornyl,
into methyl-2 benzimidazole carbamate, is
known to interfer with transport tn fungal
hyphae by inhibiting the formation of
cytoplasmic microtubules (Howard and Aist
1980). Quintozen also acts directly on fungal
metabolism,

The effect of fungicides on assimilation of
other mineral elements by endomycorrhizal
plants varied depending on the species, and this
raises the question whether the fungicides act at
the absorption sites or elsewhere in the

physiological processes of the plant or of the
fungi.

Endomycorrhizal infection
Non-vital staining

Endomycorrhizal infection of pineapple
was not affected by fosetyl-Al in agreement with
observations of Aziz et al. (1990}, but It was
significantly increased for soybean as reported by
Morandi (1989). Fosetyl-Al has been observed to
increase root exudation of soluble sugars by
endomycorrhizal leeks (Jabaji-Hare and Kendrick
1985). Root exudates are considered to enhance
spread of endomyecorrhizal fungt, so contributing
to an increased mycelial contact with roots
(Ratnayake et al. 1978 ; Bécard and Piché 1989 ;
Gianinazzi-Pearson et al. 1989). Fosetyl-Al has
also been reported to positively influence
production of phytcalexins in inoculated roots
(Morandi 1989), without having effects on
endomycorrhizal colonization. This accurnulation
of antimicrobial substances could add to the
advaniage of the fungicide in protecting against
soil-borne plant pathogens.

Captan, maneb and mancozeb act
similarly on fungi {table 4). The former two
negatively influenced arbuscule formation in the
endomycorrhizal infection of both pineapple and
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soybean. Indeed, captan application has already
beenr reported to decrease infection in com
{(Nesheim and Linn 1969} aud onion {Kough et al.
1987) roots, and mancozeb application in
groundnut roots (Parvathi et al. 1985a). These
fungicides are not systemics bit interfer with
fungal enzyme systems; they could negatively
influence the metabolism of endomycorrhizal
fungi leading to a decrease in infection

- development. Mancozeb, however, induced the

opposite response in soybean roots, by slightly
increasing endomycorrhizal colonization. This
effect could be due to different sensibilities of
fungal strains.

The decrease in infection observed In
soybean treated with benomyl concords with
results from previous studies on different
endomycorrhizal systems (Jalali and Domsch
1975 ; de Bertoldi et al. 1977 ; Bailey and Safir
1978 ; Fitter and Nichols 1988). This fungicide
also reduced germination of chlamydospores and
hyphal growth of Glomus caledonicum (Carr and
Hinkley 1985). The fact that the degradation
product of henomyl, methyl-2 benzimidazole
carbamate, inhibits mitosis (Menge 1982} could
contribute to the decrease in endomycorrhizal
colonization of roots. Quintozen application also
inhibited endomycorrhizal  colonization  of
soybean, conlirming the negative eflect already
reported for several endomycorrhizal plants
(Nesheim and Linn 1969 ; El-Giahmi et al. 1976 ;
Menge et al. 1979 ; Rhodes and Larsen 1981).
The mode of action of quintozen could be related
to its interacting with AMPc or with the P450
cytochrome enzyme of mycelium {Leroux 1981).

Etridiazol, at the same rate of application,
did not affect endomycorrhizal infection of
pirieapple in pots and increased infection in leek
roots in the field (Trouvelot et al. 1991}, in
comparison to untreated plants. As for plant
growlh, this dilference in effect could be due (o
the different conditions of plant development.

Vital and functional activities

Use of SDH and ALP staining which assay
living and active infeclions, respectively.
indicated changes in the metabolic activity of the
endomycorrhizal infection following the
application of certain fungicides. This was also
reflected in the development of arbuscules which
are considered the major sites of endocellular
and biotrophic activity belween both symbionts
(Gianinazzi-Pearson and Gianinazzi 1888b).

For soybean, benomyl, caplan and

mancozeb  decreased arbuscule frequency
estimated by SDH staining, as found by Kough et
al. (1987) after captan and benomyl {reatment of
endomycorrhizal onions. Although quintozen and
benomyl strongly reduced total endomycorrhizal
colonization, they did not affect the percentage of
living arbuscules (benomyl : 20% and quintozen :
36%), as compared to fungicides thal did not
decrease infection (fosetyl-Al. 36% and
mancozeb : 32%). The poor growth of inoculated
soybeans treated with benomyl and quintozen
was therefore directly due to the very low level of
endomycorrhizal infection. The smaller plant
growth of etridiazol-treated pineapples was
related to a lower arbuscule {frequency evsluated
by SDH and ALP staining (table 4).

CONCLUSION

Certain fungicide treatments are
compatible with the positive effects of controlled
endomycorrhization on plant growih and with
development of the endomycorrhizal infection.
Fosetyl-Al application is particularly interesting,
as compared to captan, mancozeb and maneb,
since it can also stimulate the defense
mechanisms of the host-plant. However,
fungicides should be tested for each plant-fungal
species combination before their use. The
identification of fungicides like fosetyl-Al, captan,
maneb and mancozeb, which conserve beneficial
effects of endomycorrhization on plant growth
whilst eliminating pathogens, opens interesting
perspectives for combining endomycorrhizas and
fungicide applications In plant production
systems.
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Application of commercial arbuscular
endomycorrhizal fungal inoculants
to the establishment of micropropagated .
grapevine rootstock and pineapple plants

P Lovato *, JP Guillemin, S Gianinazzi **

INRA-CNRS, laboratoire de Phytoparasilologie, Station de génétique et damélioration des plantes,
INRA, BV 1540, 21034 Dijon Cédex, France

(COST Meeting, 21-23 May 1992, Dijon, France)

Summary — Commercial inoculants of arbuscular mycorrhizal {AM) fungi were tested on 2 plant species. Microprop-
agated grapevine plantlets were grown in a greenhouse and inoculated with 2 commercial inoculants applied to the
growth substrata. No physical or chemical effect of the sterilized inoculants was observed. Mycorrhizal grapevine
plants showed a 3-fold increase in shoot growth as compared to control plants. Almost all root pieces were infected
and the percentage of root length showing presence of the mycorrhizal fungus was =~ 30%. The same inoculants were
compared to efficient fungal isolates in micropropagated pineapple plants of 3 varieties grown in a controlled environ-
ment chamber with simulated tropical conditions. Plants grew better in acid than in alkaline soil, and Glomus sp (iso-
late LPA21) was more efficient in acid soil than both commercial inoculants. An increased inoculant dose from 1% to
3% sometimes caused an increase in root infection with increases or decreases in ptant growth depending on pineap-
ple variety or type of inoculum used. One inoculant tended to improve growth in alkaline soil, while another was more
efficient in acid soil. The implications of the use of these products are discussed.

grapevine / pineapple / micropropagation / arbuscular endomycorrhiza / plant growth / infection development

Résumé — Utilisation d'inoculums commerciaux de champignons endomycorhiziens pour I'établissement de
porte-greffe devigne et de plantes d'ananas micropropagés. Des inocula commerciaux de champignons endomy-
corhizogénes & arbuscules ont été éprouvés sur 2 plantes micropropagées, la vigne et l'ananas. Les porte-graffes de
vignes micropropagés sont infectés avec 2 inoculums commerciaux mélanges aux substrats de culture et placés en
serre. L'apport des inoculums commerciaux stérilisés n'a pas affecté 12 croissance des vitroplants écartant les effets
chimiques et physiques de ces inocula. La croissance des vignes mycorhizées a été 3 fois supérieure & celle des
plantes nen-mycorhizées, Presque toutes les racines ont été infectées et le développement de linfection est de l'ordre
de 30%. Ces mémes inoculums ont 8t comparés a des isolats endomycorhizogénes capables de stimuler Ia crois-
sance des trois varigtés de vitroplants d'ananas. Ces plantes présentaient une meilleure croissance dans le sol acide
que dans le sol alcalin. Dans le sol acide, Ilsolat de Glomus sp. (LPA21) est plus efficient sur la croissance des ana-
nas que fes inoculums commerciaux. L'augmentation des doses d'inoculums de 1% & 3% est souvent lide 4 une élé-
vation de linfection endomycorhizienne. Par contre, les effets sur la croissance varient selon les combinaisons plante-
héte / inoculum utilisées. Un des inoculums commerciaux semble avoir été plus performant sur la croissance des vit-

roplants d'ananas dans le sol alcalin, tandis que f'autre inoculum I'était plus dans le sof acide. Les conséquences de
l'utilisation de ces produits sont discuiées.

vigne / ananas / micropropagation / endomycorhize & arbuscule / croissance / infection endomycorhizienne

° On leave from the Universidade Federal de Santa Catarina, Fleriandpolis, SC, Brazil
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Infection development (M%) was assessed as de-
scribed above, and arbuscule frequency in the root
cortex (A%) was also evaluated.

RESULTS

Experiment 1

The application of commercial inoculants was
beneficial to the establishment and growth of mi-
cropropagated grapevine plantlets. There was a
significant positive effect on the growth of the mi-
cropropagated  grapevine rootstock  which
showed a 3-fold increase in root and shoot
growth (table I). The treatments with the sterilized
substrata showed no significant difference from
the uninoculated control.

infection leve! was expressed by 2 parameters
(table 1). The first, F%, showed that > 90% of the
root pieces examined were infected, indicating a
high soil receptivity vis-a-vis the inoculants. The
second parameter, M%, expressed the intensity
of the infection developing within root tissues.
With the AGC inoculant, 40% of the root length
was mycorrhizal, while this parameter attained =
30% for the Phytotec inoculant. There was no dif-
ference between the application rates of 1 or 5%,
which shows that the inoculants had an infection
potential high enough to promote growth at the

lowest concentration used.

Experiment 2

Growth of pineapple plants differed markedly in
acid and alkaline soils, so these will be examined

separately. Plant growth and endomycorrhizal
infection parameters were generally lower in al-
kaline than in acid soil.

In alkaline soil, inoculation of plants of the
Queen Tahiti variety (fable 11} caused better
growth as expressed by leaf area and shoot
fresh and dry mass than that of uninoculated
plants, but there were no significant. differences
among the inocula. No significant differences
were observed in root fresh mass, although
plants inoculated with AGC inoculants tended to
have lower root fresh mass than the other treat-
ments. For infection parameters, AGC inoculant
caused a higher frequency of arbuscules than
the other inoculi.

For Smooth Cayenne variety plants (table Ill),
AGC inoculant showed the best performance ex-
pressed in terms of leaf area, shoot fresh mass
and dry mass. There were smaller differences in
root fresh mass, although the same tendency
was found. The highest levels of infection were
obtained with AGC inoculant and G intraradices.
The striking feature with this variety was that
plants with the best growth had the highest levels
of infection intensity and arbuscule frequency.

For the Spanish variety (table IV), differences
among inocula in effects on shoot fresh and dry
mass and root fresh mass were less significant.
However, there was a clear tendency for the
AGC inoculant to promote increases in leaf area.
The AGC inoculant also resulted in the highest
levels of infection intensity and arbuscule fre-
quency in this variety, and these were signifi-
cantly greater in comparison to plants inoculated
with the Phytotec inoculant. These resuits clear-
ly show that the AGC inoculant promoted better
growth of pineapple plants in the alkaline soil
than the Phytotec inoculant.

Table I, Shoot and root fresh mass, shoot dry mass and endomycorrhizal infection (frequency of infection (F%) and
intensity of infection (M%)}) of grapevine rootstock SO, 102 growing in y-irradiated alkaline soil alone (control), or with
addition of sterile or non-sterile AGC inoculant at 2 application rates or Phytotec inoculant at 5% rate.

Control Sterile AGC AGC Phytotec
1% 5% 1% 5%
Shoot fresh mass (9) 1.95b 1.37b 2.420 7.258 6.242 7.362
Root fresh mass (@ 2.17b 1.670 3.50b 7.574 7.04a 7.388
Shoot dry mass {g) 0.57v 0.39b 0.75b 2.02a 1.792 1.994
Frequency of infection (F%) 938 832 8ga
intensity of infection (M%) 392 372 282

Values in each line followed by different lelters are significantly different (P < 0.05).
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Table Il. Leaf area, shoot and root fresh mass, shoot dry mass and endomycorrhizal infection {intensity of infection
(M%)} and arbuscule frequency (A%)) of plants of the Queen Tahiti pineapple variety; uninoculated and inoculated with
Glomus intraradices or commercial inoculants (AGC 1% or 3%, Phytotec 1% or 3% in an alkaline soil.

Uninoculated  Glomus AGC Phytotec
intraradices

1% 3% 1% 3%
Leaf area {cm2) 61.10 99.6a 145.12 141.92 125.42 145.42
Shoot fresh mass (9) -4.26b 8.02a 10.322 8.912 8.102 9.59a
Root fresh mass (q) 0.832 1.282 1.07a 0.982 1.432 1.612
Shoot dry mass (@) 0.51b 0724 1.178 1.102 0.972 1.12a
Intensity of infection (M%) Qb 562 632 552 368 462
Arbuscule (A%) oc 24ab 352 332 180 2gab

Values in each line followed by different letters are significantly different (P < 0.05).

Table lll. Leaf area, shoot and root fresh mass, shoot dry mass and endomycorrhizal infection (intensity of infection
{M%) and arbuscule frequency (A%)) of planis of the Smooth Cayenne pineapple variety, uninoculated and ingculated
with Glomus iniraradices or commercial inoculants (AGC 1% or 3%, Phytotec 1% or 3%} in an alkaline soil.

Uninoculated  Glomus AGC Phytotec
intraradices

1% 3% 1% 3%
Leaf area {cm?) 50.7¢ 120.60 160.2ab 208.02 109.4b 113.60
Shoot fresh mass ~ (g) 3.45¢ 9.190 12.34a0 16.112 8.050 10,080
Root fresh mass (@) 0.48b 0.9080 1.15ab 1.413b 1.408D 1.682
Shoot dry mass (@) 0.43¢ 0.970 1.3130 1.642 0.86P 1.14b
Intensity of infection (M%) 0d G4ab 693k 742 200 470
Arbuscule frequency (A%) Qd 35t 488 512 5¢ 13¢

Values in each iine followed by different letters are significantly different (P < 0.05).

In the acid soil, responses to the inocula var-
ied with the plant variety. The Queen Tahiti va-
riety (table V) showed best growth when inocu-
lated with Glomus sp (LPA21). In general, plants
treated with the commercial inoculants had
growth parameters which, except for root fresh
mass, did not differ significantly from those of un-
inoculated plants. There was an important differ-
ence in the infectivity of the different inocula in
this variety. Infection levels were highest with
Glomus sp (LPA21) and lowest for the Phytotec
inaculant at 1%.

The Glomus sp (LPA21) inoculum also pro-
moted best growth in plants of the Smooth Cay-

enne variety (table V1), and of the 2 commercial
products, the Phytotec inoculant tended to pro-
mote better growth than that from AGC. There
was, however, no significant difference in infec-
tion parameters among the commercial inocu-
lants, although these were lower than those ob-
served in plants infected by Glomus sp (LPA21).

Highest values in shoot fresh and dry mass as
well as leaf area were obtained in Spanish variety
plants (table VII} by inoculation with Glomus sp
(LPA21) or Phytotec at 3%. This was not related
to the level of infection, which was similar for the
commercial inoculants but, as for the other 2 va-
rieties, it was highest in Glomus sp (LPA21).
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Table IV. Leaf area, shoot and rool fresh mass, shoot dry mass and endomycorrhizal infection (intensity of infection
(M%) and arbuscule frequency (A%)) of plants of the Spanish pineapple variety; uninoculated and inoculated with
Glomus intraradices or commercial inoculants (AGC 1% or 3%, Phylotec 1% or 3%) in an alkaline soil.

Uninoculated  Glomus AGC Phytotec
intraradices
1% 3% 1% 3%

Leaf area {cm2) 106.4¢ 130.3b¢ 231,22 219.7ab 181.52b¢ 169.5abc
Shoot fresh mass (9) 6.800 9.88ab 16.982 14.362 11.7580 10.4880
Root fresh mass (@ 0.83a 1.828 1.532 1.748 1.208 1.612
Shoot dry mass (g) 0.78b 1.2480 1.778 1.608b 1.47ab 1.33ab
Intensity of infection (M%) 0c 514 632 662 19 150
Arbuscule frequency (A%) od 23b 37a 392 4¢ 3¢

Values in each line followed by different letters are significantly different (P < 0.08).

Table V. Leaf area, shoot and root fresh mass, shoot dry mass and endomycorrhizal infection (intensity of infection
(M%) and arbuscule frequency (A%})) of plants of the Queen Tahiti pineapple variety; uninoculated and inoculated
with Glomus sp or commercial inoculants (AGC 1% or 3%, Phytotec 1% or 3%} in an acid scil.

Uninoculated Glomus sp AGC Phytotec

1% 3% 1% 3%
Leaf area {em2) 116.90 423.68 244 8b 242.7b 279.3b 195.90
Shoot fresh mass (g} 8.38v 32.762 18.54b 17.78b 19.39b 13.990
Root fresh mass (g) 0.950 3.102 2.712 2272 2.782 1.788b
Sheot dry mass {s)) 1.04b 3.382 2.018b 2.01ab 2.23ap 1.570
Intensity of infection (M%) od gga 4gb 470 13¢ 37
Arbuscule frequency {A%) oc 572 170 2ob gb i0ob

Values in each ling followed by different letters are significantly different (P < 0.05).

Table VI. Leaf area, shoot and root fresh mass, shoot dry mass and endomycorrhizal infection (intensity of infection
(M%) and arbuscule frequency (A%}) of plants of the Smooth Cayenne pineapple variety; uninoculated and inocula-
ted with Glomus sp or commercial inoculants (AGC 1% or 3%, Phytotec 1% or 3%) in an acid soil.

Uninoculated Glomus sp AGC Fhytotec

1% 3% 1% 3%
l.eaf area {cm2) 133.3b 318.82 204.8ab 132.4b 305.12 220.1ab
Shoot fresh mass (g} 10.21b 27.07a 17.62a0 9.96b 26.102 19.008b
Root fresh mass (@) 1.500 2.67a0 2.01b 1.31b 3.513 2.3930
Shoot dry mass (@) 1.04¢ 3.292 1.76bc 1.05¢ 2.672b 1.91bc
Intensity of infection (M%) Qc 872 420 360 ogb 51b
Arbuscule frequency  (A%) Qe 652 250 150 180 24b

Values in each line followed by different letters are significantly different (P < 0.05).
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Table VII. Leaf area, shoot and root fresh mass, shoot dry mass and endomycorrhizal infection (intensity of infection

(M%) and arbuscuie frequency (A%)) of plants of the Spanish pineapple varisty; uninoculated and inoculated with Gio-
mus sp or commercial inoculants (AGC 1% or 3%, Phytotec 1% or 3%) in an acid soil.

w

O

o

Uninoculated  Glomus sp AGC Phytotec
1% 3% 1% 3%
‘Leaf area {cm2) 160.60 346.74 226.1ab 251.1ab 279.23b 384.2a
Shoot fresh mass (g} 10.020 29.21a 15.63b 17.93b 19.51b 30.93a
Root fresh mass (@) 1.4Q0 2.55ab 2.34ab 2.4gab 2,738b 4.012
Shoot dry mass (9) 0.72¢ 2.6920 1.81b 1.92b 2.180 3.29a
Intensity of infection (M%) oc gra 35b 3gb 30 34b
Arbuscule frequency  (A%) Qc 692 12b 22b 100 170

Values in each line followed by different letters are significantly different (P < 0.05).

There were no clear-cut doses for the com-
mercial inoculants. In the alkaline soil, increasing
the dose of the AGC inoculant caused a relative
increase in the growth of Smooth Cayenne
plants (table ). In the acid soil, increasing the
dose of Phytotec caused poorer growth of the
Queen Tahiti and Smooth Cayenne varieties (ta-
bles V and VI), but caused an increase in growth
of plants of the Spanish variety (table V). Fur-
thermore, the 3% dose of the AGC inoculant
caused a decrease in shoot mass and in leaf
area of Smooth Cayenne variety plants to values
similar to uninoculated controls (table V),

DISCUSSION

The absence of differences in plant growth be-
tween the control grapevine plants and those re-
ceiving the y-irradiated inoculant showed that
positive effects were due to the inoculum, and
that there was no chemical or physical effect of
these substrata on plant growth. However, it
should be kept in mind'that the positive effects
may have been due to-other biological agents
besides the endomycorrhizal fungi possibly
present in the inoculum {Koslowsky and Boer-
ner, 1989; Paulitz and Linderman, 1991). These
biological effects may involve factors such as
phosphorus solubilizing microorganisms (Azcon-
Aguilar et al, 1986) or plant-growth promoting
bacteria (Kloepper et al, 1980).

The grapevine plants showing better growth
had lower infection levels, which reinforces the
concept that the intensity of infection is a relative

parameter (Abbott and Robson, 1978). In fact, a
high level of infection may cause a drain of pho-
tosynthates (Clapperton and Reid, 1992), which
is not compensated for by improved mineral nu-
trition of the host plant. Tkis is illustrated in some
of the data obtained with pineapple plants in the
acid soil. For example, increases in the intensity
of infection and arbuscule frequency of Queen
Tahiti and Smooth Cayenne varieties were linked
to decrease in plant growth, especially leaf area.
Koide (1985) found thai shoot parameters in sun-
flower were affected by the energy sink repre-
sented by formation of endomycorrhiza. The opti-
mal level of infection depends on the efficiency
and turnover of the different factors involved,
such as photosynthetic rates, fungal transport
and transfer systems, etc. The present experi-
ments underline the complexity of these interac-
tions since the effects on pineapple plant growth
following an increase in fungal infection varied
both with the plant variety and the fungal isolate.

These observations illustrate the necessity of
considering plant performance as the essential
aspect when evaluating inocula or inoculant
products. Furthermore, mycorrhizal efficiency
has to be considered within a well-defined set of
conditions : it is dependent on the plant species
or variety, the efficiency of the fungal isolate as
well as the adaptability of the inocula to different
soil conditions. Pineapple, for example, is a plant
which grows better in acid than in alkaline soils
{Guillemin ef af, 1991}, but in the present work it
became clear that the fungal inoculants also be-
haved differently depending on the test condi-
tions. In the alkaline soil, the AGC inoculant was
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consistently superior to the Phytotec inoculant in
prometing plant growth and roct infection. How-
ever, in the acid soil, where the pineapple plants
generally grew better, these differences were
less evident and lower values occurred in infec-
tion parameters than in the alkaline soil.

The greater ability of the Glomus sp (LPA21)
strain to promote pineapple piant growth in the
acid soil in comparison to both commercial inocu-
la may be explained by the fact that this isolate is
from an acid soil and is therefore better adapted
to such conditions. Koslowsky and Boerner
(1989} have alsc reported that an isolate from a
strongly acid soil is more efficient under such
conditions than oné from neutral soil. The com-

- mercial inocula are in principle formulated to face

a wide range of soil conditions, but the data ob-
tained in the present study suggest that they con-
sist predominantly of isolates which perform bet-
ter at neutral pH.

The development of an AM fungal inoculant
which performs wel in a wide range of plants and
soil conditions is an ideal target, but this has to
be attained in a realistic manner. In the present
study, where inoculants were tested in combina-
tions of different environmental conditions, soils
and plant species or varieties, it is evident that
limitations exist in their use. However, the results
obtained confirm that utilization of commercial in-
oculants is technically feasible, even though fur-
ther experimeniation is necessary to carefully de-
fine parameters such as optimal doses to be
used, efficiency under different soil conditions,
and host specificity in response to the endomy-
corrhizal fungi used.
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ANNEXE
ANALYSES MINERALES

Ensemble des analyses minérales foliaires composé de 20 tableaux
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Annexe 9

Tablean 1 : Analyse minérale foliaire d'ananas de la variété Cayenne lisse (clone CY0)
dgée de 4 mois, cultivée dans le sol de Marlins (pH 5,0), endomycorhizée avec Glomus
sp. (LPA21) ou non (Témoin) et ayant regue la solution nutritive Hoagland avec (+P)
ou sans {-P) phosphore.

A - Concentration (% ou ppm de matiere séche)

Témoin (-P) LPA21 (-P) Témoin (+P) LPA21 (+P)

% N 1,93 243 2,01 2,13

P 0,05 0,15 0,14 0,22

K 5,39 5,39 5,44 3,10

Ca 0,68 0,89 0,82 0,72

Mg 0,34 0,33 0,34 0,35
ppm  Mn 249 166 199 191

Fe 62 137 82 95

Zn 13 18 18 19
B - Quantit¢ (mg/plante) |

Témoin (-P) LPA21 (-P) Témoin (+P) LPA21 (+P)

N 45,93 101,33 28,34 30,67
P 1,26 6,26 1,96 3,12
K 128,28 22476 76,70 73,44
Ca 16,18 36,90 11,58 10,37
Mg 8,07 13,72 4,82 5,05
Mn 0,59 0,69 0,28 0,28
Fe 0,15 0,57 0,12 0,14
Zn 0,03 0,07 0,02 0,03
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Tableau 2 : Analyse minérale foliaire d'ananas de la variété Cayenne lisse (clone CY0)
dgée de 4 mois, cultivée dans le sol d'Epoisses (pH 8,0}, endomycorhizée avec Glomus
intraradices (LPA8) ou non (Témoin) et ayant recue la solution nutritive Hoagland

»

O

Q

avec (+P) ou sans (-P) phosphore.

A - Concentration (% ou ppm de matiére séche)

Témoin (-P) LPAS (-P) Témoin (+P) LPAS (+P)
% N 2,06 2,23 2,04 2,05
P 0,04 0,12 0,11 0,14
K 4,89 5,46 5,99 5,39
Ca 1,52 1,81 1,72 1,65
Mg 0,25 0,26 0,25 0,25
ppm Mn 51 51 59 52
Fe 80 219 76 76
Zn 11 12 10 9
B - Quantité (mg/plante)
Témoin (-P) LPAS (-P) Témoin (+P) LPAS (+P)
N 23,48 53,74 48,34 48,18
P 0,56 2,89 2,61 3,29
K 68,95 131,57 132,48 126,67
Ca 21,43 43,62 40,76 38,78
Mg 3,52 6,27 593 5,78
Mn 0,07 0,12 0,14 0,12
Fe 0,11 0,53 0,18 0,18
Zn 0,02 0,03 0,02 0,02
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Tableau 3 : Analyse minérale foliaire d'ananas de la variété Cayenne lisse (clone CY5)
dgée de 4 mois, cultivée dans le sol de Marlins (pH 5,0), endomycorhizée avec Glomus
sp. (LPA21) ou non (Témoin) et ayant recue la solution nutritive Hoagland avec (+P)
ou sans (-P) phosphore.

A - Concentration (% ou ppm de matidre séche)

=
Témoin (-P) LPA21 (-P) Témoin (+P) LPA2] (+P)

% N 2,03 2,27 2,06 2,44

P 0,06 0,17 0,15 0,20

K 5,69 5,14 5.53 5,82

Ca 0,79 0,71 0,76 0,82

Mg 0,37 0,37 0,33 0,34
ppm Mn 296 171 202 173

Fe 84 88 101 57

Zn 18 18 22 18
B - Quantité (mg,fplante)

Témoin (-P) LPA21 (-P) Témoin (+P) LPA21 (+P)

N 24,16 64,70 30,69 51,73
P 0,70 4,93 2,21 4,16
K 67,71 146,49 82,40 123,38
Ca 9,39 20,30 11,35 17,57
Mg 4,38 10,52 4,98 7,17
Mn 0,35 0,49 0,30 0,37
Fe 0,10 0,25 0,15 0,12
Zn 0,02 0,05 0,03 0,04
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Tableau 4 : Analyse minérale foliaire d'ananas de la variété Cayenne lisse (clone CY5)
dgée de 4 mois, cultivée dans le sol d'Epoisses (pH 8,0), endomycorhizée avec Glomus
intraradices (LLPA8) ou non (Témcin) et ayant regue la solution nutritive Hoagland
avec (+P) ou sans (-P) phosphore.

A - Concentration (% ou ppm de matiére séche)

Témoin (-P) LPAS (-P) Témoin (+P) LPAS (+P)

% N 2,01 1,71 1,82 1,83

P 0,04 0,10 0,12 0,14

K 4,48 5,02 5,18 5,13

Ca 1,64 1,52 1,70 1,62

Mg 0,23 0,25 0,26 0,25
ppm  Mn 44 57 134 71

Fe 291 90 281 60

Zn 17 15 15 10

B - Quantité (mg/plante)

Témoin (-P) LPAS (-P) Témoin (+P) LPAS (+P)
N 19,30 32,66 43,13 43,01

P 0,38 1,99 2,94 3,24

K 43,01 95,88 122,77 120,56
Ca 15,73 29,01 40,17 38,07
Mg 2,19 4,70 6,21 5,80
Mn 0,04 0,11 0,32 0,17
Fe 0,28 0,17 0,67 0,14
Zn 0,02 0,03 0,04 0,03
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Tableau 5 : Concentration (% de matiére séche) en éléments minéraux de la partie
aérienne d'ananas 4gé de 4 mois et endomycorhizé (Glomus clarum (LPA16),
Scutellaspora pellucida (LPA20), Glomus sp. (I.LPA21), Glomus sp. (LPA22) et Glomus
sp. (LPA25)) ou non (Témoin) dans le sol de Marlins (pH 5,0).

A - variété Queen Tahiti

N P K Ca Mg
Témoin 2,24 0,15 5,13 0,65 0,28
Glomus clarum (LPA16) 2,25 0,16 4,96 0,71 0,27

Scurellaspora pellucida (LPA20)) 2,53 0,14 6,01 0,58 0,24

Glomus sp. (LPA21) 1,61 0,18 2,94 0,82 0,35
Glomus sp. (LPA22) 2,34 0,15 5,88 0,61 0,22
Glomus sp. (LPA25) 2,36 0,20 5,75 0,62 0,29

B - variété Cayenne lisse

N P K Ca Mg
Témoin 2,42 0,18 5,75 0,72 0,26
Glomus clarum (LPA16) 2,49 0,16 6,19 0,85 0,25

Scutellaspora pellucida (LPA20)| 2,73 0,i4 6,39 0,84 0,25

Glomus sp. (LPA21) 2,30 0,17 5,15 0,82 0,29
Glomus sp. (LPA22) 2,68 0,15 6,08 0,72 0,24
Glomus sp. (LPA25) 2,25 0,12 542 0,81 0,28

C - variété Spanish

N P K Ca Mg
Témoin 1,89 0,13 4,13 0,75 0,26
Glomus clarum (LPA16) 1,51 0,13 3,24 0,93 0,27

Scutellaspora pellucida (LPA20)| 1,67 0,11 3,73 0,80 0,25

Glomus sp. (LPA21) 1,96 0,16 4,01 0,83 0,27
Glomus sp. (LPA22) 1,82 0,13 3,91 0,81 0,27
Glomus sp. (LPA25) 1,74 0,14 3,62 0,93 0,28
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Tableau 6 : Contenu (mg/plante) en €léments minéraux de la partie aérienne d'ananas
dgé de 4 mois et endomycorhizé (Glomus clarum (LPA16), Scutellaspora pellucida
(LPA20), Glomus sp. (LPA21), Glomus sp. (LPA22) et Glomus sp. {(LPA25)) ou non
(Témoin) dans le sol de Marlins (pH 5,0).

A - variété Queen Tahiti

N P X Ca Mg
Témoin 50,85 3,14 1165 1476 636
Glomus clarum (LPA16) 9585 682 2113 3025 1150

Scutellaspora pellucida (LPA20)| 91,33 5,05 2170 20,94 8,66

Glomus sp. (LPA21) 73,58 8,23 1344 34,47 16,00
Glomus sp. (LPA22) 97,11 6,23 2440 25,32 9,13
Glomus sp. (LPA25) 67,26 5,70 163,9 17,67 8,27

B - variété Cayenne lisse

N P K Ca Mg "
Témoin 71,39 5,31 169,6 21,24 8,56
Glomus clarum (LPA16) 105,08 6,75 261,2 35,87 10,55
Scutellaspora pellucida (LPA20)| 91,73 4,71 214,7 28,22 8,40
Glomus sp. (LPA21) 97,98 7,24 2194 34,92 12,35
Glomus sp. (LPA22) 98,62 5,52 223,7 26,50 8,83
Glomus sp. (LPA25) 89,55 4,78 215,7 32,24 11,14

B - variété Spanish

N P K Ca Mg
Témoin 38,75 2,67 84,7 15,38 5,33
Glomus clarum (LPA16) 54,96 4,73 1179 33,85 9,83
Scutellaspora pellucida (LPA20)| 63,63 4,19 142,1 30,48 9,53
Glomus sp. (LPA21) 72,72 594 148,8 30,79 10,02
Glomus sp. (LPA22) 50,05 3,58 107,5 22,28 7,43
Glomus sp. (LPA25) 74,30 5,98 154,6 39,71 11,96
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Tableau 7 : Analyse minérale foliaire d'ananas de la variété Queen Tahiti 4gé de 4 mois,
endomycorhizé (M) ou (NM) et recevant la solution nutritive Hoagland avec {(+P) ou
sans (-P) phosphore dans trois sols acides (Marlins, Dabou et Soubré).

A - Concentrations (% de mati¢re séche)

C

N P K Ca Mg
Marlins - NM 2,19 0,10 4,28 1,00 0,26
M 1,66 0,19 3,55 1,01 0,33
+P NM 2,00 0,12 4,59 0,86 0,26
M 1,90 0,24 4,13 0,95 0,31
Dabou -P NM 1,65 0,07 3,09 1,01 0,19
M 1,73 0,12 4,27 1,05 0,24
+P NM 1,71 0,10 3,87 1,08 0,25
M 1,70 0,21 4,57 1,10 0,25
Soubré -P NM 1,73 0,05 3,46 1,57 0,21
M 1,55 0,16 3,62 1,68 0,29
+P NM 1,66 0,08 3,38 1,57 0,25
M 1,57 0,23 3,57 1,65 0,28
B - Quantités (mg/plante)
N P K Ca Mg
Marlins -P NM| 28,69 1,31 56,07 13,10 3,40
M 75,20 8,61 160,82 43,75 14,95
+P NM| 35,00 2,10 80,33 15,05 4,55
M 65,74 8,30 142,90 32,87 10,73
Dabou -P NM 8,09 0,34 15,14 5,44 0,93
M 53,11 3,68 131,09 32,24 7,37
+P NM 11,26 0,66 25,54 7,13 1,65
M 40,63 5,02 109,22 26,29 5,98
Soubré -P NM 18,51 0,54 37,02 16,80 2,25
M 40,15 4,14 93,76 4351 751
+P NM 14,44 0,70 29,41 13,66 2,18
M 46,47 6,81 105,67 48,34 8,29
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Tableau 8 : Contenu (mg/plante) en éléments minéraux de la partie aérienne d'ananas
4gé de 4 mois, cultivé dans le sol de Marlins (pH 5,0), endomycorhizé a la sortie de la
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vitroculture (M) ou non (NM) et inoculé avec Pratylenchus brachyurus :

d'inoculation (Témoin), inoculation a la sortie de la vitroculture (Nematode) ou au
moment du repiquage (Nematode+1).

A - variété Queen Tahiti

Traitements
N P K Ca Mg
Témoin NM 31,42 1,23 70,84 12,47 4.47
M 62,90 6,66 132,83 35,52 13,69
Nematode @ NM 15,02 0,73 33,12 7,46 2,55
M 59,09 4,74 119,13 31,6 11,69
Nematode+1 NM 27,63 0,76 60,55 13,14 423
M 63,37 6,44 124,94 37,23 13,25
B - variété Cayenne lisse
_Traitements
N P K Ca Mg
Témoin NM 50,34 3,22 110,61 26,04 3,68
M 39,90 6,53 204,31 58,73 17,07
Nematode @ NM 26,83 0,97 62,83 15,01 4,87
M 82,90 6,41 162,13 49,92 14,66
Nematode+1 NM 43,68 1,88 102,41 - -~ 23,20 6,27
M 81,66 6,50 167,97 56,61 15,78
C - variété Spanish
_Trairements
N p K Ca Mg
Témoin NM 42,30 2,93 9293 16,86 5,85
M 63,73 4,69 129,03 32,06 10,95
Nematode NM 10,43 0,30 27,16 4,44 1,41
M 56,78 4,76 104,04 32,30 10,20
Nematode+1 NM 35,85 1,77 79,98 17,53 5,12
M 66,26 5,66 121,60 36,36 12,12
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Tableau 9 : Contenu (mg/plante) en éléments minéraux de la partie aérienne d'ananas
dgé de 4 mois, cultivé dans le sol de Marlins (pH 35,0), endomycorhizé au moment du
repiquage (1+M) ou non (NM) et inoculé avec Pratylenchus brachyurus : pas
d'inoculation (Témoin), inoculation 4 Ia sortie de la vitroculture (Nematode) ou au
mormnent du repiquage (Nematode+1).

A - variété Queen Tahiti

= = ——-s |
Traitements
N P K Ca Mg
Témoin NM 43,34 2,52 96,52 20,92 8,32
i+M 56,14 542 119,31 25,20 10,53
Nematode NM 20,68 0,57 51,98 7,51 2,71
1+M 58,50 3,90 117,30 2640 10,20
Nematode+1 NM 28,42 1,02 67,20 9,47 3,46
1+M 63,89 424 120,73 32,12 11,30
B - variété Cayenne lisse
Trairements
N P K Ca Mg
Témoin NM 50,34 3,22 110,61 26,04 8,68
1+M 69,38 4,91 136,92 36,23 10,13
Nematode @ NM 26,83 0,97 62,83 15,01 4,87
1+M 62,05 5,84 123,37 37,60 12,05
Nematode+1 NM 43,68 1,88 102,41 23,20 6,27
1_:_1\_4 71,23 6,16 141,68 4351 13,48
C - variété Spanish
Traitements
N P K Ca Mg
Témoin NM 42,30 2,93 92,93 16,86 5.85
1+M 63,63 5,17 129,52 26,81 8,72
Nematode @ NM 10,43 0,30 27,16 4,44 1,41
1+M 59,16 4,42 108,12 28,22 8,84
Nematode+1 NM 35,85 1,77 75,98 17,53 5,12
B 1+M 56,43 3,99 113,43 25,94 7,70
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Tableau 10 : Contenu (mg/plante) en éléments minéraux de la partie aérienne d'ananas
de la variété Queen Tahiti 4gé de 4 mois, endomycorhizé (M) ou non (NM) et inoculé
au moment du repiquage avec Phytophthora cinnamomi 3 différentes dilutions
(1:10000, 1:1000, 1:100, 1:10) dans le sol de Marlins (pH 5,0).

| Dilutions du
pathogeéne : N P K Ca Mg
Non inoculé NM 44,38 2,58 98,81 21,41 8,51
M 73,00 4,79 154,41 36,31 14,36
1:10000 NM 31,67 1,22 76,56 11,14 4,70
M 67,51 5,05 14548 30,32 13,00
1:1000 NM 25,74 2,17 63,92 9,72 3,86
M 62,70 3,63 132,99 25,08 10,23
1:100 NM 42,14 1,38 79,46 12,73 4,82
M 66,34 3,86 143,91 29,13 11,93
1:10 NM 35,15 1,67 81,40 15,17 592
M 53,95 3,40 107,41 21,87 8,75

Tableau 11 : Contenu (mg/plante) en éléments minéraux de la partie aérienne d'ananas
de la variété Cayenne lisse dgé de 4 mois, endomycorhizé (M} ou non (NM) et inoculé
an moment du repiquage avec Phytophthora cinnamomi a différentes dilutions
(1:10000, 1:1000, 1:100, 1:10) dans le sol de Marlins (pH 5,0).

Dilutions du
pathogéne : N P K Ca Mg
Non inoculé NM 58,46 3,74 128,45 30,24 10,08
M 99,90 6,53 204,31 58,73 17,07
1: 10000 NM 51,05 2,54 108,11 25,64 7,39
M 81,59 6,97 156,21 48,79 14,35
1:1000 NM 49,57 2,67 94,77 27,22 8,26
M 88,07 6,54 180,50 53,63 15,26
1:100 NM 33,74 1,56 72,66 18,17 5,71
M 67,23 5,83 135,14 43,19 13,03
1:10 NM 25,67 0,99 58,40 13,27 4,09
M 73,83 6,31 136,53 43,78 13,73
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Tableau 12 : Contenu (mg/plante} en éléments minéraux de la partie aérienne d'ananas
de l1a variété Queen Tahiti 4gé de 4 mois, endomycorhizé (M) ou non (NM) et inoculé
ur mois aprés le repiquage avec Phyrophthora cinnamomi 2 différentes dilutions
(1:100, 1:10) dans le sot de Marlins (pH 5,0).

pathogene :

Non inoculé

1:10

Dilutions du

NM

NM

N p K Ca Mg
46,19 1,88 107,01 16,72 5,64
82,13 6,96 164,26 47,79 16,70
41,17 1,67 105,34 15,26 5,85
66,50 571 145,66 39,17 15,50
37,05 1,75 81,25 13,36 5,09
68.95 591 155,63 39,01 14,58

Tableau 13 :Contenu {mg/plante) en éléments minéraux de la partie aérienne d'ananas
de la variété Cayenne lisse 4gé de 4 mois, endomycorhizé (M) ou non (NM) et inocnié
un mois apreés le repiquage avec Phyrophthora cinnamomi a différentes dilutions
(1:100, 1:10) dans le sol de Marlins (pH 5,0).

™ Dilutions du
pathogéne : N P K Ca Mg
Non inoculé NM 58,46 3,74 128,45 30,24 10,08
M 99,90 6,53 204,31 58,73 17,07
1:100 NM 44,04 2,42 98,37 20,60 6,67
M 100,79 6,66 190,03 55,06 15,54
1:10 NM 49,28 1,80 104,85 26,55 7,43
M 71,79 6,82 155,99 48,52 14,44
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Tableau 14 : Analyse minérale foliaire d'ananas de la variété Queen Tahiti 4gé de 4
mois, endomycorhizé (M) ou non (NM) et traité ou non (Témoin) avec deux
nématicides : Phénamiphos (doses faible et moyenne) et Ethoprophos (doses faible et
moyenne) dans le sol de Maxlins (pH 5,0).

A - Concentrations (% de matiére séche)

-

Q

Traitements
N P K Ca Mg
Témoin NM 1,61 0,09 4,05 0,65 0,25
' M 1,48 0,18 2,99 0,95 0,33
Phénamiphos dose NM 1,74 0,08 4,01 0,67 0,25
faible M| 2,20 0,23 4,53 0,98 0,34
Phénamiphos dose NM| 1,85 0,11 4,52 0,71 0,25
moyenne M 2,39 0,22 4,81 0,87 0,34
Ethoprophos  dose NM 1,93 0,07 5,15 0,74 0,26
faible M} 2,30 0,21 4,77 0,92 0,32
Ethoprophos  dose NM 1,88 0,12 4,41 0,79 0,29
moyenne M 1,90 0,20 3,98 0,87 0,33

B - Quantités (mg/plante)

Traitements
N P K Ca Mg
Témoin NM| 35,26 1,97 88,70 14,24 5,48
M| 63,05 7,67 127,37 40,47 14,06
Phénamiphos dose NM| 30,80 1,42 70,98 11,86 4,43
faible M| 83,82 8,76 172,59 37,34 12,95
Phénamiphos dose NM| 37,56 2,23 91,76 14,41 5,08
moyenne M| 69,79 6,42 140,45 25,04 9,03
Ethoprophos  dose NM| 22,39 0,81 59,74 8,58 3,02
faible M| 7291 6,66 151,21 29,16 10,14
Ethoprophos  dose NM| 18,24 1,16 42,78 7,66 2,81
moyenne M| 5548 5,84 116,22 25,40 0,64
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Tableau 15 : Analyse minérale foliaire d'ananas de la variété Cayenne lisse 4gé de 4
mois, endomycorhizé (M) ou non (NM) et trait¢é ou non (Témoin) avec deux
nématicides : Phénamiphos (doses faible et moyenne) et Ethoprophos (doses faible et
moyenne) dans le sol de Marlins (pH 5,0).

A - Concentration (% de matiére séche)

Traitements
N P K Ca Mg
Témoin NM 1,60 0,08 3,37 0,98 0,31
M 1,69 0,15 3,29 1,08 0,32
Phénamiphos dose NM 2,00 0,07 5,19 0,82 0,30
faible My 2,19 0,23 4,32 1,11 0,38
Phénamiphos dose NM 1,85 0,13 4,00 1,08 0,33
moyenne M 2,01 0,21 453 0,99 0,34
Ethoprophos  dose NM 1,80 0,09 4,08 0,95 0,31
faible M| 2,24 0,22 4,37 1,05 0,35
Ethoprophos dose NM 2,05 0,13 4,56 1,11 0,33
moyenne M 2,15 0,19 445 1,00 0,32

B - Quantités (mg/plante)

Traitements
N p K Ca Mg
Témoin NM| 38,08 1,90 80,21 23,32 7,38
M| 67,94 6,03 132,26 43,42 12,86
Phénamiphos dose NM| 27,60 0,97 71,62 11,32 4,14
faible M| 83,88 8,81 165,46 42,51 14,55
Phénamiphos dose NM| 42,18 2,96 91,20 24,62 7,52
moyenne M| 73,57 7,69 165,80 36,23 12,44
Ethoprophos  dose NM| 3042 1,52 68,95 16,16 5,24
faible M| 85,79 8,43 167,37 44,22 13,41
Ethoprophos  dose NM| 51,66 3,28 114,92 27,97 8,32
moyenne M| 73,96 6,54 153,08 34,40 11,01
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Tableau 16 : Analyse minérale foliaire d'ananas de la variété Spanish 4gé de 4 mois,
endomycorhizé (M) ou non (NM) et traité ou non (Témoin) avec deux nématicides :
Phénamiphos (doses faible et moyenne) et Ethoprophos (doses faible et moyenne) dans
le sol de Marlins (pH 5,0).

A - Concentration (% de mati¢re séche)

Traitements
N P K Ca Mg
Témoin NM 1,55 0,09 3,72 0,78 0,25
M 1,60 0,13 3,35 0,85 0,25
Phénamiphos dose NM 1,61 0,07 3,87 0,72 0,23
faible M 1,74 0,14 3,79 0,86 0,27
Phénamiphos dose NM 1,80 0,07 4,35 0,73 0,22
moyenne M 1,51 0,16 3,33 0,91 0,28
Ethoprophos dose NM 1,58 0,08 3,64 0,78 0,23
faible M| 1,69 0,14 358 094 0,27
Ethoprophos  dose NM 1,72 0,06 4,09 0,71 0,22
moyenne M 1,61 0,14 3,56 0,88 0,26
B - Quantités (mg/plante)
Trairements -
N P K Ca Mg
Témoin NM| 36,27 2,11 87,05 18,25 5,85

M} 65,76 5,34 135,69 34,94 10,28

Phénamiphos dose NM| 29,46 1,28 70,82 13,18 4,21
faible M| 48,55 3,91 105,74 23,99 7,53

Phénamiphos dose NM|{ 28,26 1,10 68,30 11,46 3,45
moyenne M| 67,50 7,15 148,85 40,68 12,52

Ethoprophos  dose NM| 23,70 1,20 54,60 11,70 3,45
faible M| 60,67 5,03 128,52 33,75 9,69

Ethoprophos  dose NM| 2098 0,73 49,90 8,66 2,68
moyenne M! 51,68 4,49 114,28 28,25 8,35
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Tableau 17 : Concentration (% de matiére séche) en éléments minéraux de la partie
aérienne d'ananas 4gé de 4 mois, cultivé dans le sol d'Epoisses (pH 8,0) et
endomycorhizé avec Glomus intraradices (LPAB), avec des inocula commerciaux
(AGC a la dose de 1% ou de 3%, Phytotec 4 la dose de 1% ou 3%) ou non (Témoin).

A - variété Queen Tahiti

Traitements ;
N P K Ca Mg
Témoin 2,08 0,06 2,93 2,08 0,24
LPAS 2,43 0,13 4,60 1,64 0,31
AGC 1% 1,95 0,14 3,64 2,51 0,23
AGC 3% 1,88 0,12 3,59 1,93 0,27
Phytotec 1% 2,00 0,06 3,30 2,20 0,21
Phytotec 3% 1,88 0,05 390 2,20 0,27
B - variété Cayenne lisse
Traitements :
N P K Ca Mg
Témoin 1,89 0,06 3,22 2,34 0,28
LPA8 2,51 0,12 4,33 2,11 0,34
AGC 1% 2,31 0,14 448 2,84 0,26
AGC3% 2,37 0,13 4,43 2,88 0,27
Phytotec 1% 2,21 0,06 3,79 2,98 0,26
Phytotec 3% 2,13 0,09 _ 4,01 2,65 0,27
C - variété Spanish
[Traizements -
N P K Ca Mg
Témoin 1,95 0,06 3,26 2,83 0,25
LPAS 2,10 0,15 3,70 2,68 0,28
AGC 1% 2,00 0,13 3,77 2,02 0,26
AGC 3% 2,02 0,14 392 2,27 0,24
Phytotec 1% 1,77 0,06 3,29 2,07 0,22
Phxt?tec 3_% 1,65 _ O_iLO6 3,53 1,70 0,20
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Tableau 18 : Contenu (mg/plante) en éléments minéraux de la partie aérienne d'ananas
dgé de 4 mois, cultivé dans le sol d'Epoisses (pH 8,0) et endomycorhizé avec Glomus
intraradices (LPAS8), avec des inocula commerciaux (AGC i 1a dose de 1% ou de 3%,
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Phytotec 4 la dose de 1% ou 3%) ou non (Témoin).

A - variété Queen Tahiti

Traitements :
N p K Ca Mg
Témoin 10,61 0,31 14,94 10,61 1,22
LPAS8 17,50 0,94 33,12 11,81 2,23
AGC 1% 22,82 1,64 4259 29,37 2,69
AGC3% 20,68 1,32 39,45 21,34 2,97
Phytotec 1% 19,40 0,58 32,01 21,34 2,04
Phytotec 3% 21,06 0,56 43,68 24,64 3,02
B - variété Cayenne lisse
 Traitements :
N P K Ca Mg
Témoin 8,13 0,26 13,85 10,06 1,20
LPAS 24,35 1,15 41,57 20,47 3,26
AGC 1% 30,26 1,83 58,69 37,20 3,41
AGC3% 38,87 2,13 72,65 47723 4,43
Phytotec 1% 19,00 0,52 31,84 25,03 2,18
Phytotec 3% 24,28 1,03 45,71 30,21 3,08
C - variété Spanish
Traitements :
N p K Ca Mg
Témoin 15,21 0,47 2543 22,07 1,95
LPAS 26,04 1,86 45,88 33,23 3,47
AGC 1% 35,40 2,30 66,73 35,75 4,60
AGC 3% 32,32 2,24 62,72 36,32 3,84
Phytotec 1% 26,02 0,88 48,36 30,43 3,23
Phytotec 3% 21,95 0,30 47,22 22,61 2,66 |
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Tableau 19 : Concentration (% de matiére séche) en éléments minéraux de la partie
aérienne d'ananas dgé de 4 mois, cultivé dans le sol de Marlins (pH 5,0) et
endomycorhizé avec Glomus sp. (LPA21), avec des inocula commerciaux (AGC 4 la
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dose de 1% on de 3%, Phytotec a Ia dose de 1% ou 3%) ou non (Témoin).

A - variété Queen Tahiti

[ Traitements :
N P K Ca Mg
Témoin 2,46 0,14 4,80 1,38 0,28
LPA21 2,21 0,14 4,03 1,37 0,39
AGC1% 2,31 0,07 4,65 1,16 0,34
AGC3% 2,36 0,09 4,73 1,18 0,35
Phytotec 1% 2,36 0,06 4,38 L1 0,33
Phytotec 3% 2,24 0,07 4,16 1,36 0,39
B - variété Cayenne lisse
Traitements
N p K Ca Mg
Témoin 2,67 0,10 5,20 1,43 0,37
LPA21 2,21 0,16 4,06 1,27 0,37
AGC 1% 2,42 0,09 4,38 1,36 0,36
AGC3% 2,32 0,10 4,36 1,68 0,44
Phytotec 1% 2,49 0,08 4,85 1,37 0,35
Phytotec 3% 2,57 :0,08 5,13 1,47 0,36
C - variété Spanish
Traitements :
N P K Ca Mg
Témoin 2,06 0,08 4,00 1,59 0,40
LPA21 2,12 0,17 3,82 1,14 0,30
AGC 1% 2,06 0,07 4,29 1,11 0,28
AGC3% 2,31 0,10 4,78 1,27 0,28
Phytotec 1% 2,25 0,07 4,29 1,33 0,33
{| Phytotec 3% 2,18 0,09 4,61 1,25 0,29
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Tableau 20 : Contenu (mg/plante) en éléments minéraux de la partie aérienne d'ananas
dgé de 4 mois, cultivé dans le sol de Marlins (pH 5,0) et endomycorhizé avec Glomus
sp. (LPA21), avec des inocula commerciaux {AGC i la dose de 1% ou de 3%, Phytotec
a'a dose de 1% ou 3%) ou non (Témoin).

A - variété Queen Tahiti

Traitements -

N P K Ca Mg
Témoin 25,84 1,46 4992 14,35 291
LPA21 74,70 473 136,21 46,31 13,18
AGC 1% 46,43 1,41 9347 23,32 6,83
AGC3% 4744 1,81 95,07 23,72 7,04
Phytotec 1% 52,63 1,34 97,67 2475 7,36
Phytotec 3% 35,17 1,10 65,31 21,35 6,12
B - variété Cayenne lisse
Traitements :

N P K Ca Mg
Témoin 27,77 1,04 54,08 14,87 3,85
LPA21 72,71 5,26 133,57 41,78 12,17
AGC 1% 42,59 1,58 85,89 24,46 6,34
AGC3% 24,36 1,05 45,78 17,64 4,62
Phytotec 1% 66,48 2,14 129,50 36,58 9,35
Phytotec 3% | 49,09 1,53 97,98 28,08 6,88 i
C - variété Spanish
[ Traitements :

N P K Ca Mg
Témoin 14,83 0,58 28,80 11,45 2,88
LPA21 57,03 4,57 102,76 30,67 8,07
AGC1% 37,29 1,27 71,65 20,09 5,07
AGC3% 44,35 1,92 91,78 24,38 5,38
Phytotec 1% 49,05 1,93 93,52 28,99 7,19
Phytotec 3% 71,72 2,96 151,67 41,13 9,54
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Annexe 10

Culture et entretien des champignons endomycorhizogénes a arbuscules

Etant donné que les champignons endomycorhizogénes & arbuscules ne
peuvent pas &tre multipliés en culture pure, il est nécessaire de les maintenir en culture en
présence d'une plante-hote.

Nous avons choisi comme plante-héte des Légumineuses ; Tephrosia
ehlenbergiana pour les champignons isolés dans des zones tropicales (Glomus clarum
(LPA16), Scutellaspora pellucida (LPA20), Glomus sp. (LPA21), Complexe Soubré (LPA22)
et Glomus sp. (LPA25)) et Trifolium sp. pour celui isolé sous climat tempéré (Glomus
intraradices (LPAB)). Cette plante peut &tre également appelée plante-support.

Ces plantes sont utilisées car elles présentent les avantages suivants :

- grande dépendance vis a vis des endomycorhizes.

- systtme racinaire permeftant un bon développement de linfection
endomycorhizienne.

- systéme racinaire dense bien adapté & la production massive d'inoculum sous forme
d'endomycorhizes.

Une fois isolé, un champignon symbiotique est placé en présence d'une plante-
héte adaptée. Clest 4 partir de différents isolements qu'a été constituée la collection de
champignon avec laquelle nous avons travaillée. Cette collection doit étre réguliérement
entretenue afin de disposer en permanence d'inoculum fongique de bonne qualité
(endomycorhizes utilisées dans les expériences).

I'entretien de la collection est réalisé tous les six mois. Ce sont les racines
endomycorhizées de la précédente collection qui sont utilisées, apreés vérification, pour
infecter la plante-support. Ces plantes sont repiquées dans un sol désinfecté (aux rayons
gamma) et adapté aux exigences chimiques de chaque champignon. Elles recoivent chacune
un millilitre de suspension liquide de Bradyrhizobium sp. préalablement isolé & partir de
nodosités prélévées sur les racines de 1a méme espece,

Les plantes-hdtes inoculées de la collection sont placées ensuite dans des
chambres climatisées réglées en fonction des différentes exigences climatiques de chaque
champignon endomycorhizogene a arbuscule.
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Annexe 11
Caractéristiques physico-chimiques des sols Marlins, Dabou, Soubré et Epoisses.
SOLS Marlins Dabou Soubré Epoisses
Argile (%) 17,9 9,2 15,3 43,0
Limon (%) 28,0 4,1 8,4 51,0
Sable (%) 54,1 86,7 76,3 6,0
Matiére organique (%) 5,28 1,07 1,33 2,50
C (%) 3,07 0,62 0,77 1,44
N (%) 0,28 0,06 0,06 0,16
C/N 11,12 10,00 12,00 8,6
Ca échangeable 2,20 0,66 0,75 30,20
(meq/100g)
Mg échangeable 0,42 0,28 027 0,90
(meq/100g)
K échangeable 0,98 0,08 0,05 0,80
(meq/100g)
Na échangeable 0,03 0,28 0,18 0,05
(meq/100g)
CEC (meq/100g) 12,8 1,41 1,29 22.4
P Olsen (ppm) 35,0 8,3 39 20,5
|l pH (H,0) 50 5.1 5,2 8,0

Les analyses des sols Marlins et Epoisses ont été réalisées par le laboratoire d'analyse des
sols de 'INRA 4 Arras.

Les analyses des sols Dabou et Soubré ont été réalisées par le laboratoire d'analyse des sols
du CIRAD a Montpellier



Et c'est ainsi que se termine la culture de 1'ananas a Dijon,

Variété Queen Tahiti



Variété Cayenne lisse



Résumé

Contribution des endomycorhizes & la production de plants micropropagés d'ananas (Aranas
comosus (L.) Mérr)

La micropropagation est unz biotechnologie qui permet de produire des plants indemnes de inaladie
mais élimine la symbiose endomycorhizienne Nos expériences ont &t€ réalisécs, en salle climatisée
srus conditions tropicales, avec trois variétés d'ananas micrcpronagss (Queen T hiti, Cayenne lisse et
Spanish) et cinq champignons endomycorhizogénes. L'endomycorhization des ananas dés la sortie de
la vitroculture améliore leur nutrition minérale (biofertilisant), leur croissance et leur contenu en
pigmens photosynthétiques ; le champignon Glomus sp. (LPA21) s'cst avéré le plus efficace. Une
corrélation négative a été observée entre l'effet endomycorhizien sur le développement de la partie
aérienne et sur celui de la partie racinaire indiquant un effet biorégulateur des champignons sur la
croissance de la plante ; ceci menant a I'obtention d'un systéme racinaire plus petit mais plus efficace.
L'effet endomycorhizien sur la croissance est réduit quand les ananas sont cultivés en présence d'un
niveau trop élevé de P tellurique. Dans ce cas, on observe des baisses des taux d'infection estimés
apris coloration des activités succinate déshydrogénase et phosphatase alcaline fongique, représentant
respectivement les parties vitales et fonctionnelles du champignon. Ces estimations donnent une image
rlus réaliste, que les colorations non vitales, de l'efficacité de lz symbiose. Les endomycorhizes
augmentent la tolérance des ananas 3 des sols a forte salinité (NaCl) et vis & vis de pathogénes du scl
(vn nématode: Protylenchus brachyurus, et un champignon : Phytophthora cinnamomi)
vraisemblablemnent par une hausse des teneurs en composés phénoliques racinaires. Les champignons
endomycorhizogénes peuvent donc étre considérés comme des agents de bioprotection. L'application
de fongicides (phoséthyl-Al, étridiazol, captare et manébe) et de nématicides (phénamiphos et
ethoprophos) est compatible sous certaines conditions avec le développement et l'activité de la
symbinse ; les endomycorhizes peuvent donc étre inclues dans un schéma de lutte intégrée.
L'utilisation d'inoculi commerciaux confirme que catte biotechnologie peut ouvrir des perspectives
intéressantes & la production de plants micropropagés. ‘

Muots ¢clés : Ananas comosus, champigaons endomycorhizogénes, endomycorhweséarbuscu:es plants
micropropages, biofertilisant, biorégulateur, bioprotecteur, lutte intégrée.

Abstract

Centribution of endomycorrhiza in production of micropropagated pineapple (Ananas comnosus
(L., Merr) .

Micropropagation is a biotechnology that produces plants without disease but also suppresses
Pnd omycorrhiza formation. Experiments were carried out with three varieties of pineapple (Queen
Tahiti, Smooth Cayenne and Spanish) and with five endomycorrhizal fungi under a simulated tropical
envionment. Endomycorrhization of pmeapple vitroplants at outplaltmg from in vitro conditions
positively affected their mineral nutrition (biofertilizer), growth and contents of photosynthetic
pigments; the fungus Glomrs sp. (LPA21) was the most “effective. A negative correlation were
ovcarved between sheot stitnulation and root development indicaurg a bioregulating effect of fungi
on plant growtl; thus endomycorrhizal plants possess a more efiicient underground organ. The
endoimycorrhizal ‘effect on growth was reduced when plants grew in soil with a high level of P, In this
case, growth reduction was linked with a decrease in fungal succinate dehydrogenase and alkaline
phosph«.tas; activities in roots, reflecting living and functional mycelium, respectively. These
estimations could give a more meaningful evaluation of the efficiency of the symbiosis than those
evaluated by non vital staining. NaCl stress damage was reduced in endomycorrhizal plants. The
presence of endemycorrhizal fungi in pineapple roots also enhanced tolerance to two soil pathogens; 2
nematode (Pratylenchus brachyurus) and a fungus (Phyrophthora cinnamomi); probably by increasing
phenolic contents of roots. Endomycorrhizal fungi cau therefore act as bioprotection agents.
Application of several fungicides (fosetyl-Al, etridiazol, captan and maneb) or nematicides
(fenarniphos and ethoprophos) was compatible, under certain conditions, with endor.ycorrhize
development and activity. Endomycorrhizas therefore need to be considered as a component of -
integrated pest management. Using commercial inoculants we have coufirmed results showing that
endomycorrhizal biotechnology can open interesting perspectives for vitroplant production.

Key words: Ananas comosus, arbuscular endomycorrhiza, endomycorrhizal fungi, micropropagated:
plants, biofertilizer, b10regulator bioprotection, integrated controi.



