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Abstract

The level of genetic variation and the pattern of genetic structure in twelve
natural populations of Milicia excelsa, covering the species range in Benin, were
assessed using Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) markers. Based
on seven primers, a total number of 49 bands were recorded in 116 Milicia
excelsa sample investigated, of which 44 bands (89.8 %) were polymorphic.
Genetic variation was moderate {Hh 1933 £ 0258, N = 1416+ 0.364. h =
0.252 = 0.177 and Hs (168 + 0.012). Genetic differentiation among
populations was moderate (Gsy = 0, 3‘“] indicating that 33 % of the total genetic
variation accounted for among-population differentiation. Estimated gene flow
equaled to Nm = 1.01 showing limited seed and pollen dispersal among
populations. E‘Iusler analysis dispatched populations into four groups based on
genetic distances. In addition, Barrier analysis combining gemgraphiml
coordinates and genctic  differentiation among populations pairs. has
distinguished three main zones with sharp penetic change and lower gene flow,
likely due to an effect of isolation by distance, Based on these results,
conservation actions could be planned to ensure the maintenance of appropriate
levels of genetic variation in Milicia excelsa populations in Benin,

Keywords: genetic variation, population structure, Milicia excelsa, RAPD.,

Introduction

Milicia excelsa Welw. C.C. Berg (Moraceae) commonly known as iroko
is a dicecious species widely distributed across West Central and East
Africa and occurs in a wide belt from Céte d’lvoire to Tanzania. M
excelra grows in transitional vegetation between closed forests and
savanna (Howthorne, 1995), It is often found in gallery forest and can be
found in deciduous, semi-deciduous or evergreen forest. Oceasionally it
is found in isolated relict forests from sea level to about 1300 m, It is
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fairly abundant in the drier areas of semi-deciduous Amfiaris-
Chlorophora forest. In Republic of Benin, M excelsa is distributed
across the whole country area between latitude 6°30™ to 11°N.

From the early 1980s up to late 1990s, this species was the focus of an
important transaction between Africa and Europe. Many African
countries were exporters of iroko timber, especially Ghana (traded
together with M regia), Cote d'lvoire, Cameroon, Congo and Gabon
(WCMC, 1991). As a result of its over-exploitation, this species was
classified on the IUCN red list as close to vulnerable (ITUCN, 2006) and
has been given conservation priority in many African countries. Genetic
diversity assessment is necessary for M excelsa genetic resources
conservation. Therefore, attention needs to focus on the level of
biological structure within the species.

Nowadays, a panel of molecular markers is available for genetic
resources characterization, management and use. This wide array of
DNA markers such as restriction fragment length polymorphism (RFLP),
amplified fragment length polymorphism (AFLP), simple sequence
repeat (SSR), inter simple sequence repeat (ISSR) and random amplified
polymorphic DNA (RAPD) has enabled researchers to investigate
genetic diversity among various plant species across natural populations
(Vanijajiva et al., 2005; Jeandroz et al., 2004; Jain er al., 2003; Archak ef
al., 2003, Lowe ef al., 2000; Yeh et al., 1995).

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), a technique generated
by PCR using single decamer primers to amplify arbitrary fragments of
DMNA from priming sites throughout the entire genome (Gillies and
Abbott, 1998), may provide a good basis for the estimation of intra — and
inter- specific relationship especially in case there is lack of genetic
information on a species. RAPD markers have been past and recently
used for number of species in a wide variety of applications such as:
assessment of genetic diversity within and between populations
(Chalmers et al, 1992; Bhat and Jarret, 1995; Yeh er al, 1993
Changtragoon ef al., 1997 ; Farooqui e af., 1998; Mamuris ef al., 1999,
Lowe et al. 2000: Jeandroz et al., 2004; Besse et al., 2004; Mehrnia et
al., 2005), species and cultivars identification (Khasa et Dancik, 1996 ;
Gillies et al., 1998; Schnell et al., 1999), marker linked to disease
resistance and agronomic traits (Hayley ef al., 1993; Yu and Paul, 1993),
and establishment of species relationship in plant genera (Thormann ef
al., 1994; Graham and McNicol, 1995; Comincini ef al., 1996; Skepner
and Krane, 1998: Ofori ef al., 2001; Besse ef al., 2004; Vanijajiva ef al.,
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2005; Khanuja er al., 2005). Ofori er al (2001} have used RAPD markers
to dispatch the different species of Milicia which occur in Ghana, Céte
d’lvoire and Sierra Leone with relation to their geographical distribution
in Ghana. But to date, there is no information on the extent and
partitioning of genetic variation in Milicia excelsa in the whole
Dahomean Gap.

In this study, we use Random Amplified Polymorphism DNA (RAPD) 1o
provide insights into the genetic variability of Milicia excelsa and
population structure in Benin,

Materials and methods

Plant material

Leaf samples from a total of 116 Milicia excelsa trees were collected in
twelve natural populations (Fig, 1) representing the geographical
distribution of the species in Benin (Table 1). Populations were
geographically distant for more than 50 km and trees sampled within a
population were distant from at least 100 m. The collected leaves were
oven dried and used for DNA extraction.
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Fig. 1: Milicia excelsa populations and their geographical location in
Benin. Aplahoue (1), Lokossa (), Niaouli (3), Sakete (4), Bohicon (3),
Save (6), Ketou (7), Tamarou (8), Biro (9), Bassila (10), Djougou (11),
Bante (12).
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Table 1: Summary of Genetic Variation Statistics in twelve Milicia

excelsa populations
Fopdaicns | Gample Ma [+ 50) Ne(:80) by SO)
aipa Gesgraphical coandinalns gl
Lergitude ("E}  Laliude | "N}

Saknie 1a DO 45 B Q61" T3+ 0488  1146+0304 00871181 01371023
Ketau L b L e OFAI58.T 12670458 1138 #0253 0081 : 0060 04250034
Bahican 10 o35 34 4 MFAETTT AT D458 1499740388 DT DAEH 45T +ILZTS
Bira e DOZ5 % i1 CEIN05 1330488 1311:00380 01270957 0186 10088
Digusgau 10 01260 i IWOTETA 18000414 150400375 029140190 0433402853
Bassila ¥ oerITis e 0E02'36.1°  166Er04BE 13010410 0ZP2 L0212 0990 -02%7
Banta o CO1"EETE.&" 06™13492° 1740457 141510405 CI340205 03544 00m3
Tarnamu o UOTEETNET  09WEMR2 18000507 1377 0382 0220208 03340504
Hiscul L DO2"0EE 1" CEMATIETT  VEN020S0T 135240397 02000211 030340208
Apiahnue 10 001 5042 6 0705064 153340816 1297 :03685 0177 +04009 0268+ 0087
Lokoesa o 0617 40016 47 6745261 ATI 0457 12580271 QiTIL0058 0283 +0279
Sine 10 0T 3115.1" 0fgqa7er 140020507 1120023 0081 40135 0136+ 0204
M 118 12 DISE 1284 +0199 0167 : 0057 025540009

N4 = Observed number of alleles; N;
Nei's {1973) gene diversity; /= Shannon's Information index

DNA extraction and RAPD Amplification
Total genomic DNA was extracted from about 0.05 g of dried leaves

weilghed from each sample using the protocol provided
Mini Kit (QlAgen, UK, Lid).

= Effective number of alleles; 4

I

in DNeasy Plant
DNA concentration was determined by

electrophoresis on agarose - TAE gel stained with ethidium bromide
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(harry, 2001) by comparison with a 200 bp Hypperladder (Bioline, UK
Ltd)..

Ten decamers primers (GEN 1-60, A-J) designed by GENOSYS
(BioRad, UK Ltd) were screened and seven of them selected for clarity
of the produced patterns were used for the amplification. Polymerase
Chain Reaction (PCR) was carried out using a 96-well block
thermocyeler (PCR express, Hybaid, UK Lid) in 20yl reaction volume
containing 16 ng genomic DNA templates, 1x reaction buffer, 2.5mM
MgCI2, 2mM dNTPs, 1uM primer and 1 unit Taq polymerase. The PCR
conditions were: initial denaturation at 94°C for 3 min followed by 36
eycles of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 48°C for | min and
extension at 72°C for 2 min, with final extension at 72°C for 7 min. PCR
products were held at 4 °C until they were analyzed. RAPD fragments
were separated electrophoretically in 1.4 % TAE agarose gel stained with
ethidium bromide at 0.5 pg/ml. Gel was run at a constant voltage 100
volts for 3 hours and image were analyzed using Alphalmager digital
imaging and analysis system (Flowgen Bioscience, UK Ltd), Sizes were
assigned to bands by comparison with a 200 bp Hypperladder (Bioline,
UK Ltd).

Data analysis

Unequivocally scorable and consistently reproducible amplified DNA
bands were transformed into binary character matrices as present (1) or
absent (0) on the basis of size comparison with external standards (DNA
Ladder Plus).

The following parameters were generated using the program POPGENE
version 1.32 (Yeh ef al., 1997) to describe intra- and inter-population
genetic variation: Percentage polymorphism (P), heterozygosity (1), also
referred to as genetic diversity, Shannon's information index (), the
observed number of alleles (V) and the effective number of alleles (Ng)
(Lewontin, 1972; Nei, 1973, Yeh et al., 1997). Genetic divergence
hetween populations were investigated using Nei's unbiased genetic
distances (GD) and genetic identities (GID, Nei, 1978). These data were
used to construct a phylogenetic dendrogram based on unweighted pair
group method with arithmetic average (UPGMA, Nei, 1978) modified
from NEIGHBOR procedure of PHYLIP Version 3.5. The genetic
structure was investigated using Nei's gene diversity statistics, including
the total genetic diversity (Fy). genetic diversity within populations (Hs),

b



Spatial structure of penetic varintion of Milicia excelsa populations in Benin revesled by random amplificd
pelymorphic DNA Makers

and the relative magnitude of genetic differentiation among populations
(Gsr = (Hy— Hy) Hy) (Lewontin, 1972). An estimate of gene flow among
populations (Nm) was computed using the formula [Nm = (1 — Gg)/2
Gsr)] (McDermott and McDonald, 1993). A geographic matrix were
generated by calculating geographic distances between populations based
on their latitude and longitude, using the great-circle method (available at
htln:ﬁwww?_,.nau_gﬁufuwmflatinnggisIJltmI}.

The program BARRIER version 2.2 was used to highlight geographical
areas with pronounced genetic barriers between populations (Manni,
2004) based on Monmonier algorithm (Monmonier, 1973 ). The method
allows defining zones of maximum genetic change along a network of
connecting populations (the 12 populations of Milicia excelsa). First, a
Delaunay triangulation network (Brassel and Reif, 1979) was created 1o
connect the adjacent populations by a set of triangles. Then a Voronoi
tessellation, a polygonal neighborhood for each population that js
constituted of those points, on the plane, that are closer to such sample
than to any other ome (Voronoi, 1908), was superimposed on the
corresponding  Delaunay network. Finally the maximum difference
algorithm of Monmonier was applied to identify zones of discontinu ity.
A barrier was initiated by tracing a line on the edge of Voronoi palvgon
that was associated with the highest distance between two neighbouring
populations. The barrier was extended progressively to the adjacent edge
that was associated to the highest distance until it reached the edge of the
network or until it closed a circle around one or more populations. This
new method uses pairwise measures of differentiation among populations
with known locations to determine where breaks in gene flow might
oceur.,

Results

RAPD variation and Generie diversity within iroko papulations

A total number of 49 scoreable bands were recorded over the 7 primers
in the 116 Milicia excelsa tree samples investigated with a range from 3
bands (GEN 1- 60 B) to 9 bands (GEN 1-60 C) and an average of 7
bands per primer (Table 2). Most of the bands were polymorphic across
populations with percentage polymorphic bands ranging from GEN 1-60
C (F= 66 %) to GEN 1-60 B and GEN 1-60 H (7 = 100 %), and an
average of §89.8 %,
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Table 2: Number of bands and percent polymorphism reveled by RAPD

primers
Primears Frimer seguence Muntber Mumber of Percent
identification of polymorphic polymaorphi
bands bands sm
GEN 1-60 B GICCTACTCG 3 3 100 %
GEN 1-80C CTACACAGGC 9 & B85 %%
GEMN 1-60 D GTCCTTAGCG B 8 100 %
GEN 180 E GTCCTGAACG a8 & 100 %
GEN 1-60 G GAGTCAATCG 7 G BS %
GEN 1-60 H GTCCTCAGTG & 6 100 %
GEN 1-60 J GCAGACTGAG 8 7 87.5 %
Average 7 6.20 89.8 %

The mean number of alleles varied from Ketou and Bohicon (N, = 1.267
+ 0.458) to Djougou (N, = 1.800 + 0.414) with an average of N, = 1.522
+ (). 186 while the mean effective number of alleles ranged from Save (N
=1.120 £ 0.234) to Djougou (Ng = 1.504 £ 0.375) with an average of Ny
= 1.284 + 0.119 (Table 1). Nei’s gene diversity (4) varied from (.081 +
0.135 to0 0.291  0.190 with an average of 0.252 + 0.177 and Shannon’s
information index ranged from 0.125 + 0.234 to 0.433 + 0.263 with an
average of 0.167 £ 0.067. & and J showed a similar trend in all of the
populations, Population Djougou showed the highest gene diversity
while populations Save and Ketou have the lowest gene diversity.

Nei's estimate of gene diversity under Hardy-Weinberg disequilibrium
revealed a total genetic diversity of Hy = 0.251 + 0.031 and genetic
diversity within populations equalled to H; = 0.168 + 0.012 (Tahle 3).
Table 3: Nei's (1973) genetic diversity statistics under the assumption of

Hardy-Weinberg disequilibrium.
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Parameter Entire Data
Hr H_»,' E_ﬂ Nm
Hardy-Weinberg discquilibrium 0,251 + 0.031 0,168 0012  0.331  LOWO

Hy = Total heterozyposity, He = within population heterosigosity, Gyr =
genetic differentiation among populations, Nm = estimate of gene flow
from Gy, Nm=0.5(1 - Gy / Gy

Population genetic structure

Genetic differentiation among populations estimated for multiple
populations by Gy was equaled Gy = 0.331 (Table 3). Estimated value
of gene flow obtained from the estimate of GST (Slatkin, 1989) was Nm
= L0] migrants per generation between populations (Table 3),
suggesting a restricted extent of gene flow among populations. The
calculated genetic distance between populations pairs varied from GD =
0.007 1o GD = 0.337. The highest values were recorded between
populations Djougou, Bassila and Bante on one hand and populations
Sakete, Ketou and Biro on another hand.

Table 4: MNei's Genetic Identity and Genetic distance among populations

of Milicia excelsa.

Populations Sekete Kefou Bohicon Biro  Djougou Bassila Bante Tamarou Niaculi Aplahous Lokossa Save

Sakete e 09495 09453 0.9085 08116 07950 08210 D.B1E3 08874 08910 06843 09119
Kedou 00518 == 08825 0 R50A 07835 07333 0.7746 09053 083807 085232 0OB192 08182
Bohipon 000562 CLOTFY = 06506 07572 07138 07536 08908 08579 08405 O.B0GY 08183
Biro 00860 00410 00806 **=* 08366 07971 08300 09572 09082 087TYS  OBH Deae3s
Djosgow  0CHET 02440 02781 01808 == 0.8700 09832 09075 06522 093312 0838 088
Bassifa 0_2F95 03088 0.3375 © 2384 000298 " 08433 08839 08510 09387 08403 08713
Bante 01502 0.2067 0 2679 01862 00068 O0O.O0%64 = 09168 08582 0834 DO485 06740
Tamarou  0.0842 00990 01155 00437 00871 Q1121 Q087 = 08585 08466 0.8365 0 6465
MEzouli 01154 0.1270 0.1533 D.O9E3 0.0490 00502 00428 0.0424 ™ 00F81 08508 09280
Aplahode 01154 Q15808 DATAR D 1306 00768 OO0E3S 0O064T 00527 00242 0988 O0.B5B5
Lokossa 01177 01984 D246 01530 EI.DT‘E-E- 0.0815 00528 00667 00805 00078 0.57eD
Sawe 00822 02006 0.2030 0467 07245 ODEZR 00900 00549 00747 00423 D022
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Nei's genetic identity (above diagonal) and genetic distance (below
diagonal).

UPGMA dendrogram constructed from modified NEIGHBOR. procedure
of PHYLIP, showed division of the populations into four clusters (Fig 2),
This result revealed the existence of geographical structure of genetic
variation of Mificia excelsa in Benin. Northern east populations clustered
to form group 1, southern east populations including one population from
the center (Bohicon) composed group 2, northern west populations
grouped in group 3 and southern west populations clustered with one
population from the center to form group 4. Two more broad groups can
be distinguished at a less significant similarity level which are composed
each of populations from east of the country, and western populations.

e Sak
re—— 5 1
i 1 e
! . homeh i o e
B it L1 +————-H
! !
1 ! fmmmmmmm—————— Bir |
! e &
i o i Tam
"X
=11
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| . | #—-Ban I
! ! 1 o
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o e e 9
] fmmmmn==lin
! Fmmmm 5
! I $=======Apl - I
et 7
i fpommmm=Lok
it -
1.056 FI—— S

Fig. 2: UPGMA dendrogram of Milicia excelsa populations based on
Nei's unbiased genetic distances among populations.
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Sak = Sakete; Ket = Ketou; Tam = Tamarou; Bir = Biro; Djo= Djougou;
Bas = Bassila; Ban = Bante;: Boh = Bohicon; Nia = Niaouli; Apl =
Aplahoue; Lok = Lokossa; Sav = Save

Monmonier’s maximum difference algorithm identified three main
genetic boundaries (Fig. 3), supporting the previous results. By
definition, these boundaries correspond to zones of most abrupt genetic
change in space and are identified in a descending order. The first
genetic barrier (@ on Fig. 3) separated the two northern east populations.
The second boundary (b on Fig. 3) separated the two southern east
populations from the other eight populations while the third genetic
barrier (¢ on the Fig 3) separated the three northern west populations
from the rest. The average genetic diversity estimated for each of the four
groups delineated by the Monmonier spatial analysis were 0.11 for
northern east group, 0.14 for southern east group, 0.26 for northern west
group and 0.20 for southern west and central group.

11
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Fig. 3: Result of BARRIER analysis using pairwise Gy

I = Sakete: 2 = Ketou; 3 = Tamarou; 4 = Biro; 5 = Djougou; 6 =
Bassila: 7 = Bante; 8 = Bohicon; 9 = Nigouli; 10 = Aplahoue; 11 =
Lokossa: 12 = Save: a, b, and ¢ are the genetic barriers; 1.2,...12 are the
geographical locations of populations; Cluster [= (3.4); Cluster 2
=¢1,2); Cluster 3 = (5,6,7) and Cluster 4 = (8,9,10, 11, 12)

12
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DMiscussion

Dominant markers have been widely used [or genetic variability and
cultivars identification in number of species (Aga et al., 2005). They are
reproached with having low reliability and repeatability. In this study,
repetitiveness was ensured by repeating amplification at least twice and
selecting the most reproducible bands for the analysis.

Based on this RAPD investigation, genetic variability in Milicia excelsa
(N4 Ni and A) was moderate. Estimated within population genetic
diversity (#/s) was lower than the values reported for the same species in
moist forest (0.403) and dry forest populations in Ghana {Khanuja ef al.,
2005). But this value is higher than those estimated for Ivory Coast
{0.054) and Sierra Leone (0.122) populations (Khanuja er af., 2005), The
total genetic diversity for Milicia excelsa (Hy) is greater than that
reported for animal-pollinated (0.167 — 0.182) plants and widespread
(0.204) tropical tree species (Loveless & Hamrick, 1984, Hamrick &
Godt, 1989, Loveless, 1992, Desphande er al, 2001). Regarding the
bioecological features and mating system of the species (widespread,
majority outbreeding species), it is expected to show a higher genetic
diversity than observed (Hamrick & Godt, 1992). This results raised a
suspicion that there may be a reduction of heterozigosity probably due to
nbreeding occurring in the species or other factors such as Walhund
effect, genetic drift and the maintained of ancestral polymorphism which
could lead to the same results.

The amount of genetic differentiation observed among populations was
considerable (Ggr = 0.331) indicating that 33 % of the total genetic
varialion accounted for among population differentiation. Since the
species of concern is a tropical cross pollinated species with bat and bird
dispersal — seeds Taylor ¢f af., 2000) and some gravity-dispersed sced,
this value seems to be large taking into account the general observation
that woody, perennial and outbreeding species maintain most of their
variation within populations (Hamrick & Godt, 1992). However the large
Ggr value was supported by the relatively low pene flow between
populations (Nm = 1.01). Theoretically. gene flow of more than four
migrants per generation among populations is necessary to prevent
genetic  drifi  causing local genetic differentiation and therefore,
population divergence (Slatkin, 1987). Similar result was obtained for

other outbreeding animal-pollinated plant species (Desphande er al,
2001), '
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Cluster analysis dispatched populations into four groups based on genetic
distance among population pairs, separating northern east populations,
northern west populations, southern east populations and, central and
southern west populations thus suggesting a geographical heterogeneity
in Milicia excelsa genetic structure, Other authors have investigated the
spatial genetic structure in various tropical or temperate tree species and
reported either a lack or a weak geographical heterogeneity which, they
argued by the limited seed dispersal and extensive gene flow (Berg &
Hamrick, 1994, Loiselle er al., 1995; Chung & Chung, 1999) or by
extensive gene flow, wide seed dispersal, self incompatibility and
dispersal agent (Waser, 1987: Dewey & Heywood, 1988; Doliguez &
Joly, 1997, Chung et al, 2000). According to these authors, woody
insect-pollinated species with seed widely and independently dispersed
by birds, at most weak genetic structure will result. In the current study,
Barrier analysis identifying three main zones with sharp genetic change
and lower gene flow, clearly suggested an impact of limited seed and
pollen dispersal and evidence effect of isolation by distance.

The information gained from this study is of tremendous use for planning
conservation genetic actions to ensure the maintenance of appropriate
levels of genetic variation in Milicia exclesa populations in Benin.
However, further researches on the species, should address the level of
inbreeding and distribution patterns of ancestral polymorphism in the
species.
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Résumé

Les caractéristiques structurales des populations rémanentes de samba
( Triplochiton scleroxylon) ont été étudides 4 travers |'inventaire des individus de
I"'espéce dans trois zones agroécologiques de son aire de répartition au Bénin, La
densité des populations varie d'une zone & "autre : (1 au centre du pays, 8 au
sud-ouest, et 50 ao sud-ouest). La surface territre évolue dans les mémes
proportions et est estimée & 0,4 1m¥ha au centre, 4,78 m¥ha au sud-est, et 12,23
m*ha au sud-est. Le diamétre moyen wvaric de 47,5 cm & 648 cm. La
régénération demeure faible et varie de 1 a4 17 tigesha, L'éude de la
productivité de ces populations a permis de distinguer au Bénin, cing classes de
productivité. Les populations Sud-Est, sont plus productives que celles du Sud-
Ouest gui sont plus productives que celles du Centre.

L'analyse de la vitesse de fermeture de I'écorce prélevée révéle que la
cicatrisation est plus rapide chez les sujets plus jeunes de diamétre compris entre
20 et 70 em que chez les sujets plus dgés dont le diamétre supéricur & 70 cm.

Le greffage effectué sur 300 jeunes plants de samba a donné un taux de réussite
de 10,66%, Il existe une différence significative an seuwil de 5% entre le
comportement des greffons (en termes de taux de reprise et de vigueur des plants
obtenus) en foriction de leur provenance.

Mats clés ; Triplochiton scleroxylon, productivité, régénération, greffage,
cerclage, Bénin.

Introduction

Le Bénin, &ant situé dans le couloir sec Dahoméen, dispose de
ressources forestieres trés limitées. La FAO (1999) estime la couverture
forestitre du pays en 1995 4 4625000 ha. De fortes menaces,
consecutives a |'explosion démographique qui pésent sur les ressources
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génétiques forestiéres peuvent se résumer en la destruction de ['habitat
des espéces 4 la snite des activités consommatrices de I'espace forestier
telles que l'agriculture, I'élevage et I'exploitation forestiére anarchique
(Agbahungba et al. 1998). Triplochiton scleroxylon  vulgairement
appelé samba en frangais et wawa au Ghana, est une importante espéce
tropicale de bois d'wuvre et figure en Afrique de I'Ouest parmi les
espéces prioritaires sélectionnées pour l'afforestation (Ofori et al., 2003).
Il représente d’ailleurs actuellement 23% du volume total de bois
exporté. Mais il se pose chez le samba, quelques problémes
physiologiques qui entravent la reproduction de 'espéce. En effet, la
floraison reste capricieuse et n’a lieu que tous les 4 ou cing ans. De plus,
une grande partic des semences produites demeure de qualité médiocre,
entrainant un faible taux de germination (Taylor, 1960 ; Jones, 1976 ;
Oni, 1990). Pour contourner cette difficulté lice a I'insuffisance en stock
de plants, des mesures telles que la multiplication végétative de plusieurs
clones génétiques a travers la technique de culture de tissus et I"induction
artificielle de la floraison pour une production abondante de lignées
hétérogénes ont été prises. Dans certaines régions a climat modéré, on a
pu obtenir la fructification de jeunes pousses dgées de 26 4 82 mois
(Leakey et al, 1998). Ceci implique qu’il est possible d’induire
artificiellement la floraison chez Triplochiton scleroxylon et produire
annuellement des semences de bonne qualité,

Des manipulations physiologiques conduiraient donc & écourter la phase
juvénile et 4 induire la floraison chez cette espéce. Partant de la, une
application expérimentale de ces méthodes permettrait une identification
de la meilleure méthode d*induction florale sur Triplochiton scleroxylon
L.’objectif de cette étude est d’augmenter les possibilités de régénération
des populations rémanentes de Triplochiton scleroxylon et de produire a
terme du matériel végétal génétiguement supérieur au Bénin.

Milieu d’étude

Le Bénin est un petit pays de I'Afrique occidentale, couvrant une
superficie de 112622 km?, s’étendant entre les paralleles 6°30° et 12°30°
Nord et les méridiens 1° et 3°40°, Elle est limitée au Nord par la
République du Niger, au Nord Quest par le Burkina Faso, & I'Est par la
République Fédérale du Nigéria, a I’Ouest par la république Togolaise et
au Sud par I'Océan Atlantique.

La présente éude s'est déroulée globalement de la cbte jusqu’a la
hauteur de Savé, c'est-d-dire entre les paralléles 6530 et 830" de latitude
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nord et les méridiens 1°35° et 2°45 de longitude est (Figure 1). Cette
étendue correspond 4 l'aire de répartition du samba au Bénin et
conformément aux exigences écologiques de 'espéce, il 5'agit de zones
d’altitude comprise entre 0 et 900m. Elle englobe deux des quatre zones
de végétation identifiées au Bénin par Adjanohoun et al. (1989) 4 savoir :

- la zone guinéenne ou subéquatoriale dans le sud, située entre 6°30°
et 7N et ou la pluviométrie varie de 900 4 1500mm par an. On distingue
quatre saisons dont deux humides avec frois & cing mois secs. La
température moyenne annuelle y est de 26,5°C et 'humidité relative
moyenne annuelle est de 75%. L'insolation est en moyenne de 2290
heures par an. :

- La zone guinéo-soudanienne, située au centre entre 7° et 10% de
latitude nord. avec des fluctuations de températures trés marguées et une
pluviométrie moyenne annuelle de 1200mm. C’est une zone de transition
au sein de laquelle la seconde saison humide tend & disparaftre et ol I"on
compte quatre 4 cing mois secs. La température moyenne annuelle y est
de 27°C et 'humidité relative est annuellement voisine de 60%.
L.’ insolation moyenne annuelle est de 2305 heures.
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Méthodes

Méthodes d’inventaire

A priori, les ilots de samba ont été considérés comme des populations
différentes. Ainsi, en fonction de leurs nombres et sur la base du
gradients pluviométriques Est-Ouest et Nord-Sud existant au sein de
I"aire de répartition du Samba au Bénin, sept populations ont €€ choisies
de facon & couvrir les différentes variantes climatiques. Il s’agit des
populations de Aklampa au centre, les populations de Avegamey et
Atiémé au Sud-Ouest et celles de Pobe, Ichédé-Toffo, Adakpame et de
Bonou au Sud-Est, Dix (10) placeaux circulaires de 1000m* ont été
installés dans chacune d’elles et des mesures de diamétre 4 hauteur de
poitrine (1,30m) et de hauteur totale ont été effectudes sur les sujets de
samba rencontrés, La régénération, c'cst-a-dire tous les individus de DBH
inféricur 4 10 cm, a éfé évaluée au scin des placettes. L’installation des
placeaux a ét¢ faite de fagon & ce qu’il y ait au moins 250m d’écart entre
deux placettes. Tous les placeaux inventoriés ont é1é répertoriés au GPS
et positionnés sur une carte.

Ces mesures ont permis de calculer la densité (le nombre d’individus &
I"hectare), la surface terriére et la hauteur dominante.

Productivité des populations de samba

Les caractéristiques structurales de la population de samba d’age connu
ont permis d’estimer I'dge des autres populations. Les couples de
données (dge, hauteur dominante) issus des mesures effectuées sur des
placettes d’inventaires ont permis de construire des courbes de croissance
pour les différentes populations de samba au Bénin,

Le modéle de croissance utilisé est celui de Schumacher. |l stipule qu’a
un dge de référence, on a : Hdom = e + "', A éant I'dge de la
population ; Hdom la hauteur dominante ; by, 5, ef k sont des constantes.
Ce méme modéle a été utilisé par Bailley et Clutter (1974), cité par
Dupuy et al. (1999) pour indiquer la méthode de régression sérice
utilisée pour la matérialisation des courbes de productivité. 11 a
épalement été utilisé par Fonton (1985) et Akossou (1998) pour estimer
la productivité du teck et par Sokpon et Ouinsavi (2004) pour celle du
Khava senegalensis,
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Production de greffes

Le choix des individus destinés a fournir des greffons est basé sur leur
dge, leur morphologie et leur état de santé. Ainsi, 10 sujets matures sains
ont €té choisis, 6 & Athiémé et 4 a Calavi, Sur chacun d’eux, 30 greffons
ont été prélevés soit au total 300 greffons (tableau 1). La technique
utilisée pour cette étude est celle du greffage en fente.

Tableau 1: Origine et répartition des greffons

Sites Calavi Athigme

Code du sujet UAC: UAC; UACs UAC: |AT: AT AT; AT AT: ATs

Nbre de greffons |30 30 30 30 30 30 30 30 30 30

Total 120 180

g

Cerclage de I'dcorce

Le cerclage est matérialisé par le prélévement d'une bande de 10mm
d’écorce sur le tronc des individus de samba. Seize (16) arbres ont été
cerclés & hauteur de poitrine et 16 autres & la premiére grosse branche. A
chacun de ces deux traitements ainsi définis est associé deux groupes
témoins, soit au total 64 sujets (tableau 2).

L estimation de la vitesse de cicatrisation a été faite par comparaison de
la largeur de bois restée nue 4 la largeur d’écorce prélevée lors du
cerclage,

Tableau 2 : Dispositif expérimental

; Troncs Branches

EUp T T [F’ Taz Total

P, 3 3 ,

P, P 4 4 24

P, 5 5 12 12 34

Total 16 16 16 16 64
Ty, Tep: témoins T - cerclage & la plus basse grosse branche
T; : cerclage & 1a base du tronc P : Populations
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Résultats et discussion

Caractéristigues structurales

Le tableau 3 présente les caractéristiques structurales et la régénération
des populations de samba. La densité des populations passe de 1 au
centre du pays & 8 au sud-ouest, puis 4 50 dans le sud-ouest, La surface
terriere évolue dans les mémes proportions et est estimée 4 0,41 m*ha au
centre, 4,78m%ha au sud-ouest, et 12.23m*/ha au sud-est. Le diameétre
moyen varie de 47 5cm & 64,8cm.

La structure diamétrique des populations de samba se traduit en général
par une distribution erratique, caractéristique des essences typiques de
lumiére. Mac Grégor, (1971) et Serrain (1975) en déduisent la nature
grégaire de l'espéce que I'on rencontre par groupe de 10 4 20 4 la lisiére
des foréts et qui émerge parmi les arbres le long des routes comme il est
observé dans la commune d'Athiémé. La figure 2 traduit I'évolution des
courbes de répartition par classes de diamétre de I'espéce,

Tableau 3: Caractéristiques structurales et régénération des
populations de samba

mb { Triplochiton scleroxylon K Schum) et

—_

 Surface| pamera
7 Densités lermiare _Ftigansrahnn .
ONBS  =orats (piedshha) (mapg)| R lotale 1<D<5  5<0<10 H<50em
= - i (tiges/ha)  (figesiha) (liges/ha) (figesim?)
0,41
Ceritre Aklampa 1
Sud- = z 2rz | - T G
ouest Avégamey & B ! 675 125 85 1@
Pobé 48 11,19 1
ichédsé- 1383 | - 5 3 X
50 ' 17 13 4 0,69
Sud-gst 10ffo_ = . - == = _
Adakplame 44 12,57 15 B g 0.4
Bonou 52 12,28 1 7 4 4,18

La régénération reste faible dans toutes les populations, Elle varie de 1 a
I7 tiges’ha. Comme pour la plupart des paramétres précédents on
remarque une situation plus alarmante au Centre, Cet éal de chose
pourrait se justifier dans un premier temps par la nature de l'espéce qui a
une régéncration capricieuse. En effet, Holand ef Bowen (1977}
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pouvoir germinatif aprés 20 jours. L'existence d'un gradient de
pluviométrie Sud-Nord détermine la répartition des formations
forestitres (Sokpon, 1995) et ainsi, dans les régions tropicales ol le
régime thermique est relativement constant, I'eau apparait comme un
élément déterminant pour le développement de I'arbre (Bellefontaine et
al, 1997). Cette variation de la densité et de la structure en general de
I'espéce, pourrait également sexpliquer par les pressions anthropiques
sur les ressources forestiéres et par I'importance socio - culturelle de
cette espéce au Bénin.

En effet. Iarbre de samba est fortement protégé dans le Sud-est du pays
malgré les mutilations annuelles qu’il subit du fait de la place importante
qu'il occupe dans les pratiques culturelles du « Voudou Ora ».
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Figure 2 : Evolution des courbes de répartition par classes de
diamétre des effectifs de samba au sein des différentes populations

Productivité des populations de samba
La figure 3 montre le faisceau des courbes de productivité des diff¢rentes

populations. Elle traduit I"évolution de la hauteur dominante en fonction

7.5
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de I'dge qui suit une fonction d’équation : Ln H=3,62 — 6,36 / A avec
R* = 69% et "erreur standard s = 0,103,

Les courbes présentent dans un premier temps, une forte pente ; ceci
traduit une certaine vigueur des sujets dans le jeune dge, caractéristique
des essences héliophiles qui 4 la faveur d'une troude émergent
rapidement et atteignent la canopee supérieure, Cette pente diminue
progressivement par la suite, tendant & s’annuler autour de 70 ans.
L analyse du faisceau de courbes jumelé au nuage de point provenant des
couples de données dges-hauteurs dominantes des différentes populations
montre que I"écart de fertilit¢ des populations de samba au Bénin n’est
pas tres grande. L ensemble du nuage de points tourne autour des classes
Ips et Ips. Cependant, on remarque que les populations les plus
productives sont celles de Bonou et d’Adakplamé. Viennent ensuite les
populations de Pobé et d’ltchéde-Toffo puis les moins productives sont
celles d” Avégamey et d” Aklampa.

Tablean 4 | Classes de productivité des
populations de sankbg

Slasses ;radg::: de fertilis a

o 38

2" a5

g a2

4 29

5™ 26

Figure 3 : Courbe de fertilité des populations de
Triplochiton scleroxylon au Bénin

Contrairement & Fonton (1985), Akossou (1998) et Ganglo (1999) qui
ont utilis¢é des données d’analyses de tiges pour la détermination des
niveaux de productivité dans les plantations de teck, nous avons utilisé
des données issues de premiéres mesures sur des placettes installées a
titre permanent. Rondeux (1993) notific que des résultats satisfaisants
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peuvent étre obtenus & partir des donnees provenant de placeaux
temporaires, méthode qu’ont utilisce Sokpon et Ouinsavi (2004) avec
succés pour la détermination de la fertilité des plantations de Khava
senegalensis dans le sud et le nord Bénin. La productivité des
populations de samba est dans un premier temps conditionnée par le
niveau de fertilité des stations qui les abritent. Le gradient de
productivité est essentiellement dépendant du régime des pluies. Selon
Dupuy (1990). les meilleures productions ont été enregistrées pour le
teck en zone de forét dense ou la pluviométrie est la plus élevée. Le
méme schéma s observe en ce sens que les populations de samba de
Bonou, Kétou et Pobé qui ont des conditions stationnelles plus favorables
en terme de hauteurs annuelles des précipitations sont plus productives
que celles provenant des régions moins arrosées telles que Avegamey et
Aklampa. Cette situation ne fait que confirmer I'hypothése émise par
Dupuy et Milles (1991) selon laquelle les observations faites sur le teck
en Cote d’Ivoire seraient valables pour d'autres espeéces telles que le
fraké (Terminalia superba), le Cedrela odorata, 'Acacia mangium, le
framiré ( Terminalia ivoirensis), le samba (Triplochiton scleroxylon) et le
Gmelina arborea. Cependant, les pressions anthropiques subies par les
populations du Centre pourraient avoir sur ces dernieres, un effet
déstructurant, les empéchant ainsi d’exprimer au mieux les potentialites
offertes par les conditions stationnelles.

Le greffage

Globalement le taux de réussite du greffage a été faible quand on
considére I’ensemble des greffons, toute origine confondue. En effet,
seulement trente deux greffons sur les 300 greffés ont repris, soit un taux
de réussite de 10,7%. Cependant, quand on s’intéresse a la provenance,
on constate que ceux de Calavi ont mieux repris (25%) par rapport A ceux
provenant d’ Athiémé (1,1% ; P<5%). L'origine des greffons semble donc
avoir un effet sur la réussite de Iopération de greffage chez T.
scleroxylon.

Les valeurs prises par la hauteur totale et le nombre total de feuilles sont
plus élevées chez les témoins que chez les individus grefTés. Il existe une
différence significative au seuil de 5% entre la croissance des greffes et
celle des témoins. En effet, la croissance moyenne en hauteur a éte de
11,09cm chez les témoins contre 4.4cm chez les plants preffés et le
nombre de feuilles a varié¢ de 0 a 3 chez les plants greffés contre 3 a 8
chez les témoins.
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En nous intéressant aux différentes souches, nous notons |'existence
d’une différence significative au seuil de probabilité de 5% au niveau du
nombre de feuilles,

Au niveau des témoins c’est & dire des plants non greffés, aucune
différence significative n’a été observée entre les différentes souches
aussi bien en terme de nombre de fevilles émises que de la longueur des
tiges au seuil de probabilité de 5%, Les figures 4 et 5 montrent la
croissance des plants greffiés comparee 4 celle des témoins,
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Figure 4: Croissance en nombre de feuilles des plants greffés et des témains
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Figure 5 : Croissance en longueur des plants preffés et des témoins
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L'amélioration visée par le greffage sur Triplochiton scleroxylon K.
Schum est non seulement une floraison rapide des individus mais aussi,
une, abondante et continue d'une année & l'autre en donnant des fruits et
des semences de bonne qualité. Bien gue le pourcentage de réussite n'a
été que de 10,7%, il a permis de déceler une certaine variabilité existant
entre et au sein des individus mis en cause en matiére d'aptitude au
ereffage. En effet, la technique de greffage étant la méme pour tous les
plants ainsi que les conditions d'opération et d'entretien, la reprise devait
avoir lieu dans les mémes proportions si des facteurs internes & chacune
des souches utilisées n'entraient pas en ligne de compte. Si plusieurs
considérations liées aux conditions stationnelles (climat, sols) peuvent
facilement étre évoquées pour expliquer la différence de comportement
entre les greffons provenant de deux zones différentes, celles constatées
sur des matériaux provenant de deux sujets voisins ne peuvent étre que
l'expression du potentiel génétique de chacun d'eux dont la variabilité ne
fait que se révéler. Il existe en effet une différence significative au seuil
de 5% entre le nombre de greffons avant repris pour chacun des types de
clones provenant de Calavi. Ce nombre varie de 2 a4 18 reprises. Dans
cette étude nous avons considéré comme ayant repris les greffons restés
verts durant toute la période de l'essai. Serrain (1975) avait lui aussi
remarqué que le taux de réussite chez Triplochiton scleroxylon pour la
ereffe en fente variait beaucoup selon les individus et pouvait osciller
entre 0 et 80%.

Cette variabilité au sein des individus seule ne saurait expliquer nos
résultats. En réalité, ils sont en général trés faibles par rapport & ceux
obtenus par Garner, (1967) qui, en utilisant la technique du greffage en
fente a obtenu des résultats de l'ordre de 30% et pour I'écussonnage, il a
obtenu 43%, contrarement a Ikekluamen (1966) et Britwum (1970) qui.
aprés avoir décrit les méthodes eflicaces de greffage pour le samba, ont
affirmé que les meilleurs résultats furent ceux du greffage en fente. Il
attribue I'échec de plusieurs greffes en fente a une contamination de la
plante par un champignon (Fusarium sp.).

En comparant la vitesse de croissance des plants greffés a celle des
témoins, on constate que les témoins ont crii beaucoup plus rapidement
avec une différence significative au seuil de 3%. Il ne s'agit 14 que d'une
différence qui serait liée & la force des liens établies entre les deux

parties.
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[l n'existe pas de différence significative de croissance entre les deux
provenances utilisées pour le greffage. La longueur moyenne des
greffons aprés huit semaines est de 4,4 ¢m et un nombre moyen de 1.8
feuilles aussi bien pour ceux issus d'Athiémé que ceux venant de Calavi.
Par contre entre les souches, il existe une différence significative au seuil
de probabilité de 5% : le nombre de feuilles par individu pour chague
souche varie de 0,38 4 2,4 alors que la longueur oscille entre 1,03 et 7,74
em. Ces différences refletent une variabilité au sein des différentes
populations. Ceci est d'autant plus important dans la mesure ol elle
determine ['efficacité des sélections génétiques. Ce test de greffage révele
done une grande variabilité au sein des individus d’Athiémé et ceux de
Calavi , ce qui revét une grande importance dans les sélections.

Effet du cerclage

Tous les sujets cerclés ont amorcé la fermeture de leur blessure et le
niveau de cicatrisation atteint aprés trois mois varie entre 40 et 95% chez
les troncs et entre 75 et 97% pour les branches.

L'analyse de variance a un critére de classification révéle I'existence
d’une différence significative au seuil de 5% entre les trois classes de
diametre identifides et pour les trois niveaux de cicatrisation. Le tableau
5 récapitule les différents sous ensembles isolés pour chaque classe. On
constate donc que la cicatrisation démarre rapidement au niveau des
petits diamétres qui garde une avance du niveau de cicatrisation jusqu’a
la fin. Les individus de diamétre moyen (dbh compris entre |50 - 70]) qui
au premier et au deuxiéme mois ont adopté un comportement
intermédiaire par rapport aux petits (dbh compris entre ]20-30]) et aux
grands diamétres, semblent rejoindre les plus gros (dbh = 70cm) au
troisiéme mois. En somme, les jeunes sujets cicatrisent plus rapidement
que les sujets agés. La provenance, c'est-a-dire la sous-zone ne semble
pas influer sur la vitesse de cicatrisation.
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Tableau 5 : Vitesse de cicatrisation en fonction du diametre

Sous-ensemble pour sipha = 05

dbh (cm) Effectifs 1 2
Miveau moyen de cicatrisation apres un mois
Duncan =70 4 la
150-70] 5 10,6ab 10,60
120-50] 7 14,57b
Miveau moyen de cicatrisation aprés deux mods
Duncan =70 4 8.3a
] ¥0-70] 5 3dab 34,00
] 20-50] 7 40b
Nivean moyen de cicatrisation aprés trois mois
Tukey B >T0 4 67,51
120-30] 7 59.64b
] 30-70) 5 90.4b

Les moyennes affectées des mémes lettres ne différent pas
de fagon significative au seuil de 5%

Cette méthode d'induction florale a été pratiquée avec succés sur un
certain nombre d'espéces fruitiéres telles que les Me¢lezes du Japon
(Philipson, 1996), l'olivier d'Europe (Olea eurapeae ; Meilan, 1997),
l'avocatier (Percea americana ; Zilberstaine et Kaluski, 1999), le karité
(Vittelaria paradoxa ; Lamien, 2006). La présente étude dont la phase
d’observation n'a durée que cinqg mois ne nous permet pas d’adjoindre le
samba a la liste des essences ligneuses favorables au cerclage de I'écorce,
mais son comportement vis 4 vis de ce traitement montre qu'il pourrait
bien y répondre favorablement dans certaines conditions. Il faut signaler
d’entrée de jeu qu'aucune différence significative n’a été observée entre
les réactions enregistrées au niveau du cerclage du tronc et celui des
branches d’une part et celui des témoins d’autre part en ce qui concerne
I'émission des fleurs car aucune floraison n’a été observée tout au long
de I"étude.

Au traumatisme causé par le cerclage, Triplochiton scleroxylon a eu en
général une réaction satisfaisante. En effet, tous les individus cerclés ont
amorcé la cicatrisation de la blessure et le niveau de reconstitution de
I'écorce atteint est en movenne de 92,5 %.Chez les sujets de diamétre
supérieur ou égal 4 50cm, la vitesse de cicatrisation est inférieure a
celles de sujets de diamétre plus petit, que ce soit au premier, au second
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ou au troisiéme mois. Ceci montre que les jeunes sujets cicatrisent plus
vite que les vieux. En effet, les premiers éant encore en croissance
posséderaient des hormones de croissance qui activeraient la cicatrisation
de la blessure faite sur leur écorce.

En outre nous avons remarqué une émission de repousses en dessous du
point de cerclage. Ce phénoméne a été également observé chez le Karité
et est assimilé & une réaction au traumatisme (Lamien, 2006 ). Dunn et
Lorio {1992) pensent qu'il s'agit d'une réponse au déficit en hydrates de
carbone et en hormones, substances produites par les parties aériennes et
dont cette partie du tronc sous-jacente 4 'anneau et les racines sont
privées. L'émission de nouvelles repousses productrices de séve élaborée
constitue donc une sorte de palliatif au déficit en substances de réserve et
autres métabolites dont les racines ont besoin afin de jouer pleinement
leur role de pourvoyeur en eau et sels minéraux en vue d'assurer la survie
du végétal.

Conclusion

La caractérisation écologique des populations rémanentes de samba faite
dans cette étude révéle une grande variabilité structurale des populations
en fonction des sous zones identifiées dans l'aire de répartition de
I'espéce. Les zones de concentration de Triplochiton scleroxylon
permettent de dédutre les conditions optimales de croissance et de
développement de l'espéce. Le niveau de régénération est faible dans
toutes les populations et de plus, on assiste a la dégradation des foréts
naturelles. Ceci nous améne a dire qu’il urge de définir des bases d’une
sylviculture adaptée aux conditions locales de production, ce qui sous-
entend |installation des plantations & partir de souches testées capables
de résister aux aléas climatiques. A cet effet, le samba se préte au
greffage et cela permettrait une bonne sélection en vue de |'obtention des
meilleures souches. L'irrégularité des floraisons pourrait étre contournée
par le cerclage d’écorce et ainsi parvenir & la production abondante de
semences de grande valeur,
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Abstract

Togolese teak is highly resistant to pathogen attack, but natural durability and
wood colour vary according to plantation sites and peographical zones.
Therefore, further information concerning the influence of environmental
parameters and their effects on teak wood quality is necessary and it could be
possible to improve these characteristics through tree breeding and silviculture
programs in Togo. In order to examine the influence of soil properties on teak
wood characteristics, 321 wood samples issued from 20 trees were exposed to
two fungi: Antrodia sp., and Coriolus versicolor. Depending on type of soil in
which they grew, trees had been randomly selected in two different sites in the
same climatic area in Togo. The colour parameters of each sample were
measured using the CIELAB system and total extractive content was determined
using the Accelerated Solvent Extraction (ASE) procedure. Results showed a
 significantly lower total extractive content (11.1%) for trees that grew on
hydromorphic tropical ferruginous (HTF) soil than trees from drained
ferruginous soil (12.8%). Samples from HTF soil were lighter and the redness a*
and yellow-blueness b* were significantly higher. Independently of soil quality,
all the trees were highly durable regarding decay by C. versicolor. With
Antrodia sp., 90 % of the trees from both sites were highly durable and only
10% weredurable. However, samples from HTF soil were less durable with
regard to the two fungi.
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Introduction

Teak (Tectona grandis L.f) is historically well known for highly durable
wood, due largely to the presence of extracts in the heartwood, e.g.
anthraquinones and tectoquinones (Pahup et al. 1989; Yamamoto et al.
1998; Simatupang and Yamamoto 1999 Haluk et al. 2001). Due to this
natural durability, teak is often used for outdoor purposes, for example
boat decking, bridge building and garden furniture as well as for
traditional indoor uses such as flooring and furnishings. Such uses
require a highly stable wood with regard to physical properties as well as
an aesthetically pleasing colour and adequate resistance to pathogens.
Because of the high demand, teak plantations are increasing and
becoming an important timber source in tropical countries especially in
West-Africa, Asia and South Africa. Over 14,000 ha of teak plantation
exist in Togo (Tengué 1995). Although wood density and strength
properties of Togolese teak wood are not significantly different
compared to those from natural forests (Kokutse et al. 2004), natural
durability and wood colour shows high variability within and between
stands due to tree, age (Kokutse et al. 2006), extractive content
(Gierlinger, 2003) and to various ecological conditions (e.g.
geomorphology, topographic, soil. rainfall) (Kokutse et al 2006,
Adjonou et al. 2009). Due to the variability in environmental conditions,
the reputation of teak wood for natural durability is often questioned
when trees from plantations are supplied for outdoor uses (Bhat et al.
2004). Simatupang and Yamamoto (2000) have reported that teakwood
from a wet plantation site is less resistant to fungi than teak from a dry
site. Bhat et al. (2005) studied home garden teak and found that wood
samples from a wet site with pale coloured wood and lower extractive
content were more susceptible to fungi. The main objective of the present
study was to examine the influence of soil properties on natural
durability, wood colour and extractive content in teak wood from
Togolese plantations.
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Material and methods
Site description

The study sites, namely Tchorogo (established in 1972) and Ovyou
(established in 1966), were situated in the same area of the central part of
Togo (1°00°'E, 8°21'N), West Africa (Fig.1). This central area of Togo is
covered by Guinean woody savannas and is situated at an altitude of 200-
400 m. In this area, two major seasons exist annually, one long rainy
season lasting 6-8 months followed by a long dry season. The mean
annual precipitation is 1400-1600 mm and temperatures vary from 25°C
to 40°C (Em, 1979). The Oyou site is located on tropical ferruginous
soils with a pseudogley layer and hydromorphic surface horizons. This
kind of soil is periodically flooded in the rainy season. The substratum is
made up of basic rocks, micashists and quartzites of Togo Mountains.
The texture is muddy, sandy and clayey. Tchorogo site is located on a
tropical ferruginous and well drained soil with a sandy-fine gravel
texture. The description of the study sites is presented in Table 1.
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Sample preparation

Twenty trees of 34 and 40 years of age, respectively were harvested in
2006 from Tchorogo and Oyou. A 550 mm long log was cut from each
tree at breast height which was further sawn into boards in the radial
direction (15 x 20 mm). Boards were sawn radially (550 mm in the
longitudinal axis and 50 mm in the tangential axis) at breast height.
Beams of heartwood (20 x 15 x 550 mm) were cut from each board and
finally, 10 (20 x 15 x 50 mm in radial and tangential longitudinal
directions) wood samples were cut per beam. The samples were
conditioned at 20°C and 65 % RH. The location of each wood sample,
according to its position in the stem, was recorded by measuring its
cambial age and the distance from the pith. The samples were classed
into three groups depending on cambial age of the samples: inner (5-10
years), intermediate (11-20 years) and outer heartwood (21-30 years). A
total of 321 and 343 samples were used to evaluate durability and wood
cofour respectively. The remaining samples were then ground into wood
meal for total extractive content measurement.

Extractive content

The extractive content was determined gravimetrically. The pround wood
samples were extracted using a sequence of solvents: hexane, acetone
and methanol 80% (technical grade). Extractions were performed with an
ASE-200 apparatus (Dionex). 2.5 g of wood meal was weighed and the
dry mass calculated after the determination of humidity on parallel
samples. Extraction conditions were: temperature (80°C), pressure (100
bars), static time (5 min), static cycles (3), flush (100 %) and purge (90
s). Analyses were carried with three replicas. When the extraction was
completed, the wood meal was removed from the cells and dried in an
oven at 103°C until constant mass. The extractive content was
determined using the equation: Extraction percentage = [dry mass before
the extraction — dry mass after extraction] x100 / dry mass before the
extraction. ik
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Wood colour measurements

Colour measurements were performed along the tangential-radial side of
the wood samples. The percentage of reflectance data was collected at 10
nm intervals over the visible spectrum (from 400 to 700 nm) using a
portable spectrophotometer (Microflash Datacolor 200d). The reflectance
readings were converted into L* a*b* values (CIELAB system), where
L* describes the lightness (100 = white) or darkness (0 = black) of a
colour, a*represents the X axis which is redness [red (+) to green (=]]
and b* represents the Y axis, yellow-blueness [yellow (+) to blue (—)].
MMuminant A (representing incandescent light), 107 standard observer
with 6 mm apertures chosen and specular reflection setting was excluded.

Table 1. Site characteristics. A: altitude (m). D: density (tree.ha-1). MD:
mean diameter (cm) at height 1.3 m. MH: Mean height {m).

Location A Year of Soil type D MD MH
plantation
Techorogo 419 1972 Ferruginous soil, 2600 21,8444 16117

sandy-silt structure

Ferruginous soil
clay, muddy sandy-
structure

Chvow 420 1966 2600 23431 13.6% 0.6

Decay measurements

After colour measurements, the wood samples were used to determine
natural durability. The test was performed according to the European
standards WF-EN 350-1 (AFNOR. 1994) and NF-EN113 (AFNOR 1996)
guidelines. Two species of basidiomycetes fungi were used; namely
Coriolus versicolor (strain CTBA 863 A), a white rot and Anfrodia sp.
(strain CTFT 57 A), a brown rot. One hundred sixty one samples were
used to test the natural durability against Amtrodia sp. And 160 samples
for Coriolus versicolor. Reference samples of beech and pine were used
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as controls to test the virulence of the fungi. The sterilised wood samples
from the outer, intermediate and inner heartwood were placed over 16
weeks in glass jars previously inoculated with a mycelia suspension of
fungal mycelia (75 % RH and 27°C). At the end of the test, the mycelium
was removed from the wood sample prior to dryving at 103°C for 48 L.
The mass loss was calculated and the durability rating against wood-
destroying Basidiomycetes fungi based on the EN 350-1 standard
{AFNOR 1994) was determined.

Results

The total extractive content ranged from 7.8 + 0.1 to 14.5 % + 1.1 for the
tree samples from the Oyou site and from 11.0+ 0.7 to 15.3 % + 1.9 for
the trees of the Tchorogo site. For both sites, the variability between trees
was high within the stands and explained 17% of the total extractive
content variability. When taking into account the position in the tree
(inner, intermediate or outer heartwood), the radial position of the wood
sample explained only 3 % of the variation of the total extractive content
in the Oyou site, however it explained 10 % of the variation in Tchorogo
site. The variance analysis showed significantly higher extractive content
for trees from drained ferruginous soil (Tchorogo site) than from the
hydromorphic tropical ferruginous (HTF) soil (Oyou site) (F, ¢ = 5.88, P
= 0.02).

The mean mass loss in the beech and pine control samples were 54.9 %
for Antrodia sp. and 38.0 % for C. versicolor. These values were higher
than the minimal values given in the standards indicating that the fungi
were very virulent under tropical conditions and validates the durability
of the test results. All the trees were highly durable with regard to C
versicolor. The mass losses varied from 0.4 to 3.7 % when considering
the tree. For individual samples, the mean mass loss varied from 0.0 to
8.4 % in the Oyou site and from 0.0 to 5.0 % in the Tchorogo site. Only
four samples were durable. The radial position of the sample in the tree
was found to have an influence on the degree of attack of C. versicolor in
Tchorogo (Fygs = 10.70, P = 0.002) and in Oyou sites (Fi sz = 10.15, P =
0.002). In both cases the outer heartwood was less resistant to
versicolor than the inner heartwood (Fig.2). However the intermediate
heartwood was not significantly different from inner and outer
heartwood. A significant difference was observed in the degree of decay
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of the teak wood, depending on the type of soil on which the trees grew,
with regards to C. versicolor. Trees from hydromorphic tropical
ferruginous (HTF) soil (i.e. the Oyou site) showed significantly higher
mass losses (Fyj9 = 6.96, P = 0.02). The mass losses obtained with
Antrodia sp. were higher than those obtained with C. versicolor and
ranged from 0.3 to 13.9 % in the Oyou samples and from 0.2 to 8.1 % in
Tehorogo samples (Table 2). Out of 161 teak wood samples exposed to
Antrodia sp., 92 % were rated as very durable, 4 % were durable and 4 %%
were moderately durable for the Tchorogo site. However in the Oyou
site, 89 % of samples were very durable, 4 % were durable and 7 %o were
moderately durable. The influence of the radial position on wood
durability was not significant with the samples exposed to Anfrodia sp.
Trees from HTF soil showed higher mass losses than trees from drained
ferruginous soil even though the difference between the sites was not
statistically significant.
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Fig. 2. Mean % mass loss due to fungal attack in teak heartwood differed
depending on the radial position of the sample within the tree and the site
characteristics

The lightness L* parameter of wood samples ranged from 54.0 = 0.4 in
Tchorogo site to 54.8 + 0.2 in the Oyou site. No significant differences
were observed in the samples from Tchogoro and Oyou regarding to their
light colour. When considering the redness a* and the yellow-blueness
b* of the wood samples, Oyou samples differed from Tchorogo samples
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(Fig. 3). Samples from HTF soil (Oyou site) were significantly redder
Fizez = 854, P = 0.004) and their yellow-blueness b* value was
significantly higher (F |54, = 20.08, P<0.001) than those from the drained
ferruginous soil (Tchorogo site). The influence of the radial position on
wood colour parameters was not significant in either site.

70

B OYOUSITE
el T

B TCHOROGOSITE

20

40

30

Colour parameters

20

10

Lightness L* Rednessa® Yellow-blueness b”

Fig. 3. Mean colour parameters - Redness a* and Yellow-blueness b* were
significantly higher in teak trees from hydromorphic tropical ferruginous soil
{white bars) than teak trees from drained ferruginous soil (black bars),
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Table 2. Wood characteristics {Range, coefficient of variation CV%, and
number of samples n)

Oyoun site Tchorogo site

n Min Max CV n Min Max CV
Wi 203 44.0 635 15.9 140 458 0643 11.9
B* 203 3.1 G.9 4.6 140 1.9 10.49 14
b* 203 160 26.0 11.0 140 10.5 242 8.7
Antrodia sp.
(mass loss %) 14 033 139 115 75 02 &I 77
Coriolus
versicolar E5 00 &4 125 66 (W] 5.0 131
(mass loss%n)
Total extractive 57 7.18 15.1 5.7 60 9.4 153 f.4
content (%)

Discussion and conclusions

This study confirmed the high decay resistance of plantation teak wood.
All the wood samples exposed to C. versicolor were highly durable (only
four samples were durable) and out of the 161 exposed to Antrodia sp.,
only 7 % were moderately durable. Antrodia sp., a brown rot fungus
isolated from tropical regions caused the most damage to wood samples,
with up to 0-14 % dry mass loss. The influence of the radial position on
wood durability was significant in samples exposed to C. Versicolor. A
significant difference was observed in the degree of decay on teak wood,
according to the type of soil on which the trees grew. With regard to C.
versicolor and Anmrrodia sp., the results showed that trees [rom
hydromorphic tropical ferruginous soil were less durable compared to
trees from drained soil. This loss of durability is reflected by the lower
extractive content in trees grown on hydromorphic tropical seil. Many
authors have found a direct relationship between wood durability and
extractive content (e.g. Nelson and Heather 1972; Modesale et al. 1996;
Haupt et al. 2003). Haupt et al. (2003) also showed that extractive
content increased with tree age. In our study, trees from the Oyou site
were older (40 years) than trees from the Tchorogo site (34 years old).
Therefore, it can be expected that teak from Oyou site contained more
extractives. However the results showed a significantly higher total
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extractive content in trees from the Tchorogo site. A genetic diversity
analysis carried out on the teak plantations from Togo has shown that the
genetic variability between the populations is very weak (Logossa,
2006). Our results therefore imply that the higher decay resistance and
extractive contents of teak wood from well drained soil was mainly due
to the environmental factors, especially the soil conditions rather than
genetic diversity,

Concerning the colour of the wood which is one of the most appreciated
criteria by end-users, results showed that samples from HTF soil (Oyou
site) were significantly redder and their yellow-blueness b* value was
significantly higher than those from drained ferruginous soil (Tchorogo
site). The influence of site conditions on wood colour is still a
controversial topic. According to Klumpers (1994), the wood is darker
when the water content in the soil is high (wet site). Simatupang and
Yamamoto (2000) have observed that teak trees from a wet site in
Indonesia produced darker wood and were more susceptible to fungal
decay. However, Bhat et al. (2005) studied home garden teak and found
that a dry site produced darker coloured wood than a wet site. In the
Ivory Coast, with similar ecological characteristics as Togo, Durand
(1984) found that when the climate is humid and the soil is without
hydromorphic traces, teak wood shows a greater brightness. In our study,
teakk from the hydromorphic Ovou and well drained Tchorogo sites,
respectively, had similar lightness. However the redness and the yellow-
blueness were different. Other studies on Togolese teak have showed that
the plantations whose woods are redder are generally located on tropical
ferruginous and ferrallitic soils which contain an important amount of
clay (Adjonou et al. 2009). The existence of clay enables retention of
water for a long time in the soil, leading to hydromorphy. This type of
colouration is the most desirable for the end-users of teak wood,
especially in Togo and in West-Africa. However, the plantations grown
on hydromorphic soils are less durable, as shown by the present work.
Further studies should be carried out on the mineral composition of the
soils and their influence on wood colour. If the influence of the soil on
wood colour and the extractive content as well as their interactions were
better quantified. it may be possible to improve these characteristics
through tree breeding and silviculture programs in Togolese teak
plantations.
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Abstract

The Diagnosis and Recommendation Integrated System (DRIS) provides a
means of simultaneously identifying imbalances, deficiencies and excesses in
crop nutrients, and ranking them in order of importance. Some proponents of
DRIS claim it able to establish nutrient standards regardless of varietal or
geographic variables or both. This study concerns the use of DRIS approach to
assess pineapple (Ananas comosus (L.) Merr) nutrient requirements of the
variety Perola on ferrallitic soils in the Allada Commune. located in the coastal
hinterland of Benin. The aim of this study is to; (1) evaluate pineapple nutrient
status in the Commune of Allada; (2) compare the DRIS method with the critical
value method (CVM) for foliar nutrients diagnosis of "Perola" variety: (3)
develop DRIS norms for "Perola” pineapple variety; (4) evaluate the current
fertilization practices on the nutritional status for that variety. To achieve this
goal, sixty (60) plots of 16m? (4m x 4m) have been established in 60 farmers’
pineapple fields, at the rate of 15 per districts. In each field a representative plot |
af 16 m2 (4 m x 4 m) was established and 10 "D" leaves samples were taken at
flowering stage in each plot. DRIS standards for pineapple were developed from
60 observations of nutrient composition. DRIS and CVM methods were able to
correctly diagnose N, § and Mg for variety "Perola”, However, Critical Value
Method failed to make a correct diagnosis for P. K, Ca, and Zn for the pincapple
variety "Perola”. When DRIS revealed excess for Zn and deficiencies for K and '
Ca in variety "Perola”, CVM indicated respectively adequation of Zn, K and Ca.
As conclusion, superior precision is obtained with DRIS approach compared to
CVM.

Key words: Benin, CVM, DRIS, nutrient indices, Pineapple.
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Etablizssement des normes du Systéme Intégré de Diagnostic et de Recommandation de la calure
d'ananas (Aramas comasus (L) Merr) vanété Pain de sucre en zone subéquatonale du Bénin

Résumé

Le Systéme intégré de diagnostic ¢t de recommandation {(DRIS) est un moyen de
détection des déséquilibres, déficiences ¢t excés de nutriments dans les plantes.
Il permet leur hiérarchisation selon leur importance. Des études antérieures sur
In 1héorie DRIS stipulent que les normes DRIS peuvent étre utilisées sans
conditions vari¢tale ou géographique. L'approche du systéme intégré de
diagnostic et de recommandation DRIS est utilisée pour étudier le bilan
nutritionnel des plantations d’ananas (Ananas comosus (L.) Merr.) variété "Pain
de sucre" sur sol ferrallitique dans la Commune d’Allada située dans le
Département de 1" Atlantique au Sud du Bénin. Les objectifs poursuivis étaient:
(i) d*évaluer le statut nutritionnel de la culture d’ananas variété " Pain de sucre "
4 Allada ; (ii) de comparer la méthode du systéme intégré de diagnostic et de
recommandation (DRIS) 4 la méthode de la  valeur critigue (CVM) dans le
diagnostic foliaire de 1"ananas "Pain de sucre™; (iii) d*établir les normes DRIS de
cette variété d'ananas  (iv) et enfin d’évaluer les pratiques actuelles de
fertilisation de la culture d’ananas variété "Pain de sucre" dans la Commune
d’Allada. Ainsi, chez les producteurs d’ananas 60 placettes de 16 m2 (4 m x 4
m) chacun ont ét¢ installées dans 60 parcelles d’ananas. Dix feuilles de stade D
ont été échantillonnées dans chacune de ces placettes. Les résultats montrent des
normes du Systéme Intégré de Diagnostic et de Recommandation (DRIS) sur
|*ananas établies & partir de 60 observations de nutriments et de rendements pour
la variété “'Pain de sucre”. DRIS de méme que la CVM sont capables de faire
des diagnostics corrects pour le N, S et Mg sur cetie variété. Cependant DRIS
décéle un exciés de Zn et une déficience en N et Ca alors que la CVM
diagnostique des teneurs satisfaisantes en Zn, K et Ca Par conséquent, la
méthode DRIS accroit la précision dans le diagnostic par rapport 4 la CVM.

Mots clés : Bénin, CVM, DRIS, indice de nutriments, Ananas

Introduction

|'ananas est le deuxiéme fruit tropical, aprés la banane, concerné par le
commerce mondial (Tropical, 1970). Les gros importateurs sont I'Union
Européenne (41%) et I’Amérique du nord (33 %). Les principaux
fournisseurs sont I’Amérique latine et les Caraibes (40 %). L'Afrique
représente 14 % de ce marché avec notamment la Céte d'Ivoire, le
Cameroun, le Kenya, et I'Afrique du sud. L'ananas s’inscrit en téte de
liste parmi les fruits avec 44 % du volume total des ventes, suivi de la
mangue (27 %), 'avocat (12 %) et la papaye (7 %) (INSAE, 2001). La
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contribution du Bénin est estimée 4 1 % de la production mondiale
(Tropagri, 1998), avec la plus grande part provenant du Département de
I’Atlantique. L’ananas du Bénin est réputé pour ses qualites
organoleptiques. La production d’ananas au Bénin s’accroit de 53,56
tonnes a I’hectare en 2000 4 68,31 t.ha-1 en 2007 (INSAE 2007). La
détermination des normes du systéme intégré de diagnostic et de
recommandation (DRIS) de la variété "Pain de sucre” est une base pour
le calibrage des recommandations d’apport de nutriments.

Matériel et méthodes

Choix du site

La commune d’Allada (Figure 1) est I'un des huit (08) communes du
Département de I' Atlantique au Sud-Bénin. Elle est située au nord de ce
département entre 6° 34" et 6°47" latitude Nord, 1°59° et 2°15” longitude
Est & environ 54 km de Cotonou, la capitale économique du Bénin, Elle
couvre environ 381 km?® soit 0, 34% de la superficie totale du Bénin. Le
climat est de type subéquatorial avec quatre (04) saisons dont deux
saisons de pluie (une grande de mars & juin et une petite saison de
septembre 4 novembre) et deux saisons séches (de juillet & septembre
puis de novembre & mars). Les hauteurs moyennes annuelles des pluies
varient entre 1100 et 1400 mm et sont voisines des valeurs optimales
(1200 - 1500 mm/par an) pour la production d’ananas. Les sols sont
essentiellement ferrallitiques sur la grande partie de la zone d’élude. La
commune d’Allada a été retenue pour I'étude puisque la filiere ananas y
embrasse le plus grand nombre de producteurs (Ouinkoun et Laleye,
2004).

Quatre (4) arrondissements ont été choisis sur la base de I'importance de
la production et de la situation géographique en vue d’avoir une grande
variabilité. 11 s’agit de Sékou et Ahouananonzoun & forte production
respectivement en Pain de sucre et Cayenne lisse; d’Allada-Centre dont
la production est moyenne et d” Avakpa & faible production.
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Figure 1. Carte de localisation de la commune d’ Allada avec Jes différentes placettes
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Dispositif expérimental et prélévements foliaires

Le dispositif expérimental est constitué de 60 placettes de 16 m’ (4m x
4m), installées 4 Iaide de cordeau dans les parcelles des paysans. Des
prélévements de fevilles de stade D ont été réalisés a la floraison. Dix
(10) fewilles au stade D ont été prélevées par L)laccttc et respectivement
sur les 5,105, 155, 20f™, 255 30" 355 40°™, 45°™ et le 50"™

plants & partir de la ligne de I'extréme gauche.

Le tiers (1/3) inférieur de chaque feunille D a été échantillonné
(Siebeneichler ef al, 2002), séché a "étuve 4 65°C jusqu’a obtention de
poids sec constant.

Prélévement des échantillons de sols

Des échantillons composites de sol ont été prélevés a 'aide de la tariere
hollandaise dans les 20 premiers centimétres. Cing échantillons
composites de sol ont éé constitués a partir de 10 échantillons mélangés
dans chacun des arrondissements de Sékou, Ahouannonzoun et Avakpa,
Deux échantillons composites ont été constitués & Allada en raison du
plus grand nombre de producteurs d’ananas dans cette commune. Les
caractéristiques de ces échantillons de sols prélevés sous culture de
*"Pain de sucre™ sont présentés dans le tableau . La texture des sols est
limono-sableuse a sablo-limoneuse avec des taux de sable et limon,
variables respectivement entre 78.9 et 84,8 pour le sable et 4,2 et 6,8
pour le limon. La teneur en azote varie de 0, 07 4 0, 08 % avec un pH
acide (6,1) & faiblement acide (6.5) est moyenne & bonne. Le rapport
carbone/azote varie de 10 a 10, 3, Le taux de matiére organique (1,31-
1,43%) est faible. La teneur en potassium (0,03 & 0.14 méqg/100g) est
faible. La teneur en phosphore assimilable selon Bray 1, critique (4
ppm) 4 Sékou et & Ahouannonzoun est bonne dans les autres localités
(10 ppm). Les sols sont pauvres en Ca et Mg échangeables (1.8 a 3
meég/100g). La somme des bases et la CEC sont faibles (3,06 a 5.29
méqg/100g).

Analyses des échantillons de sols et de végétaux au laboratoire

L’'azote a éé déterminé par la méthode KJELDAHL. Le calcium et le
magnésium ont éé dosés par titration a4 I'EDTA, le zinc par
Spectrophotométrie d’Absorption Atomique (AAS) et le soufre par
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precipitation au sulfate de baryum (BaSO,). La lecture du potassium est
faite au photométre 4 flamme et celle du phosphore & la
spectrophotométrie 1100,

Les fruits ont été manuellement récoltés dans chaque placette et leur
poids frais avec couronne a été pris 4 I'aide d’une balance de portée
maximale 10 kg, le jour de la récolte. Le rendement fruit a été ensuite
estimé.

Méthodologie du  systéme intégré de Diagnostic et de
Recommandation (DRIS)

La population de rendement (fruit avec couronne) a été séparée en sous—
populations des rendements élevés (rendement > 65,7 tha™, n = 18) et
rendements faibles (rendements < 65,7 tha™; n = 42),

Les rapports entre les nutriments deux 4 deux et leurs inverses sont
calculés pour chacune des sous-populations, par exemple N/P et P/N,
Pour chaque rapport, la variance dans les deux sous- groupes a été
calculée. Les ratios de variances des deux formes de rapport de
nutriments sont calculés en divisant la variance du ratio de la population
de rendement faible par celle de la population de rendement élevé pour la
meme forme de rapport (Elwali er al, 1985: Amundson, 1987; Payne et
al, 1990). Pour chaque paire de ratio, celui qui donne la plus grande
variance de rapport de variance est retenu pour I"évaluation des normes
DRIS.

Les moyennes et |"écart-type des paramétres de référence du sOuUs-groupe
de rendements élevés sont utilisés dans la formule ci-dessous pour
calibrer le modéle (Hallmark, 1987: Rathfon et Burger, 1991; Bailey ef
al., 1997). '

Xindice = [f(X] A+ f(X/B)+...f(M/X)— fIN/X)-..] o4
f(X/4) =100{(X/ A)/(x/a)-1]/CV
gi (X/A4) > (x/a)+SD
J(X] Ay =10001 - (X/ )/ (x/a)| CV
g; (X/4) < (x/a)-SD

X-"‘ A est le ratio deﬁ concentrations des nutriments X e A  dans
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]"e’:::hantilla:m,J':Jlr H,'{:Fet 5D , sont respectivement la moyenne, le

coefficient de variation, et I'erreur standard du paramétre X -"III A dans la
sous-population de rendement élevé. Les autres ratios de

nm‘.rima:nts‘1'[{1IIII ‘B, M/X X N/ X ...etc. sont calibrés par rapport aux
parameétres, x/ b, mf . nf * . de référence du DRIS correspondant.

Interprétation des indices de nutriments

Selon Kelling ¢t al. (1986), un indice de nutriment entre -15 et 15
indique un bon équilibre nutritionnel, entre -15 et -25 une probable
déficience et inférieur a -25, une déficience du nutriment. Wadt (1996)
propose une méthode d’interprétation qui a I'avantage de déceler méme
les exces de nutriments. Il compare 'indice du nutriment ou de sa valeur
absolue 4 I'indice d'équilibre nutritionnel (NBI). L'indice d’équilibre
nutritionnel est la moyenne de la distance a zéro de tous les indices de
nutriments. Soit pour N indices, on a

NBI, = (| Index A |+ | Index B | + ... + | Index N|[V/N.

Selon cet auteur, pour un nutriment Nut, on pourrait faire les conclusions
suivantes :

1 Déficience = Iy < 0 et |Ine| > NBla
2 Adéquat=|ly,|<NBla
3 Excés =Ly, > 0et|lyg| > NBla

Analyses statistiques

Le test de normalité de Ryan -Joiner des deux populations de rendement
de "Pain de sucre" a été fait avec le logiciel Minitab 14. Les tests de
comparaison de moyenne et de variance des concentrations des différents
nutriments ont été effectués au seuil de 5% avec le logiciel Statistix8.1.
Les teneurs des nutriments ont été comparées aux normes établies par
Dalldorf et Langenegger (1978) et Jones ef al. (1991). Les indices de
nutriments ont éé générés par le logiciel Minitab et mtﬂrprﬂm selon
Kelling et ﬂ.!' (1986) et Wadt {199{5]
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Résultats et discussion

Bilan nutritionnel par la Méthode de Ia Valeur Critigue

Le tableau 2 présente les teneurs en nutriments dans les tiers inférieurs
des feuilles D récoltées dans les plantations d’ananas "Pain de sucre”. La
population de rendement (fruit avec couronne) a €€ séparée en sous —
populations des rendements élevés (rendement > 65,7 t .ha ) et
rendements faibles (rendements < 65.7 1 .ha . Les rendements varient
de 66,7 4 93,7 t .ha " dans 1a sous -population de rendements élevés. s
sont compris entre 30,2 4 65,6 t .ha ' dans celle de rendements faibles.
Les teneurs moyennes en N, K, Ca, Mg, Zn et S ne sont pas
significativement différentes dans les deux sous-populations. Une
différence significative a 5 % a été observée pour le P,

Jones ef al. (1991) ont établi des normes de nutriments en utilisant des
¢chantillons foliaires d’Ananas comosus privées de leur base
chlorophyllienne tandis que Dalldorf et Langenegger (1978) ont utilisé
des feuilles D entiéres dans leur étude. Cependant, selon Py et Tisseau
(1965), quelque soit le type d’échantillon, prélevé au tiers médian de la
partie non chlorophyllienne ou au niveau de la feuille entiére, la feuille
D, la seule facilement repérable est celle qui est la plus représentative
qui rend compte avec fidélité et sensibilité de I'état nutritionnel de Ia
plante. C’est pour cette raison que les feuilles D ont été prélevées pour le
présent diagnostic. Les teneurs en N, K et Zn dans la variété "Pain de
sucren, sont inférieures aux normes proposées par Jones ef al. (1991)
pour les deux sous-populations. Les teneurs en N et K comparées aux
normes de Dalldorf et Langenegger (1978) sont inférieurs aux valeurs
critiques alors que la teneur en Zn est satisfaisante pour les deux sous-
populations. Il ressort des normes établies par ces auteurs que les feuilles
présentent des teneurs faibles en N et K. Par contre, les niveaux de Ca et
Mg sont satisfaisants dans les deux sous-populations de rendement. La
teneur en P est élevée dans les deux sous-populations, donc P est en
ExCES.
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Tableau 1. Moyenne, coefficient de variation (CV) et variance { VAR des nutriments des feuilles [
d'ananas "Pain de sucre® dans bes deux sous- populations de rendement {faible et Seve) et les valeurs
eritiques de outriments

Som papiulutan de Saui popalaiion de Mrmes [armey
rendrmsats fibles ju=d remdementi Henks &= 18 Ratis don seina
= a2 =18 '
VAR Bdord
wr Mran ] (=] VAL Mes SO ov ik Jmmeidl D L
(19 o, (197K}
11 21 149 HE 3 L 1.3 Tei 1,07 4
Putriments §g |
] &7 a2 v ] an 50 nz ELT (11 0 1517 15alr
r (A 1] RS an . i a6 3 024 < | |
K LY 5 M 0z ey {ifh 511 (8 0,31 -3 A1-30
] LY @2 A oo B 0l I59 % =2 ] -k Bk
Mg 14 | - i ih oF 115 &4 002 c3 i3
8 06 g0 M i T i 10 0 0,62
Mutriments mg kg'|
In 0L N3 A 1E30 (e | = | 45,7 1.2 10, =10 @
** significatif a 5%

Bilan nutritionnel de la culture d’ananas par le Systéme Intégré de
Diagnostic et de Recommandation (DRIS)

Sélection des normes DRIS

La moyenne, le coefficient de variation, la variance des ratios de tous les
nutriments des sous-populations de rendements faibles (S'f) et élevés
(S%¢) sont présentés par le tableau 2 . Presque tous les ratios de
nutriments sélectionnés comme normes DRIS ne présentent aucune
différence significative entre les moyennes dans les deux sous-
populations de rendements, Seulement 4 sur 21 (N/P, N/K Ca/P, Ca/K)
des normes DRIS présentent de différence significative entre les
moyennes dans les deux sous-groupes de rendements.

Au total., 13 sur 21 ratios sélectionnés comme normes DRIS ont une
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variance de ratio supérieure & 2. Onze (11) sur vingt un (21) ratios
sélectionnés comme normes DRIS incluant le Ca/N, N/S, N/Zn, P/S,
PlZn, Ca/K, K/Zn, Ca/S, Ca/Zn, MgS, et Mg/Zn présentent des
coefficients de variation faibles par rapport 4 celui de leur forme
analogue. La plupart des variances sont significativement différentes
dans les deux sous-populations.

La sélection des formes de ratios utilisés pour les normes DRIS (c-a-d
N/P ou P/N) a été effectuée en considérant le rapport de variance S*f/S°
de la population de rendements faibles 4 la population de rendements
¢levés pour les deux formes de ratios (Hartz et al., 1998). Plus grand est
le rapport de variance entre les sous-populations de rendements faibles et
€levés, plus importants sont les nutriments dans ce rapport pour obtenir
un rendement élevé (Payne ef al., 1990). Cependant, Beaufils (1973)
suggére que toules les formes de ratios qui révélent une différence
significative de ratio de variance entre les deux sous-populations peuvent
€tre utilisées comme des normes DRIS. D’autres recherches ont
préconisé par contre le ratio de nutriment qui maximise la variance entre
les deux sous-populations (Payne ei al, 1990). Lobjectif de cette
sclection de ratio est d’avoir une plus grande précision (Caldwell er al..
1994),

Tablcau 2. Moyenne (Moy.), coefficient de variation (CV), variance {VAR) des pairs de
ratio de nutriments des sous - populations des rendements (faibles et élevés) de la variété
“"Pain de sucre™, ratio de variance et forme de ratio choisic. ET (Ecart type)

Saus papuleton de Souss population de rendements dlevis
remcdemenss fulbikes [n=d2] [n=1%]
Moy ET C¥ WA Moy BT Cv VAR
N & i B T7 i7 I4 51y a1 ok 1 X
P o3 42 s83 oo 0s iz 474 s 0,006
el i 47 T4 o3 08 i 44,5 g 0,82 X
KN 13 BT W3 05 L@ L 443 L% 023
M 0 T S . 11 | 7 B2 30.4 07 K]
TN 4 44 MY 63 ] 0% g 1.& o X
MM b a7 ize DS .7 0o e 1.7 0aT x
ha™ L) B2 W7 06 a7 el 4 a7 0,04
M mn3 e 134, TEa ] 33 27 9 20,54 X
5N o, R R - I ¥ a0 a0l Gl i 0%
T T H 53E3 676 I8 S5h4 Is40 44T S9N Ak T3 x
ZniN 0.0 il i, oo L] a0 51,4 ] 0.0
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Tableau 2 (suite) . Moyenne (Moy.), coefficient de variation {(CV), variance (VAR) des
pairs de ratio de nutriments des sous - populations des rendements (faibles et élevés) de la
variété *'Pain de sucre™, ratio de variance et forme de ratio choisie. ET (Ecan type)

Sous popubition d2 Enue populaiion de rendemenis dlevia
rendements Fribles [n=42] [v=18]
% 8 ET CV WA Moy, ET oV VAR
PR 03 g2 &5 @l 03 0. 244 3 0,20
KP 5.5 ZE 14 78 ia 28 56,7 50 1.59 X
PiCa 02 0,1 536 00 0,3 i 493 03 0.0
Ca'P 62 39 E1LE 14, 43 2.3 9.0 43 147 X
PiMg 08 65 817 ol 0,7 D4 493 0.7 0,18
MgP 24 14 568 19 '1 7 10 5.4 1.7 108 X
2 74 195 41, 114, 3@ oA 10,1 i9 2838 X
5P o1 62 236 00 0,0 “ol 231, 00 0,54
PiZn 073 1316 635 1T 1504 a4 457 2504 69,21 X
Zn'P 0,0 0.0 157, 00 0.0 0.0 72,3 00 0,04
KiCa 1.0 o6 5401 03 13 0.7 $3.2 13 024
Cok 1.5 .2 81 15 0.9 04 386 0.9 158
K 2.6 13 497 15 3l 1.4 44 6 31 0.51
Mg a5 0.4 GE1 6.l o4 .2 49 Lt 034
ks 248 297 110, BBS 143 8.4 49.0 14.3 61,91 X
K a.i LR BE 00 0.l a,0 45,2 0.1 0,06
KiZn 4875 6409 649 410 11017 6265 569 11002 37297 X
IalK 0.0 0o 121, 00 ae 0,0 642 0,0 0,00
CalMg 7 08 29 06 18 09 13,1 26 0.23 X
MgCa 0.4 01 257 00 0.4 .0 33 04 0,03
Cas 16,4 30,7 16, w47 157 38 43 15,7 59,838 X
SiCa 0,0 00 224, 00 a0 0.0 2347 0,0 0,10
Ca'Zn 10213 sied4 5046 266 B934 M50 TS 8934 298 46 X
ZniCa 0,0 00 882 0D o 0.0 48,6 0,0 0,00
MzS B4 68 RO 45, 1.0 0,9 18,8 50 9,17 X
Sindg 0,0 0.1 28, a0 0.0 o, 233 0.0 g,19
Ma'Fn 4100 48,1 6803 613 3419 404 383 3619 170,03 X
oM 0,0 0o B4E 00 0,0 0k & o 2,040
S/Zn 1.8 258 3, e ikl M1 23 12,1 55,01 X
/s a,0 0.9 1B, 00 00 0.0 12.0 o0 a1
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La discrimination entre plants ayant un bon statut nutritionnel et plants
nutritionnellement déséquilibrés est maximisé quand la variance de ratios
de nutriments entre les deux sous- populations est maximisée (Walworth
et al., 1986). Trés peu de normes présentent de différence significative
entre les deux sous-populations. L.a méme observation a été faite par
Dagbenonbakin (2005) qui a trouvé en premiére et en deuxiéme année de
culture du mais respectivement 2 et 5 sur respectivement 21 et 28 normes
DRIS dont les moyennes présentent une différence significative entre les
deux sous-populations. Les moyennes des ratios sont parfois similaires
dans les deux sous-populations (Beaufils et Sumner 1977). Une grande
variabilité des ratios de nutriments entre les sous-populations traduit une
différence de I'équilibre nutritionnel entre elles. Ceci justifie dans une
certaine mesure la fiabilité des normes DRIS développées dans cette
ctude. En effet, les normes DRIS ayant un faible coefficient de variation
et une valeur élevée de ratio de variance impliquent que I'équilibre entre
les nutriments est important pour Iobtention de rendement élevé (Bailey
et al, 1997). De plus, les formes qui maximisent le ratio de variance
entre les deux sous-populations de rendements et dont les coefficients de
variation sont faibles indiquent gu'une petite variation autour de ces
ratios engendrait des rendements élevés.

Indices de nutriments et statut nutritionnel

EN WP OK OCa EMg BS BZn

T
40,0 4 :
<1, 18 J ........

NN

AR v
| 2“1'] a0 e G S B A N M e s

Figure 2. Indices DRIS pour “*Pain de sucre ** dans la commune d’Allada
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La figure 2 présente les indices de nutriments de 'ananas variété "Pain
de sucre”, Ces indices DRIS ont été générés a partir des normes DRIS.
Plus la valeur de I'indice d’un nutriment est négative, plus limitant est
I’élément, L équilibre d'un €élément nutritif avec les autres éléments est
meilleur lorsque la valeur de I'indice du nutriment tend vers zéro. Le Mg
est le seul élément apparemment en équilibre avec les autres éléments.
Selon Kelling er al. (1986), les indices de N et de Ca situés entre -15 et -
25, indiquent une probable déficience des plants en ces éléments. Par
contre les indices de P, §, Mg et K peuvent étre rangés entre -15 et +135,
ce qui indique un bon équilibre de ces éléments nutritifs. Ces résultats
sont conformes A Pinterprétation des indices de nutriments selon Wadt
(1996). Mais pour le Zn, I'analyse selon Wadt (1996) révéle un excés de
I’élément, ce que 'interprétation de Kelling (1986) ne peut permettire
d’appréhender.

En résumé, les concentrations en P, K, 8§, Mg sont satisfaisantes
selon DRIS. Par contre le calcium et I'azote sont déficients et le zinc est
en exces.

La déficience en N et le bon équilibre nutritionnel de S et Mg
établis par DRIS sont conformes aux résultats obtenus par la CVM.
Cependant, alors que le Ca est déficient et le P adéquat selon DRIS, une
bonne teneur en Ca et un exces en P ont été observées par la CVM. La
quantité de calcium qu’apporte indirectement I'hormonage au carbure de
caleium dilué 4 froid serait insuffisante pour satisfaire les besoins de la
plante. Ceci est pareil pour le K qui présente un bon équilibre, le Zn étant
en exceés selon DRIS mais tous deux déficients selon la CVM.

Toutes ces différences observées seraient dues au fait que la
CVM ne tient pas compte de I"équilibre entre les éléments nutritifs mais
tient compte seulement des nutriments isolements. Or la valeur critique
d’'un nutriment peut varier avec ["dge de la plante et avec les
concentrations des autres nutriments {Tyner, 1946; Bailey er al., 1997).

Si 'on devrait s’en tenir & ce que plus la valeur de I"indice d’un
nutriment est négative, plus limitant est I'élément, on serait tenté de
déceler une déficience ou du moins une déficience latente pour le Mg et
le K. En effet, aucune quantité de Mg n’est apportée aux plantes par les
engrais, la teneur satisfaisante diagnostiquée par DRIS et la CVM ne
serait en réalité qu'une compensation des déficits de charges positives
créée dans la plante par une déficience en K. Le méme phénoméne a été
observé par Bailey er al (1997) qui constate une accumulation du
calcium et du magnésium dans les tissus des herbes d’une prairie dans les
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conditions de déficience en potassium,

Par ailleurs, K est étroitement li¢ 4 N, les deux éléments étant
importants pour la production de fruits. [l semblerait que si N est faible,
K Pest ¢galement (Tran er al, 1979). En accélérant la croissance de
I"ananas, N augmente les besoins en K et en Mg principalement (Py et
Tisseau, 1965). 11 est donc clair que la déficience en azote pourrait
influencer I"absorption du potassium et du magnésium. Il apparait alors
cu egard a tout ce qui précéde qu’il existerait une déficience latente pour
le potassium et le magnésium.

La déficience en N pourrait s’expliquer non seulement par les
apports faibles d'urée, mais aussi par le fait que la plupart des
producteurs, surtout les petits producteurs qui sont d’ailleurs
majoritaires, sément le mais entre les interlignes ou sur les chemins des
champs d’ananas. Or, les besoins du mais en azote sont trés élevés : ce
qui pourrait limiter la disponibilité de cet élément a la culture principale
les 3 ou 4 mois de cycle du mars.

Le phosphore dans la feuille est plutdt directement conditionné
par la teneur en N dans la feuille. L'excés de P dans la feuille a comme
effet compensatoire la déficience en N. Observant ce phénoméne, dans le
diagnostic foliaire de I'anacardier, Tran e al. (1979) affirment que P est
un indicateur de la carence de N. L'excés de N dans la plante pourrait
etre aussi imputable a la faible mobilité du P dans le sol qui se lixivie
lentement offrant toujours une disponibilité permanente quoique faible a
la plante de puiser I'élément.

Six (6) sur les 13 ratios sélectionnés qui ont une variance de ratio
supérieure @ 2 contiennent le Zn. Dagbenonbakin (2005) suggére
I'importance possible d’utiliser les normes DRIS des micronutriments
qui maximisent le ratio de variance entre les sous-groupes des
rendements faibles et élevés, car les besoins en micro-éléments ne sont
pas facilement déterminés par les analyses de sol. Les normes contenant
le Zn sont encore plus importantes car cet élément fait souvent défaut
dans de nombreux sols (Py et Tisseau, 1965). Elles peuvent donc étre
utilisées dans le calibrage du taux de Zn dans les formules d’engrais 4
appliquer,

L'indice positif du Zn obtenu dans les conditions d’excés du phosphore
est contraire aux observations de Navvabzdeh er al. (1993) ; en effet ces
auteurs, en développant les normes DRIS de la pomme de terre sur sol
calcaire en Iran, ont trouvé que la déficience en Zn est liée a des apports
€levés de phosphore & la plante. Les fortes teneurs de cet élément dans la
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lante étaient associées aux teneurs faibles du Zn. La méme remarque a
été faite par Malakouti (1992) sur le mais qui associat la déficience du Zn
en présence d’excés du phosphore a une forte saturation du sol en base,
une teneur élevée en phosphore et a un pH élevé. Ce dernier élément
parait important pour justifier I"équilibre du Zn révélé par DRIS. En
effet, Py et Tisseau (1965) trouvent que le contréle du pH est le moyen le
plus efficace pour éviter la dégradation des sols et assurer la nutrition
optimale de la plante en oligo-éléments. Les pH obtenus sous "Pain de
sucre” dans ces travaux se trouvent favorables a la culture de 'ananas
selon Py et Tisseau (1965) et Dalldorf et Langenegger (1978); donc
contribueraient 4 une bonne nutrition en oligo-éléments dont le Zn.De
tout ce qui précéde, le diagnostic établi sur "Pain de sucre” par DRIS a
révélé que les teneurs, en P et en S sont adéquates tandis que le Zn est en
exces. Par contre, les plants sont déficients en Ca et en N et on pourrait
parler de déficience latente pour le K et le Mg.

Comparaison des normes DRIS caleulées avec les normes DRIS de
Angeles ef al. (1990)

Les tests de conformité des normes DRIS retenues réalisés avec les trois
normes DRIS (P/N, K/N, K/P) de Angeles ef al. (1990) (tableau IV) au
seuil de 5%, montrent que les normes sont différentes de celles obtenues
dans la présente étude. Ces résultats sont contraires aux théories de DRIS
qui indiquent gue les variabilités de I'dge du tissu, a la position des
feuilles et aux cultivars et qui faussent la précision des diagnostics
peuvent étre minimisées par "utilisation du DRIS {Beaufils et sumner,
1977: Sumner 1979; Sumner et Beaufils, 1975; Hallmark ef al. 1985).
Dagbenonbakin (2005) développant des normes DRIS pour le mais dans
"Ouémé Supérienr (République du Bénin) trouve des différences
significatives entre la plupart de ces normes et celles établies
antérieurement (Sumner 1977b, Elwali ef al. 1985). Cet auteur a explique
ce fait par les différences de conditions pédologique, climatique,
variétale et la position de la feuille prélevée. Pourtant, Angeles et al
(1990) établissant des normes DRIS de N, P et K trouvent que les normes
établies ne dépendent pas de la saison d’échantillonnage foliaire, la date
de plantation, la portion de la feuille utilisée, la variété, le lieu de
préléevement, la position de la feuille échantillonnée sur la plante, ni du
stade phénologique de la plante. Ces différences pourraient s’expliquer
par la taille relativement faible de la population utilisée dans cette étude
comparée a celle étudiée par Angeles ef al. (1990), c’est-a-dire 60 versus
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1185 échantillons.

Elwali et Gascho (1983; 1984) ayant utilisé une petite base de données
(90 échantillons dans chacune des sous-populations de rendement)
conclut que le calibrage local des normes DRIS est important pour
accroitre la fiabilité du diagnostic par DRIS.

Cette étude diagnostique de nutriments utilisant DRIS et la CVM révéle
que Papproche DRIS basée sur I'équilibre des nutriments est la plus
précise et efficiente. Dans ce contexte, les teneurs en P, Mg et S sont
satisfaisantes. Le diagnostic de N, K, et Zn varie suivant les méthodes.
Un apport supplémentaire de N, de Ca, de K et de Mg pourrait étre
envisages pour une meilleure production.

Tableau 3.

Hatlos chalsis

N/P
N/K

Ca/N
N/Ma
N/S
N/Zn
K/P
CalP
Ma/P
PIS
PiZn
CalK
K/Ma
KIS
K/Zn
CaMa
CalS
CalZn
Ma/S

Ma/Zn
SiZn
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Normes DRIS de "Pain de sucre" et comparaison avec les
normes de Angeles ef al. {1990)

MNarmes "Pain de Ratios de MNormaes de nutdments
sucre" nutriments selon Angeles ef al {1930)

2.7 P/N 0.18
KN 2,3
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Abstract

The epidemiology of infectious bursal disease associated to the colisepticaemia
at chickens of flesh “Broiler-6" has been studied on a strip of 23350 chicks in
the Luch poultry farm (suburb of Moscow, Russia) at the time of an infectious
bursal disease epizooty, The diagnosis was made mainly based on
epidemiclogical data, clinical signs, autopsy results, detection and measurement
of antiviral antibodies and on isolation and identification of the bacterium
Escherichia coli in the pathological materials of chickens died or sacrificed for
colisepticaemia. Results showed that 41.8 % of autopsied chicks had lesions
characteristic of infectious bursal disease only whereas 582 % showed lesions
of both diseases. Infectious bursal disease raged in its most severe form of
chicks already 4 days old and has fostered the development of colisepticaemia,
An average of 34 colonies of E. coli were isolated of the heart, 28 colonies of
the spleen, 17 colonies of the liver, 8 colonies of the bony marrow, 9 colonies of
the vitellin and 11 colonies of the yolk of the egg shell. This demonstrated the
systemic nature of the colisepticaemia. The serological typology of these enteric
brief revealed the presence of three highly pathogenic serotypes of E. coli: 02,
078 and 0111 with respective prevalence rates of 57.0 %, 35 % and & %. The
combination of the two diseases caused more death therefore economic loss in
the poultry husbandry. The optimum age for vaccination of chickens against
nfectious bursal disease determined by the level of maternal antibodies was 14-
16 days with the vaccine virus « Winterfield® 2512». In conclusion prophylactic
measures often deserve to be better redefined because of potential interactions
between some bacterial and viral diseases.

Key words: Gumboro disease, Escherichia coli, broiler, colisepticaemia,
Moscow.

70




E. Y. Atakpa, M. 5. Hounzangbe-Adote, B. P, Bessarabov

Résumé

L*épidémiologie de la bursite infecticuse associée 4 la colisepticémie chez les
poulets de chair «Broiler-6x» a ét¢ étudiée sur une bande de 23350 poussins 4 la
ferme avicole Luch (banlieue de Moscou, Russie) lors d'une épizootie de bursite
infectieuse. Le diagnostic a été posé sur la base des données épidémiologiques,
des signes cliniques, des résultats d’autopsie, du dosage des anticorps antiviraux
et par I'isolement et 'identification de Escherichia coli dans les matériels
pathologiques des poulets morts ou sacrifiés. Les résultats ont montre que 41,8
% des poussins autopsiés ont présenté les lésions caractéristiques de la bursite
infectieuse seule alors que 58,2 % d’entre eux ont présenté les Icsions des deux
maladies & la fois. La bursite infectieuse a sévi sous sa forme la plus sévére déja
chez des poussins fdgés de 4 jours et a favorisé le deéveloppement de la
colisepticémie. En moyenne 34 colonies de £ .coli ont ¢t¢ isolées du coeur, 28
colonies de la rate, 17 colonies du foie, 8 colonies de la moelle osseuse, 9
colonies du vitellus et 11 colonies de la coguille d’ceuf. Ce qui 2 démontré le
caractére systémique de la colisepticémie. Le typage sérologique succinct de ces
entéropathogénes a révélé la présence de trois sérotypes hautement pathogénes
de E. coli : 02, 078 et 0111 avec des taux de prévalence respectifs de 57,0 %,
15 % et 8 %. L.’association des deux pathologies a causé plus de mortalité donc
de perte économique en aviculture. L’dge optimal de vaccination des poussins
contre la bursite infectieuse déterminé en fonction du niveau des anticorps
maternels était de 14-16 jours avec le virus vacein «Winterfield® 2512». En
conclusion, les mesures prophylactiques méritent souvent d’étre mieux
redéfinies en raison des interactions potentielles entre certaines maladies virales
et bactériennes.

Mots clés: Maladie de Gumboro, Escherichia coli, poulet de chair,
colisepticémie, Moscou.

Introduction

La bursite infecticuse (maladie de Gumboro) est une maladie trés
contagieuse des gallinacés et surtout des poulets, due a un virus de la
famille des Birnaviridae qui se localise et se réplique dans la bourse de
Fabricius (Becht. 1977 ; Vindevogel, 1992). Ce virus détruit le tissu
lymphoide de la glande réduisant ainsi la synthése par cette derniére des
immunoglobulines A(IgA) qui protégent la volaille contre divers agents
pathogénes viraux et bactériens (Rosenberger, 1981; Montiel, 2000,
Kariyawasam ef al., 2002). '
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La bursite infecticuse n’est pas une maladie spécifique a certaines
régions du monde ou & des types d'élevage puisqu’on la retrouve sur tous
les continents aussi bien dans les élevages traditionnels que modernes
(Hastenreiter, 1977 ; Cardinale et al., 1998). Selon Dossa ef af. (2005), la
prévalence de la maladie de Gumboro dans les élevages traditionnels au
Benin est de 84,72 % contre 47 % au Niger (Courtecuisse er al., 1990).
Elle est de 26 % chez les poulets de chair et de 7 % chez les poulettes en
élevage semi-industriel au Sénégal (Cardinale er al., 1998)

L immunodéficience due a I"attaque des lymphocytes B de la bourse de
Fabricius par le virus de la bursite infectieuse crée le risque dapparition
dans ['élevage d'infections secondaires telles que la salmonellose, la
coccidiose et surtout la colisepticémie (Wyeth 1975; Igbokwe et Salako,
1996; Cardinale et al_, 1998).

La colisepticémie est considérée comme I'une des principales causes de
pertes économiques dans I'industrie avicole mondiale (Zanella er al.,
2000). Elle est causée par les sérotypes pathogénes de la bactérie
Escherichia coli, un agent de surinfection par excellence (Dho-Moulin et
Fairbrother, 1999 ; Stordeur et Mainil, 2002; Giovanardi er al., 2005;
Guérin et Boissieu, 2008). Elle est caractérisée par une morbidité, une
mortalité (subite) variables et des lésions non exsudatives telles que la
péricardite, la périhépatite, |"aérosaculite, la pneumonie I"infection du sac
vitellin, ostéomyélite (Guérin et Boissieu, 2008). Les risques
d*apparition de cette infection secondaire augmentent potentiellement
avec la bursite infectieuse (lbrahimov, 1983). Certains auteurs ont
montré que la monoinfection de £ coli a engendré une mortalité de 40%
chez les poussins de 7 jours alors que I'association bursite infectieuse.-
colisepticémie a engendré une mortalité de 90 % dans les conditions
expérimentales (Nakamura et al., 1990 ; Lagoutkine, 1995)

Cependant les caractéristiques épidémiologiques de cette association
bursite infectieuse-colisepticémie ne sont pas encore assez COnNNUEs

(Bessarabov, 1998).

L objectif de I’étude a été d’analyser les particularités épidémiologiques
de la bursite infectieuse associée 4 la colisepticémie et de déterminer
I"ge optimal de vaccination des poulets de chair, comme point de départ
d'une prophylaxie des deux pathologies mises en cause.
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Matériel et méthodes

Milieu d’étude

Cette étude a ¢té réalisée 4 la ferme «Luch» de poulet de chair de
Voskresensk, située a 45 km au Sud Est de Moscou (55°65° latitude Nord
et 37°75" longitude Est). C'est une ferme avicole d’une capacité de
160.000 poulets. Le climat de type continental de la zone est dii a la
latitude et surtout & I"éloignement de I'océan et a la disposition du relief,
[."hiver est trés rigoureux et long (de novembre & mars), 1"été est chaud et
de courte durée (juin a aoiit). Les saisons intermédiaires (printemps et
automne) sont réduites. Les moyennes annuelles des températures
minimales et maximales sont respectivement de -15°C et + 25°C.

Les précipitations sont réparties sur toute I'année. La pluviométrie
mensuelle moyenne est de 62 mm avec un maximum en mars (88 mm) et
un minimum en juillet (36 mm) (Wikipédia, 2010). Les travaux de
laboratoire ont été réalisés dans le laboratoire du département
d’aviculture et de pathologies aviaires de |’Académie de Médecine
Vétérinaire et de Biotechnologie, et au laboratoire vétérinaire de
bactériologie de Moscou.

r

Matériel animal

L'étude prospective a porté sur une bande de 23350 poussins du cross
«Broiler-6» issu du croisement de quatre lignées de base. Les hybrides
obtenus ont un poids corporel vif de 1,7 4 1,6 kg en 7 semaines avec un
indice de consommation de 2,63 kg, Le cross est autosexable, et les poussins
sont de couleur blanche (Ficinine et Tardatiane, 1983).

Suivi sanitaire

Dans la ferme d'élevage Luch les mesures de prophylaxies sanitaire et
médicale ont été utilisées. La prophylaxie sanitaire était basée sur la
désinfection des locaux, des matériels d’élevage, le vide sanitaire aprés
chaque bande, la dératisation, la désinsectisation, I'installation de
pédiluves 4 I'entrée de la ferme et dans chaque poulailler, et le contrdle
de la qualité des aliments pour volaille. La prophylaxie médicale
consistait en la vaccination des pnussins contre la bursite :nfe:tleq,se et la
maladie de Marek 4 1’age de 1 jour sans tenir tompte du niveau
d’anticorps maternels avec une tevaccination contre Gumboro & 30 jours

73



Caractéristiques épidémiologiques de |"association bursite infectieuse - colisepticémie chez les
poulets de chair ahroiler -Gy

d’dge. La vaccination contre la maladie de Newcastle se faisait entre |5-
20 jours avec le vaccin Lassota puis une revaccination 4 45-50 jours

d*dge. Des traitements anticoccidiens, antibactériens et antiparasitaires
internes étaient organisés.

Méthodes de diagnostic de la bursite infectieuse

Le diagnostic de la bursite infecticuse a éé posé par une approche
holistique incluant des données épidémiologiques, des signes cliniques,
des lésions caractéristiques dans la bourse de Fabricius sur les oiseaux
morts dans une bande de 23350 poulets de chair lors d’une épizootie de
bursite infectieuse. L'indice de la bourse (IB) de Fabricius qui traduit
'eétat du développement physiologique de la bourse des poulets a été
utilisé pour diagnostiquer la bursite infecticuse. L'IB a été déterminé aux
ages de 3, 15, 25 et 30 j sur un échantillon de 10 poulets par tranche
d*dge choisis au hasard parmi ceux présentant des lésions caractéristiques
dans leur bourse, soit un total de 40 poussins de chair. L’1B est calculé
par la formule mathématique de Glick (1956) et s’interpréte en fonction
de I"dge, sa valeur étant comprise entre 0 et 1.

_ Poids de la bourse (mg)
Poids du poulet (g)
poids relatif de la bourse de Fabricius)

IB

=1000, on (IB est le

Méthodes de diagnostic de la colisepticémie

Le diagnostic de la colisepticémie 4 été posé sur la méme bande de
poulets par des examens cliniques, des autopsies et analyses
bactériologiques complétes réalisées en ftrois elapes (autopsies et
prélévement d’organes lésionnels, isolement et identification des
sérotypes de E. coli et différentiation des souches de E. coli des autres
Entérobactéries) selon Kassouk et Papov (1991). L'isolement des
colonies de £ coli a éé effectué a partir de prélévements faits sur le
cceur, le foie, la rate et la moelle osseuse de 8 cadavres de poulets
présentant des lésions caractéristiques de la colisepticémie, de 8 coquilles
d'ccuf et B vitellus d’embryons issus de I'écloserie. Les sérums
polyvalents des groupes 1, 2, 3 .4 et monovalents O correspondants de E
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coli dans la réaction d’agglutination sur lame ont été utilisés pour
I'identification des sérotypes de E. coli. Les Enterotests 1 et 2 ont été
utilisés pour différencier les colonies’ de £E. coli des autres

Entérobactéries.

La pathogénicité des colonies de E. coli isolées est testée sur trois souris
blanches de laboratoire d'un poids corporel de 18 g chacune. A chaque
souris fut inoculé 0.3 em’ d’une suspension de cultures microbiennes

dans le péritoine,

Détermination de [dge optimal de wvaccination contre [a bursite
infectieuse.

LLa détermination de I'dge de la vaccination contre la bursite infectieuse
a reposé sur I'étude de la dynamique des anticorps maternels qui a
consisté a déterminer la baisse de ces anticorps dans la période post
natale chez les poussins. Cette dynamique des anticorps maternels a été
étudiée & partir du sang prélevé de la veine alaire de 30 poussins aux dges
de 5, 11 et 16 j. Ces poussins ont éé¢ réceptionnés directement de
I'incubateur &4 I'dge d’un jour et maintenus dans les conditions de
laboratoire jusqu’aux dges de prélevement susmentionnés. Aprés la
coagulation 4 la température ambiante, le sérum sanguin extrait a éé
conserve a la température de — 20 °C, et par la suite, analys¢ 4 I"aide de
la technique ELISA (Kit Biotek -Hollandais) a la dilution de 1/300.
L’dge @& la premiére vaccination correspond a 'dge ol la concentration
des anticorps maternels est < 1: 1000, suivant les instructions du
fabricant du Kit.

Analyses statistiques

Le poids vif des poulets, le poids des bourses de Fabricius, I'indice de la
bourse de Fabricius et les taux de mortalités ont été soumis 4 'analyse
descriptive 4 I’aide du logiciel SAS (1990). Le nombre de colonies de E.
coli déterminé dans les matériels pathologiques a subi I'analyse de la
variance & un critére de classification (organe de localisation). La
structuration des moyennes a été effectuée avec le test de Newman et
Keuls (SAS, 1990). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne

+ écart-type.
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Résultats
Situation épidémiologique de la ferme
Signes cliniques et lésions observés

Les signes cliniques observés chez les poussins malades, lors de
I"épizootie de la bursite infecticuse sur une bande de 23350 poussins ont
été 'apathie, "anorexie, la réaction lente aux existants extérieurs, la soif
vive, la diarrhée et les troubles nerveux. Les poussins malades avaient
une matiere fécale liquide et de couleur jaune, un signe
pathognomonique de la bursite infectieuse. lls présentaient un état
Negmatique, dépressif et une prostration profonde jusqu’a ce que la mort
s'en suive avec des plumes ébouriffées et sales.

L'autopsie de 141 poussins morts ou sacrifiés a révélé une diathése
hémorragique des organes internes, de la peau et un dépdt de fibrines sur
les membranes séreuses du cceur et du foie. Les muqueuses de I'intestin
gréle et du gros intestin étaient hypérémiées. Chez 50 poussins de 4 jours
d’age, il a é1¢ remarqué des pétéchies dans le rectum et dans la bourse de
Fabricius. Les reins étaient mdémateux, de couleur cendre et les tubes
urinaires remplis d'urates. La rate a éé légérement hypertrophiée. La
bourse de Fabricius était hypertrophiée, cedémateuse et hémorragique
avee dépdt de fibrine et de sang dans sa cavite. Par contre, ["atrophie de
la bourse a été notée chez des poussins dgés de 25 4 30 jours.

Distribution de mortalité, des poids vif corporel et de la bourse de
Fabricius.

La tendance des mortalités suite aux infections mixtes (figure 1) a montré
que les mortalités étaient élevées du 3°™ au 6°™ jour. La courbe de
mortalité obtenue a montré que la maladie a duré 3-4 jours, (¢ est-d-dire
du 3™ qu 6™ jour d'dge des poussing), avee un pic de mortalité au 6™
Jour de vie des poussins suivi d’une baisse brutale de la mortalité.
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Figure 1. Evolution de la mortalité des poussins due 4 la bursite
infectieuse

La figure 2 illustre la dynamique de-développement de la bourse de
Fabricius. De fagon globale, le poids moyen des poulets (D1) et celui de
la glande (D2) ont connu un accroissement. Par contre, I'indice de la
bourse de Fabricius (D3) a chuté au 15 jour et au 30°™ jour, avec un
pic au 25 jour,
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Figure 2. Evolution des poids moyens des poulets ( D1), de la bourse de
Fabricius (D2) et de I'indice de la bourse de Fabricius (D3) en fonction
de I"dge des poulets lofs de la bursite infecticuse.

La détection des anticorps conire le virus de la bursite infectieuse avec la
réaction ELISA a confirmé la circulation du virus de la bursite
infectieuse dans la ferme Luch.

Distribution de la bursite infectieuse et de la colisepticémie

Pendant les 10 premiers jours, il y avait plus de poussins morts
presentant & la fois les Iésions de 'association colisepticémie et de la
bursite infectieuse que de poussins ne présentant que les Iésions de la
bursite infecticuse parmi ceux autopsiés (82 vs 59, p = 0,05) (tableau 1).
Ce qui a confirmé le caractére associatif de la bursite infecticuse et de la
colisepticémie. La bursite infectieuse est apparue comme |'infection
principale et la colisepticémie, I'infection secondaire et opportuniste,
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Tableau 1. Résultats d*autopsie des poulets morts au cours de |’ épizootie
de la bursite infectieuse et de la colisepticémie

Ape des Mombre de Cadavres avec 1ésions caraciéristigues pour |
pouUssins cadavres — : - - : -

disséqués Bursite infecticuse Colisepticémie + bursite

{Jours) infecticuse

Nombre e Mombre Yo

s 51 18 353 i3 64,7
15 30 9 ) 30,0 21 70,0
25 30 20 . 66,6 1 333
k1] 30 12 40,0 18 60,0
Total 41 50 41,8 g2 582

Isolement et identification de E. coli

Le tableau 2 a présenté la localisation des 107 colonies de la bactérie E.
coli dans les organes des poulets. Il a révélé la présence de E. coli dans
hes organes internes et la moelle osseuse dans toutes les tranches d'dge de
| & 35 jours, dans les embryons (cceur et vitellus) et a la surface des
coquilles d’ceufs incubés,

Tableau 2, Nombre et localisation des colonies de E .coli dans les divers
organes en fonction de I'ige des poulets.

Matérisls Mombre de calonies Age des poussing (jours)

pathologiques 0 | 12 T 2 7
iCeeur Wzl + + . + +
Raie TE+3" + - + ¥ -
Foae I 71" + + . + ¥
Moelle ossense Bl* - + . * *
Embryans G4] +
Coguille &' eafl 1) +

a, b, ¢ ; Les valeurs moyennes suivies de lettres différentes sur la
méme colonne sont significativement différentes au seuil de 5 % ;
+ Isolement de E _coli ; - Pas d’isolement de E. coli
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La plus grande concentration de E. coli a été observée dans le cceur,
suivie de la rate et du foie. Le nombre de E. coli dans la moelle osseuse
etait semblable dans la coquille des ceufs incubés et le vitellus et cela
dans toutes les tranches d’dge de 1 4 35 jours.

Propriétés biochimigues des colonies isolécs

La plupart des colonies isolées, de par leurs propriétés biochimiques dans
23 réactions (tableau 3), ont été identifiées comme des représentants
typiques de E. coli. Elles ont fermenté le glucose, le lactose, la mannite et
méme le saccharose pour certaing et étaient des bacilles Gram négatif,

Tableau 3. Description des propriétés biochimiques des colonies de E.
coli isolées suite au micro-test

ENTER (uear| Type de répction
Smam Wom | B8 | MAN | LI | © QEN | SCL | LEE | OWF | VPT | INO | LIF | FEN
L) i i a i ] ¥ T ¥ ) I il 1
E mali . Q 1 i i - 4 i
ENTER (Onen2 Tape die reiciing
Strmm  Sitam | MAL ADD | CEL | EMA | ARG EUC SOH ESL THE ouL | Gl
Mn i 1 1 i i ] 7 L] ¥ i i
E pali E 5 = t 1

b réaction positive | = réaction régative

Légende : H.S : Hydrogéne sulfuré; MAN : Mannitol ; LYS : lysine ;
IND : Indole ; ORN: Chnithine; SCI: Citrate de Simmons; URE ; Uree;
ONP : Ortho-Nitro-Phenyl; VPT : Pyruvate de sodium; INO : Inositol;
LIP : Lipidure; FEN @ Nitrite ferreux; MAL: Maltose; ADQ: Adonitol;
CEL: Cellobiose; RHA: Rhamnose; ARG : Arginine; SUC :Sucrose |
SOR -Sorbitol ; ESC :Esculine ; TRE :Tréhafose :DUL: Duleitol : GLU ¢
Crlucose,
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Pathogénicité et typage sérologique des colonies de E. coli
isolées. :

Les colonies de E coli isolées des poulets morts s’étaient révélées
pathogénes pour les souris blanches de laboratoire de 18 g chacune, suite
a leur injection intra péritonéale & ces souris 4 la dose de 0,3 em® par
animal. Des trois souris expérimentales infectées, deux étaient mortes,
I'une aprés 24 h et 'autre aprés 48 h,

Le typage sérologique des 107 colonies d’entéropathogénes isolées, avait
permis d’identifier trois sérotypes pathogénes de E coli 4 savoir : 02
avec la fréquence de 57,0 %; O78 avec la fréquence de 35 % et O111
avec la fréquence de 8 %.

Détermination de IPige optimal i la premiére vaccination des
poussins

La figure 3 illustre la cinétique des anticorps maternels chez les poussins
expérimentaux dgés de 5, 11 et 16 jours issus de poules vaccinées contre
la bursite infectieuse avec le vaccin «Winterfield® 2512». Les titres des
anticorps maternels chez ces poussins avaient chuté assez rapidement
entre le 5" et le 16™ jour, atteignant moins de 11.5 fois sa valeur
initiale. A 16 jours d'dge, 14,3 % des poulets expeérimentaux avaient
perdu leur immunité passive, avec un titre géométrique moyen du groupe
de 1 :989
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Figure 3. Cinétique des titres des anticorps maternels en fonction de 1'ige
des poussins.

Discussion

L’infection précoce survenue chez des poussins de 4 jours peut
s'expliquer par leur contact avec le virus sauvage virulent de la maladie
de Gumboro les toutes premiéres heures de leur installation dans les
batteries et aussi par I'absence éventuelle d’anticorps maternels chez
certains poussins. Ces résultats sont contraires a4 ceux obtenus par
Cosgrove (1962) et Aliev (1991) qui estiment que les poulets de 3-6
semaines somt les plus sensibles & la bursite infectieuse. Par contre nos
résultats se rapprochent de ceux d’Onunkwo (1981) qui a signalé la
maladie chez des poussins de 10-14 jours. Des cas d’infection précoce
des poussins sont assez fréquents dans les élevages & situation
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¢pidémiologique complexe et se rencontrent dans 5 4 10 % des fermes
avicoles des Etats-Unis d’ Amérigue (Giambrone, 1983).

Le taux de mortalité de 30 % induit par les deux maladies au cours d’une
infection naturelle dans cette ferme est inférieur & celui de 90 %
enregistré au cours d'une infection expérimentale avec le virus de la
bursite infecticuse et les sérotypes pathogenes de E coli par Lagoutkine
(1995). La mono infection de E. coli dans les mémes conditions avait
causé seulement une mortalité de 40 % des sujets (Lagoutkine, 1995)

La courbe de mortalité réalisée s’accorde avec celle décrite par Cosgrove
(1962), Adewuyi et Durojaiye (1989). La bursite infectieuse associée a la
colisepticémie a été aussi diagnostiquée sur des poulets de 15 semaines
d’dge avec un taux de mortalité de 16,6 % au huitiéme jour de la maladie
(lgbokwe et Salako, 1996). L’absence d’une deuxiéme wvaccination
contre la bursite infectieuse favoriserait la forme subclinique de la
maiadie, ce qui expose les poulets 8 d’autres infections notamment la
colisepticémie (Igbokwe et Salako, 1996).

En effet le développement de la bourse de Fabricius occupe une place
prépondérante dans la mise en place de la réponse immunitaire chez les
oiseaux (Sayegh et al., 2000). Les lésions observées au niveau de la
bourse de Fabricius des poulets malades s’accordent avec celles faites
par Edgar et Cho (1976) qui affirment que la présence de grain de fibrine
et de sang dans la cavité de la bourse de Fabricius signale la forme aigue
de la bursite infecticuse. De plus les poids moyens de la bourse de
Fabricius de ces poulets & 5, 15, 25, et 30 jours d'dge ont éé tous
inférieurs 4 ceux des poulets sains des mémes tranches d’ige (Belabbas,
2007). Le virus provoque I"atrophie progressive de la glande immunitaire
due & la nécrose des lymphocytes et 4 la déplétion lymphoide avec la
destruction des lymphocytes (Montiel, 2000 ; Khatri ef al., 2005). Des
poussins avec de telles bourses de Fabricius ont une faible résistance vis-
a-vis des autres infections et présentent une faible réactivité
immunologique a I'introduction de vaccins (Nawathe et Lamorde, 1982).

Par contre le taux de mortalité relativement faible induit par la
colisepticémie seule peut ére expliqué par la différence de vitesse de
propagation du virus et de la bactérie mis en cause au sein de I"élevage.
Et de ce fait tous les poulets infectés par le virus de la bursite infectieuse
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ne sont pas infectés par la bactérie E .coli. L'isolement de la bactérie £.
coli de tous les organes et en particulier du sang du cceur et de la rate
traduit le caractére systémique, généralisé de la colibacillose dans toutes
les tranches d'dge. Ces résultats s’accordent avec ceux de Grochova
(1970}, de Guérin et Boissieu (2008). La présence de E. coli sur les
coquilles des ceufs incubés peut s’expliquer par le possible transfert de
cette bactérie des fermes productrices de ces ceufs (Giovanardi ef al.,
2005) et aussi par D'inefficacité des désinfectants utilisés ou tout
simplement par le non respect des régles d”hygiéne dans les couvoirs.

Les trois sérotypes 02, O78, e 0111 identifiés comme responsables de
la colisepticémie dans la zone d'étude concordent en partie avec les
résultats de Dho-Moulin et Fairbrother (1999), et de Vandekerchove er
al., (2004) qui ont trouvé que les sérotypes O1, 02 et O78 étaient les plus
présents et les plus pathogénes de Escherichia coli pour les poulets.
Zanella et al, (2000} ont identifi¢ le sérotype O111 comme étant
responsable de la colisepticémie sévere de volaille.

les propriétés biochimiques des souches de E. coli isolées indiguent
qu'elles sont des représentants typiques de Escherichia coli. Elles sont
pathogénes pour les souris de laboratoire et cela confirme les résultats de
Ibrahimov (1983), selon lesquels les souches de E. coli pathogeénes pour
les poulets le sont également pour les souris blanches de laboratoire.

l.a premiére tentative de lutte contre la bursite infecticuse a commencé
par la vaccination (Edgar et Cho, 1965). La réponse 4 la vaccination
contre la bursite infectieuse est d’autant plus efficace que si la date a la
premiére vaccination tient compte du niveau des anticorps maternels
(Yamada. 1989 ; Ferré et Belloe, 2005). Cette opération est d autant plus
facile lorsque les reproducteurs sont réguliérement vaccinés. Elle est par
contre trés complexe lorsque les poussins sont issus de reproducteurs 4
statut sérologique inconnu (Guitett er al, 1982). En effet, I'ige des
poussins a la premiére vaccination dépend de plusieurs facteurs comme
la situation épidémiologique de la ferme, la virulence du virus sauvage,
la nature du vaccin a utiliser, et le type de poussins tels que poussin ponte
ou poussin chair (Ferré ct Belloe, 2005) et doit étre déterminé pour
chaque élevage avicole.
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La cinétique des anticorps maternels a révélé que, I'dge optimal 4 la
premiére vaccination des poulets de chair dans cette ferme est de 14-16
Jours. Ce résultat s’accorde avec ceux de Mouliak et Smolenski (1996),
qui en vaccinant & 14 jours avec le méme vaccin ont pu stabiliser le taux
de mortalité des poussins a 0,07-1,73 %.

Conclusion

La forme sévére de la bursite infecticuse associde a la colisepticémie est
diagnostiquée chez des poussins de quatre jours & faible ou sans
immunité maternelle.

Les sérotypes O2, O78 et O111 de la bactéric Escherichia coli sont
pathogénes pour les poulets de chair, envahissent tous les viscéres et
provaquent une colisepticémie aigoe,

L’dge optimal indiqué pour la premiére vaccination des poulets dans cet
¢levage expérimental est de 14-16 jours pour des poussins issus de
reproducteurs constitués et vaccinés contre la bursite infecticuse avec le
virus vaccin «Winterfield® 2512» aprés |'épizootie de la bursite
infectieuse.

Les résultats de I’étude montrent la nécessité d’envisager des mesures
prophylactiques plus adaptées & chaque élevage et basées sur la
vaccination pour sa double protection contre la bursite infectieuse et la
colisepticémie. [l s'avére cependant indispensable d'identifier les
souches du virus mis en cause pour un choix judicieux du wvaccin a
utiliser et de déterminer le niveau des anticorps maternels des sujets a
vacciner pour une efficacité maximale de la vaccination contre la bursite
infectieuse dans les élevages modernes.
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Résumé

La bursite infectieuse et la colisepticémie font partie des principales causes de
mortalité des poulets de chair, méme en élevage moderne. Une étude
bactériologique réalisée sur des poulets a permis d’isoler trois sérotypes
pathogeénes de E. coli avec les prévalences respectives O2- 57 %, O78- 35 %, et
O111-8 %. La pathogénicité comparée des deux sérotypes dominants O2 et 078
a été réalisée sur des poulets dgés de 35 jours divisés en 4 groupes GO, G1, G2,
G3, non vaccinés GO et Gl, vaccinés une fois G2 ou vaccinés deux fois G2
contre la bursite infectieuse, suite & l'inoculation ou non de ces souches
pathogénes de E, coli. Le sérotype O78 a été plus virulent pour les poulets que le
sérotype O2. Les résultats d’autopsie réalisée sur les oiseaux morts et ceux
sacrifiés a la fin de ’expérience ont montré différents degrés de septicité dans
les groupes de poulets selon qu'ils soient vaccinés ou non contre la bursite
infectieuse. L'analyse biochimique des sera prélevés sur ces poulets
expérimentaux a révélé des variations quantitatives & différents degrés, relatives
4 la quantité de protéines totales (26 a 36 g/l), 'albumine (12,2 4 24,6 %), et les
globulines a (9,2 @ 23,9 %), B (13,6 & 35,0 %), et y (39,5 4 48,0 %), Le
pourcentage accru des v globulines indique une amélioration de la résistance
naturelle des poulets contre des sérotypes pathogénes de E. coli. L'autopsie a
montré la chronicité de la colisepticémie chez les piseaux vaccinés deux fois,

Mots- clés : Poulets de chair, colisepticémie, résistance, maladie de Gumboro,
pathogénicits,

Abstract

Infectious bursal disease and colisepticaemia are two main causes of mortality of
broilers, even in modem husbandry. A bacteriological experiment with poultry
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allowed isolating three pathogenic serotypes of Escherichia coli 02, O78, and
O111 with prevalence score 57 %, 35 % and & %, respectively. The
pathogenicity of dominant strains O2 and O78 was compared on broilers of 35
days old using 4 groups GO, G1, G2, G3, non- vaccinated, vaccinated once, or
vaccinated twice against the infectious bursal disease, and inoculated or nol with
these strains. The strain O78 was more virulent for chickens than the strain O2.
Results of autopsy realized on dead birds and others slaughtered at the end of the
experiment showed different levels of septicity for the infectious bursal discase
vaceinated or non-vaccinated chickens. The biochemical analysis of blood sera
taken from these experimental chickens revealed different directions of the
variations in total protein (26 to 36 %), albumin (12.2 to 24.6 %), globulin o
(9.2 10 23.9 %), globulin B (13.6 t0 35.0 %). and globulin y (39.5 to 48.0 %). The
increased percentage of ¥ globulin indicated an improved natural resistance of
the chickens against pathogenic serotypes of E .coli, Autopsy showed that the
colisepticaemia was chronic in the group of chicken vaccinated twice against the
infectious bursal disease or Gumboro.

Keywords:  broilers, colisepticacmia, disease resistance, Gumboro,
pathogenicity.

Introduction

The infectious bursal disease (IBD) or Gumboro, a contagious viral
discase is the most common of the viral pathogens of chicken. It is one of
the discases that threatens the poultry industry by the scale of the
disasters to which it often leads (Cardinale et al., 1998). The Gumboro
disease is often associated with secondary infections such as
colisepticaemia. salmonellosis, coccidiosis and others (Faragher, 1972
lgbokwe and Salako, 1996; Cardinale et al., 1998; Giovanardi ef al.
2005). The virus lodges itself and may destroy the lymphoid tissues of
the Fabricius gland (Monticl, 2000). Thus reduces the synthesis of the
immunoglobulin (IgA) which protects the poultry against various viral
and bacterial pathogens (Rosenberger, 1981; Kariyawasam ef al., 2002).
Consequently the vulnerability of the chickens to secondary infection
such as by E. coli incrcases (Wyeth, 1975). Both infectious agents causc
similar degenerative modifications of Fabricius gland and in the thymus
(Carol-Dmitriu, 1978). Thus decreases the resistance and the
immunological ability of the chickens to react on infections and on the
introduction of vaccines (Nawathe and Lamorde, 1982). This study aims
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to assess the effect of the vaccination against Gumboro disease on the
capacity of chickens” natural defence system to prevent the opportunist
secondary infections in particular the colisepticaemia.

Material and methods

Straight from the incubator, day old broilers were distributed in four
groups GO, Gl, G2 and G3, and maintain under laboratory conditions
until day 45. Each group was kept in separate cages and fed with the
same diet. At day 15, G2 and G3, were vaccinated with Winterfield™
2512 (a commercial vaccine against Gumboro disease). At day 30, G3
received a second dose of the vaccine. At day 35, G1, G2, and G3 were
inoculated via intraperitoneal injection with | x 10° cfu/ml of E coli
serotypes 02 and O78 and followed for 10 days (Tablel). The conirol
group (GO) was not vaccinated and not infected with E coli. The
experiment was ended 10 days after E coli inoculation. Mortalities and
clinical signs were daily recorded. Chicken died during the experimental
period and those remaining at the end were all autopsied,

Table |. Experimental design for the vaccination and inoculation of
chickens

Expenmental groups  Mumber of chickens  Mumber of vaccinations [noculated Serotypes
a2 o7
&0 4 0 . -
Gl ! o * -
q L - +
G2 q | +
4 1 E ¥
G3 4 2 + .
& 2 - +

+ Group infected with E. coli.
- Group not infected with E. coli,

The effect of the E coli infection on the blood protein spectre of the
chickens was determined after 10 days, the incubation period of avian
colibacillosis (Safarov et Djavadov, 1968). Then blood samples were
collected from each chicken for biochemical analysis, via wing vein and
stored In vacuum sterile tubes. Biochemical parameters (protein,
albumin, globulin) and some biological constants (phosphor, total
calcium, glucose, bicarbonates, total bilirubin, creatinine, cholesterol and
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urea) were determined from freshly collected serum using colorimetric
methods. The values of the parameters (mean + s d) were calculated and
compared between groups using Newman-Keuls test (Dagnelie, 1998).

Results
Survival pattern and clinical signs

The survival rate in GO and G3 was 100 %. In Gl, infected but not
vaccinated, the first mortality was recorded within 24 and 48 hours after
inoculation with serotypes 078 and O2 respectively. The survival rate of
G1 was 75 %; the chickens were little active, anorexic., The body
temperature reached 44 °C and the signs of respiratory problems more
pronounced with chicken infected with O78. In G2, the only mortality
recorded on day 8 was among chicken infected by serotype O78,
showing diarrhoea on day 3 and day 4. The average rate of survival in G2
was 8§7.5 %; and the body temperature of 43 °C. In G3, vaccinated twice
and infected, the chickens presented no apparemt clinical signs of
colisepticaemia and the rate of survival was 100 %,

Autopsy of chickens

In GG, internal examination of the dead chickens revealed pathological
signs of a pointed blood-poisoning such as a hydropericarditis, a
congestion of the capillaries of the small intestine and the mesenterium; a
mixture of the blood, the mucus and digested feedstuffs in the intestines;
an accumulation of the blood in the c;cum which is a sign of a pointed
hemorrhagic process. In G2 and (3, vaceinated against the infectious
hursal disease, we observed lesions of the chronic colisepticacmia. In G2,
vaccinated once, 50 per cent of the surviving chickens showed clear
pathological changes such as fibrinous perihepatitis, [ibrinous
pericarditis without a pointed hemorrhagic process in other internal
organs. Characteristic lesions of E cofi infection such as a hydro
pericarditis, a liver depigmentation with petechiac on its edges and the
hyperaemia of the mucous membrane were observed in the internal
organs of 75 % of the chickens in G3, vaccinated twice against the
infectious bursal disease. No mortality was however recorded in this
aroup.
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Biochemical parameters

Protein profile of the blood sera differed significantly in the 4 groups
(Table 2). Total protein content of the blood sera in vaccinated and
infected chickens was 9-10 g/l higher than the control group (p < 0.01).
As for the albumin, its content non-significantly increased from 12.2 to
18.7 % for the non-vaccinated chickens and from 10.6 to 24.6 % for
those vaccinated. At the same time, a non-significant decline of the a
globulin content in the blood sera of infected chickens compared to the
control group was observed. The decline of the B-globulin content in G1
and G3, as well as the increase in G2, were significant. The y-globulins
content of the blood sera of chickens of all infected experimental groups
slightly increased from 3.9 % to 8.5 % compared to this of the control
group (p < 0.01). The effect of the vaccination was revealed by the lower
content of [} and y globulin in the blood sera of chickens vaccinated twice
(G3) compared to that of G2 vaccinated once against the infectious
bursal disease with the vaccine “Winterfield™ 2512 after the infection

by £ coli.

Table2. Protein profile of the blood sera of the experimental chickens
infected or not by E. coli

Experimental groups Total protein Protein fractions %
gl Albumin Globulin
- o fi ¥
T Mot vaccinated, notinfecled  26.050,17° 12240167 23.54029°  24,540,18° 10,540, 17°
Gy Not vaccinated, infected 35,040, 10° 18,740,22°  13240,14"  20,240.23° 48,0:40,10°
G+ Vaccinated 1%, infectad 36,0, 06" 10640,17° 92:030°  35,040,32° 45.3+0.24°
Gy Vaccinated 2x, mfected 35,040, 06" A2 IBAHZY 13640200 43,440 19"

8, b, ¢ mean valiees on the same columm with different letters are signifiamily different {p < 0.07)

Biological constants

The phosphorus contemt in the serum slightly (0.32 mmol/l) but
significantly (p < 0.05) decreased in G1. infected but not vaccinated,
compared to the control (Table 3). The serum calcium content declined
in G3, inoculated twice against the infectious bursal disease (p<0.05)

94



EY .Attakpa, P. A, QOlounlade, R. H. Bosma

The serum glucose content slightly increased in all the experimental
groups, but the increase is significant in Gl only (p<0.01). As for
bicarbonates their content significantly increased in infected groups, A
significant decline of serum bilirubin in G2 and G3. vaccinated once or
twice, contrasted with the significant increase observed in GO and G
(p<0.001). The serum creatinine content significantly declined in G1, not
vaccinated and infected by £ coli (p<0.01). The serum’ cholesterol
content significantly declined in all infected chickens. The serum’ urea
content was significantly lower in the infected but not vaccinated Gl in
comparison with G0, G2 ad G3.

Table 3. Biological constants of the blood sera of chickens infected by E. cali

Ciroups
Biologieal constams
G i Gy L

Phogphor (mmol 1) 115 008°| 083 0.06° 116 008" 107 005"
Total calcsum (mmol ') 240 004%| 239 08" 226 008" 208 008"
Glucose (mmal I 478 015 596 007" 593 2t 537 om®
Bpeasbontey (vl e 00;) 040 106*| 3527 0a7t| 4041 omt|  4amz ot
Tokal bilirubin (umol I} 550 0.17°| 1050 025¢ 30 017" 050 001
TR Cotiel 7y ss43 280" | 3307 0s52°|  sise 0wt  elmpo13ac
Chilesterol (mmel 1) 512 0.44¢| 490 an® 425 030° 490 015"
Usea (mmaol I7) 1003 043* 724 0247 1535 LIg° 985 093"

ity bt nrean turlves on the sawe ronr with different superseripts are significantly differrent (p < 0.05)
Discussion

The reaction of chickens on the infection with the pathogenic serotypes
02 and O78 of £, coli varies for the different experimental groups; O78
tuns out more virulent than O2. Already within 24 hours after the
inoculation mortality occurred in G| infected by O78 and within 48
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hours in those infected with O2. These results confirm that both
serotypes of E. coli are very pathogenic for broilers (Ewers et al., 2004),
in particular for those not vaccinated against the infectious bursal disease
(Onunkwo, 1981; Blanco er al., 1998: Dho-Moulin and Fairbrother,
1999; Dziva and Steven, 2008). In G2, vaccinated once against IBD, the
effects of E. coli infection are more chronic and mortality occurred only
among those infected with O78 after 8 days. In G3 vaccinated twice
against IBD no loss is recorded and 75 % of the subjects present the
characteristic lesions in the internal organs to a lesser degree, testifying
the chronic character of the disease. The double vaccination has even
better protected chickens against the coli infection. Our results confirm
Rosenberger (1981) who stated that the IBD vaccination preserves the
gland of Fabricius which continues to secrete immunoglobulin (IgA)
against secondary infections.

The acute hemorrhagic lesions observed upon internal examination of the
dead experimental chickens are in agreement with those described by
Pourbakhsh et al. (1997) and Dozois et al. (2000). The hemorrhagic
lesions are more pronounced in the chickens not vaccinated against IBD
and infected with E. coli.

I'he infection with E .coli strongly increase the level of serum ¥-
'mmunoglobulin, but lower in vaccinated chicken, especially  if
vaccinated twice. Other blood serum parameters may explain this
improved resistance to £ .coli after vaccination against IBD,

Conclusion

Le serotype O78 of Escherichia coli was more virulent for the chickens
than the serotype 02. The colisepticaemia was acute in chickens not
vaccinated against IBD, contrary to those vaccinated once or twice
showing a chronic infection. The vaccination increases the resistance of
broilers to colisepticaemia and the double vaccination of broilers confers
them a stronger resistance to these secondary infections.

Obtained results show the positive effect of vaccination against Gumboro
disease on the capacity of chickens’ natural defence system to prevent
colisepticaemia. However other studies should explain the lower level of

y-immunoglobulin responsible for immunity better, at chickens
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vaccinated twice against Gumboro disease and more resistant to
colisepticaemia than those vaccinated once against that disease.
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I-|

a)

Les manuserits seront rédigés sur du papier de bonne qualité, au
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Les ANNALES DE L'UNIVERSITE DE PARAKOU seront
publiées en noir et blanc aussi, aucune autre couleur n’est
acceptée dans les manuscrits. Chaque manuscrit revu et corrigé
sera accompagne d'une version numérique saisie en Word ou
autre logiciel de traitement de texte mais dans ce dernier cas, le
texte doit étre sauvegardé en ASCIL Les logiciels utilisés
doivent étre compatibles avec Windows,

Les manuscrits seront envoyés en trois (03) copies au secrétariat
du Conseil Scientifigue,

Le Texte doit étre rédigé en caractére normal sans gras, sans
ahique et sans aucun mot souligné. Toutefois, une copie du
texte-type pourra accompagner les trois (03) copies requises,

Les manuscrits seront subdivisés en diverses parties sur des
pages séparées

Page 1, Le titre (20 mots au maximum). Cette page doit indiguer
clairement :

* le titre de Iarticle: objet, taxon s'il y en a avec les noms
scientifiques sans auteur (),

* les noms des auteurs de Particle précédés de leurs prénoms ou de la
premiére lettre de leurs prénoms,
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bibliographiques,
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citations scientifiques les plus récents et les plus récentes et les plus
pertinentes (les objectifs de 1'étude doivent étre clairement enoncés),
Au besoin, Résultats et Discussion peuvent aller de pair.

Le texte doit ére rédigé dans un langage simple et compréhensible,
On utilisera le Systéme International pour les symboles. Les
abréviations internationales sont acceptées (FAOQ, DDT, etc.). Les
auteurs des noms scientifiques seront cités seulement la premiére
fois que I'on écrira un nom scientifique dans le texte. Les fractions
seront présentées sous la forme “*7/25" ou ' (a + b)c"". Les places
des figures et Tableaux seront indiquées au crayon sur la marge. Les
notes infra- paginales ne sont pas acceptées.

d) Les références bibliographiques

Les auteurs sont responsables de I'orthographe des noms cités dans
les références bibliographiques. Dans le texte, les références sont
citées en précisant les noms des auteurs et la date de publication de
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