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RESUME
Le flétrissement bactérien da @ Ia bactérie Ralstonia solanacearum est I'une des plus graves maladies de la pomme de terre
intervenant dans de nombreux pays. La principale voie pour limiter lincidence de cette maladie est la création de variétés tolérantes.
U'hybridation somatique entre une variété diploide sensible (BF15.2X) et des espéces sauvages {Solanum stenotomum , Solanum
phureja) apparentées résistantes a la bactérie ont été menées dans l'optique d’un transfert de la résistance. Six des hybrides obtenus
ont été évalués comparativement avec les trois parents sauvages et le témoin sensible BF15.4X.La souche de Ralstonla solanacearum
utilisée, d'origine sahélienne, de la région de Sikasso au Mali, appartient au biovar 3 et & la division 1. Les degrés de résistance ou de
sensibilité des hybrides BS33, BS37,BS44-(issus de la fusion BF15.2X + Solanum stenotomum) et BP3; BP4, BP15 (issus de la fusion
BF15.2X + Solanum phureja) ont été évalués sur la base de tests.de résistance. Ainsi, d'aprés les Indices de Maladie (IMr=X CiNi/Z Ni
de WINSTEAD et KELMAN, 1952), les hybrides avec S. stenotomum BS33, BS37, 8544 seraient résistants (avec des IMr respectifs de 0.16
-0.16 - 0.17 & 3 semaines de culture), tandis que les hybrides avec S. phureja BP3,BP4, BP15 seraient tolérants (avec des IMr respéctifs -
de 0.26 - 0.26 - 0,19}, Ces résultats sont confirmés au niveau des parents ol il a été trouvé que vis a vis de cette souche sahélienne de
R.solanacearum, le parent sauvage S. stenotomum (SST) est plus résistant (IMr 0.14) que le parent sauvage S. phureja (P5) qui lui n'est
que tolérant (IMr 0.38). Le témoin BF 15.4X étant bien entendu toujours sensible (IMr 0.69) d R. solanacearum,
Mots clés : S. tuberosum, R. solanacearum, S. stenotomum S.phureja, fiétrissement bactérien, hybridation somatique, protoplastes.
Abréviations : MS - Milieu de base Murashlge et Skoog, ufc - unité formant la colonie

ABSTRACT

Bacterial wilt due to Ralstonia solanacearum is one of the severest diseases of potatoes in many countnes The main way to limit
the incidence of that disease is to create some tolerant varieties. Somatic hybndlsatlon bétween a sensitive dlplOld variety (BF15.2X)
-and related wild species (Solanum stenotomum, Solanum phureja) résistant to the bacteria, has been done in order to transfer the
resistance character. Six-of the obtained hybrids have been evaluated comparatively to the 3 wild parents and the sensitive con trol
BF15.2X. The strain of R.solanacearum used, originated from Sahelian region of Sikasso in Mali, belongs to biovar 3 and division 1.The
resistance and sensitivity level of the hybrids BS33, BS37 BS44 (from the cross of BF15.2X + S. stenotomum J and BP3,BP4,8P15 (from
rhe cross of BF15.2X + S. phureja) have been assessed on a resistance test basis.

Therefor according to theindex of disease (IMr =X CiNi/ ZNi of WINSTEAD and KELMAN, 1952), hybrids with S.stenotomum.BS33,8537,
BS44 were resistant (with IMr respectively of 0.16-0.16-0.17, 3 weeks after planting) while hybrids with S. phureja BP3, BP4, BP15 were -
tolerant (IMr respectively of 0.26-0.26-0.19). These results were confirmed with the parents, where it has been found that compared to
the Sahelian strain of R. solanacearum, the wild parent S. stenotomum (SST) is more resistant (IMr 0.14) than the wild parentS phureja
(PS), which is only tolerant (IMr 0.38). The control BF15.2X is still sensitive to the R.solanacearum (IMr 0.69). - :

Keys word : S. tuberosum, R. solanacearum, S. stenotomum, S. phureja, bacterial wilt, somatic hybrids, protoplasts

Abbreviations : BF15.2X - Diploid cv Belle de Fontenay, Ci - Coefficient, CINI Number of deseased Ieaves, IMr - Index of desease N/
- Number ofleaves =~ -

INTRODUCTION o :

Le . flétrissement . bactérien (encore appelé
Jpourriture brune),, do a Ralstonia solanacearum. est
la plus importante phytobactériose des Solanacées
(RADTKE et RIECKMANN, 1993 ; KELMAN, 1998).Maladie
endémique assez répandue dans le monde, son degré
de gravité lui vaut d'étre classée comme parasite. de
quarantame (Arrété du 11 Février 1999, YABUUCHI et
al, 1999).

En Afriquesubsaharienne,les conditions‘cl_ifnatiques

_etlarusticité des techniques culturales inadaptées font

que les phytopathogehes comme R. solanacearum, trés
favorisés parlachaleur (25°Cen moyenne) et 'humidité, -
trouvent des conditions favorables pour mieux se
développer (PRIOR et al., 1994). Contrairement. aux
maladies .des cultures pérennes tropicales (MARIAU,
1999) ‘et des grandes cultures vivrieres céréaliéres
tropicales, les maladies des cultures maraicheres
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tropicales sont peu étudiées,etles méthodes classiques
de lutte restant peu efficaces (NSIKA MIKOKO et al.,
2000). Au niveau de la culture de pomme de terre et

des espéces voisines (tomate, aubergine), 'accent est .

mis sur la lutte génétique par la caractérisation des
pathogénes et la sélection de matérie! végétal résistant

(HAYWARD, 1991 ; HARTMAN et ELPHINSTONE, 1994;"

CHARRIER et al., 1997 ; COLLONIER et al., 2001).

Diverses sources de résistance ont été trouvées
chez les espéces sauvages apparentées a Solanum
tuberosum L. Certaines de ces espéces sont reconnues
pour leurs résistances particuliéres a plusieurs agents
pathogénes . dont” celui du flétrissement bactérien,
la bactérie R. solanacearum (BOWMAN et SEQUEIRA,
1982). L'hybridation somatique offre la possibilité
d'introduction de ces résistances en s'affranchissant
des barrieres sexuelles. La pomme de terre a déja été
l'objet de nombreuses hybridations somatiques aussi
bien mtraspéaﬁques (AUSTIN et al., 1985; CHAPUT

‘et.al, 1990) quinterspécifiques (EHLENFELDT et

'HELGESON 1987 ; FISH et al., 1988 ; SERRAF et al., 1991 ;
_-SIHACHAKR, VEDEL et DUCREUX, 1991; MATTHEL et
PUITE, 1992 ; SERRAF et al., 1994 ; SIHACHAKR et al.,
1994 ; JADARI et al.;.1992,1997;HOFFMANN et al., 1999 ;

" GERUNGAN et-al; 2000) et I'introduction de caractéres.

de résistance chez S. tuberosum, & partir d'espéces
sauvages apparentées, a pu étre effectuée.

Cependant, dans le domaine spécifique de
“l’lntroductlon de résistance au flétrissement bactérien,

“assez peude travauxontété réalisés actuellement.C'est

~ainsi gu’on peut mentionner, en plus dé I'obtention
d’'hybrides somatiques résistants & R. solanacearum
entre S. tuberosum et S. commersonii (LAFERRIERE et al.,
. 1999) ; celles d’hybrides somatiques entre S. tuberosum
et S.stenotomum; entre S. tuberosum et S.phureja (FOCK
et al., 2000).

" Parmi les hybrides ainsi créés, six ont fait I'objet de
notre étude,avec les trois parents sauvages et le témoin
‘sensible BF15.4X. Cette étude a consisté a effectuer
des tests de résistance a une souche sahélienne de R.
solanacearum en conditions in vitro, afin d'évaluer le

degré de résistance ou de sensibilité des hybrides.En

effet, la sélection de génotypes résistants ou tolérants
nécessite une mise au point de tests rapides, simples
et précis (MARIAU,-1999). Compte tenu de la grande
variabilité de R.solanacearum et de sa grande virulence,

ilestindispensable que cestravaux soientconduitsdans

un environnement contrdlé (YABUUCHI etal, 1999).Les
testsderésistanceinvitro,enplusdeleurrapidité,deleur
précision et de leur sreté, permettent de s'affranchir
des contraintes environnementales susceptibles de
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modifier les réponses des plantes. De plus, la culture in
vitro autorise 'utilisation en toute sécurité de souches
bactériennes d'origines géographiques variées dont
I'utilisation, méme. en conditions contrélées, ferait
peser le risque d'une introduction de variants ayant
des capacités pathologiques différentes. L'étude .du

- comportement in vitro de génotypes face a la bactérie

pourrait contribuer a la lutte génétique contre ce fléau,
donc au développement de la culture de pomme de
terre en zone sahélienne (SIDIKOU, 1997; SIDIKOU etal.,
2000) et d’autres Solanacées par la méme occasion.

I. MATERIELS ET METHODES

1.1. Matériel végétal

Différents génotypes d’hybrides somatiques
tétraploides (2n=4x) obtenus par électrofusion a

- partir de protoplastes ont été utilisés pour ces tests de

résistance in vitro:: _
§ Deux groupes d’hybrides tétraploides, a raison de 3
génotypes par groupe de fusion :

) 0BS33,8537,B544 (lssusdelafu5|on BF15.2X + Solanum

stenotomum)
0 BP3, BP4,BP15 (issus de Ia fusion BF15 2X + Solanum
phureja). -
§ Les trois parents diploides (2n=2x) de ces hybrides :
+ L'espece sauvage Solanum stenotomum (SST)
« L'espéce sauvage Solanum phureja (P5)
«Le diploide sensible BF15.2X 3
§ Le témoin tétraploide (2n=4x) apparenté et
sensible : BF15.4X

Les boutures utilisées ont été cultivées in vitro
, a raison d'une bouture par tube & essai, sur 10 ml
de milieu solide de type MS (MURASHIGE et SKOOG,
1962) avec 2% de saccharose, sans substance de

_ croissance; pendant 4 semaines dans les conditions .

environnementales (photopériode de 14h, intensité
lumineuse de 55 umol.m=2s’, 20°C, 60% d’humidité
relative).

1 .2. Matériel bactérien
LasouchedeR.solanacearum utilisée est une souche '

africaine du Mali (région de SIKASSO), isolée et purifiée

3 V'INRA de Rennes a partir de pourritures de tubercules

- de pomme de terre présentant des symptémes de la

maladie. Les tests de caractérisation, effectués a 'UMR

de 'INRA de Rennes (LE ROUX, 1996 ; BOUDAZIN et al.,

1999 ; SIDIKOU ‘et al., in press), ont permis de rattacher

cette souche au biovar 3 et a la division 1.

1.3.Inoculation des vutroplants
. La méthode d'inocdlation utilisée est msptrée de
différents travaux (ELPHINSTONE, 1994; LE ROUX,

1996 ; FOCK et al., 2000 ; COLLONNIER et al., 2001). Les
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bactéries, réactivées a partir- d’'une souche. congelée
a -80°C dans un milieu liquide «levure-peptone »
glycérolé a 30%, sont cultivées sur milieu de Kelman -
modifié¢ (KELMAN, 1954) a 26°C, pendant 72h. Des
colonies- bactériennes typiques et bien muqueuses,
sont prélevées. Une suspension bactérienne est
préparée avec de I'eau distillée stérile & partir d'une
~ culture de 24 h. La concentration est ajustée & 10° ufc
par ml par mesure spectrophotométrique de'la DO
a 650 nm (DO 650 = 0,125) (PRIOR et al., 1990). Cette
suspension est par la suite diluée de fagon a avoir une
concentration finale de 107 ufc/ml pour l'inoculation
des vitroplants. L'age des plants (4 semaines environ)
et la concentration de I'inoculum (10% a 107 uf¢/ml), qui
‘ne doit en aucun cas étre inférieure a 10° ufc/ml, sont
des facteurs limitants (GONZALEZ et al., 1973).

Pour chacun des génotypes et variétés testés,
I'inoculation s'est faite selon le protocole suivant:
12 vitroplants, dont les racines sont coupées au tiers
inférieur, sont mis a tremper pendant 20 min dans
la suspension bactérienne a 107 cfu puis sont mis en
‘culture dans 5 ml de milieu de croissance liquide de
type MS (MURASHIGE et SKOOG, 1962),dans les mémes
~ conditions environnementales que celles utilisées pour
la micropropagation du matériel végétal. De la méme
maniére, pour chaque génotype et variété, 6 vitroplants
sont trempés pendant 20 min dans de l'eau stérile
“avant d'étre mis en culture dans 5 ml de milieu liquide
de type MS. Ces plantes constituent les témoins.

Une fois par semaine des notations (nombres
de feuilles malades / nombre total de feuilles) sont
effectuées pour chacun des vitroplants, pendant 5
semaines, Les plantes sont classées selon.une échelle
de notation comprenant 5 classes (CIAMPI et al, 1980;
HE et al,, 1983 ; SWANEPOEL, 1990) :

Classes % de maladie Ci Ni
0 0% 0 NO
1 < 5% (1 feuille flétrie) 0025 NI
2 5a25% 0.150 N2
3 25a50% 0.375 * N3
4 504 75% ' "0.625 N4
5 .

753 100% © 0875 N5

Un coefficient Ci est attribué a chaque classe st
I'indice de maladie est calculé pour chaque génotype
apres chaque -notation selon la formule sunvante
(W|NSTEAD et KELMAN 1952) :

lndlce de Maladue IMr X CiNi/Z Ni

I1. RESULTATS ET DISCUSSION

A la fin de I'expérimentation, C'est a dire 35 Jours (5
semaines) aprés l'inoculation, la plupart des vitroplants
est plus ou moins flétrie, ou avec des feuilles et des
tiges plus ou moins décolorées ou jaunies ou encore
brunies. Trois semaines aprés l'inoculation, on peut
définir 3 classes de comportement selon la valeur de
I'Indice de Maladie (IMr) obtenue :

Tableau - Evoiution des indices de maladies (IMr) chez les hybrides

[Durée de
|culture 1 114 2] 135 [Comportement |
|HYBRIDES__|BS31 ol oos| o016l 034 03lRe :

BS31 of ool oisl 0281 03slRé

BS44 0 o8l 036

BP3} 0l 0081 026l 0O 0,56 T

Y ol oo 02| o0s| 09|l

BP1S ol om| o019 n44|l peslResistant |
PARENTS __ |BF152X ol 016! "042] 065
|DES. SST 0 ol 01 i}
JiXBBlhES Ps pl 07 038] 056 0.63{ Tolérant
T’[{%igoelrl:‘de asgozlfﬁxecompoptement Sosze}rr\anneg (J21) aprgsq moculanon

Résistant:IMr< 0,2 Talérant:0,2<IMr< 0,5 Sensible:IMr> 0.5

* Les génotypes ayant un IMr inférieur a 0.2 ‘seraient
résistants, -

+ Les génotypes ayant un IMr compris entre 0.2 et 0. 5
seraient tolérants,
* Les génotypes ayant un |Mr supéneur ao 5 seraient
sensibles,

D'apres les indices de maladie calculés selon la
formule de WINSTEAD et KELMAN(1952), les hybrides
BS33,B537,B544 avec S.stenotomum seraient résistants
(avec des IMr respectifs de 0.16,0.16,0.17 & 3 semaines
de culture), tandis que les hybrides BP3,BP4,BP15 avec.
S. phureja seraient tolérants (avec des IMr respectifs
de 0.26, 0.26, 0.19). Ces_résultats sont confirmés au
niveau des parents ou il a été trouvé que vis a vis de
cette souche sahélienne de R. solanacearum, le parent

Graphique:Indices de Maladie (IMr) chez les Hybrides somatiques
et leurs Parents
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sauvage S. stenotomum (SST) est plus résistant (IMr
0.14) que le parent sauvage S. phureja (P5) qui lui n'est
que tolérant (IMr 0.38). Le témoin BF15.4X étant bien
entendu toujours sensible (IMr 0.69) a R. solanacearum.
Soulignons cependant que le degré de résistance des
hybrides BS reste néanmoins légérement inférieur 3
celui du parent sauvage S. stenotomum tandis que le
'degré de tolérance des hybrides BP s'est nettement
amélioré par rapport a celui du parent sauvage S.
phureja (Tableau et Graphique des IMr).

L'objectif de cette étude était de tester in vitro le

. comportement de nouveaux génotypes que sont des

-hybrides somatiques de pomme de terre et de celui de
leurs parents en présenced'une souchesahéliennedeR.
solanacearum; et de vérifier si le transfert de résistance
a bien été réalise et dans quelles proportions.

Les résultats que nous avons obtenus nous
permettent d'affirmer que le transfert de résistance
a bien réussi lors des hybridations somatiques,
puisque rious avons observé chez ces hybrides des
phénomeénes de résistance absents chez le témoin
~ tétraploide sensible et le parent diploide sensible.
Face a cette souche sahélienne, les parents sauvages
et les hybrides issus de S. stenotomum sont plus
résistants que ceux issus de S. phureja. Néanmoins,
le transfert de caractéres de résistance a partir de S.
" phureja reste avantageux dans la mesure ou cette
espéce sauvage est reconnue pour étre résistante a
d’autres pathogénes comme le Phytophtora infestans
responsable du mildiou (HOFFMANN L., 1999),bien que
ce champignon pathogéne ne puisse se développer
sous les climats chauds et secs des zones tropicales
sahéliennes, Ces hybrides somatiques, obtenus et
testés. in vitro en présence d’'une souche sahélienne
de R. solanacearum, en attendant d'étre évalués in
"vivo dans les conditions africaines et sahéliennes, en
plus d'autres localités, constituent un potentiel trés
. intéressant dans une perspective du développement
" de la culture de pomme de terre au Sahel. ‘

Des études menées par FOCK et al., (2000) sur le .

méme matériel végétal que nous avons testé, mais
par rapport a d’autres souches de R.solanacearum, ont
abouti a des résultats- voisins quant a S. stenotomum,
- avec néanmoins quelques différences. Ce qui permet
d'affirmer que-le- phénomene de résistance, tout
comme: d'autres phénomeénes ‘biologiques, est un
ensemble complexe dépendant de plusieurs facteurs,

aussi bien endogénes (génotype ‘du matériel végétal) -

quexogenes (type et origine de.l'agent pathogéne,
conditions  environnementales) (PRIOR, 1990;

SIHACHAKR et al,, 1994 ; DUCREUX, 1995 ; PRIOR et al., |

1996).. D'ou la nécessité encore une fois réaffirmée,
de mettre en place des schémas de production de
semences adaptés aux conditions locales, incluant
I'évaluation des variétés a I'égard des principaux
pathogénes (JOUAN et al., 1999).

D'autre part, I'évolution de la maladie au cours des
5 semaines d'expérimentation (la plupart des plants
étant soit complétement flétrie pour les sensibles,

. soit & moitié jaunie pour les résistants), démontre que

tous les génotypes, qu'ils soient sensibles, tolérants
ou résistants, hébergent la bactérie. Ainsi, comme
I'ont souligné ‘plusieurs auteurs (PRIOR et al., 1996
TRIGALET et al,, 1998), la résistance au flétrissement
bactérien résulte non pas d'une résistance mécanique
a la pénétration de la bactérie dansla plante, mais
d’'une moindre propagation de celle-ci dans les tissus
vasculaires. Dans le méme. ordre d'idées, plusieurs
espéces et génotypes résistants peuvent héberger
I'agent pathogéne sans manifester les symptémes
(espéces voisines, espéces adventices), ce qui doit étre
pris en ligne de compte dans les programmes de lutte -
contre le flétrissement bactérien, programmes de lutte
intégrée ou la résistance variétale est une composante
majeure. ’ ‘

CONCLUSION ,

+ Lutilisationdestechniquesd’hybridationsomatique
parfusiondeprotoplastesenbiotechnologiesvégétales
est une approche intéressante pour 'amélioration de
la pomme de terre (JADARI et al., 1997). Le fait de partir
de protoplastes permet de s'affranchir des barriéres
sexuelles, de pouvoir combiner des génomes parfois
incompatibles et de raccourcir la durée d’obtention
d’hybrides par rapport aux méthodes conventionnelles
(MILLAM et al., 1995). Le seul obstacle (toutefois non
insurmontable) dans- I'hybridation somatique chez
Solanum tuberosum et d’autres Solanacées résidant
dans la difficile différenciation de bourgeons foliaires a

_ partir des cals issus de fusion (SIHACHAKR et al,, 2000),

nous avons essayé d’explorer la voie de régénération’
par embryogenése somatique. Malheureusement,
cette voie, bien que réalisable chez d'autres espéces
(SIDIKOU et al,, 1992), n'est restée qu'éventuellement
prometteuse (O’'HAIR et al., 1987). Les sources de
résistance étant multiples et la pomme de terre se
prétant bien a I’hybr_idation somatique, la régénération

- par embryogenése somatique serait d’une grande

contribution .dans - les programmes d‘amélioration
variétale chez cette espéce d'intérét économique
mondial qu'est S. tuberosum, particulierement en ce
qui concerne l'apport des biotechnologies végétales a
la sécurité alimentaire en zonés sahéliennes. :
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