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RESUME

Le taux moyen d’attaque du flétrissement bactérien au Niger est de 8,1 % avec
cependant une disparité entre les zones pédoclimatiques. La maladie est rencontrée
principalement sur pomme de terre, et la tomate est sa seconde plante héte. L aubergine, le
piment et le poivron semblent épargnées par la maladie. Les sites maraichers des régions du
Sud du Niger situés entre les altitudes de 150 et 300 metres et caractérisés par des
températures minimales élevées, des sols sableux, et un arrosage par aspersion a partir des
eaux du fleuve ou de nappes phréatiques peu profondes, semblent favoriser le développement
de la bactérie par rapport aux régions situées plus au Nord et a des altitudes comprises entre
850 et 1600 metres.

Une diversité phylogénique a été retrouvée au sein des souches collectées localement.
En effet, sur les cing phylotypes de Ralstonia solanacearum décrits a travers le monde, trois
phylotypes ont été retrouves au Niger. 1l s’agit des phylotypes I, 1l et Ill. Les résultats de
caractérisations biochimique, sérologique et moléculaire ont permis d’obtenir 26 souches de
Ralstonia solanacearum isolées principalement sur différentes variétés de pomme de terre. Le
phylotype Il domine tous les autres groupes. Au sein de ce groupe génétique, le biotype 2A
signalé pour la premiére fois en Asie et inféodé a la pomme de terre Solanum tuberosum,
détient le plus grand nombre de souches. Il dépasse numériquement le biotype 2T originaire
des régions tropicales. Le phylotype 11l occupe le second rang avec des souches appartenant
également au biotype 2T. Le phylotype | (biovar 3) est isolé d’un seul échantillon de pomme
de terre de la variété Pamela. Toutes ces souches infectent principalement la pomme de terre
et provoquent chez cette espéce un flétrissement des parties aériennes et une pourriture brune
de la région vasculaire du tubercule.

La faible effectivité des stratégies classiques de lutte oriente la recherche vers
I’obtention de génotypes résistants ou tolérants. Le test de comportement de six variétés de
pomme de terre cultivées au Niger face a la souche locale de R. solanacearum Rs-09-76 a
donné des résultats encourageants qui ont permis de conseiller les producteurs nigériens sur
I’utilisation de la variété Rosanna importée d’Europe suivie de la variété locale Dan-Hadjia
pour leur bon comportement en terme de survie vis-a-vis de la maladie et leur bon potentiel de
production malgré I’infection, dans les conditions locales de I’essai. Par contre, il faudrait
éviter la variété Pamela, la plus sensible ainsi que la variété Pamina qui ont toutes deux été
caractérisées par un nombre élevé de plants morts avant le stade de floraison, soit 44 jours
apres inoculation et plantation.

Les résultats obtenus confirment la présence effective du phylotype | (biovar 3), du
phylotype Il (biotypes 2A et 2T), et du phylotype 111 (biotype 2T) de Ralstonia solanacearum
sur les cultures maraicheres au Niger. La variété locale Dan-Hadjia s’est bien comportée a
travers ses caractéristiques particulieres notamment sa précocité, son faible taux d’attaque de
flétrissement bactérien et ses bonnes dispositions en termes de nombre de tubercules fils
produits par plant. 1l serait intéressant d’approfondir les connaissances sur les caracteres
génétiques et agronomiques de ce cultivar en vue de son amélioration et sa vulgarisation au
niveau des producteurs nigériens de pomme de terre.

Mots-clés : Flétrissement bactérien, Ralstonia solanacearum, Pomme de terre, Phylotypes,
Niger.
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ABSTRACT

The average rate of bacterial wilt in Niger riches 8,1% with however a disparity enters
the pedoclimatic areas. Potato is the main plant host of the disease, and the tomato is its
second plant host. Eggplant, hot pepper and the sweet pepper are leas attacked by the disease.
Gardening sites of the Southern areas of Niger located between altitudes of 150 and 300
meters and characterized by high minimal temperatures, sandy soils, and irrigation water
taken from the river or very less deep water table, seem to support the development of the
bacterium compared to the areas located more at North with altitudes ranging between 850
and 1600 meters.

A phylogenic diversity was found within the strains collected locally. Indeed, on the
five Ralstonia solanacearum phylotypes described throughout the world, three phylotypes
were found in Niger. These are phylotypes I, Il and Ill. The biochemical, serologic and
molecular characterizations results to 26 strains of Ralstonia solanacearum isolated mainly on
various potato varieties. The phylotype Il dominates all the other groups. Within this genetic
group, the biotype 2A reported for the first time in Asia on potato Solanum tuberosum, has the
greatest number of strains. It numerically exceeds the biotype 2T originating in the tropical
areas. The phylotype Il comes second with strains also belonging to the biotype 2T. The
phylotype | (biovar 3) is isolated from only one potato sample belonging to Pamela variety.
All these strains infect mainly potato and cause wilt of aerial parts and brown rot of the
vascular area of tuber at all species.

The weak affectivity of the traditional disease management strategies directs research
towards obtaining resistant or tolerant genotypes. The results of the screening test of six
potato varieties cultivated in Niger versus the local R. solanacearum strain Rs-09-76 enable
us to advise with the vegetable producers of Niger Rosanna variety imported of Europe
followed by local variety Dan-Hadjia for their good rates in term of survival despite disease
pressure and their good production potential in spite of the infection, under the local
conditions of the trial. On the other hand, it would be necessary to avoid Pamela variety; the
most susceptible one as well as Pamina variety both are characterized by a high number of
seedlings wilt before the flowering stage, 44 days after inoculation and plantation.

The results confirm the effective presence of Ralstonia solanacearum phylotype I
(biovar 3), phylotype Il (biotypes 2A and 2T), and phylotype Il (biotype 2T) in the Niger.
Local variety Dan-Hadjia shows the best results through its particular characteristics
principally its good precocity, its low level of bacterial wilt, its great tuber number produced
by one plant. It would be interesting to look further into a best knowledge on the genetic and
agronomic characters of this cultivar for its improvement and its popularization through Niger
potato producers.

Key words: Bacterial wilt, Ralstonia solanacearum, Potato, Phylotypes, Niger.
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INTRODUCTION

La pomme de terre désigne a la fois la plante et le tubercule comestible. Elle appartient a la
famille des Solanacées. L espéce cultivée (Solanum tuberosum L.) est une sous-espéce de S. andigenum
originaire de la région centrale de la Cordillére des Andes & une altitude supérieure & 2.000 metres
(CLEMENT, 1981 ; OCDE, 1997). La pomme de terre est une herbacée vivace de par ses tubercules
mais elle est cultivée comme une plante annuelle dans toutes les zones de production du monde. Les
tubercules, riches en amidon, sont utilisés principalement pour I’alimentation humaine et animale (FAO,
2008).

La production mondiale de pomme de terre au cours de I’année 2007 est estimée a plus de 300
millions de tonnes par la FAO. Elle augmenterait au rythme annuel de 4,5 % (FAO, 2008). Jusqu’au
début des années 1990, la pomme de terre était essentiellement produite et consommée en Europe, en
Amérique du Nord et dans les pays de I’ex-Union Soviétique. La production totale des pays développés
s’éléve a pres de 160 millions de tonnes en 2007 et les taux de consommation annuelle par habitant sont
respectivement de 138 kg en Russie, 72 kg en France, 60 kg en Amérique du Nord (FAOSTAT, 2007).

Depuis 2007, la production et la demande de la pomme de terre ont enregistré une forte
croissance dans les pays en développement (Asie, Afrique et Amérique Latine). Dans ces régions, la
production globale de pomme de terre est passée de 85 millions de tonnes en 1991 & 165,41 millions de
tonnes en 2007, surclassant pour la premiére fois la quantité totale produite dans le monde développé.
Les taux respectifs de la consommation annuelle de pomme de terre par habitant sont de 23,9 kg en Asie
et en Océanie et 20,7 kg en Amérique Latine (FAOSTAT, 2007).

Au niveau africain, la production totale de pomme de terre estimée en 2007 par la FAO s’éleve
a 16,7 millions de tonnes pour un taux moyen de consommation annuelle par habitant de 13,9 kg
(FAOSTAT, 2007). En 2007, les sept principaux pays producteurs de pomme de terre en Afrique sont
I’Egypte (2,6 millions de tonnes), le Malawi (2,2 millions de tonnes), I’ Afrique du Sud (1,97 millions de
tonnes), I’Algeérie (1,9 millions de tonnes), le Maroc (1,45 millions de tonnes), le Rwanda (1,2 millions
de tonnes) et le Nigeria (844 mille tonnes). Les taux respectifs de la consommation annuelle de pomme
de terre par habitant varient de 3,2 kg au Nigeria a 125 kg au Rwanda (FAOSTAT, 2007).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Tubercule
http://fr.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plante_herbac%C3%A9e
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tubercule
http://fr.wikipedia.org/wiki/Agriculture
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plante_annuelle

Au Niger, la production de pomme de terre était de 1.690 tonnes au cours de la campagne
horticole 2000 pour 106 ha emblavés avec un rendement moyen de 10,30 tonnes/ha (MDA, 2003a). En
2008, la production atteignait 22.620 tonnes sur 1.275 ha, un rendement moyen de 17 tonnes/ha et un
taux de la consommation annuelle par habitant de 1,5 kg (MDA, 2008). Les prévisions de la production
de pomme de terre au titre de la saison horticole 2009 s’éléveraient a 37.363 tonnes, soit environ 22 fois
la production de 2000 (MDA, 2010). Un accroissement des superficies attribuées a la culture de la
pomme de terre a été remarqué a partir de I’année 2001. Quant aux rendements, ils connaissent une
augmentation de plus de 50 %, passant de 10,30 t/ha en 2000 a 17,74 t/ha en 2008. Il se serait réalisé au
détriment des cultures de manioc et de patate douce (LAWRENCE, 2004). La région d’Agadez située
dans la partie septentrionale du Niger présente des conditions climatiques exceptionnelles permettant la
pratique de trois cycles successifs de pomme de terre par an avec maitrise d’eau. Dans les autres régions
du pays (Tillabéri, Dosso, Maradi, Zinder et Diffa), il est pratiqué un a deux cycles culturaux de pomme
de terre par an. La culture de la pomme de terre est en forte expansion a cause de son rdle de plus en
plus important dans I’alimentation des ménages nigériens urbains et ruraux et dans I’amélioration

sensible des revenus des producteurs et productrices (MDA, 2004).

L’agriculture nigérienne est dominée par la céréaliculture (mil, sorgho et riz). La mauvaise
répartition des pluies dans I’espace et dans le temps et la faible fertilité des sols entrainent un déficit
céréalier trois années sur quatre. La pomme de terre a été identifiée comme culture alternative a
I’atteinte d’un degré adéquat de sécurité alimentaire car elle est la plus productive parmi les cultures
maraicheres de contre-saison comme I’igname, le manioc, la patate douce (MDA, 2003b ; MDA, 2004 ;
LAWRENCE, 2004 ; FAO, 2008). Dans la région d’Agadez, la pomme de terre vient en troisieme
position apres I’oignon et la tomate. Elle y est produite tout au long de I’année en deux ou trois cycles.
Dans la région de Tillabéri, la pomme de terre occupe le quatrieme rang apres I’oignon, le manioc et la
patate douce (MDA, 2004). Le développement de I’irrigation privée a favorisé I’expansion de cette
culture. Les autres catalyseurs sont I’accroissement des revenus et la promotion du produit par les
concours culinaires. Pour soutenir la production de la pomme de terre, il est nécessaire de faciliter le
transfert aux producteurs des connaissances relatives aux variétés, la gestion des semences, le controle
des insectes et des maladies, la maitrise des itinéraires de production, du stockage, de la
commercialisation, etc. Il faudrait aussi viser a limiter la baisse des rendements par dégénérescence du
matériel de reproduction ainsi que des pertes au stockage par suite des fortes infestations des ravageurs.
Les caractéristiques physiologiques du plant de pomme de terre sont mal connues au Niger, il est donc

nécessaire de former les techniciens sur la reconnaissance des varietés et leurs caractéristiques, les



optimums de températures, d’humidité, ainsi que sur les techniques de conservation et le maintien de la
pureté variétale.

L’accroissement du rendement moyen de la pomme de terre de 10,30 tonnes/ha en 2000 a 15,9
t/ha en 2002 avec un maximum de 24 t/ha a Diffa (MDA, 2003a) laissent entrevoir les possibilités d’une
intensification plus poussée de cette culture a la faveur d’un apport d’intrants et d’une protection
phytosanitaire adéquate dans I’optique de porter les rendements a 30 t/ha, soit une augmentation
d’environ 47 %. La constante croissance urbaine, I’amélioration des revenus des ménages urbains, la
participation croissante de la femme en matiere de transformation et d’utilisation des pommes de terre
fraiches concourent au développement d’un grand potentiel marchand, par conséquent a un dopage de la

production et a I’amélioration du revenu des maraichers.

Au regard des nombreuses contraintes au développement de la pomme de terre dont les
problémes phytosanitaires, la présente étude est axée sur la principale maladie bactérienne : la pourriture
brune ou le flétrissement bactérien dont la maitrise permettrait d’améliorer la production et la qualité de
la pomme de terre de semence et de consommation au Niger. La présente étude vise a:

. Faire une évaluation du taux d’attaque du flétrissement bactérien di a Ralstonia solanacearum
dans les principales zones de productions maraichéres du Niger ;

. Caractériser les souches de Ralstonia solanacearum rencontrées au Niger sur la pomme de terre
et les autres Solanacées ;

. Identifier des variétés de pomme de terre résistantes a Ralstonia solanacearum parmi celles

cultivées au Niger.

Le présent document présente les principaux résultats obtenus. Dans une premiére partie une
revue bibliographique sera présentée. La seconde partie présentera les résultats des études de I’incidence
du flétrissement bactérien causé par Ralstonia solanacearum au Niger et la caractérisation des souches
locales identifiées. La troisieme partie concernera le criblage de variétés certifiées d’origine européenne,
regulierement importées au Niger et de la variété locale Dan-Hadjia vis-a-vis de la souche autochtone
Rs-09-76 appartenant au phylotype IlI (biovar 2). 1l s’agit d’une souche originaire des régions
tropicales, inféodée principalement a la pomme de terre a travers le monde et présente dans les
différentes zones de production de la pomme de terre au Niger. Enfin, les principales conclusions de
cette étude seront présentées avant de donner les perspectives.
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CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LA POMME DE TERRE

1. La biologie de la pomme de terre

La pomme de terre (Solanum tuberosum) est une plante vivace a multiplication végétative.
Outre la pomme de terre, la famille des Solanacées comprend aussi la tomate, le tabac, le piment,
I’aubergine, le pétunia, etc. (SOLSTNER, 1983).
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Figure n° 1: Description générale du plant de pomme de terre. (VANDERHOFSTADT et JOUAN,
2009)

Le systéme aérien de la pomme de terre est de type vivace, il comporte deux a dix tiges, plus ou
moins dressées et a section irréguliere. Les feuilles sont de type composé, elles permettent de
caractériser les variétés grace a leurs différents aspects et colorations. Les fleurs sont généralement



autogames mais souvent stériles. Elles constituent aussi des éléments de caractérisation des variétes
grace a leurs colorations et leur nombre. Les fruits ou baies contiennent des graines essentiellement

utilisées en sélection améliorante.

Le systeme souterrain se compose de racines fasciculées, nombreuses et fines pouvant pénétrer

profondément les sols meubles (jusqu’a 80 cm sous le tubercule mére). Les rhizomes ou stolons sont de
courtes tiges souterraines. Leurs extrémités renflées constituent les tubercules.
Un tubercule est un organe de conservation et de multiplication végétative. Il assure aussi bien la
fonction d’organe de stockage des substances de réserve produites par la photosynthése que la
redistribution des réserves nécessaires au développement et a la croissance du jeune plant
(VANDERHOFSTADT et JOUAN, 2009).

Tubercule de
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Figure n° 2 : Les caractéristiques du tubercule de pomme de terre (VANDERHOFSTADT et JOUAN,
2009)

Sur la figure 2, se distingue le stolon ou tige souterraine qui relie le nouveau tubercule a la
plante. Le talon désigne la partie du tubercule du c6té du stolon. L’extrémité apicale est la partie du
tubercule a I’extrémité opposée au talon. Les yeux sont représentés par de légeres excavations qui
porteront chacune un bourgeon. Les bourgeons sont des cellules des yeux qui deviendront un germe
puis une tige principale. Les pores répartis dans I’épiderme du tubercule sont appelés les lenticelles. Ils
assurent les échanges gazeux.

Les cellules de toutes les parties vertes de la plante, y compris les tubercules exposés a la lumiére et

atteints du verdissement, contiennent un alcaloide dangereux, la solanine.



1.1.  Origine de la pomme de terre

L’espece Solanum andigenum est originaire de la région centrale de la Cordillére des Andes a
une altitude supérieure a 2.000 metres. La pomme de terre actuellement cultivée est la sous-espece
Solanum tuberosum, sa domestication remonte a plus de 8000 ans (CLEMENT, 1981). La pomme de
terre a été introduite en Europe au XVI*™ siécle grace aux navigateurs Espagnols. Elle s'est ensuite
répandue au point d'étre l'une des rares plantes cultivées sous toutes les latitudes (FAO, 2008). Le
Centre international de la pomme de terre au Pérou detient la plus grande banque mondiale de
ressources genétiques de la pomme de terre. Quelque 1 500 échantillons d’environ 100 especes
sauvages recueillies dans 8 pays d’Amérique latine, et 3 800 variétés de pommes de terre traditionnelles
cultivées dans les Andes y sont conservees. Dans la région andine, des genérations entiéres
d’agriculteurs ont domestiqué des milliers de variétés de pomme de terre. Aujourd’hui encore, jusqu’a
50 variétés y sont cultivées. Dans la réserve de biodiversité de I’archipel de Chiloé au Chili, les
populations locales cultivent environ 200 variétés de pommes de terre indigénes grace a des pratiques
agricoles qui leur ont été transmises oralement au fil des générations, essentiellement par les femmes

agricultrices (CIP-CGIAR, 2008).

1.2.  Labotanique et la classification de la plante

La pomme de terre est une plante herbacée, tubéreuse a feuilles caduques (elle perd ses feuilles
et ses tiges aériennes dans la saison froide) et a port dresseé pouvant atteindre un métre de hauteur. La
plante est vivace grace a ses tubercules, a condition que le climat lui permette de survivre a la saison

froide, mais elle est généralement cultivée comme une plante annuelle.

La pomme de terre présente deux types de tiges : des tiges aériennes, a section circulaire ou
angulaire, sur lesquels sont disposées les feuilles, et des tiges souterraines, les rhizomes, sur lesquels
apparaissent les tubercules. Les tiges aériennes naissent a partir de bourgeons présents sur le tubercule
utilisé comme semence. Elles sont herbacées, succulentes et peuvent atteindre de 0,6 a 1,0 métre de
long. Les tiges sont normalement de couleur verte, mais elles peuvent exceptionnellement présenter une
coloration rouge pourpre. Certaines tiges peuvent étre érigées, d’autres décombantes, s'inclinant
progressivement vers le sol a mesure qu'avance la maturité de la plante. Les entrenceuds sont allongés
chez la sous-espece S. andigena et bien plus courts chez la sous-espéce S. tuberosum. Dans la phase

finale de leur développement, les tiges aériennes peuvent devenir relativement ligneuses a la base.
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Le systeme racinaire est fasciculé et trés ramifié ; il a tendance a s'étendre superficiellement mais peut
s'enfoncer jusqu'a 0,8 metre de profondeur. Il est constitué de racines adventives qui apparaissent a la
base des bourgeons du tubercule ou sur les nceuds des tiges enterrées ; pour cette raison, le tubercule
doit étre planté a une profondeur permettant une formation adéquate des racines et des rhizomes. Les
racines connaissent une croissance rapide depuis les premiers stades de développement jusqu'au
moment ou commence la formation des tubercules (CLEMENT, 1981).

Du point de vue taxonomique, la pomme de terre appartient a la famille des Solanaceae, au
genre Solanum, et plus précisément au sous-genre Potatoe, section Petota, sous-section Potatoe. Cette
sous-section se distingue par la présence de tubercules véritables qui se forment a I'extrémité des
rhizomes. Elle regroupe les espéces de pommes de terre cultivees et les especes sauvages apparentees.
La série Tuberosa, a son tour, se caractérise par ses feuilles imparipennées ou simples, sa corolle ronde
ou pentagonale et ses baies arrondies. L'espece Solanum tuberosum se différencie des autres espéces de
la méme série taxonomique par l'articulation du pédoncule en son tiers médian. Les lobes du calice sont
courts et disposés regulierement. Les feuilles sont fréquemment arquees avec les folioles toujours ovales
a lancéolées, approximativement deux fois plus longues que larges. Les tubercules possedent une
période de dormance bien marquée (OCDE, 1997). Le génome de la pomme de terre cultivée est
tétraploide et comprend 48 chromosomes (2n = 4x = 48). Sa taille est estimée a 950 Mpb (SUKHOTU
et HOSAKA, 2006 ; PGSC, 2009 ; ANONYME, 2010).

Le tableau 1 présente quelques caractéristiques de trois (3) principales variétés cultivées au Sahel
(VANDERHOFSTADT et JOUAN, 2009).
Tableau n° 1 : Caractéristiques physiques et physiologiques de quelques variétés de pomme

de terre utilisées au Sahel en général et au Niger en particulier.

Caractére Désirée Claustar Sahel

Maturité = longueur du cycle semi-tardive = semi-précoce = Précoce a semi-précoce =
110 jours 105 jours 90 a 95 jours

Couleur peau Rouge Jaune Jaune

Couleur chair Jaune Jaune Pale Jaune clair

Proportion de gros tubercules Forte Fort a tres forte Forte a tres forte

Dormance Treés long Moyen Court

Sensibilité aux maladies

- Gale Sensible Sensible Sensible

- Mildiou Moyennement Assez sensible Sensible

Aptitude a la conservation Bonne Tres bonne Bonne

Sensibilité égermage Peu sensible Peu sensible Moyen
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2. La culture de la pomme de terre

Le cycle moyen de la plante de pomme de terre pour les variétes traditionnellement cultivées en
Afrique de I’Ouest varie de 90 a 110 jours. La plante passe par différents stades qui demandent des
interventions spécifiques.

La pomme de terre apprécie les sols légers, assez profonds, riches en éléments nutritifs. Une fumure de
fond en potassium est conseillée. La plantation se fait dans un sol bien ressuyé et suffisamment rafraichi
par arrosage. La parcelle ne doit pas avoir une trop grande pente ce qui favoriserait I’érosion. Les plants
(tubercules entiers ou découpés en fragments portant des germes) sont soigneusement placés dans les
poquets, germes vers le haut, a environ 10 cm de profondeur, puis recouverts avec de la terre fine en

évitant d’endommager les germes.
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Figure n° 3 : Les différentes étapes du cycle phénologique moyen de la pomme de terre
(VANDERHOFSTADT et JOUAN, 2009)

Le tubercule de pomme de terre nouvellement récolté entre en dormance pour une période
d’environ deux mois avant de commencer a germer. Le tubercule en dormance est dit aussi en repos
végétatif. A ce stade, on ne distingue pas de développement de germes au niveau des yeux. On ne peut
donc pas le planter a ce stade. C’est la tout I’intérét d’identifier le meilleur moment de planter un

tubercule.
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Figure n° 4 : Appréciation du stade optimum de plantation d’un tubercule (plant) de semence
(VANDERHOFSTADT et JOUAN, 2009).

Parmi les quatre stades présentés a la figure 4, le troisieme constitue le plus adéquat a une
opeération de plantation. A ce stade, plusieurs germes se sont developpes a la lumiere diffuse dans un
endroit aéré. Ils sont trapus, colorés et robustes. Il s’agit du stade optimal de plantation. Chaque
tubercule va donner plusieurs tiges. Au niveau du stade (2), un seul germe apical se développe a
I’extrémité du tubercule, c’est le phénomene de dominance apicale. Planté a ce stade, le tubercule ne
donnera probablement qu’une seule tige et le rendement sera diminué. Enfin, les tubercules ayant atteint
le stade (4) sont généralement desséchés, rabougris et présentent de longs germes. A la base de ces
germes, on trouve déja des petits tubercules caractéristiques du phénomene de ‘boulage’. Ce type de
matériel étant considéré comme trop vieux, il peut ne pas lever ou dans le meilleur des cas, avoir une
période de vegétation tres reduite et donner une recolte infime (VANDERHOFSTADT et JOUAN,
2009).

Le marché étant demandeur de tubercules de gros calibres, il est plus intéressant pour le petit
paysan de sectionner les tubercules en fragments comprenant 1 a 2 germes. Cette opération permet
d’utiliser des quantités moins importantes de plants a I’hectare et par conséquent de réduire ses charges

qui représentent 52 % du co(t moyen d’une culture.
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Figure n° 5: Sectionnement d’un tubercule (plant) de pomme de terre en vue d’obtenir plusieurs
fragments portant des germes (VANDERHOFSTADT et JOUAN, 2009)

Lors de la plantation des plants de semences de pomme de terre, les espacements entre les
poquets varient généralement de 30 a 40 cm et de 55 a 60 cm entre les lignes. Dés que les plants ont 20
a 25 cm de haut, on procéde au buttage en remontant la terre autour des pieds. Cette opération favorise
la formation des tubercules et évite leur éventuel verdissement. Les buttes sont perpendiculaires a la
pente. Les pommes de terre dites "primeurs” seront cueillies avant leur maturité, c’est pourquoi elles ne
se conservent pas.

La récolte en vue de la conservation n’a lieu que lorsque les feuilles sont complétement fanées.
La conservation se fait dans un local aéré, sec et a I'abri de la lumiére. 1l est conseillé d’éliminer les

tubercules blessés pour éviter les pertes.

En matiere de fertilisation, la pomme de terre a des besoins en potasse équivalents au double de

ceux en azote ou acide phosphorique comme indiqué dans le tableau 2.

Tableau n° 2 : Besoins en éléments fertilisants (kg/ha) d’une culture de pomme de terre.

Elément formule | Quantités exportees (kg) Besoins (kg)
Azote N 80 80
Acide phosphorique P,0s 40 80
Potasse K20 150 160
Magnésie MgO 10 10
Soufre SO; 8 8

(Source : FAO, 2008)
La plante de pomme de terre ayant des difficultés a absorber le phosphore, il est conseillé d’apporter le

double de la quantité exportée.
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2.1. La distribution de la culture

Les plus anciens restes de tubercules de pommes de terre (et aussi de patates douce), datent de
8000 ans avant Jésus-Christ (FAO, 2008). Ils ont été retrouvés dans des grottes du canyon Chilca au
Pérou (a 65 km au sud-est de Lima). La pomme de terre a été introduite en Europe vers la fin du
XVI°siécle a la suite de la découverte de I’Amérique par les conquistadors espagnols. Entre 1541 et
1612, grace a Jean Bauhin, frere de Gaspard Bauhin, directeur des « Grands-Jardins » de Montbéliard,
la pomme de terre était consommée en France pour pallier la famine qui sévissait dans le Comté
indépendant de Montbéliard. En 1757, elle fut cultivée en Bretagne, alors en période de disette, dans la
région de Rennes. Mais c'est surtout Antoine Parmentier, de retour d'un séjour en captivité en Prusse,
qui fait la promotion de la pomme de terre comme aliment humain et réussit a développer son usage
dans toutes les couches de la société francaise. Il avait été capturé par les Prussiens pendant la guerre de
Sept Ans (1756-1763) et avait découvert a cette occasion la pomme de terre, principale nourriture,
fournie aux prisonniers. A la suite d'une terrible disette survenue en 1769, I'académie de Besangon lance
en 1771 un concours sur le theme suivant : « Indiquez les végétaux qui pourraient suppléer en cas de
disette a ceux que I'on emploie communément a la nourriture des hommes, et quelle en devrait étre la
préparation. » Parmentier remporte le premier prix, devant d'autres concurrents qui avaient eux aussi
rédigé un mémoire sur la pomme de terre, preuve que l'usage de ce tubercule était vraiment a I'ordre du
jour. Au XIX®siécle, la pomme de terre était devenue l'aliment prédominant chez les Irlandais.
L'épidémie de mildiou dans les années 1840 est a l'origine d'une grande famine et d'une importante
émigration vers les Etats-Unis et le Canada. La pomme de terre est aujourd’hui cultivée dans plus de
150 pays sous pratiquement toutes les latitudes habitées (ANONYME, 2010 ; FAO, 2008 ; CLEMENT,
1981 ; CIP-CGIAR, 2008).

En octobre 1995, la pomme de terre fut la premiere culture alimentaire expérimentée dans

I'espace par la NASA lors d'une mission de la navette spatiale Columbia (TUCKER, 2010).

2.2.  Laproduction de la pomme de terre

En 2007, la production mondiale de pomme de terre est estimée par la FAO, a 323,5 millions de
tonnes, pour une surface cultivée de 18,8 millions d'hectares, soit un rendement moyen de 17,23 tonnes
par hectare (t/ha). Ce chiffre n'inclut pas les plants (semences) qui représentent 30,8 millions de tonnes
(M), soit environ 10 % du total. Cette culture se situe a la cinquiéme place (en tonnage) des productions

agricoles au niveau mondial, aprés la canne a sucre, le mais, le riz et le blé et devant la betterave a sucre.
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C'est la plus importante dicotylédone alimentaire. Les cing premiers producteurs sont dans I'ordre la
Chine (64,8 Mt), la Russie (36,8 Mt), I’Inde (28,6 Mt), les Etats-Unis (20,4 Mt) et I’'Ukraine (19,1 Mt).
IIs représentent la moitié de la production mondiale. Dans ce classement, I'Union européenne prendrait
la premiére place avec 63,2 t. Selon I’importance du tonnage, on retrouve la Pologne (11,8 Mt),
I’Allemagne (11,6 Mt), la France (7,2 Mt), les Pays-Bas (6,9 Mt) et le Royaume-Uni (5,6 Mt). lls
représentant 67,6 % du total européen (FAOSTAT, 2007).

Une comparaison par continent montre que I'Europe (40,54 %) et I'Asie (40,45 %) concentrent
81 % de la production totale contre 13,2 % pour les Amériques, 5,5 % pour I'Afrique et 0,5 % pour
I'Océanie. Le rendement moyen le plus élevé est obtenu en Océanie avec 38,57 t/ha contre 25,61 t/ha
dans les Amériques, 18,27 t/ha en Europe, 15,83 t/ha en Asie et 10,92 t/ha en Afrique (FAOSTAT,
2007).

La production totale de pomme de terre estimée en 2007 par FAOSTAT est de 16,7 millions de
tonnes (Mt) pour toute I’Afrique. Les cing premiers pays africains producteurs de pomme de terre sont
respectivement I’Egypte (2,6 Mt), le Malawi (2,2 Mt), I’ Afrique du Sud (1,97 Mt), I’Algérie (1,9 Mt) et
le Maroc (1,45 Mt).

En Afrique de I’Ouest francophone, la quantité totale de pomme de terre produite est de
156.054 tonnes. Les cing principaux pays producteurs de pomme de terre sont le Mali (114.478 tonnes
soit 70 %), le Niger (18.000 tonnes), la Guinée (11.876 tonnes), le Sénégal (10.000 tonnes) et le Burkina
Faso (1.700 tonnes) (FAOSTAT, 2007).

Pourtant c’est en Afrique que la culture de la pomme de terre a connu ces dix dernieres années

I’accroissement le plus élevé (supérieur a 50 %). L’Asie suit avec une progression de 20 %.
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Selon LAWRENCE (2004) I’accroissement de la production de pomme de terre en Afrique au

Sud du Sahara notamment au Niger se serait réalisé au détriment des cultures de manioc et patate douce.
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Figure n° 6 : Comparaison de la pomme de terre a d’autres plantes a racines (manioc) et tubercules
(igname, patate douce et taro) cultivées en Afrique en fonction du nombre de kg
produits par jour d’occupation du sol et par hectare (VANDERHOFSTADT, 2007).

2.3.  Lesutilisations de la pomme de terre

Plus des deux tiers des tubercules de pomme de terre produits ont été destinés a un usage
alimentaire (FAO, 2008). Les tubercules frais peuvent étre cuits au four, bouillis, frits et accommodés
de mille manieres: purée, crépes, boulettes, soupe, salades, au gratin.... Dans la partie septentrionale du
Niger (I’Alr), la cuisson se fait en enterrant les tubercules et en attisant un feu juste au-dessus (CORUS-
Niger, 2006).

Les produits transformés, a valeur ajoutée comme les pommes de terre surgelées occupent une
place de choix dans le monde. Il s’agit essentiellement des frites servies dans les restaurants et les
chaines de restauration rapide du monde entier. Les chips sont une autre forme de transformation tres
prisée dans les pays développés. Les flocons de pommes de terre déshydratés et les granules sont
obtenus par séchage de pommes de terre réduites en purée jusqu'a obtention d'un taux d’humidité de 5 a
8 pour cent. On obtient un autre produit déshydraté, la farine de pomme de terre, par broyage de
tubercules entiers qui sont précuits et conservent le godt de la pomme de terre. Cette farine, sans gluten
et riche en amidon, est utilisée par I'industrie alimentaire comme liant des produits carnés et pour
épaissir les sauces et les soupes. Une partie de la production de pomme de terre est transformé en

produits dérivés et en ingrédients alimentaires pour nourrir les vaches, les porcs et les poulets ou en
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fécule destinée a I'industrie. Elle peut aussi étre réutilisée sous forme de plants pour la prochaine saison

agricole. Les feuilles des plants de pomme de terre sont trés appétissantes pour le petit et le gros bétail.

En Europe de I'Est et en Scandinavie, les pommes de terre sont broyées puis soumises a un
traitement thermique pour convertir la fécule en sucres, qui fermentent et sont distillés afin de produire
des boissons alcoolisées, comme la vodka et I'aquavit. La fécule de pomme de terre est aussi utilisée par
les industries pharmaceutiques, textile, du bois et les papeteries comme adhésif, liant, apprét et mastic,
ainsi que par les compagnies qui perforent les puits pétroliers pour laver les puits. Il constitue un
substitut 100 pour cent biodégradable des polystyrénes et autres matiéres plastiques servant par exemple
a fabriquer les assiettes et les couverts jetables.

L'idée d'une pelure de pomme de terre utilisée comme pansement a pris naissance en Inde. La pelure
s'avere efficace pour le traitement des brllures. Elle n'adhére pas aux plaies, car elle y retient I'humidité.

La peau se renouvelle donc plus rapidement. (ANONYME, 2007).
Le tubercule de pomme de terre est une source importante de glucides mais aussi de protéines et
de vitamine C (FAO, 2009 ; OCDE, 1997). Les teneurs moyennes en diverses substances de la pomme

de terre sont déclinées dans le tableau 3.

Tableau n°® 3 : Composition chimique du tubercule de pomme de terre (pour 100 g de matiere fraiche)

Constituants Teneur moyenne (g / 100 g) Ecarts observés (g / 100 g)
Eau 77,5 63 a 86
Matiére séche : 22,5 13236

- Glucides (= sucre) 19,4 13430

- Protides (= acide aminés) 2 0,7a4,6

- Lipides (= acide gras) 0,1 0,024 0,96

- Minéraux 1 04a19

(Source : FAO, 2009)
Comme on peut le constater dans le tableau 3, la pomme de terre fraiche est composée en moyenne de

20 % d’amidon et environ 80 % d’eau.
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Une comparaison de la valeur alimentaire de la pomme de terre aux valeurs alimentaires d’autres
tubercules comme la patate douce, le taro et I’igname ainsi qu’a la racine du manioc est rapportée au

tableau 4.

Tableau n° 4 : Comparaison de la composition chimique du tubercule de pomme de terre a celle des

autres tubercules (patate douce, taro et igname) et le manioc

Constituants Teneur moyenne (%)

Pomme de terre | Patate douce | Taro Igname Manioc
Eau 71,5 68,0 62,7 75,0 61,0
Glucides 194 28,0 29,8 23,0 33,6
Protéines 2,0 1,5 3,0 2,0 1,2
Lipides 0,1 ND 0,2 01 0,4
Minéraux 1,0 1,6 13 ND 1,2

(Source : FAO, 2009 ; Ministere Francais de la Copération, 1993)

Le taro présente les meilleurs tenneurs en protéines (3,0 %), glucides (29,8 %) et lipides (0,2
%). Les tenneurs en protéines de la pomme de terre et de I’igname sont similaires (2,0 %). Le manioc

est la plus énergétique avec 33,6 % de glucides.

La consommation annuelle de la production locale de pomme de terre ne dépasse pas 2,4
kg/an/personne en Afrique de I’Ouest contre une moyenne européenne de 90 kg/an/personne
(FAOSTAT, 2007). La consommation de pommes de terre dans les pays en développement a augmenté
ces dernieres années, elle est dominée par les pommes de terre fraiches (ANONYME, 2007 ; FAO,
2008)

2.4.  Lacommercialisation de la pomme de terre
En 2007, les exportations de pommes de terre ont porté au niveau mondial sur 15,5 millions de
tonnes dont 5 millions de tonnes représentant 32,3 % sont commercialisés sous forme de surgelés.

L'essentiel du commerce international de la pomme de terre se réalise dans I'Union européenne. Les

quatre premiers pays exportateurs (Pays-Bas, France, Allemagne et Belgique) ont réalisé plus de la
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moitié des exportations totales de pommes de terre fraiches (54,7 %). Ces pays figurent également
parmi le dix premiers pays importateurs.

L'accroissement de la production et de la demande dans les pays en développement (p. ex. Amerique du
Sud, Asie et Afrique) devrait créer des débouchés pour les pommes de terre de semence et les
techniques de transformation et offrir des possibilités d'investissement dans ce domaine (ANONYME,
2007). L'industrie de la pomme de terre doit créer la demande par la mise au point de nouveaux produits
a valeur ajoutée et par I'accession a de nouveaux marchés, afin d'assurer son essor.

Pour un prix de vente minimum de 125 F CFA/kg le chiffre d’affaires de la filiere peut étre estimé a un
peu moins de 20 milliards de F CFA/an soit plus de 30 millions d’euros pour les 5 principaux pays
producteurs de pomme de terre d’Afrique de I’Ouest francophone. La filiere pomme de terre, dans ces
pays, a donc une importance économique réelle (FAOSTAT, 2007).

3. Les contraintes liées a la production de la pomme de terre

3.1.  Lescontraintes pédoclimatiques

3.1.1. Lesexigences edaphiques

La plupart des sols conviennent a la culture de la pomme de terre a condition qu’ils soient bien
drainés et pas trop pierreux. Les sols profonds et meubles sont les meilleurs. En genéral, la pomme de
terre se développe mieux dans des sols a textures plus ou moins grossieres (sablonneuse ou sablo-
limoneuse) que dans des sols a texture fine et battante (argileuse ou argilo-limoneuse) qui empéchent
tout grossissement de tubercule. La pomme de terre peut donner de bons rendements dans des sols
légérement acides (pH = 5,5 a 6) par contre une alcalinité excessive du sol peut causer le développement
de la gale commune sur les tubercules. La pomme de terre est relativement tolérante a la salinité par
rapport aux autres cultures maraichéres. Cependant, un taux de salinité élevé peut bloquer I’absorption
de I’eau par le systeme racinaire. Lorsque la teneur en sel est élevée, le point de flétrissement est atteint
rapidement. On peut réduire la salinite d’un sol en le lessivant avec une eau d’irrigation douce
(ANONYME, 1999).
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3.1.2 Lesexigences climatiques

Les températures élevées stimulent la croissance des tiges ; par contre, les basses températures
favorisent la croissance des tubercules. La pomme de terre est treés sensible au gel, le zéro de végétation
est compris entre 6 et 8°C. Les températures optimales de croissance des tubercules se situent aux
alentours de 18°C le jour et 12°C la nuit. Une température du sol supérieure a 25°C est défavorable a la
tubérisation (ANONYME, 1999; VANDERHOFSTADT et JOUAN, 2009).

La croissance végeétative de la pomme de terre est favorisée par la longueur du jour élevé (14-18
heures). Une photopériode inférieure a 12 h favorise la tubérisation. L’effet du jour long peut étre
atténué par les basses températures.

3.2.  Lescontraintes techniques

Les contraintes techniques sont, pour I’essentiel, liées aux caractéristiques biologiques de la pomme

de terre. Il s’agit particulierement de :

¢ La faible multiplication de la pomme de terre par la semence issue de la reproduction sexuée
(graine);

e Le colt élevé de la recherche pour un maintien de la qualité du matériel de propagation a
travers diverses multiplications rendues nécessaires du fait de la forte sensibilité de la plante
aux maladies aériennes et telluriques ;

e La demande de grandes quantités de semences par hectare (1 a 2 tonnes), et qui représentent
pres de la moitié des charges culturales ;

e La restriction phytosanitaire sur les mouvements de germoplasmes, semences et pomme de
terre de consommation ;

e Le caractere périssable des tubercules di & leur forte teneur en eau (JOUAN, 2009 ;
CLEMENT, 1981).

3.3.  Lescontraintes socioéconomiques
Au nombre des principales contraintes socioéconomiques, il faut noter le caractére onéreux des
codts de production, notamment une forte intensité de main d’ceuvre, une grande quantité de tubercules

de semences et d’intrants tels que les engrais et les pesticides. Ces codts étant souvent hors de portée des

petits producteurs, il est nécessaire d’aider ces derniers a accéder au crédit agricole. Il est aussi constaté
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une forte fluctuation entre les prix offerts aux petits producteurs a la récolte soit environ 175 F.CFA le
kg de pomme de terre contre 800 F.CFA, voir plus, au profit des intermédiaires et commercants a la
soudure soit 4 a 6 mois plus tard. Selon JOUAN (2009) d’autres contraintes a I’accés aux marchés
émergeants pour les petits producteurs sont constituées par les difficultés a satisfaire les besoins du
transport des récoltes des zones de production aux centres de consommation, et de celui de I’emballage
des produits a présenter aux clients.

3.4.  Lescontraintes biotiques

Le cortége parasitaire autour de la pomme de terre est large et varié. Les ennemis de la pomme
de terre sévissent en vegétation et lors de la conservation, avec pour conséquences immediates les pertes
de production et la dégénérescence du matériel végeétal. Les contraintes biotiques majeures sont le fait
des insectes, des acariens, des mauvaises herbes, des maladies (fongiques, virales et bactériennes) et des

rongeurs.

Les principaux ravageurs de la pomme de terre sont la teigne de la pomme de terre Phtorimaea
operculella Zeller (Gelechiidae) qui infeste les tubercules de la pomme de terre et différents organes
chez les autres Solanacées. La coccinelle des cucurbitacées Henosepilacna elateri (Coleoptera-
Coccinellidae) dont les larves et les adultes sont observés généralement a la face inférieure des feuilles
qu’ils dévorent, n’épargnant que les nervures. Le ver gris Agrotis ypsilon (Lepidoptera-Noctuidae) qui
découpe le collet des tiges nuitamment et se cache sous des débris le jour venu. Les mouches blanches
(Bemisia spp.) vivent en grand nombre sous les feuilles de la plante hote. Les adultes de cet insecte
piqueur-succeur sont de tres petits insectes ailés et leur couleur est entiérement blanche.

La courtiliere Gryllotalpa africana (Orthoptera-Gryotalpidae) appelée aussi “taupe-grillon” ou
"jardiniére”, est un redoutable ravageur des jardins potagers. Elle mesure 4 a 5 cm de longueur et vit
dans le sol ou elle creuse des galeries, bouleversant les semis et dévorant les racines et les tubercules sur
son passage. Elle est surtout active pendant la nuit.

Les pucerons (Homopteres) sont des insectes treés prolifiques, le plus souvent verts ou noirs, vivant en
colonies. Ils se montrent nuisibles a de nombreuses plantes d’ornement et a la plupart des cultures
fruitieres et potageres. 1l en existe de tres nombreuses especes. Aphis craccivora sur pomme de terre.
Les termites causent également d’importants dégéts aux plantes en général et a la pomme de terre en
particulier. C’est ainsi qu’ils peuvent miner les tiges, les racines et tubercules, provoquant ainsi

I’affaiblissement ou bien le jaunissement de celles-ci. Enfin, les criquets et les sautériaux causent de
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serieux dégats a la pomme de terre en dévorant les feuilles. 1ls sont surtout dangereux pour les jeunes

pOUSSES.

Plusieurs espéces d’acariens se montrent trés nuisibles aux cultures en général et a la pomme de
terre en particulier. Les infestations qui s’observent en début de saison chaude peuvent conduire a la
perte totale de la production. Les deux principales espéces d’acariens rencontrés sur la pomme de terre
sont I’acarien rouge (Tetranychus cinnabarinus Boisd.) et Tetranychus urticae (Koch.) encore connu
sous le nom d’acarien jaune commun.

Les nématodes parasites de la pomme de terre sont essentiellement les nématodes a kystes du genre
Globodera (Globodera rostochiensis et Globodera pallida), les nématodes a galles (Meloidogyne spp)
et les nématodes libres appartenant au genre Ditylenchus (Ditylenchus dipsaci et Ditylenchus
destructor).

Deux principales mauvaises herbes sont signalées sur la pomme de terre. Il s’agit de
I’Orobanche, une plante parasite de la famille des Orobanchacées et du Chiendent (Cynodon dactylon),
une poacée pérenne capable de se reproduire végétativement (par rhizomes) ainsi que sexuellement (par

ses graines).

Toutes les parties de la pomme de terre sont attaquées par de nombreuses maladies
(CLEMENT, 1981 ; JEAN, 2000). Le Mildiou est considéré comme la maladie la plus grave de la
pomme de terre a I’échelle mondiale. 1l est di a Phytophthora infestans, un champignon qui détruit
feuilles, tiges et tubercules. La maladie a été mentionnée pour la premiere fois aux Etats-Unis, en 1843,
puis au Canada I’année suivante. Le mildiou atteignit I’Europe entiere dés 1845 et fGt & I’origine d’une
famine en Irlande en 1846 (CIP-CGIAR, 2008). Le Flétrissement dd a Ralstonia solanacearum est la
principale bactériose des Solanacées en générale et de la pomme de terre en particulier. 1l provoque de
graves pertes dans les régions tropicales, subtropicales et tempérées. La Jambe noire de la pomme de
terre est aussi une infection bactérienne. Elle est due a Erwinia chrysanthemi et se caractérise par la
pourriture des racines dans le sol et durant le stockage. Le Rhizoctone brun est causé par le champignon
Rhizoctonia solani. Le tubercule atteint par cette maladie porte a sa surface de petits amas noirs de
sclérotes méme apres lavage. La Gale due a Streptomyces scabies, est caractérisée par des lésions
rondes & irréguliéres de couleur marron clair a brune pouvant étre soit en surface et liégeuses, soit
légérement en saillie et éruptives ou encore creuses et profondes. Ces taches superficielles sur les
tubercules apparaissent des la récolte et ne se développent pas pendant le stockage (JEAN, 2000).
Cependant, elles peuvent déprécier la valeur marchande de la récolte. De nombreuses maladies virales

sont observées sur les plants de pomme de terre. Elles sont provoquées par une diversité de virus,
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notamment le Virus de I’enroulement, le Virus X, le Virus Y, le Virus A, le Virus S, le Virus M, etc.).

D’une maniére générale, les maladies virales sont caractérisées de maladies de dégénérescence.

D’autres ravageurs atypiques sont observés sur les cultures de pomme de terre. 1l s’agit des
oiseaux et des margouillats s’attaquent aux jeunes pousses. Les rongeurs attaquent les tubercules au
champ et au cours du stockage. Si aucune protection n’était apportée a la culture de la pomme de terre,
les pertes qui lui seraient occasionnés par ses différents ennemis pourraient atteindre 71% (OERKE et
DEHNE, 2004).

3.5.  Les politiques agricoles dans la production de la pomme de terre

L’absence d’une véritable politique de développement de la filiere pomme de terre est a la base
des contraintes techniques et socioéconomiques auxquelles font face les petits producteurs de pomme de
terre. Les producteurs sont laissés a eux-mémes avec seuls partenaires quelques ONG, d’ou la timidité
ou I’absence de transfert de technologie. Pourtant, la pomme de terre peut jouer un réle important dans
la réduction de la pauvreté dans les pays en développement d’ou la nécessité pour I’Etat et les privés de
supporter ce secteur. JOUAN (2009) note que malgré un financement limité, une recherche substantielle
est menée en Afrique. Les domaines abordés selon lui, ont trait a la gestion intégrée en matiére de
prévention et de contrdle du Mildiou, ceci inclut le développement de cultivars résistants. 1l y a aussi le
contréle intégré du Flétrissement bactérien avec un accent particulier mis sur I’identification de
I’infection latente et des pratiques de gestion intégrée des maladies (IDM), pour différentes zones
agroécologiques. Il conclut que pour obtenir de bons résultats, il serait prioritaire de favoriser un
partenariat et une coopération agissante. Pour lui, le point critique concerne le transfert des
connaissances relatives aux variétés, la gestion des semences, insectes, maladies, systémes de
production, stockage, commercialisation, etc. aux producteurs. Il apparait tres clairement que la pomme
de terre peut jouer un grand réle dans la réduction de la pauvreté et promouvoir un développement en

Afrique. Pour cela, il est indispensable de joindre toutes les forces des secteurs publics et privés.
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CHAPITRE 2 : LE POINT DES TRAVAUX DE RECHERCHES SUR LES ENNEMIS DE LA
POMME DE TERRE

INTRODUCTION

Les pertes totales subies par la culture de la pomme de terre sont de 32,3 % dont 21,8 % sont
imputables aux maladies fongiques, bactériennes et virales ; 6,5% sont attribuées aux insectes et 4%
sont occasionnés par les adventices (CRAMER, 1967). Le mode de multiplication par organes végétatifs
(principalement le tubercule), au lieu de celle dite sexuée (graines), permet la transmission d’une
génération a I’autre de facteurs de dégénérescence variétale liés aux agents pathogenes comme les virus,
les bactéries et les champignons (SOLSTNER, 1983). Plus de 200 maladies s’attaquent a la pomme de
terre tant en végétation qu’en conservation (ANONYME, 2010).

La Fédération Nationale des Producteurs de Plants de Pomme de Terre (FNPPPT) de France et
le Groupement National Interprofessionnel des Semences et plants (GNIS) ont édité un recueil de fiches
descriptives des maladies et ravageurs de la pomme de terre (ANONYME, 2000; 2008). Les
pathologies rencontrées au Niger, dans les régions de I’Air et de Tillabéri (ADAM, 1996; ADAMOU,
2007 ; CORUS, 2006 ; MDR, 1982) sont la Gale commune (Streptomyces scabies), des Viroses diverses
(Mosaiques, Rosettes, Nervures pourpres), la Gale poudreuse (Spongospora subterranea),
I’Alternariose (Alternaria solani), la Sclérotiniose (Sclerotium rolfsii), la Rhizoctoniose (Rhizoctonia
solani) et la Verticiliose (Verticilium dahliae). La Gangrene due a Phoma spp. est abondamment
rencontrée sur les tubercules entreposés. Le Mildiou di a Phytophthora infestans est peu observé sur
des plants importés d’Europe ou ce pathogeéne est redouté (CIP-CGIAR, 2008 ; OCDE, 1997).

1. Les maladies fongiques de la pomme de terre

Elles sont les plus nombreuses. Les plus décrites sont le Mildiou, I’Alternariose, la
Sclérotiniose, la Rhizoctoniose, la Verticiliose, la Gangrene et plus rarement la Gale poudreuse. Le
Mildiou est dd a un champignon nommé Phytophthora infestans. Il a été mentionné pour la premiéere
fois en Allemagne, en 1843. La maladie atteignit I’Europe dés 1845 et fut a I’origine d’une famine en
Irlande (CIP-CGIAR, 2008 ; FAO, 2008). Le champignon attaque les feuilles, les tiges et les tubercules
qu’il détruit entierement. Le tubercule infecté constitue la premiere source d’inoculum. A son tour, la
plante malade peut contaminer les tubercules lors de la récolte. Sur feuilles, la maladie provoque des
taches de couleur vert foncé devenant brun fonce avec un halo jaunatre a la face supérieure. Sur la face

inférieure apparait un duvet mycélien blanchatre. Sur tige et hampe florale, on constate des Iésions
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brunes ou noiratres. Les tubercules atteints restent fermes mais présentent en surface des zones de
pelures brun rougeatres. Des filaments bruns diffus sont observés au niveau des tissus internes. D’autres
organismes peuvent envahir les tubercules infectés et provoquer leur pourriture (JEAN, 2000). Le
temps augmente la gravité de la maladie apres la premiére infection car elle peut se propager rapidement
(FAO, 2008). Phytophthora erythroseptica est responsable de la pourriture rose de la chaire du
tubercule de pomme de terre. Le sol contaminé et les tubercules infectés sont les principales sources
d’inoculum. Le symptome caractéristique est la coloration rose de la chaire qui survient entre 20 a 30
minutes apres que le tubercule ait été tranché (JEAN, 2000).

L’Alternariose est provoquée par Alternaria solani et Alternaria alternata. Les plus gros dégats
sont occasionnés en climat chaud mais la maladie est plus séveére lorsque les cultures sont irriguées.
Elle semble étre favorisée par la sénescence des plantes. Sur les feuilles, on observe des taches
nécrotiques avec présence d’anneaux concentriques. Les tubercules atteints présentent des taches
brunes, déprimées, aux contours en relief, peu visibles a la récolte. Les tissus sous-jacents ne sont
pourris que sur une faible profondeur. Les résidus de cultures, les sols contaminés et les tubercules
infectes sont les principales sources d’inoculum (JEAN, 2000).

La Sclérotiniose due a Sclerotium sclerotiorum et Sclerotium rolfsii se caractérisent en
végétation par une pourriture de la base des tiges avec présence d’un mycélium blanchatre, avec
présence de sclérotes noirs a I’intérieur de celle-ci. Les tubercules atteints pourrissent au champ,
pendant le transport ou lors de leur conservation. La pourriture démarre par le talon. Un mycélium
blanc, souvent en forme d’éventail, se développe en général sur les tubercules infectés et produit de
petits sclérotes d’abord blancs, puis semblables a des graines de moutarde. Apres avoir pris une
consistance friable, les tubercules sont la plupart du temps envahis par des organismes secondaires
responsables de pourritures molles tels que Penicillium spp. La maladie peut étre prévenue en évitant les
exceés d’azote.

La Rhizoctoniose est causée par Rhizoctonia solani. Les premiers signes sont caractérises par la
présence des sclérotes dans le sol ou sur le tubercule mére. Au stade plantule, les germes, stolons et
radicelles présentent des taches brunes profondes pouvant entrainer leur mort. Le plant adulte présente
un enroulement et un jaunissement du feuillage, il porte de petits tubercules a I’aisselle des feuilles. Les
parties infectées présentent des nécroses brunes, seches, avec développement d’un manchon mycélien
blanchétre au niveau du sol. Le tubercule atteint porte a sa surface de petits amas noirs de sclérotes
méme apres lavage.

La Verticiliose est une trachéomycose causée par Verticilium dahliae et Verticilium alboatrum
qui infectent les plants par les racines, les blessures et les germes. Ils provoquent un jaunissement suivi

d’un flétrissement total ou unilatéral de la feuille, de la tige ou de la plante avec une coloration brune
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des vaisseaux. Les tubercules atteints présentent des taches brunes au niveau de I’anneau vasculaire,
pouvant évoluer en cavités. La Gangréne due a Phoma spp. se caractérise par la pourriture seche du
tubercule. Elle est abondamment rencontrée sur les tubercules entreposés. La contamination se fait lors
de la récolte ou de la manutention par adhérence du sol pollué sur les blessures. La coupe d’un tubercule
montre une pourriture seche, de couleur brun foncé, ou les pycnides se développent dans les cavités
existantes. L’espece Spongospora subterranea est I’agent responsable de la Gale poudreuse. La maladie
est favorisée par les basses températures et la présence d’eau. Elle provoque des pustules qui éclatent et
liberent une masse brunétre poudreuse contenant des ballonnets de spores. Les symptdmes ultimes
correspondent a de nombreuses petites dépressions liégeuses sur les tubercules, entourées de morceaux
d’épidermes déchirés. Une observation au microscope des ballonnets de spores confirme le diagnostic.
La lutte consiste en I’utilisation de tubercules de semences saines et la pratique d’une rotation d’au
moins 5 ans (DALLAIRE, 2008).

Les agents de pourritures séches sont des champignons du genre Fusarium (F. solani var. coeruleum, F.
roseum var. sambucinum, F. oxysporum) qui infectent surtout les tubercules par des blessures. La
pourriture seche est un des plus graves problemes de conservation de la pomme de terre. Au début, les
tubercules stockés présentent des lésions brunatres, l1égerement renfoncées, qui s'étendent par la suite en
surface et en profondeur. Dans le tubercule pourri se forment des cavités internes qui se couvrent d'un
mycélium (tissu fongique) de couleur variable suivant I'espéce. Des rides concentriques typiques
apparaissent a la surface du tubercule et le mycélium externe est alors bien visible. Le tubercule se
desseche et se momifie. Les températures élevées favorisent le développement de cette maladie. Les
mesures de contrle des pourritures séches consistent a éviter de blesser les tubercules lors des
manipulations, a éliminer les tubercules atteints de pourritures et bien sécher les tubercules a la récolte
et favoriser la cicatrisation des blessures (FAO, 2008).

La gangrene est une maladie opportuniste qui survient suite aux blessures occasionnées aux tubercules.
Elle est causée par Phoma exigua var. exigua et P. exigua var. foveata. La gangréne peut constituer un
serieux probleme dans les climats frais et humides. Elle est particulierement fréquente dans les entrepdts
a basse température. Les spores provenant des tiges ou des tubercules malades contaminent les autres
tubercules a travers les ouvertures naturelles ou a la suite de dommages survenus lors de la récolte ou du
transport. De petites dépressions sombres se forment sous la peau, s'agrandissent et se creusent,
entrainant la pourriture du tubercule sous forme de cavités de couleur brun fonce a violacée. Les cavités
sont souvent trés profondes a contours bien définis dans lesquelles se développent des pycnides. Pour
prévenir cette maladie, il est recommander de récolter dans les 3-4 semaines apres le défanage, d’éviter

les blessures aux tubercules lors des manipulations (récolte, conditionnement), d’aérer les lots de
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pommes de terre récoltées pour favoriser la cicatrisation des blessures éventuelles et d’éliminer les
tubercules infectés (ANONYME, 2008b).

2. Les maladies virales infectant la pomme de terre

Les maladies virales étaient percues comme des dépérissements mystérieux en Europe a la fin
du 18°™ siécle, leur nature n’a été élucidée qu’au cours du 20°™ siécle. La caractérisation biochimique
et physique des entités infectieuses, se réalise seulement aprés la 2™ guerre mondiale grace au
microscope électronique qui mit en évidence les particules virales. Les recherches actuelles sont
orientées sur les analyses moléculaires plus performantes. L’évolution intrinséque des virus dans la
pomme de terre est tributaire des mutations et recombinaisons génétiques spontanées. A cela s’ajoutent
le brassage de plants infectés de provenances variées, la diversité des vecteurs, des systémes et zones de
production ainsi que des variétés (GUGERLI, 2008). Les symptomes les plus distinctifs sont des
mosaiques, des rosettes et des nervures pourpres (ANONYME, 2008b; JEAN, 2000). Les principales

caractéristiques des viroses les plus communes sont rapportées dans le tableau 5.

Le virus Y de la pomme de terre (PVY ou Potato virus Y, membre-type du genre Potyvirus) est
I’'un des virus les plus répandus parmi les virus de plantes d’importance économique. 11 est transmis par
au moins 70 espéces de pucerons selon un mode non persistant car le puceron ne peut le transmettre que
dans un délai de une a deux heures apres son acquisition par pigdre d’une plante contaminée. Le virus Y
infecte de nombreuses plantes, appartenant notamment a la famille des Solanacées (tomate, poivron,
piment, etc.). L’inoculum initial pour la contamination peut provenir de plantes malades de la parcelle
ou du voisinage, de repousses infectées ou d’autres plantes hdtes (tomate, tabac, adventice). Le
symptome le plus observé est la mosaique de la pomme de terre provoquée par le PVY, tandis que le

PVYN™N est responsable de I’apparition des nécroses sur les tubercules (GUGERLI, 2008).

Le virus de I’enroulement de la pomme de terre (Potato Leaf Roll Virus) est transmis par certains
pucerons lorsqu’ils piquent le végétal pour s’alimenter de sa seve. 1l est dit de type persistant car le
puceron ne devient infectieux qu’aprés un temps de latence nécessité par le passage du virus dans
I’intestin puis dans les glandes salivaires de I’insecte. Les pucerons sont aussi les agents responsables de
la transmission du virus A (Potato Virus A). La maladie est transmise par un virus dit de type non
persistant car il ne se conserve qu’une a deux heures dans le puceron devenu immédiatement infectieux
apres une piqdre sur une plante contaminée. En pratique, seuls les pucerons transmettent ce type de

virus.
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Le virus X de la pomme de terre (Potato Virus X) fait partie des Potexvirus et provoguent des
symptdmes de type mosaique sur pomme de terre. La transmission du virus est assurée pratiquement de
facon mécanique, par contact entre les plantes soumises a des frottements (vent, machines, hommes,
animaux, etc.). A un degré moindre, on observe des contaminations par les insectes lors de piqdres sur
plantes.

Le virus S (Potato Virus S) est un Carlavirus transmissible trés facilement a la fois par contact, par les
passages d’engins par exemple, et aussi par les pucerons (Aphis nasturtii et Myzus percicae) selon un
mode non persistant (comme le virus Y). On distingue deux types de souches de virus S : Les souches
PVS® ou ordinaires, tres répandues en Europe (Allemagne, Pologne, Europe centrale) et les souches
andines PVS”, classées en parasites de quarantaine car provoquant des réactions beaucoup plus sévéres.
Le Virus M (Potato Virus M) appartient au méme groupe que le virus S (Carlavirus). 1l est transmis par
les pucerons selon un mode non persistant et sa gamme d’hoétes est limitée aux Solanacées et aux
Légumineuses.

La sélection sanitaire joue un role central dans la lutte préventive contre les viroses qui infectent
les especes a multiplication végétative comme la pomme de terre. Elle se fait par contréle visuel
complété par des tests sérologiques (ELISA) et moléculaires basés sur I’amplification des ADN
(GUGERLI, 2008).
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Tableau n° 5 : Principales caractéristiques des viroses les plus communément rencontrées sur la pomme de terre

Nom générique Nom Famille Vecteurs Mode de | Symptomes Hotes
Commun transmission

PVY = Potato Virus Y (ordinaire ou | Virus 'Y de la | Potyvirus + de 70 espéces de | Non persistant | Mosaique foliaire Surtout

ancienne) pomme de terre pucerons Solanacées

PVYM™ = Potato Virus Y™ | VirusY nécrogéne | Potyvirus |+ de 70 espéces de | Non persistant | Mosaique et frisolées sur | Surtout

(nouvelle, responsable de nécroses pucerons feillage, Nécroses  sur | Solanacées

annulaires de tubercules) tubercules

PLRV = Potato Leaf Roll Virus Virus de | Lutéovirus | Certains pucerons Persistant Jaunissement,  enroulement | Surtout
I’enroulement de la puis durcissement des feuilles | Solanacées
pomme de terre

PVA = Potato Virus A Virus A de la | Potyvirus Pucerons Non persistant | Mosaique Iégére, gaufrage et | Solanacées
pomme de terre brillance des feuilles

PVX = Potato Virus X Virus X de la | Potexvirus | Vent, machines, | Mécanique Mosaiques limitées par les | Surtout
pomme de terre homme ou animaux nervures, frisolées Solanacées

PVSP = Potato Virus S° (Ordinaire) | Virus S de la | Carlavirus | Pucerons Non persistant | Eclaircissement du feuillage | Solanacées et
pomme de terre avec nervures enfoncées et | Chénopodiacées

PVS* = Potato Virus S (Andine) Virus S de la | Carlavirus | Pucerons Non persistant | extrémités inclinées

NB : Parasite de quarantaine pomme de terre

PVM = Potato Virus M Virus M de la | Carlavirus | Pucerons Non persistant | Feuilles en cuillére, léger | Surtout
pomme de terre enroulement Solanacées

(Sources : ANONYME, 2008b ; ROUSSELLE et al., 1996)
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3. Les maladies dues aux bactéries et aux phytoplasmes

Elles sont moins nombreuses par leur nombre, toutefois elles semblent étre les plus
dommageables sur pomme de terre. Les Gales communes dues a Streptomyces scabies et Streptomyces
sp. Elles constituent la maladie la plus rencontrée sur tubercules. Les tubercules infectés et le sol
contaminé constituent les principales sources d’inoculum. Les symptdmes induits sont des lésions de
formes variables pouvant prendre I’aspect des déformations et des crevasses. Ils peuvent étre
superficiels ou réticulaires, proéminents ou profondes en cratéres, couvrant partiellement ou totalement
la surface du tubercule. La valeur marchande des lots de tubercules atteints est alors dépréciée
(DALLAIRE, 2008). Des variétés peu sensibles recemment mises au point par la recherche. Il s’agit des
variétés Lady Christel, Amandine, Juliette et Jelly (BONNEL, 2008). 1l est recommandé d’éviter
I’utilisation du fumier frais non décomposé comme fertilisant afin de prévenir la maladie. En outre les
gales communes se développent rarement dans un sol acide, ¢’est pourquoi il faut éviter I’accroissement
du pH en utilisant des engrais a réaction acide ou de soufre et proscrire les applications abondantes de
chaux. Le pH optimum se trouve entre 5 - 5,2 (JEAN, 2000).

Le flétrissement bactérien ou pourriture brune de la pomme de terre est provoquée par Ralstonia
solanacearum. En Europe, R. solanacearum est considéré comme un organisme de quarantaine, c’est-a-
dire trés dangereux, dont la moindre présence n’est tolérée dans aucun lot de semences ou aucune
parcelle de multiplication. La premiére détection de R. solanacearum en France remonte a Septembre
2000 et son éradication a été confirmée dés janvier 2001 suite aux importantes mesures mises en ceuvre
(EPPO, 2001). Au Niger, cette maladie a été observée dés I’année 1982 (MDR, 1982). L’étendue de ses
dégats en culture paysanne sans renouvellement fréquent du matériel de plantation a suscité notre intérét
pour cette pathologie. La jambe noire et les pourritures molles sont des maladies trés répandues dans les
régions chaudes et humides. Elles sont causées par des bactéries du genre Erwinia notamment Erwinia
carotovora subsp. carotovora et E. subsp. atroseptica ainsi que Erwinia chrysanthemi. Elles
apparaissent souvent suite a des blessures des tubercules provoquées par des ravageurs, d'autres
maladies ou des influences mécaniques et causent des dépressions circulaires a partir desquelles la
pourriture peut se répandre rapidement. Les tissus infectés se distinguent clairement des tissus sains. Ils
sont humides et prennent une couleur allant du blanc au marron créme. D’autres organismes

saprophytes se surajoutent et entrainent la formation d’odeurs nauséabondes et de mucosités.

Les mesures phytosanitaires permettant de contréler ces maladies consistent a éviter de blesser

les tubercules lors des manipulations (récolte, conditionnement) car elles constituent les portes d’entrée
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pour les bactéries, I’élimination des premiers plants malades et conserver les tubercules dans un local
aéré et sec ainsi que dans des conditions de basses températures (CORUS, 2006 ; ANONYME, 2008b).

La lutte préventive contre les maladies bactériennes se fait en choisissant un sol non infecté et
des semences certifiées indemnes. 1l est recommandé de pratiquer une rotation de cultures en évitant la
tomate, le poivron, I’aubergine et le tabac et de détruire les premiéres plantes malades. 1l faut également
utiliser une source d’eau non chargée en bacteries comme les eaux souterraines de forage. Lorsque I’on
coupe des tubercules de semences en fragments, il faut laisser se cicatriser la plaie avant de les planter.
En cas d’observation de plants malades, il est recommandé de les arracher et d’éliminer les adventices-
hotes possibles (VANDERHOFSTADT et JOUAN, 2009).

Le Stolbur ou maladie du balai de sorciere est provoqué par des phytoplasmes chez la pomme
de terre. Il s’agit de bactéries sans paroi, dépourvues de forme spécifique et qui se multiplient
exclusivement dans les tubes criblés du phloéme. Les phytoplasmes sont transmis par des vecteurs
insectes de la famille des Cicadelles (Macrosteles sp., Hyalestes sp.). Au niveau de I’Union

Européenne, cette maladie est objet de mesures de quarantaine phytosanitaire (ANONYME, 2008b).

4, Les désordres physiologiques affectant la culture de la pomme de terre

Le Verdissement est le trouble le plus observé sur les tubercules qui poussent a I’extérieur du
sol. Le tubercule posséde toutes les caractéristiques d’une tige notamment celle de produire de la
chlorophylle sous I’effet de la lumiere. Lorsqu’il se développe dans le sol a I’abri de la lumiere, le
tubercule ne contient pas habituellement de la chlorophylle. Une mauvaise pratique culturale, telle un
mauvais buttage peut mettre le tubercule en présence de lumiere hors du sol. La synthese de pigments
chlorophylliens est alors initiée et localisée essentiellement dans les trois premiers millimetres de tissus
situés a la périphérie du tubercule. La principale conséquence est la présence d’alcaloides
(glycoalcaloides, principalement la solanine et la chaconine), substances pouvant détériorer la saveur du
met et méme devenir toxiques. Le phénomeéne de repousse est une conséquence de I’alternance de
périodes de croissance et de non croissance au cours d’un cycle végétatif. La repousse est a I’origine
d’anomalies pouvant se développer sous des formes diverses : germination, tubérisation en chapelet,
déformation de tubercules et dans les cas les plus graves, production de tubercules vitreux.
L’élargissement des lenticelles est un phénomene qui survient lorsque les tubercules séjournent
longtemps dans un sol gorgé d’eau. Dans un premier temps, on observe de nombreux amas blanchatres

(lenticelles en choux-fleurs a la surface du tubercule qui séchent ensuite et se subérisent pour former des
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ponctuations brunes de 1 a 3 mm de diamétre, généralement réparties sur I’ensemble de la surface du
tubercule. Les crevasses et craquelures de la peau sont quant a elles dues a des irrégularités dans les
conditions de croissance des tubercules. Les crevasses se forment par éclatement de la peau et des tissus
du tubercule. Cet accident est souvent associé a des symptdmes de rugosité et de desquamation
(ANONYME, 2008b).

Le symptdme de cceur creux est précédé du phénomene du cceur brun chez les variétés sensibles
comme la BF 15 et la Russet Burbank. Chez d’autres, il apparait seul. Il est possible que ces différents
symptoémes ne soient que I’expression variétale d’un seul et méme désordre physiologique. Le désordre
se produit tres tot apres I’initiation de la tubérisation et se traduit par la destruction de quelques cellules
de la moelle. Les facteurs impliqués seraient des basses températures, ainsi qu’une humidité importante
La maladie du cceur noir se traduit par une coloration noire du centre du tubercule. 1l affecte
genéralement les tubercules pendant leur conservation ou leur transport en conditions trop chaudes et
mal aérées. Le cceur noir est donc provoqué par un mangue d’oxygene ou un excés de gaz carbonique de

I"air ambiant qui entrave la respiration.

Enfin, le phénomene des taches de rouille (encore appelé rouille physiologique) se caractérise
par la présence, dans la chair des tubercules, de zones nécrotiques arrondies de taille trés variables, plus
ou moins irréguliéres de couleur brun rouille. 1l serait d0 & un déréglement du métabolisme, de nature
enzymatique en particulier, apporté par de fortes chaleurs ou une sécheresse excessive pendant la

tubérisation. Ce phénomene est également lie a une sensibilité variétale (ANONYME, 2008b).

5. Les nématodes parasites de la pomme de terre

Diverses especes de nématodes attaquent également la pomme de terre, parmi lesquels le
nématode doré de la pomme de terre (Globodera rostochiensis), le nématode blanc de la pomme de
terre (Globodera pallida), le nématode cécydogéne du Nord (Meloidogyne hapla) et celui responsable
de la maladie vermiculaire de la pomme de terre (Ditylenchus destructor).

Le genre Globodera constitue les nématodes a kystes. Ils sont classés parmi les organismes de
quarantaine et leur éradication n’est obtenue qu’aprés une rotation de 8 ans (GILLIAND et RUEGGER,
2008 ; BREITENMOSER et al., 2008).

Les nématodes a galles (Meloidogyne spp) sont des vers ronds dont les males ont un corps allongé en
fuseau et les femelles sont globuleuses ou piriformes. 1ls vivent dans la couche arable du sol avec une
longueur variant entre 0,3 mm et 1mm et un diametre ne dépassant 0,05 mm. Ils ne sont donc pas visibles a

I'eeil nu. Tres souvent, on observe un flétrissement des plants suivi d’un jaunissement des feuilles puis
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un rabougrissement de la plante (nanisme). Les galles se présentent sous forme de boursouflures sur les
tubercules et de nodosités sur les racines. Les attaques au champ se présentent en géneral par foyer de
plants chétifs et flétris (CORUS, 2006). Les nématodes se conservent dans le sol et les debris de racines
sous forme de juvéniles et de masses d'ceufs qui supportent les hautes températures de la saison seche et
chaude du Sahel. Apres la plantation de la pomme de terre, les jeunes racines excrétent des substances
chimiques qui attirent les juvéniles de Meloidogyne qui y pénetrent. Ceux-ci deviennent matures 3-4
semaines apres. Chaque femelle adulte peut pondre entre 200 et 500 ceufs. Ces ceufs eclosent et liberent
des juvéniles infectants (ANONYME, 2008b).

Les nématodes a galles sont trés polyphages car ils s’attaquent a plus de 2000 espéces végétales parmi
lesquelles une vingtaine de plantes cultivées, dont la pomme de terre. La prolifération des nématodes est
prévenue par I’assainissement, la rotation des cultures en évitant les solanacées telles que la tomate,
I’aubergine, le poivron ; I'utilisation de variétés resistantes et la pratique des cultures intercalaires non
hotes comme I’arachide (FAO, 2008). Actuellement, il n’existe pas de variétés de pomme de terre
totalement résistantes aux nématodes a galles (VANDERHOFSTADT et JOUAN, 2009).
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Planche n° 1 : Quelques maladies rencontrées sur la pomme de terre au Niger. (Photos : ADAMOU Issa)
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6. Les mauvaises herbes parasites de la pomme de terre

Deux especes de mauvaises herbes concurrencent et entravent le développement de la pomme
de terre. La premiére est Orobanche, une plante parasite de la famille des Orobanchacées. Elle a une
tige simple dépourvue de pigments chlorophylliens. Plusieurs especes s’attaquent aux Solanacées (O.
minor ; O. speciosa ; O. rubens, etc.). La plantule, en poussant émet des appressoria en direction des
racines de son hote, qui percent ces derniéres et des sucoirs afin d’assurer son alimentation en eau et en
minéraux (CLEMENT, 1981). La seconde adventice est le Chiendent (Cynodon dactylon), une
graminée pérenne capable de se reproduire végétativement (par rhizomes) ainsi que sexuellement (par
ses graines). C’est une des mauvaises herbes les plus difficiles a contrdler a cause de ces caractéristiques
particuliéres de survie et de multiplication : installation rapide, formation d’un vaste réseau de rhizomes
capables d’émettre de nouvelles pousses, et facilité de création de nouveaux biotypes de plantes par
reproduction sexuée. L’appétit vorace du chiendent pour les éléments nutritifs nécessaires aux cultures
entraine le plus souvent des pertes de rendement aux cultures concurrencées. Sur pomme de terre, les
rhizomes assez souples, passent au travers des tubercules, baissant ainsi la qualité marchande de ces
produits (REIDY, 1993 ; CORUS, 2006).

Planche n° 2 : Vues d’une tige d’Orobanche poussant sur un pied de pomme de terre et d’un rhizome de
Chiendent transpercant un tubercule de pomme de terre.
(Photos : ADAMOU lssa)
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7. Les insectes et acariens attaquant la pomme de terre

Le principal ravageur de la pomme de terre dans I’hémisphére Nord est le doryphore de la
pomme de terre (Leptinotarsa decemlineata). Cet insecte de I’ordre des Coléopteres est tres prolifique.
La téte et le thorax de I’adulte sont brun orange avec des taches noires. Les ailes antérieures (élytres)
sont jaunes avec des rayures noires caractéristiques. Ses larves, sont de couleur orange ou marron clair
avec deux rangées de points noirs de chaque coté de I’abdomen. Elles vivent seulement trois semaines
mais peuvent anéantir le feuillage des plantes. Les adultes (imago) dévorent aussi les feuilles. Les
mesures préventives comprennent, le travail du sol pour détruire des larves en métamorphose, la
pratique des rotations et la protection des ennemis naturels que sont les larves de Coccinelles (JEAN,
2000). La teigne de la pomme de terre (Phthorimaea operculella Zeller (Gelechiidae)) est considérée
comme I’organisme le plus nuisible des pommes de terre plantées et stockées dans les régions a climat
chaud et sec (zones tropicales et subtropicales). L’adulte est un petit papillon gris. Les dégats commis
par les larves ou chenilles de ce Iépidoptére sur les parties aeriennes des plants sont des perforations sur
les feuilles et les pétioles. Les plus gros dégats sont les galeries forées dans les tubercules et les tiges de
la pomme de terre.

La coccinelle des Cucurbitacées (Henosepilacna elateri) est un coléoptere de la famille des
Coccinellidae. Les larves sont de coloration jaune péle, les adultes sont rouges ou orangés mesurant
environ 7 a 8 mm de long et portant 12 points noirs. Les individus des deux stades vivent généralement
a la face inférieure des feuilles dont ils dévorent I’épiderme, n’épargnant que les nervures. Les jeunes
plantes sont les plus attaquées. Habituellement cet insecte s’attaque aux Cucurbitacées, mais il est aussi
observé sur la pomme de terre. L’Altise de la pomme de terre (Systena frontalis) est un petit coléoptére
de forme ovale a antennes et pattes brunes. Le fémur des pattes postérieures est particulierement élargi.
Les dégats sont sous formes de nombreux trous de 2 a 3 mm de diamétre (cribles) occasionnés aux
feuilles par les adultes et les larves. Ils sont le plus souvent observés en bordure des champs. Les larves
bien que vivant dans le sol, s’attaquent rarement aux racines. La lutte préventive efficace consiste a
éliminer les mauvaises herbes en bordure des champs et a travailler régulierement le sol pour détruire
les ceufs et les larves (JEAN, 2000).

Le ver gris (Agrotis ypsilon) est une chenille d’un papillon aux meeurs nocturnes. La chenille mesure
environ 45 mm de long, de couleur grise, avec sur chaque segment, quatre (4) points noirs disposés en
trapéze. La téte est brun jaunatre. A. ypsilon vit dans le sol et ronge pendant la nuit, le collet de
nombreuses plantes. Le papillon adulte a environ 45 mm d’envergure avec les ailes antérieures marron
présentant une zone plus claire sur le quart apical. Chacune des ailes porte une tache claire uniforme se

prolongeant par un triangle effilé noir. Les ailes postérieures sont beige tres péles.
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La Cicadelle de la pomme de terre (Empoasca fabae) est un petit insecte de I’ordre des Homoptéres.
L’adulte est de couleur jaune verdatre luisant avec une série de taches pales sur le dessus de la téte et a
I’extrémité du thorax. Ils mesurent 3 a 4 millimétres. Les larves sont semblables aux adultes, plus petites
et sans ailes ; se déplacent rapidement en marchant de c6té lorsqu’elles sont dérangées. Les Cicadelles
sucent la seve des plantes et provoquent I’enroulement des feuilles. Les feuilles jaunissent, brunissent et
finissent par mourir (JEAN, 2000).

La mouche blanche (Bemisia spp.) appartient a I’ordre des Diptere de la famille des Aleurodidae. Les
adultes sont de trés petits insectes ailés, entierement blancs. Ils vivent en grand nombre sous les feuilles
de la plante hote. Les larves verdatres, au corps aplati et recouvert d’un enduit cireux, vivent fixées
comme les cochenilles a la face inférieure des feuilles dont elles sucent la séve. Les adultes, blancs et de
petite taille (1 mm), se mettent a voler pendant quelques instants si I’on secoue la plante. Ce ravageur
est surtout important pour son réle de vecteur de virus.

La courtiliere (Gryllotalpa africana (Orthoptera-Gryotalpidae)) aussi appelée « taupe-grillon » ou
« jardiniere » est un redoutable ravageur des jardins potagers. Elle mesure 4 a 5 cm de longueur et vit
dans le sol ou elle creuse des galeries, bouleversant les semis et dévorant les racines et les tubercules sur
son passage. Elle est surtout active pendant la nuit.

Les pucerons (Homopteres) sont des insectes trés prolifiques, le plus souvent de couleurs verte ou noire,
vivant en colonies. Ils se montrent nuisibles a de nombreuses plantes d’ornement et a la plupart des
cultures fruitiéres et potagéres. Il en existe de trés nombreuses especes. Les pucerons piquent les tissus
tendres des tiges, des feuilles, des fruits ou des racines afin d’en sucer la séve. Les plantes attaquées
présentent des feuilles enroulées et des pousses déformées. Souvent, un champignon, la fumagine, se
développe sur le miellat de pucerons, recouvrant le feuillage d’un dép6t noir comme de la suie. Les
pucerons sont aussi les principaux vecteurs de viroses en sucant de la seve infectée d’une plante atteinte
et en transportant ensuite le virus sur une plante saine. Les Punaises qui s’attaquent au plant de pomme
de terre sont nombreuses. Il 'y a la punaise de la pomme de terre (Calocoris norvegicus) et d'autres, la
punaise verte des pousses (Lygus pabulinus) et les punaises ternes (Lygus pratensis) et (Lygus
rugulipennis). Tous ces hémiptéres sont susceptibles de provoquer des ravages sur le feuillage
(ANONYME, 2010).

Les termites causent également d’importants dégats aux plantes en général et a la pomme de terre en
particulier. lls creusent des mines dans les tiges, les racines et tubercules, facilitant ainsi leur attaque
par d’autres parasites, notamment les agents de pourritures molles.

Les criquets et les sautériaux sont des orthopteres qui causent de sérieux dégats a la pomme de terre en
devorant les feuilles lors de fortes pullulations. Leurs attaques sont d’avantage orientées sur les jeunes

pOUSSES.
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Plusieurs espéces d’acariens se montrent trés nuisibles aux cultures en général et a la pomme de
terre en particulier. Les infestations qui s’observent en début de saison chaude peuvent conduire a la
perte totale de la production. Deux principales especes sont inféodées aux cultures maraicheres en
genéral. 1l s’agit de I’acarien jaune (Tetranychus cinnabarinus Boisd.) dont la femelle est de couleur
brun rouge avec plusieurs taches sombres de différentes tailles. Sa longueur est 0,4 a 0,5 mm. Les
males, plus petits que les femelles, sont de couleur vert jaune et portent de petites taches sombres.
Tetranychus urticae (Koch.) est quant a lui appelé I’acarien jaune commun. La femelle est de couleur
vert jaune avec deux taches sombres. Les males sont également de la méme couleur, avec de
nombreuses petites taches sombres. Les femelles en diapause sont de couleur orangée, sans taches

sombres.
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Planche n°® 3: Apercu de quelques ravageurs de la pomme de terre (insectes et acarien) observés au
Niger. (Photos : ADAMOU lssa)
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CHAPITRE 3: L’ETAT DES TRAVAUX SUR LA POURRITURE BRUNE DE LA
POMME DE TERRE DUE A RALSTONIA SOLANACEARUM

1. Biologie du développement du flétrissement bactérien de la pomme de terre

Ralstonia solanacearum affecte plus de 400 especes végétales cultivées et sauvages (EPPO,
2005). Parmi les plus sensibles, se trouvent la pomme de terre, le tabac, la tomate, I’aubergine, le
piment, le poivron ainsi que I’arachide (MARTIN et FRENCH, 1985 ; MURIITHI, 2000 ; PRIOU et
ALEY, 2002), les Cucurbitacées (MIAN et al., 2003).
Le flétrissement bactérien a été signalé pour la premiére fois au Niger en 1982 par le Service de
Protection des Végétaux (MDR, 1982). ADAM, en 1996, a signalé cette maladie sur pomme de terre a
Bonkoukou dans la région de Tillabéri. Le JEAN et al., (2000) et SIDIKOU (2002) ont rapporté le
flétrissement bactérien dans les régions de I’Air (Agadez, Tabelote et Monts Bagzane a 2 022 metres
d’altitude) et de Tillabéri (Bonkoukou) avec toutefois, un plus grand nombre de foyers observés dans
cette derniére localité, sur un cultivar du nom de Dan Hadjia, importé du Nigeria (CORUS-Niger,
2006).

2. L’ agent causal

Le flétrissement bactérien est causé par Ralstonia solanacearum (syn. Pseudomonas
solanacearum, syn. Burkholderia solanacearum). La bactérie est Gram négatif, en forme de bacille ou
batonnet, de 1,5 um de long sur 0,5 um de large en moyenne, asporulante, mobile par cils polaires. Elle
est aérobie strict, possédant toujours une oxydase et ne synthétise pas de pigments fluorescents. Elle
appartient a la famille des Pseudomonadacées. La plupart des souches oxydent généralement le glucose
et accumulent des réserves énergétiques sous forme de granules lipidiques (poly-R-hydroxybutyrate)
(GIRARD et al., 1967 ; HAYWARD, 1990).

Ralstonia solanacearum appartient a un groupe taxonomique complexe subdivisé de maniére informelle
en cing (5) races sur la base du premier hote affecté ou en 5 biovars sur la base du catabolisme de trois
sucres et trois alcools de sucre (MACIEL et al., 1997 ; SEAL et al., 1992).

Les principaux critéres biochimiques utilisés pour identifier I’espece Ralstonia solanacearum

sont présentés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Caractéristiques différentielles utilisés pour identifier des souches bactériennes appartenant
a I’espéce Ralstonia Solanacearum par des tests biochimiques.

Test Résultat attendu

Production de pigments fluorescents -

Inclusions de poly-R-hydroxybutyrate +
Test d’oxydation/fermentation (O/F) O+/F-
Activité de la catalase +
Test de I’oxydase de Kovac +
Réduction du nitrate +
Utilisation du citrate +

Croissance a 40 °C -

Croissance dansdu Cla 1 % +

Croissance dans du Cl a 2 % -

Activité de la dihydrolase d’arginine -

Liquefaction de la gélatine -

Hydrolyse de I’amidon -

Hydrolyse de I’esculine -

Production de levane -
(Source : KLEMENT et al., 1990)

Il s’agit de déterminer des caractéristiques phénotypiques, Ssystématiquement présentes ou
absentes chez R. solanacearum, pour identifier I’espéce Ralstonia solanacearum suivant les tests
biochimiques de KLEMENT et al. (1990), et SCHAAD (2001).

2.1.  Caractéristiques des Phylotypes de Ralstonia solanacearum

La diversité observée au sein du complexe d’espéces Ralstonia solanacearum est rendue plus
perceptible grace au schéma de classification hiérarchique proposé par FEGAN et PRIOR (2005). Il
comprend les phylotypes I, II, 1ll, IV et V caractérisés par le nombre et la position des amplicons (en
paire de bases ‘pb’) sur le gel de migration des ADN des souches en question (PRIOR, 2003 ; FEGAN
et PRIOR, 2005). Le travail de taxonomie réalisé par FEGAN et PRIOR (2005), fournit une
nomenclature correcte des sous groupes de Ralstonia solanacearum afin d’aider les sélectionneurs, les

pathologistes et inspecteurs phytosanitaires a classifier des souches selon leur épidémiologie, leur
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pathogénicité, I’étendue de la gamme de leurs hotes et de leur provenance géographique. La technique
permettant de différencier les phylotypes est la réaction en chaine par polymérase appelée PCR-
multiplexe qui utilise 4 amorces de téte, dont une spécifique de chacun des phylotypes ainsi qu’une
amorce finale, spécifique de I’espece Ralstonia solanacearum. Les caractéristiques des amorces sont

présentées dans le tableau 7.

Tableau 7 : Amorces spécifiques utilisées en PCR-multiplexe pour le diagnostic de I’espece

R. solanacearum du phylotype d’appartenance

Amorce Séquence Phylotype Taille de I’amplicon
lorsqu’il est apparié a
(5’ 3) I’amorce Nmult : 22 :RR
Nmult: 21:1F | CGTTGATGAGGCGCGCAATTT I 144 pb
(Asiaticum)
Nmult: 21 :2F | AAGTTATGGACGGTGGAAGTC Il 372 pb
(Americanum)
Nmult: 23 :AF | ATTACSAGAGCAATCGAAAGATT 11 91 pb
(Africain)
Nmult: 22 :InF | ATTGCCAAGACGAGAGAAGTA v 213 pb
(Tropical)
Nmult: 22 :RR | TCGCTTGACCCTATAACGAGTA Tout Non applicable
phylotype (amorce reverse)
759 R GTCGCCGTCAACTCACTTTCC Ralstonia 280 pb
760 F GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG (marqueur interne)

S=GouC  (Source: FEGAN et PRIOR, 2005).

Le phylotype 1 est équivalent a la division 1 de COOK et al. (1989). Il comprend toutes les
souches appartenant aux biovars 3, 4 et 5 isolées pour la premiere fois des régions asiatiques. Le
phylotype Il équivaut a la division 2 et est constitué des souches appartenant aux biovars 1, 2 et 2T
initialement isolées d’Amérique. Le phylotype Il inclut aussi, la race 3 de Ralstonia solanacearum,
pathogeéne de la pomme de terre et qui est disséminée a travers le monde, ainsi que la race 2 pathogéne
du bananier plantin. Le phylotype Ill se compose de souches originaires d’Afrique et des fles
environnantes. Il s’agit des souches appartenant aux biovars 1 et 2T. Le phylotype IV est constitué de
souches indonésiennes appartenant aux biovars 1, 2 et 2T de R. solanacearum. Certaines de ces souches
ont aussi recemment été retrouvées en Australie et au Japon. Pseudomonas syzygii et la souche
responsable de la maladie de sang de la banane (BDB) sont considérées comme des souches apparentées

de celles du phylotype IV.
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La planche 4 présente les positions des bandes de migration des quatre phylotypes (1, I1, 111, IV)
de Ralstonia solanacearum ainsi que les souches MLG24, MLG25 et MLG28 spécifiques des
bananiers, sur le gel d’Agarose d’aprés PRIOR (2003) ; FEGAN et PRIOR (2005).

(1 1 1| B IV Rs Il T- MT MT wmLG28 MLG25 MLG24

]
-
—
-
el
-
-
-

Planche n°4 : Gels caractéristiques de PCR multiplex des quatre principaux groupes génétiques décrits
chez Ralstonia solanacearum, ainsi que des groupes RFLP 24, 25 et 28.
(Source : FEGAN et PRIOR, 2005).

Sur le gel de gauche, la ligne continue représente la bande spécifique de I’espéce Ralstonia
solanacearum et qui se situe a 280 pb. Les phylotypes I, I1, II1, IV se situent respectivement a 144 pb,
372 pb, 91 pb et 213 pb. Sur le gel de droite, I’'amplicon de 220 pb caractérise les souches MLG 25
pathogénes du bananier (P). Les souches MLG 25 ne fournissant pas ce produit PCR sont considérées
non pathogenes du bananier (NPB). Ces derniéres ont été récemment isolées sur anthurium et melon
flétris a la Martinique (PRIOR, 2003).

Les analyses moléculaires de réaction en chaine par polymérase utilisant la technique de
I’élément palindromique extragénique répété ou Repetitive Extragenic Palindromic Element (REP-PCR)
et la technique du polymorphisme de longueur des fragments de restriction ou Resctricted Fragment
Length Polymorphism (PFLP-PCR) classent les souches en trois groupes ayant 70% de similitudes. Les
souches de gingembre sont reparties en groupes | et 1l génétiquement distincts ; celles de pomme de
terre sont du groupe I11. Il a aussi été observé 100% de similitudes malgré la diversité des provenances
des souches de gingembre. Il existe donc une faible diversité génétique entre les souches de Ralstonia a
cause de I’origine clonale du pathogene qui est distribué par les rhizomes a travers les localités et les
saisons dans une méme localité.

En plus de I’analyse des effecteurs de type 111 qui permet de caractériser des souches et analyser

leur pathogénie, REMENANT et al. (2010) ont également mis en évidence respectivement deux
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plasmides additionnels de 35 kb et 13 kb chez CMR15 et PS107. Ces nouvelles données leur ont permis
de développer une puce & ADN pour des analyses génomiques comparatives a grande échelle.

2.2.  Caractéristiques des Biovars de Ralstonia solanacearum

Le complexe Ralstonia solanacearum comprend cing (5) biovars sur la base du catabolisme de
trois disaccharides notamment, le Cellobiose, le Lactose et le Maltose et trois alcools de sucre a savoir
le Dulcitol, le Mannitol et le Sorbitol (MACIEL et al., 1997 ; SEAL et al., 1992). HAYWARD (1964) a
défini les quatre premiers biovars.

Le biovar 1 n’utilise pas les disaccharides et n’oxyde pas les alcools de sucres ;
Le biovar 2 utilise les disaccharides mais n’oxyde pas les alcools de sucres ;
Le biovar 3 utilise les disaccharides et oxyde les alcools de sucres ;

Le biovar 4 n’utilise pas les disaccharides mais oxyde les alcools de sucres.

HE et al. (1983) ont mis en évidence le biovar 5 qui se caractérise par I’utilisation des disaccharides,
I’oxydation du Mannitol mais pas celui du Dulcitol ni du Sorbitol.

Le tableau 8 présente les caractéristiques des 5 biovars suivant les réactions du test de HAYWARD
(1964).

Tableau n° 8 : Différenciation des biovars de Ralstonia solanacearum a I’aide de tests

biochimiques basés sur I’aptitude a I’utilisation de 6 hydrates de carbone.

Produits testés Biovars
1 2 3 4 5

Disaccharides

Cellobiose - + + - +

Lactose - + + - +

Maltose - + + - +
Alcools de sucre

Mannitol - - + +

Sorbitol - - + + +

Dulcitol - - + + -

(Source : HAYWARD, 1964)
Une fois les biovars séparés, d’autres tests biochimiques utilisant un certain nombre d’hydrates

de carbones ont été mis au point par HAYWARD et al. (1990) ; FRENCH et al. (1993) et le CIP (1997)
pour déterminer avec précision, le biotype des souches de biovar 2 comme indiqué au tableau 9.
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Tableau n° 9 : Différenciation des biotypes du biovar 2 de Ralstonia solanacearum

Biotypes
Produits testés 2A 2T
D-Ribose -
D+Tréhalose -
Inositol -
L-Tryptophane -
L+Tartrate
Pectates + +++
Pathogénicité de la pomme
de terre a 25°C Elevée Faible
(Source: HAYWARD et al., 1990 ; FRENCH et al., 1993)

+ |+ [+ |+ |+

2.3.  Caractéristiques différentielles des races de Ralstonia solanacearum

Le complexe Ralstonia solanacearum peut aussi étre subdivisé en races sur la base du spectre
d’hétes affectés. BUDDENHAGEN et al. (1962) ont initialement signalé la présence de trois races. Plus
tard, ALVAREZ (2005) ; KUMAR et al. (2004); MACIEL et al. (1997) ; MARTIN et FRENCH
(1985) ; MURIITHI (2000) ; PRIOU et ALEY (2002) ; SEAL et al. (1992) se sont tous accordé sur
I’existence de cing (5) races dont la race 3 (biovar 2A) est inféodée a la pomme de terre Solanum
tuberosum.

-La race 1 affecte une large gamme de solanacées incluant la pomme de terre, plusieurs adventices.
Certaines souches affectent le bananier diploide, le tabac, la tomate, la pomme de terre, I'aubergine, les
bananiers diploides et de nombreuses autres cultures comme I’arachide et le gingembre ainsi que des
Solanacées adventices. Cette race présente un optimum de croissance a température élevée (35-37°C).
La race 1 de Ralstonia solanacearum est considérée comme endémique. Elle se maintient bien dans le
sol et dans la rhizosphére de nombreuses plantes ne présentant pas de symptdmes, y compris les
mauvaises herbes (HAYWARD, 1991 ; LEROUX, 1996).

-La race 2 est inféodée aux bananiers triploides (agent causal de la Moko Disease) et quelques espéces
d’Heliconia. Elle présente une température optimale de croissance élevée (35-37°C).

-La race 3 affecte principalement la pomme de terre et occasionnellement la tomate. Elle est sans grande
virulence sur les autres cultures de Solanées et présentant un optimum de croissance a une température
plus faible (27°C), en zones de hautes altitudes a climat froid. Les souches de la race 3 possédent un
spectre d’hote plutét étroit, la pomme de terre et la tomate. Elles persistent moins bien dans le sol et
peuvent disparaitre a la suite de pratiques phytosanitaires et culturales adaptées. Chez la pomme de
terre, les tubercules peuvent étre contaminés de facon externe et surtout interne (forme latente) et

transmettent le germe a un sol indemne. Cette caractéristique confere a la race 3, le remarquable pouvoir
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de dissémination notamment sur de longues distances par le jeu des échanges commerciaux de

tubercules (LEROUX, 1996)

-La race 4 affecte le Gingembre (Zingiber officinale) en Asie.

-La race 5 est principalement inféodée au mdrier (Morus spp.) en Chine.

Il n’existe pas de corrélation stricte entre les races et biovars, excepté pour la race 3

correspondant au biovar 2; la race 5 au biovar 5, tous deux inféodeés au Mdrier en Chine (HAYWARD,

1983).

2.4.  Répartition géographique des souches de Ralstonia solanacearum

Les analyses moléculaires utilisant la technique du polymorphisme de longueur des fragments

de restriction ou Resctricted Fragment Length Polymorphism (RFLP-PCR) ont permis la répartition des

souches en groupes génétiquement homogeénes ou division ayant des préférences géographiques.

Le tableau 10 présente la répartition des races, biovars et groupes selon leurs hotes principaux et

les régions du monde.

Tableau n° 10 : Répartition des races, biovars et divisions des souches de Ralstonia

solanacearum par rapport a la gamme d’hotes et la région géographique

(SCHAAD et al., 2001)

Race Hote (s) Région Biovar () Division
(RFLP)
1 Cosmopolite Asie, Australie, 34 I
Amérigques 1 1
2 Bananier Caraibes, Brésil, 1 I
Autres Musa spp. Philippines
3 Pomme de terre, Tomate Monde entier 2 I
4 Gingembre Asie 34 I
5 Mdrier Chine 5 |

Les races et biovars ont été repartis en deux groupes génétiques ou divisions, en fonction de
I'analyse par RFLP (COOK & SEQUEIRA, 1988; 1994). Les souches asiatiques de la race 1 (biovars 3,

4, 5) sont rassemblées en un groupe, les souches américaines de la race 1 (biovar 1), la race 2 (biovar 1)

et la race 3 (biovar 2) dans un autre.
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Les quatre phylotypes (1, 11, I11 et V) constituent la structure génétique du complexe d’espéces
Ralstonia solanacearum selon REMENANT et al. (2010). lls représentent par ailleurs, les principales
origines des biovars de I’espéce. La figure 7 illustre parfaitement les origines Asiatique, Américaine,

Africaine et Tropicale des principaux biovars et races actuellement connus dans le monde.

B Ubiquiste Phylotype 2
B Pomme de terre « Americanum »
Il Bananier, plantain,

heliconia

Bv1 « Antillais »

Bv1 « Americain » =
et Moko MLG 28

Phylotype 1
« Asiaticum »
* (Bv3 réunionnais)

MLG 25 Moko SFR/A
MLG 24 Moko H/B 3¢

drace BM

Phylotype 3
Bv1 « Africain »

BDB Différentes souches,
(Raslstoniasp.)  dont P. syzygii

Phylotype 4
« Tropical »

Figure 7: Diversité génétique et phylogénie chez le complexe d’espéces R. solanacearum,
basées sur le polymorphisme de séquence du géne de I’endoglucanase (FEGAN et
PRIOR, 2005)

3. L écologie de Ralstonia solanacearum

Selon MURIITHI (2000), Ralstonia solanacearum survit en régions froides notamment en
zones d’altitude sous climat tropical. La race 3 (biovar 2) d’ordinaire inféodée aux climats chauds est
entrain de s’adapter au climat frais d’Europe. Le biovar 2 est aussi présent dans les cours d’eau
européens (Espagne, Angleterre et Pays-Bas), a des concentrations faibles variant de 10 a 80 cfu/ml, aux
températures comprises entre 9 et 20 °C selon CARUSO et al. (2004). D’aprés ELPHINSTONE et al.
(2006), la souche de phylotype Il, séquévar 1 (race 3, biovar 2) de R. solanacearum est capable de
causer des symptomes de pourriture brune sur des tubercules et un flétrissement bactérien sur des plants
de pomme de terre a travers le monde. L’homogénéité de cette souche refléte la faible pression de

sélection dont elle fut I’objet au sein de son habitat traditionnel caractérisé par le mode de propagation
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végétatif de la plante ainsi que la dispersion relativement récente de la pomme de terre a partir de

I’ Amérique du Sud, suite aux échanges commerciaux mondiaux.

4. L’épidémiologie de Ralstonia solanacearum

La survie de Ralstonia solanacearum dans les sols est tres contreversée. En effet, GRANADA
et SEQUEIRA (1983) ont observé que R. solanacearum ne survivait pas plus de 24 semaines dans un
mélange de sol plus du sable. Il semblerait que la bactérie ne survit pas dans le sol lui-méme, mais dans
les racines de plantes hotes ou dans la rhizosphere des plantes non-hotes.

Selon HAYWARD (1991) certains sols peuvent étre réceptifs & Ralstonia solanacearum, d’autres en
revanche peuvent étre suppressifs de par leurs caracteristiques physico-chimiques.

La survie a long terme de différentes souches de Ralstonia solanacearum est en étroite corrélation avec
leur habileté a infecter les racines d’une espéce végétale donnée (GRANADA et SEQUEIRA, 1981b).
L’humidité et la température du sol sont aussi des facteurs déterminant dans la survie du germe dans le
sol. BUDDENHAGEN et KELMAN (1964) ont constaté que la bactérie survit mieux dans un sol
humide et bien drainé que dans un sol sec et inondé. Selon les mémes auteurs, I’optimum de
température de R. solanacearum se situe entre 30 et 35°C, sauf pour les souches de la race 3 (biovar 2)

pour lesquelles I’optimum se trouve aux environs de 23°C.

L’inoculum est disséminé de différentes maniéres, notamment par I’utilisation de tubercules
infectés comme semences, la culture sur sol contenant des débris végétaux non décomposés. Le systeme
racinaire et la rhizosphere de plusieurs plantes hotes cultivées ou non, ainsi que I’eau d’irrigation
contaminée sont aussi des moyens de dissémination (PRIOU et ALEY, 2002).

En Europe, la plupart des épidémies naissent a partir des plantes aquatiques telles I’espece sauvage de
pomme de terre Solanum dulcamara ou Morelle douce amere et I’adventice Urtica dioira toutes deux
reconnues comme réservoirs de la bactérie (CARUSO et al., 2004).

Il est en outre observé une facile pénétration des bactéries dans les racines des plantes grace aux
blessures causees par les outils, les nématodes et les insectes du sol (PRIOU et ALEY, 2002). Mais
CELLIER et PRIOR (2010) ont observé que chez la tomate et I’aubergine, I’agressivité des souches des
phylotypes | et Il dépendait essentiellement de la température. LEROUX-NIO et al. (2008) ont
travaillé sur plusieurs générations successives de tubercules de pomme de terre, ils ont demontré que
des épidémies de pourriture brune pouvaient avoir pour origine une contamination initiée plusieurs

années au paravant.

45



Le test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) sur membrane nitrocellulosique NCM-
ELISA est une bonne méthode de contrdle épidémiologique notamment en ce qui concerne la survie et
la dispersion du pathogene (CARUSO et al., 2004 ; PRIOU et ALEY, 2002 ; SIDIKOU, 2002;
SIDIKOU et al., 2005). 1l s’agit de techniques immunologiques mises en ceuvre pour I’identification et

la détection des bactéries phytopathogenes.

5. Les symptomes de la maladie

Les symptdmes de la maladie peuvent étre observés aussi bien sur les parties aériennes que
souterraines de la pomme de terre.
Sur les parties aériennes, les symptdmes se caractérisent par un flétrissement, des taches, un
jaunissement du feuillage. Le flétrissement est rapide et un exsudat laiteux est observable au niveau des
vaisseaux de la tige (MARTIN et FRENCH, 1985). Selon PRIOU et ALEY (2002), le flétrissement
peut étre unilatéral ou total, similaire aux symptdmes causés par un manque d’eau. Les faisceaux
vasculaires apparaissent bruns lorsque I’on enleve le cortex de la tige. En cas de flétrissement soudain, il
n’y a pas de jaunissement.
Sur tubercules, en cas d’infection sévere, on observe des exsudats bactériens (00zes) au niveau des yeux
avec adhérences de sol. Une coupe transversale montre un brunissement de la région vasculaire. Le
tubercule entier peut étre désagrégé (MARTIN et FRENCH, 1985 ; PRIOU et ALEY, 2002).

Sur plante de tomate, le premier symptome visible est la flaccidité des plus jeunes feuilles. Dans
des conditions favorables a I’agent pathogéne (température du sol d’environ 25 °C, humidité saturée),
I’épinastie et le flétrissement d’un c6té de la plante ou de I’ensemble de la plante surviennent en
quelques jours et provoquent I’effondrement complet de la plante. Dans des conditions moins favorables
(température du sol inférieure a 21 °C), le flétrissement est moindre, mais un grand nombre de racines
adventices peuvent se développer sur la tige. On peut observer le long de la tige des stries imbibées
d’eau partant de la base de la tige qui témoignent de la nécrose du systeme vasculaire. Lorsque la tige
est coupée transversalement, un exsudat bactérien blanc ou jaunatre s’écoule du tissu vasculaire brun
décoloré de celle-ci (ANONYME, 2007 ; PRIOU et ALEY, 2002).
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6. Les dégats causés sur différentes parties de la pomme de terre

Le flétrissement bactérien est la seconde maladie de la pomme de terre au Kenya (MURIITHI,
2000), ses dommages atteignent 50 a 100% ; ils sont plus importants dans les régions tropicales,
subtropicales au niveau mondial. La maladie limite la production de semences a travers le monde
(MARTIN et FRENCH, 1985).
Selon CRAMER (1967), les pertes totales subies par la culture de la pomme de terre sont de 32,3 %
dont 21,8 % imputables aux maladies (mycoses, bactérioses et viroses) ; 6,5% aux insectes et 4% aux
adventices. Ces nombreuses maladies se manifestent au cours du cycle végétatif, mais aussi sur les

tubercules en stock. On y rencontre aussi des dégats dus aux nématodes et des maladies non parasitaires.

7. Le diagnostic de la maladie

Au champ, il se réalise par la recherche d’exsudats au niveau de la région vascularisée de la tige
ou des tubercules des plants montrant des symptomes typiques de flétrissement bactérien. Un nuage de
cellules bactériennes peut étre observé en trempant un bout de tige ou un morceau de tubercule issus
d’un plant infecté dans un vers d’eau claire (PRIOU et ALEY, 2002). Selon MARTIN et FRENCH
(1985), une autre méthode rapide consisterait a placer 2 ou 3 gouttes de KOH 3% (Hydroxyde de
potassium) sur une lame, transférer un peu d’exsudat bactérien a I’aide d’un cure dent en bois puis
mélanger par des mouvements circulaires rapides pendant 5 a 15 secondes. La présence de Ralstonia est
marquée par la formation d’un fil laiteux.

I est important de détecter les infections latentes au niveau des tubercules qui seront utilisés comme
semences, on y parvient par la PCR (LE PENNEC, 1991).

Selon MAAS GEESTERANUS et VRUGGINK (1990), plusieurs inspections doivent étre effectuées au
cours d’un méme cycle végétatif car un petit nombre de plants infectés associés a une longue période

d’incubation peuvent conduire a une sérieuse infestation du matériel de propagation.

8. Les milieux de culture de Ralstonia solanacearum

Parmi les milieux de culture de Ralstonia solanacearum, il y a les milieux spécifiques et les
milieux généraux. Le Triphenyl Tetrazolium Chloride (TZC) de MARTIN et al. (1982) ou le TZC
modifie de GRANADA et SEQUEIRA (1983) sont considérés comme les meilleurs milieux spécifiques
de Ralstonia solanacearum. Ils permettent de révéler la présence de cette bactérie dans un échantillon.

Le SMSA de ELPHINSTONE et al. (1996) est aussi recommandé parmi les milieux spécifiques.
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Quant aux milieux généraux, ils servent & multiplier les souches préalablement purifiées. Le CPG (g1
Cassamino-acidel; Peptone 10; Glucose 5; pH: 7,2) de KUMAR et al. (2004) constitue le meilleur
milieu de culture de Ralstonia solanacearum. Son efficacité est equivalente a celle du LPGA (extrait de
levure 7g, bacto-peptone 7g, glucose 7g et agar 15g).

La conservation des souches de R. solanacearum, peut se faire tout simplement dans de I’eau de robinet
stérilisée ou de I’eau distillée stérile (MARTIN et al., 1982). Selon KELMAN et PERSON (1961), les
cultures sont maintenues au mieux dans leur forme d’origine lorsqu’elles sont conservées dans de I’eau
distillée ou déionisée, ou encore de I’eau de robinet bouillie pour en éliminer le chlore ; en tubes
hermétiques visés. S’il s’agit de colonies agées de 48 heures sur milieu gélosé TZC, on y préléve deux
(2) anses pleines que I’on transfére dans un tube contenant 5 ml d’eau distillée. Toutefois, on prendra
soin de les reproduire tous les six (6) mois sur le méme milieu afin de les purifier en éliminant les

mutants avirulents.

9. Les méthodes de lutte contre la pourriture brune de la pomme de terre

Selon MARTIN et FRENCH (1985), il n’existe pas de moyens de lutte chimique efficace a
I’heure actuelle. Toutefois, une bonne connaissance de I’agent pathogene, de son mode d’action et des
relations avec la plante hbte permet d’envisager avec succés, une lutte intégrée (MAAS
GEESTERANUS et STALL, 1990; MARTIN et FRENCH, 1985 ; MURIITHI, 2000; PRIOU et
ALEY, 2002). Plusieurs domaines sont investigués en ce sens. La rotation des cultures et I’utilisation de
variétés résistantes constituent les principales méthodes de lutte contre les ennemis de la pomme de terre
(FAO, 2008).

9.1.  Lalutte chimique

Les pratiques d’utilisation de bactéricides chimiques se font généralement par application
foliaire, par I’eau d’irrigation et le sol, selon les propriétés physico-chimiques de ces substances. La
plupart des applications se font par voie foliaire étant donné la méconnaissance des relations entre la
structure chimique du bactéricide et de son taux d’application par les racines (SEKIZAWA et
WAKABAYASHI, 1990). Malheureusement, le taux d’absorption de la plupart des matiéres actives
utilisées en pulvérisation foliaire ne dépasse pas 10 %, la différence occasionnant une pollution de
I’environnement.

Les antibiotiques et les bactéricides chimiques sont des spécialités phytopharmaceutiques dont I’usage

est généralement prohibées pour un usage agricole (BURR et NORELLI, 1990).
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9.2. L’utilisation de la résistance variétale

La plupart des flétrissements causés par des bactéries ne peut étre controlée par des produits
chimiques. Plusieurs auteurs s’accordent sur la nécessité de sélectionner des cultivars résistants pour
offrir une alternative de contrdle durable et bon marché (DESLANDES et al., 1997 ; GRIMSLEY et
HANSON, 1997 ; MARCO et al., 2005 ; MAVRIDIS et al., 1990 ; WANG et al., 1997b). Selon
SIDIKOU (2002) et SIDIKOU et al., (2005), la principale voie pour limiter Iincidence de cette maladie
est la création de variétés tolérantes ou résistantes. L ’hybridation somatique entre une variété diploide
sensible (BP15.2X) et des especes sauvages (Solanum stenotomum et S. phureja) apparentées résistantes
a la bactériose a été effectuée dans I’optique d’un transfert de la résistance.

Au Niger, Agro-Sans-Frontiéres en collaboration avec certains de ses partenaires a entrepris
d’introduire du matériel végétatif «neuf», constitué de plants de base de variétés résistantes, pour
remédier au probléme de dégénérescence sanitaire (JOUAN et al., 2003 ; CORUS, 2006).

9.3.  Lalutte agronomique

OKON (1990) a décrit I’irrigation, la rotation culturale et la fertilisation comme méthodes
agronomiques permettant de réduire les maladies bactériennes.
L’aspersion et la submersion sont des techniques d’irrigation favorisant la dispersion des bactéries d’un
plant a un autre. L’effet de I’irrigation sur les maladies est probablement variable pour les parties
aériennes (tiges et feuilles) que celles souterraines. Le maintien d’une période de sécheresse du sol et de
la rhizosphere de 20 jours apres 26 semaines (7 a 8 mois) de culture, réduit les populations bactériennes
a un niveau non infectieux.
La survie a long terme de R. solanacearum peut dépendre de I’infection d’une grande variété de plants
supposés non hotes tels que le haricot, le mais et la canne a sucre. L’abondance des populations de
Ralstonia pathogénes dans la rhizosphere des plantes non hotes, rend leur contrdle trés fastidieux car,
une faible concentration bactérienne de I’ordre de 107 cfu/g de sol peut potentiellement déclencher une
epidemie si les conditions environnementales sont favorables. La rotation culturale permet de réduire
efficacement les sources et la quantité d’inoculum. Toutefois, la forte dépendance économique des petits
maraichers africains rend irréaliste la pratique des longues rotations (GILDEMACHER et al., 2006).
Dans le domaine de la fertilisation minérale, il faut noter que I’excés d’azote favorise une infection a R.
solanacearum par I’accroissement de la transpiration et de I’ouverture des stomates alors que le

potassium accroit la résistance des plantes aux maladies bactériennes. L’influence du phosphore est
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plutdt contreversée ou variable. En fait, il ne s’agit pas de la présence seule d’un nutriment, mais plutot

de sa proportion relative.

9.4.  Lalutte biologique

Au cours de ces derniéres années, il y a eu relativement peu d’études par rapport a I’utilisation
de bactéries sur des semences et des racines dans le but de controler des maladies bactériennes
(WHIPPS, 2001). Un exemple est celui de I’application de souches non pathogénes de Streptomyces
pour contrbler la Gale commune (Streptomyces scabies) de la pomme de terre. Les mécanismes mis en
jeu sont I’antibiose et la compétition pour I’espace et les nutriments de la rhizosphére. La souche non
pathogeéne prévient I’expression de la maladie plut6t que de tuer directement les cellules du pathogene.
A I’opposé, Pseudomonas fluorescens est connu pour son efficacité contre la maladie de la Jambe noire
Erwinia carotovora subsp. atroseptica par la production de I’antibiotique 2,4-diacetylphloroglucinol

(DAPG), ainsi que la production de siderophores.

Selon SCHROTH et BAHME (1990), dans la nature, les microorganismes sont en interaction
continuellement, excepté lorsqu’ils sont en état de dormance. Certains sont antagonistes a d’autres dans
des conditions environnementales particuliéres. Une bonne utilisation du contréle biologique nécessite
la compréhension de I’écologie des antagonistes et les mécanismes par lesquels ils régulent les
pathogeénes (antibiose, prédation, parasitisme et compétition pour des sources de nutriments).

Pour KEMPE et SEQUEIRA (1983), une résistance peut se perdre sous certaines conditions
environnementales, notamment des températures supérieures a 30°C, c¢’est pourquoi elle est couplée a la
lutte biologique. La bonne technique consiste a introduire I’antagoniste bactérien directement dans le
systéme vasculaire des tubercules a protéger avant leur exposition a I’agent pathogene. En effet, il a été
noté que I’application de bactéries antagonistes aux racines ou aux tubercules de semences, est souvent
inhibée par des conditions adverses du sol, notamment la présence d’autres microorganismes.

Pour lutter contre une souche virulente de Ralstonia solanacearum, ces deux auteurs ont essayé
d’induire une résistance a quelques cultivars de pomme de terre en utilisant comme antagonistes, une
souche avirulente de Ralstonia, une souche pathogéene mais incompatible a la pomme de terre ainsi

qu’une souche saprophyte.
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Le contrdle biologique de la pourriture brune passera par I’induction d’une résistance en

utilisant comme bactéries antagonistes soit une souche avirulente de Ralstonia, une souche pathogéne

mais incompatible & la pomme de terre, soit une souche saprophyte (KEMPE et SEQUEIRA, 1983). Les

étapes comprennent :

9.5.

Isolement des différentes souches bactériennes sur milieu TZC ;
Préparation des inocula bactériens dans un tampon phosphaté 0,01 M, pH 7,2, ajustée a
600 nm ;

Inoculation par piqdre de tiges.

La lutte intégree

Le contrdle des maladies des plantes est souvent tres difficile, néanmoins, il est possible de

réduire les pertes pouvant étre occasionnées par celles-ci en suivant un programme qui integre des

techniques de lutte culturale, chimique, physique, biologique et génétique (JENKINS et AVERRE,
1986 ; MURIITHI, 2000).
MURIITHI (2000), propose la stratégie suivante de gestion intégrée du flétrissement bactérien :

o

O O O O O o o

Utiliser des variétés tolérantes ;

Utiliser des semences saines ;

Assurer la propreté du sol ;

Assurer un bon suivi de la maladie en cours de végétation ;
Eliminer les plants malades ;

Pratiquer une rotation culturale de 2 ans au moins, sans Solanaceées ;
Assainir le champ (traitement des semences et lutte biologique) ;

Assurer un bon contrdle des nématodes.

La résistance au flétrissement bactérien est brisée lorsque les larves de nématodes a galles

(Meloidogyne incognita) sont ajoutées a un taux de 100 larves par pot de 10 cm de diametre au moment
de I’inoculation (GOTH, 1983). Selon DEBERT et PRIOR (1999), la plante de tomate se trouve

incapable de contrdler a la fois la colonisation bactérienne et les changements physiologiques imposés

par la néoformation des galles.
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10. La maitrise insuffisante des techniques culturales

Parmi les pratiques incorrectes observees sur le terrain figurent I’utilisation de la matiere
organique non décomposée, ce qui entraine les attaques de termites. On y rencontre également des semis
non alignés, une faible densité de semis, I’orientation des parcelles dans le sens de la pente, I’absence de
pratique du buttage avec des plants déchaussés et des tubercules exposés a la lumiére ainsi que la récolte
avant maturité compléte (CORUS, 2006).

Selon ADAM (1996), la monoculture répétée de la pomme de terre a eu pour conséquences de favoriser
I’installation de ces maladies. A ces contraintes, s’ajoutent les importations de matériels de
multiplication en provenance d’Europe ou des pays voisins notamment le Nigeria, sans controle

approprié par les services de quarantaine phytosanitaire.
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DEUXIEME PARTIE :

EVALUATION DES ATTAQUES DU FLETRISSEMENT
BACTERIEN CAUSE PAR RALSTONIA SOLANACEARUM ET
CARACTERISATION DES SOUCHES LOCALES
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CHAPITRE 1:

EVALUATION DES ATTAQUES DU FLETRISSEMENT BACTERIEN CAUSE PAR RALSTONIA
SOLANACEARUM AU CHAMP, SUR POMME DE TERRE ET D’AUTRES SOLANACEES, AU
NIGER.

1. INTRODUCTION

Au Niger, la culture de la pomme de terre fait face a de nombreuses contraintes. Au nombre de
ces contraintes, on peut citer I’absence d’une stratégie efficace de développement de la filiere, le faible
suivi agronomique et phytosanitaire, I’absence d’un circuit adéquat de commercialisation. Les travaux
d’inventaire des contraintes parasitaires de la pomme de terre réalisés dans les différentes zones agro
écologiques du Niger ont démontré que les maladies (fongiques, bactériennes et virales) sont a I’origine
de gros dégats (CORUS, 2006 ; ADAMOU, 2007). Un obstacle majeur au développement de la culture
est constitué par le flétrissement bactérien causé par Ralstonia solanacearum. Il est sans doute la
maladie bactérienne la plus importante au Niger (CORUS, 2006 ; SIDIKOU et al., 2005). Plus de 400
especes végétales cultivées et sauvages (OEPP, 2005). La maladie limite la production de semences a
travers le monde (MARTIN et FRENCH, 1985). Selon MURIITHI (2000), le flétrissement bactérien est
la seconde maladie de la pomme de terre au Kenya, ses dommages y atteignent 50 a 100%. Au niveau
mondial, les dégats sont plus importants dans les régions tropicales et subtropicales.

Au regard de ce constat et dans I’optique de mieux cerner les conditions de développement de la
maladie, il nous est apparu opportun d’étudier le développement du flétrissement bactérien sur les
solanacées au Niger et de caractériser les souches présentes.

2. MATERIEL ET METHODES
2.1, Matériel utilisé

Sur le terrain, le principal matériel utilisé a été un GPS 12XL de Garmin qui a servi a apprécier
les coordonnées géographiques ayant permis d’établir la carte a la figure 8 et les altitudes rapportées
dans les tableaux 11 et 12.

L’eau du robinet ajoutée a de la terre et malaxee entre le pouce et I’index a permis d’apprécier la texture

des sols (type de sol dominant).
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De I’eau claire et un verre propre ont été utilisés pour effectuer le test du "verre d’eau” qui permet de
vérifier si I’on a un écoulement bactérien a partir des vaisseaux d’une tige de plante sectionnée. Il s’agit
d’un test caracteristique d’une contamination des plantes par la bactérie R. solanacearum.

Une solution d’hydroxyde de potassium KOH (3%), une lame de microscope et un cure-dent stériles ont

été utilisés pour parfaire le test de Gram sur les colonies bactériennes isolées.

2.2. Méthodes d’étude

2.2.1. Collecte des données au champ

Quatre prospections ont été effectuées dans les principales régions productrices de pomme de
terre (Agadez, Dosso, Niamey et Tillabéri), de novembre 2006 a juin 2007 (Tableau 2). Le degré de
I’attaque du flétrissement bactérien au champ a été évalué en pourcentage (%) du nombre de plantes
malades quelque soit I’ampleur des symptdmes, par rapport au nombre de plantes observées dans une
parcelle. Les stades végétatifs observés vont de la levée en pépiniére a la fruictification. La note retenue
par parcelle observée est la moyenne de trois échantillonnages sur 100 plants pris au hasard. Au total, 46
parcelles de pomme de terre, de poivron et de tomate de dimensions moyennes variant de 150 m2 a 3 ha
ont été prospectées dans les 27 villages visités au niveau des quatre principales régions retenues.

Les échantillons sont prélevés sur des plantes présentant des symptomes de flétrissement
typique. Les plantes sont déterrées a I’aide d’une pelle-béche. Les racines secondaires sont réduites au
scalpel stérile et la racine principale est superficiellement stérilisée a I’éthanol 95°. Un segment de tige
de 1 cm est coupé en partant du collet vers le bas. Sur les tubercules, des prélevements sont effectués au
niveau du point d’attache du stolon.

2.2.2. Diagnostic au champ

Au champ, la technique de test de suintement bactérien ou encore appelée test du verre d’eau a
été utilisée au cours des travaux. Chaque echantillon est placé dans un tube contenant 20 ml d’eau
permutée stérile et retiré apres 3 heures. Un macérat blanc laiteux caractérise la présence de Ralstonia
solanacearum dans le systéme vasculaire de la plante évitant ainsi toute confusion avec des symptomes
dus a d’autres infections bactériennes causées par Clavibacter michiganensis sepedonicus ou des
bactéries du genre Dickeya ou encore des maladies fongiques provoquées par Verticillium sp. et
Fusarium eumartii (PRIOU et al., 1999). Les macérats sont conservés a 20°C jusqu’a leur utilisation au
laboratoire (MARTIN et al., 1982).
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L’identification rapide de la maladie du flétrissement bactérien di a Ralstonia solanacearum
s’est faite a I’aide de la technique du test de GRAM au champ. Pour ce faire, deux gouttes d’une
solution d’hydroxyde de potassium KOH (3%) sont déposées sur une lame propre. A I’aide d’un cure-
dent stérile, une goutte d’exsudat bactérien est prélevée au niveau de I’anneau vasculaire du tubercule
ou de la tige présentant les symptdmes de la maladie. La préparation est alors mélangée durant une
dizaine de secondes en faisant des mouvements circulaires continus pour bien I’homogénéiser.
L’observation d’un filament lorsque le cure-dent est retiré confirme que la bactérie est Gram-négatif
comme Ralstonia solanacearum, contrairement a Clavibacter michiganensis sepedonicus (PRIOU et
al., 1999).

2.2.3. Expression des résultats

Les coordonnées géographiques (Latitude et Longitude) de chaque point d’échantillonnage ont
été traités a I’aide du logiciel Arc View GIS 3.2a (2) (ANONYME, 1993) afin d’établir une
cartographie des attaques du flétrissement bactérien au niveau des principales régions maraicheres du
Niger. Un tableau recapitulatif présente les différentes cultures et les variétes échantillonnées ainsi que

le taux d’attaque en pourcentage (%) pour chaque localité visitée dont I’altitude est précisée.

3. RESULTATS

3.1.  Evaluation des attaques du flétrissement bactérien au champ

Les taux d’attaques du flétrissement bactérien observés au champ sur différentes Solanacées
cultivées dans les quatre principales régions maraicheres du Niger sont regroupés dans le tableau 11 et
représentés sur la figure 8. Sur le tableau, on note que les taux moyens du flétrissement bactérien
relevés sur I’ensemble du territoire varient de 1% a 60%.

Dans la région d’Agadez en zone saharienne, les taux moyens du flétrissement bactérien sont de 1% a
I’exception de la localité de Fouskaye (2%). Il faut remarquer que toutes ces localités sont situées en
zones d’altitudes relativement élevées (913 a 1477 métres). La culture dominante est la pomme de terre.
Les variétés signalées sont toutes issues d’importation européenne (Désirée, Pamela et Sahel).

Dans les régions du Sud, les taux du flétrissement bactérien sont les plus élevés. En effet, il est noté une
moyenne de 12,4 % pour la région de Dosso avec un maximum de 60 % a Bogol-Hima. A Tillabéri, le
taux moyen de la maladie est de 10,4 %. La valeur la plus forte est de 50 % observée a Ballayara.

Toutes ces localités sont situées a des altitudes relativement faibles, comprises entre 184 et 256 métres.
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Tableau 11: Liste des souches isolées a partir des plantes collectées dans les principales régions

productrices de pomme de terre et d’autres Solanacées, et incidence du flétrissement.

N° | Région | Code de la Plante hote Sites de prospections Taux de la
Souche Nom commun | Variété Village Altitude | maladie (%)
1 Awkd Pomme de terre Désirée Awkadédé 1477 m 1
2 Bgznl Pomme de terre Pamela Bagzane 1546 m 1
3 A Bgzn 2 Pomme de terre Désirée Bagzane 1546 m 1
4 G Tdra Pomme de terre Sahel Tadara 955 m 1
5 A Fsky 1 Pomme de terre | Sahel Fouskaye 1472 m 2
6 D Fsky 2 Pomme deterre | Pamela Fouskaye 1472m 1
7 E Thlt 1 Pomme de terre Désirée Tabelote 854 m 1
8 Z Thit 2 Poivron ND Tabelote 844 m 1
9 Tlwa 1 Pomme de terre Désirée Télawas 913 m 1
10 Tlwa 2 Pomme de terre Désirée Télawas 913 m 1
11 Tlwa 3 Pomme de terre Désirée Télawas 913 m 1
12 Bgl-H 1 Pomme de terre Dan Hadjia Bogol-Hima 195m 2
13 D Bgl-H 2 Pomme de terre ND Bogol-Hima 195m 11
14 0 Bgl-H 3 Pomme de terre ND Bogol-Hima 195m 60
15 S Kara Tomate ND Karra 192 m 1
16 S Mitkr 1 Poivron ND Matankari 186 m 6
17 0 Mikr 2 Tomate ND Matankari 186 m 4
18 Mtkr 3 Pomme de terre ND Matankari 186 m 1
19 Kayé 1 Pomme de terre ND Kayé 219 m 3
20 NY Kayé 2 Tomate ND Kayé 219m 1
21 Kayé 3 Aubergine ND Kayé 219m 1
22 Awla Tomate ND Awlakouara 186 m 1
23 Bkk 2 Pomme de terre Dan Hadjia Bonkoukou 215m 1
24 Bkk 3 Pomme de terre Dalaway Bonkoukou 215m 5
25 T Bkk 4 Pomme de terre Rosanna Bonkoukou 215m 30
26 | Bkk 5 Pomme de terre Dan Hadjia Bonkoukou 214m 6
27 L Bkk 7 Pomme de terre Stemster Bonkoukou 219m 19
28 L Bkk 8 Pomme de terre Dan Cameroun | Bonkoukou 219m 4
29 A Bkk 9 Pomme de terre Rosanna Bonkoukou 219m 1
30 B Blyr 1 Pomme de terre ND Ballayara 211m 7
31 E Blyr 2 Pomme de terre Dan Hadjia Ballayara 205 m 15
32 IR Blyr 3 Tomate ND Ballayara 205m 1
33 Blyr 4 Pomme de terre Dan Hadjia Ballayara 206 m 50
34 Blyr5 Pomme de terre Dan Hadjia Ballayara 204 m 37
35 Catl Piment ND Tillakayna 200m 1
36 Cat 3 Tomate ND Tillakayna 200 m 1
37 Dmba Pomme de terre ND Doumba 240 m 15
38 Glwa Tomate ND Gualléwa 184 m 19
39 Kobi Pomme de terre ND Kobi 212m 1
40 Losa Tomate ND Lossa 208 m 1
41 Mari Pomme de terre ND Mari 215m 7
42 Skk Pomme de terre ND Sékoukou 186 m 1
43 Ssn-H Poivron ND Sansani-haoussa 20l m 1
44 Téra l Poivron ND Téra 246'm 1
45 Téra 2 Pomme de terre Dan Hadjia Téra 256 m 20
46 Téra 3 Tomate ND Téra 256 m 15

La répartition des plantes hotes par espece végétale indique 31 plants de pomme de terre, 9

plants de tomate, 4 plants de poivron et 1 plant d’aubergine. La maladie semble donc s’exprimer plus
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sur la culture de la pomme de terre. Les variétés les plus atteintes sont la variété locale Dan-Hadjia ainsi
qu’un certain nombre de génotypes non déterminés (ND). Elles sont suivies de la variété Rosanna, un
cultivar d’origine Européenne. La répartition géographique de la maladie montre que les taux moyens
du flétrissement bactérien observés sont les plus élevés dans les régions situées dans la partie Sud-ouest

du Niger a savoir, Dosso, Niamey et Tillabéri.

3.2.  Ladistribution géographique de la maladie dans les zones de production de la pomme de
terre au Niger

Les propriétés pédoclimatiques des quatre principales régions maraicheres du Niger sont
indiquées au tableau 12.
La région d’Agadez est caractérisée par un climat saharien, avec une pluviométrie moyenne annuelle de
71 mm. Le sol dominant est de type argilo sableux. Dans ce systeme de cultures oasiennes, I’irrigation
se fait par gravité sans mouiller le feuillage des plantes avec une eau puisée a plus de 30 metres de
profondeur. Les températures sont basses la nuit (19,8 °C), avec 33% de probabilité qu’elles descendent
au dessous de 15 °C. Dans cette région le taux moyen d’attaque du flétrissement bactérien est proche de
1%, avec un maximum de 2% a Fouskaye (tableau 11).

Les sols des régions de Dosso, Niamey et Tillabéri sont essentiellement sableux. Il pleut annuellement
respectivement 400 mm a Tillabéri et 600 mm a Dosso et Niamey. L’irrigation se fait par aspersion du
feuillage des plantes avec une eau tirée du fleuve (Niamey et une partie de Tillabéri), ou d’une nappe
phréatique peu profonde (0,5 -2 métres) comme a Bogol-Hima (Dosso) et a moins de 10 metres a
Bonkoukou et Ballayara (Tillabéri). Des adventices des espéces suivantes (Sphenoclea zeylanica,
Ludwigia abyssinica, Hyptis spicigera, Cynodon dactylon et Commelina bengalensis) sont présentes
toute I’année. Les températures minimales se situent entre 22 et 23 °C, avec une probabilité de 0%
qu’elles soient inférieures ou egales a 15 °C (SIVAKUMAR et al., 1993).

Le flétrissement bactérien semble mieux s’exprimer dans ces derniéres régions puisque les taux moyens
d’incidences les plus élevés y sont relevés. En effet, il est noté un taux moyen d’attaque du flétrissement
bactérien de 12,4 % pour la région de Dosso avec un maximum de 60 % a Bogol-Hima. A Tillabéri, la
moyenne est de 10,4 % avec une note de 50 % pour Ballayara.

Seuls 24% des souches collectées appartiennent a la zone saharienne située a une altitude comprise entre
800 et 1600 métres et des températures moyennes minimales de 19°C. Le taux moyen d’attaque du
flétrissement bactérien est inférieur a 1% et n’a jamais dépassé 2%. Plus de 76%, soit la majorité des

souches, proviennent de la zone sahélienne de faibles altitudes (150 et 300 metres) et de températures

58



moyennes minimales supérieures a 20°C. Le taux moyen I’attaque du flétrissement bactérien observé

dans ces localités est de 10% avec un maximum de 60% a Bogol-Hima.

' LEGENDE
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Figure 8 : Cartographie des taux du Flétrissement bactérien observés au Niger

Dans I’étude du flétrissement bactérien de la pomme de terre et des autres Solanacées, plusieurs

parametres climatologiques et agronomiques peuvent influencer une épidémie. Il s’agit entre autres de

la pluviométrie annuelle, de la température minimale, de I’altitude, du type de sol, de la source d’eau et

du mode d’irrigation, des espéces vegétales cultivées et de I’itinéraire technique pratiqué.

Le tableau 12 présente les caractéristiques pédoclimatiques et agricoles des régions visitées au

cours de I’étude.
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Tableau 12 : Propriétés pédoclimatiques et agricoles des régions prospectées

Région Pluviométrie Type de sol Température Altitude Mode Principales
annuelle dominant minimale (m) d’irrigation cultures
(mm) (°C) pratiquées
Agadez 71 Argilo sableux 18°C 800 — 1546 Gravitaire | Pomme de terre
Dosso 600 Sableux 22°C 186 — 195 Aspersion | Pomme de terre
Tomate
Niamey 600 Sableux 23°C 219 Aspersion | Pomme de terre
Tomate
Aubergine
Tillabéri 400 Sableux 23°C 186 - 256 Aspersion Pomme de terre

Tomate

(Source : MDR, 2004 ; SIVAKUMAR et al., 1993)

La pomme de terre est la principale culture maraichere au niveau des sites visités. Sa haute

valeur économique et son cycle court constituent les principaux atouts de cette spéculation. Les sols

sableux sont dominants et le mode d’irrigation préféré est I’aspersion. Toutes les altitudes semblent

propices a la culture de la pomme de terre (ADAMOU et al., 2009).

3.3

La gamme d’hote de la maladie au Niger

L’étude des attaques du flétrissement bactérien sur les plantes est présentée dans le tableau 13.

On note que la répartition de la maladie par espece végétale, pour les 46 souches collectées donne

68,8% pour la pomme de terre, 20% pour la tomate, 11% pour le poivron et 0,2% pour I’aubergine.
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Tableau 13: Liste des plantes hotes de Ralstonia solanacearum collectées dans les principales régions
maraichéres du Niger.

N° | Région | Code de la Plante hote Sites de prospections
Souche Nom commun Variété Village Altitude

1 Awkd Pomme de terre Désirée Awkadédé 1477 m
2 Bgzn 1 Pomme de terre Pamela Bagzane 1546 m
3 A Bgzn 2 Pomme de terre Désirée Bagzane 1546 m
4 G Tdra Pomme de terre Sahel Tadara 955 m
5 A Fsky 1 Pomme de terre Sahel Fouskaye 1472 m
6 D Fsky 2 Pomme de terre Pamela Fouskaye 1472 m
7 E Thit 1 Pomme de terre Désirée Tabelote 854 m
8 VA Thlt 2 Poivron ND Tabelote 844 m
9 Tlwa 1 Pomme de terre Désirée Télawas 913 m
10 Tlwa 2 Pomme de terre Désirée Télawas 913 m
11 Tlwa 3 Pomme de terre Désirée Télawas 913 m
12 Bgl-H 1 Pomme de terre Dan Hadjia Bogol-Hima 195 m
13 D) Bgl-H 2 Pomme de terre ND Bogol-Hima 195 m
14 0 Bgl-H 3 Pomme de terre ND Bogol-Hima 195 m
15 S Kara Tomate ND Karra 192 m
16 | S Mtkr 1 Poivron ND Matankari 186 m
17 | O Mtkr 2 Tomate ND Matankari 186 m
18 Mtkr 3 Pomme de terre ND Matankari 186 m
19 Kayé 1 Pomme de terre ND Kayé 219 m
20 | NY Kayé 2 Tomate ND Kayé 219 m
21 Kayé 3 Aubergine ND Kayé 219m
22 Awla Tomate ND Awlakouara 186 m
23 Bkk 2 Pomme de terre Dan Hadjia Bonkoukou 215m
24 Bkk 3 Pomme de terre Dalaway Bonkoukou 215m
25 T Bkk 4 Pomme de terre Rosanna Bonkoukou 215m
26 | Bkk 5 Pomme de terre Dan Hadjia Bonkoukou 214m
27 L Bkk 7 Pomme de terre Stemster Bonkoukou 219m
28 L Bkk 8 Pomme de terre Dan Cameroun | Bonkoukou 219 m
29 A Bkk 9 Pomme de terre Rosanna Bonkoukou 219 m
30 B Blyr 1 Pomme de terre ND Ballayara 211m
31 E Blyr 2 Pomme de terre Dan Hadjia Ballayara 205m
32 R Blyr 3 Tomate ND Ballayara 205 m
33 I Blyr 4 Pomme de terre Dan Hadjia Ballayara 206 m
34 Blyr 5 Pomme de terre Dan Hadjia Ballayara 204 m
35 Catl Piment ND Tillakayna 200 m
36 Cat3 Tomate ND Tillakayna 200 m
37 Dmba Pomme de terre ND Doumba 240 m
38 Glwa Tomate ND Gualléwa 184 m
39 Kobi Pomme de terre ND Kobi 212 m
40 Losa Tomate ND Lossa 208 m
41 Mari Pomme de terre ND Mari 215m
42 Skk Pomme de terre ND Sékoukou 186 m
43 Ssn-H Poivron ND Sansani-haoussa 201 m
44 Téra 1 Poivron ND Téra 246 m
45 Téra 2 Pomme de terre Dan Hadjia Téra 256 m
46 Téra 3 Tomate ND Téra 256 m
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Les symptdmes sur la pomme de terre comprennent le flétrissement du plant (plus remarqué aux
heures chaudes de la journée) et la chlorose des feuilles. En conditions favorables a la maladie, toutes
les feuilles du poquet flétrissent subitement tout en demeurant vertes (Planche 5a). Des stries sont
visibles a la base des tiges (au dessus du sol), a mesure que les faisceaux vasculaires infectés deviennent
visibles. Sur les tubercules (Planche 5b), la zone vascularisée est habituellement d’une coloration brun
grisatre et cette coloration peut s’étendre a la chair et a la peau. Les yeux du tubercule deviennent brun
grisatre et peuvent présenter un exsudat collant de méme qu’au niveau du stolon.

: v . _ : 'y :..._ S
Planche 5 : Une vue d’un foyer de plants flétris (a) et d’exsudats bactériens sortant de la région

vascularisée d’un tubercule de pomme de terre talade (b). (Photo : ADAMOU lIssa)

Sur la tomate (Lycopersicum esculentum), le flétrissement bactérien apparait initialement
comme une flaccidité des jeunes feuilles. Lorsque les conditions environnementales sont favorables, un
flétrissement rapide et total survient. Le stade ultime est atteint deux a trois jours plus tard, suivi d’une
mort soudaine. Au contraire, si les conditions environnementales ne sont pas favorables, la maladie se
développe lentement et se caractérise par une épinastie foliaire et I’apparition de racines adventives sur
la tige. Une section transversale de la tige montre un systéme vasculaire jaune ou brun clair. Avec la
progression de la maladie, la couleur de la tige devient brun foncé. Des Iésions imbibées peuvent
apparaitre sur la tige lors de la survenue d’une invasion bactérienne massive de I’écorce, avec possibilité
d’exsudation d’un liquide blanc jaunatre (EPPO, 2004; ANONYME, 2007).

Sur le poivron (Capscicum annuum), les symptémes sont observés plutdt au niveau des feuilles
qui subissent le flétrissement et I’épinastie. Ce flétrissement est le plus souvent unilatéral. Les feuilles
d'un coté de la plante manifestent des symptomes de flétrissement sur la moitié ou la totalité du limbe.
Dans les cas les plus graves, les feuilles se flétrissent sans changer de couleur mais restent attachées a la
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tige. Comme chez toutes les Solanacées, une coupe transversale laisse voir une coloration brune des
tissus vasculaires. Les racines primaires et secondaires virent au brun ou au noir. Toutefois, les tiges,

par leur aspect plus lignifié, restent droites (EPPO, 2004).

Sur I’aubergine (Solanum melongena), les symptdmes sont identiques a ceux observés chez le
piment et le poivron. Les feuilles sont les premiers organes qui manifestent la maladie sous la forme
d’un flétrissement. Les feuilles d'un c6té de la plante manifestent des symptémes de flétrissement sur la
moitié ou la totalité du limbe. Lorsque la maladie devient sévere, le flétrissent survient brutalement. Les
feuilles s’affaissent sans changer de couleur mais restent attachées a la tige qui reste droite. Une coupe
transversale de la tige au niveau du collet, laisse paraitre une coloration brune des tissus vasculaires
(EPPO, 2004).

4. DISCUSSION

Les résultats de I’étude de I’influence du type de sol sur le flétrissement bactérien au Niger,
donnent un taux moyen d’attaque du flétrissement bactérien constaté est de 1%, avec un maximum de
2% sur les échantillons prélevés sur les sols argilo-sableux de la région d’ Agadez contre respectivement
12,4 % et 10,4 % pour ceux des régions de Dosso et de Tillabéri, toutes deux possédant des sols
sableux. Ces observations se rapprochent de celles de VAN VAERENBERGH et al. (2006) qui ont
aussi constaté que la plupart des infections avaient lieu sur sol sableux a haute teneur de matiére
organique et bien irrigués. Par contre MESSIHA et al. (2006) ont plut6t fait cas d’une baisse des
populations de Ralstonia solanacearum plus importante dans un sol sableux par rapport a un sol
argileux en Egypte. Il semblerait que le type d’argile est un facteur déterminant de la survie de
Ralstonia solanacearum dans les sols argileux. Selon SCHMIT et al (1990), les argiles gonflantes en se
desséchant, piégent les bactéries qui succombent suite a la fermeture des réseaux poreux. 1l se pourrait
aussi, que des conditions climatiques soient a I’origine de cette divergence, c’est pourquoi POUSSIER
(2000), affirme que les résultats portant sur la relation type de sol et flétrissement bactérien sont souvent
contradictoires.

GRANADA et SEQUEIRA (1983) ont constaté que la bactérie ne survivait pas dans le sol lui-méme
mais dans les racines des plantes hotes ou dans la rhizosphere des plantes non hétes. Plus tard,
SEQUEIRA (1993) remarque que Ralstonia solanacearum ne peut pas survivre longtemps dans un sol a
cause de la présence d’autres microorganismes antagonistes. Selon MARTIN et FRENCH (1985),
Ralstonia solanacearum est originaire de plusieurs sols tropicaux et peut survivre plusieurs années dans

certains de ces sols et disparait entre deux cycles culturaux dans d’autres.
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Les travaux précités sont d’un haut niveau scientifique et montrent la complexité des mécanismes en jeu
qui expliquent le lien qui existe entre le type de sol et le flétrissement bactérien. Des investigations plus

approfondies restent a faire dans ce domaine.

Les températures influencent fortement le développement du flétrissement bactérien. En effet,
les taux d’incidence de la maladie observés dans la région d’Agadez située en zone saharienne avec des
altitudes comprises entre 800 et 1600 métres sont inférieurs a 1%. Par contre, dans les zones sahéliennes
ou les altitudes sont plus faibles (150 et 300 métres) et les températures plus fortes, les taux moyens du
flétrissement bactérien relevés sont supérieurs a 10%. La corrélation négative observée entre I’incidence
et I"altitude ressort dans les résultats des travaux de ATEKA et al. (2001). D’autres etudes multilocales
de comportement de génotypes de pommes de terre ont abouti au fait que des semences de pomme de
terre certifiées saines a 1520-2120 metres d’altitude au Kenya ont manifesté la maladie une fois plantées
a des altitudes inférieures EPPO (2005).

Dans la région d’Agadez, ou les températures sont basses la nuit, I’incidence moyenne du
flétrissement bactérien relevée n’a jamais dépassé 2%. A I’opposé, dans les régions de Dosso, Niamey
et Tillabéri, les temperatures minimales élevées qui prévalent favoriseraient des taux d’infection plus
élevés. Nos résultats sont en accord avec la plupart des auteurs (DIRK VAN ELSAS et al., 2000 ;
LEMAY et al., 2003 ; EPPO, 2005; PETER et al., 2006) qui montrent que la maladie est plus
importante entre 24 et 27°C qu’entre 15 et 20°C et rare en dessous de 10 °C. BUDDENHAGEN et
KELMAN (1964) ont observé que I’optimum de croissance de la race 3 de Ralstonia solanacearum se
situait autour de 23°C alors que la plupart des souches des autres races se développaient mieux entre 30
et 35°C. Il s’agirait selon ces auteurs d’une adaptation thermique des souches de la race 3 présentes dans
les zones d’altitudes élevées du monde. CELLIER et PRIOR (2010) ont observés que chez la tomate et
I’aubergine, I’agressivité des souches des phylotypes | et Il dépendait essentiellement de la
température.

Les résultats de MARTIN et FRENCH (1985) résument nos observations sur le fait que Ralstonia
solanacearum est inféodé a plusieurs sols tropicaux dans lesquels sa survie est influencée par la
température, I’humidité et les facteurs physicochimiques.

La plainte des producteurs des régions du Sud (Niamey, Dosso et Tillabéri) qui s’approvisionnent
auprés des coopératives d’Agadez (au Nord) par rapport aux forts taux d’attaques de flétrissement
bactérien dont ils sont victimes pourrait s’expliquer par le fait que la maladie est favorisée par les fortes
températures rencontrées dans ces régions malgré un aspect sanitaire apparemment bon des plants de

semences importés de cette région septentrionale.
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Les observations de VAN VAERENBERGH et al. (2006) ont montré la persistance de la
bactérie apres un hiver sur culture de Solanum nigrum, toutefois cette population n’était plus capable de
provoquer une infection sur une nouvelle culture de pomme de terre.

Des températures élevées sont régulierement enregistrées en journée dans la région d’Agadez au
cours des mois d’avril a juin et pourraient aussi contribuer a la réduction des populations bactériennes et
expliquer partiellement la faiblesse des taux d’attaque du flétrissement bactérien dans cette région. Nos
observations se rapprochent de celles de PRASANNA KUMAR et al. (2006) selon lesquelles une

température de sol de 45°C est létale pour R. solanacearum.

La qualit¢ de I’eau et le mode d’irrigation ont aussi une trés forte influence sur le
developpement du flétrissement bactérien. L’utilisation d’une eau puisée a plus de 30 métres de
profondeur combinée a une technique d’irrigation gravitaire pratiquée dans la région d’Agadez peuvent
expliquer les faibles taux de maladies observés (1 a 2%). A I’inverse, dans les régions du sud, ou
Iirrigation de la pomme de terre est faite avec soit une eau de surface stagnante (petite marre) ou
courante (fleuve), soit d’une nappe phréatique affleurante (Dallols) au sein desquelles des plantes
adventices sont fréqguemment trouvés, les taux d’attaques du flétrissement bactérien sont plus élevés (1 a
60%). Les observations de MCHUGH et al. (2006) confortent les nétres lorsqu’ils affirment que les
eaux de surface constituent des risques potentiels de propagation de la bactérie. En plus selon HONG et
al. (2006), la bactérie est capable de se maintenir dans I’eau et sur des plantes adventices pendant des

périodes relativement longues.

5. CONCLUSION PARTIELLE

Le taux moyen d’attaque du flétrissement bactérien au Niger est de 8,1 % avec cependant une
disparité entre les zones pédoclimatiques. Lors des prospections réalisées au cours de cette étude au
Niger, la maladie a été retrouvee principalement sur pomme de terre, et la tomate est sa seconde plante
hote. Les autres Solanacées (Aubergine, Piment, Poivron) prospectées présentaient des symptémes de
flétrissement typique et des résultats du test du verre d’eau positifs ; cependant, les tests PCR réalisés en
2007 sur ces macérats oxydés de plante n’ont pas permis de mettre en évidence la présence de Ralstonia
solanacearum sur ces plantes contrairement aux extraits provenant des plantes de pomme de terre et de
tomate. Les macérats ont été conservés pendant plusieurs mois dans des conditions de températures
favorisant la dégradation des échantillons ce qui pourrait expliquer les résultats PCR négatifs obtenus

sur certains des échantillons.
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Les sites maraichers des régions du Sud situés entre les altitudes de 150 et 300 meétres et
caractérisés par des tempeératures minimales assez élevées, des sols sableux, et un arrosage par aspersion
a partir du fleuve ou de nappes phréatiques peu profondes, semblent favoriser le développement de la
bactérie par rapport aux régions situées plus au Nord. Les taux d’attaque du flétrissement bactérien
particulierement importants et les symptémes de pourriture brune avec suintement d’exsudat au niveau
des yeux des tubercules dénotent de la gravité de la maladie dans ces parties du pays. Les résultats
actuels attestent de la présence effective de Ralstonia solanacearum sur les cultures maraichéres au
Niger. Les perspectives de recherches concerneront principalement I’appréciation de la diversité des

souches de Ralstonia solanacearum susceptibles d’exister au Niger.
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CHAPITREII :

CARACTERISATION DES SOUCHES DE RALSTONIA SOLANACEARUM (E. F. SMITH)
YABUUCHI ET AL. COLLECTEES SUR POMME DE TERRE ET D’AUTRES SOLANACEES
AU NIGER

1. INTRODUCTION

Ralstonia solanacearum est une bactérie phytopathogéne responsable de la premiére bactériose
mondiale : le flétrissement bactérien (COUPAT et al., 2008). Il s’agit d’une protéobactérie possédant
une gamme d’hdtes couvrant plus de 50 familles botaniques en zones tropicales et intertropicales
(CELLIER et PRIOR, 2010). En Europe Ralstonia solanacearum est considéré comme « organisme de
quarantaine », c'est-a-dire dont la présence n’est pas tolérée sur le territoire et qui fait I’objet d’une
surveillance stricte par rapport a son introduction, sa détention et sa manipulation (ANONYME, 1998 ;
ANONYME, 1999 ; EPPO, 2001). Aux Etats-Unis, R. solanacearum est purement répertoriée comme
agent de «bioterrorisme» a cause de sa large gamme d’hdtes, son exceptionnelle variabilité
genotypique, phénotypique et écologique (WICKER et PRIOR, 2005). Il s’agit de la maladie
bactérienne la plus importante observée sur culture de pomme de terre au Niger (MDR, 1982 ; ADAM,
1996; CORUS, 2006). ADAMOU et al., (2009) ont observé des taux de flétrissement atteignant 60%
sur une variété locale dénommeée Dan-Hadjia. Aucun travail d’identification et de caractérisation de
souches locales de Ralstonia solanacearum n’a été conduit auparavant dans ce pays. La présente étude
vise a combler ce vide afin que les travaux ultérieurs, notamment de lutte, soient adaptés aux

populations locales.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel d’étude

Le matériel biologique utilisé dans ce travail est constitué de Solanacées présentant des
symptomes de flétrissement typiques collectées dans différentes régions productrices de pomme de terre
au cours de la campagne maraichere 2008-2009.

Une glaciére a été utilisée pour conserver les échantillons a une température inférieure a 30°C.
Du papier absorbant et un sachet plastique stérile ont été utilisés pour emballer individuellement les

échantillons et permettre leur transport hors du pays selon les recommandations phytosanitaires de
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I’Union Européenne juste avant leur acheminement par avion au laboratoire de I'INRA (UMR-BiO3P)
du Rheu ou ils ont été analysés.

Un appareil photo numérique a servi a conserver I’'image de chaque echantillon pour des besoins
ultérieurs.

Un microscope a épifluorescence a été utilisé pour effectuer la lecture des lames colorées selon la
technique d’Immunofluorescence.

Les techniques d’extraction et de purification de I’ADN bactérien ont nécéssité I’utilisation d’un
incubateur, d’une centrifugeuse et d’un bain marie.

Un thermocycleur a servi a réaliser les réactions d’amplification en chaine de I’ADN des différentes
souches étudiées.

La migration des produits de la PCR est effectuée sur un gel d’agarose plonge dans bac a électropheése.
Plusieurs tampons et réactifs et milieux de culture ont été utilisés pour réaliser différentes réactions

biochimiques, sérologiques et moléculaires.

2.2. Méthodes

22.1 La préparation des échantillons destinés aux analyses biochimiques, sérologiques

et moléculaires

La preparation des échantillons destinés aux analyses biochimiques, sérologiques et
moléculaires suit la procédure suivante. Apres leur prélevement, les échantillons sont conservés a une
température inférieure a 30°C dans une glaciere puis dans un refroidisseur de grande capacité. Le jour
de I’expédition, chaque échantillon est emballé individuellement dans du papier absorbant (Sopalin),
puis enfermé individuellement en sachet plastique. Les échantillons accompagnés de la Lettre Officielle
d’Autorisation (L.O.A.) ont été acheminés par avion jusqu’au laboratoire de I’INRA (UMR-BIO3P) du
Rheu ou ils ont été analysés.

Sur place, les analyses ont été réalisées dans des locaux respectant les normes de confinement de type 2
nécessaires pour la détention et la manipulation de parasites de quarantaine. Chaque échantillon est
soigneusement déballé, examiné visuellement. Les symptomes sont notés et photographiés.
L’échantillon est lavé a I’eau du robinet pour éliminer les particules de sol et de matieres organiques. Il
est ensuite désinfecté avec de I’éthanol 70° puis séché sur du papier absorbant a méme la paillasse

pendant une nuit. Une nouvelle paire de gants est utilisée pour chaque échantillon.
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Planche 6 : Une vue de plants de pomme de terre flétris (a) et exsudats bactériens sur
anneau vasculaire d’un tubercule en coupe longitudinale (b).
(Photo : ADAMOU lssa)

La technique de prélévement des échantillons est la suivante : Selon la partie de la plante, des
fragments d’environ 1 cm sont découpés et collectés dans des récipients stériles munis de couvercles et
préalablement identifié.

Sur tubercules : la peau est enlevée au moyen d’un économe juste au niveau du stolon. Un fragment
constitué majoritairement des tissus vasculaires (cone) est prélevé et mis dans le récipient.

Sur tige : des petits trongons de tige sont prélevés au niveau du collet et juste au dessus puis sont placés
dans un récipient stérile.

Sur racines : une partie ou tout le chevelu racinaire selon son importance est prélevé et découpé en petits
fragments qui sont regroupés dans un récipient stérile.

Les échantillons végétaux sont recouverts avec un volume suffisant de tampon phosphate PB
0,05 M et agités pendant 4 heures a une température de 27°C. Le macérat ainsi obtenu est ensuite utilisé
dans les différentes analyses. Pour chaque échantillon de plante, 500 pl de macérat sont prélevés a I’aide
d’une pipette de précision et déposés dans un tube Eppendorf stérile de 2 ml, préalablement marqués
aux références des échantillons. Les tubes sont centrifugés a 13.000 rpm pendant 10 minutes et le
surnageant est jeté sans déranger le culot. Les culots sont conservés a — 20°C, au congélateur en
attendant I’extraction des ADN

Les frottis sont réalisés par dép6t des solutions bactériennes ou des macérats de plantes sur des
lames de verre revétues de Téflon hydrophobe. Chaque lame posseéde huit fenétres (2 rangées de 4 puits)
de 8 mm de diamétre. Il est déposé 45 pl de solution tampon PB 0,01 1X sur les 2™, 3°™ et 4°™
fenétres de chaque rangée. 55 pl de macéréat sont déposés dans la premiére fenétre avant d’effectuer des
dilutions successives en prélevant 5 pl du 1* puits pour les suspendre dans le second puits (dilution au
10°™) puis 5 pl du 2°™ puits dans le 3°™ puits (dilution au 100°™), puis du 3°™ dans le 4°™ puits

69



(dilution au 1000°™). Les lames sont déposées sur papier @ méme la paillasse et laissées séchées toute la
nuit. Une fois secs, les dépdts sont fixés avec une goutte d’éthanol 95°. Apres évaporation de I’alcool,

les lames fixées sont conservées au réfrigérateur a 4°C jusqu’a leur coloration.
2.2.2. L’isolement, la purification et la conservation des souches

Le milieu d’isolement utilisé est le SMSA (ENGLEBRECHT, 1994, modifié par
ELPHINSTONE et al., 1996). Le milieu de base est composé de 1,0 g d’acide casaminique, 10,0 g de
Bacto-peptone, 5,0 ml de Glycérol, 15,0 g de Bacto-Agar le tout dans 1 litre d’eau distillée. Apreés
dissolution des ingrédients et sterilisation du milieu & I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes, celui-ci
est laisse refroidir a environ 50°C avant d’y ajouter les solutions aqueuses concentrées, stérilisées par
filtration, des ingrédients suivants pour obtenir les concentrations finales spécifiées:

e Violet cristallisé (Sigma) 5 mg par litre ;

¢ Sulfate de polymixine-B (Sigma P-1004) 600 000 U (environ 100 mg) par litre ;

e Bacitracine (Sigma B-0125) 1250 U (environ 25 mg) par litre ;

e Chloramphénicol (Sigma C-3175) 5 mg par litre ;

e Pénicilline-G (Sigma P-3032) 825 U (environ 0,5 mg) par litre ;

e Chlorure de 2, 3, 5-triphényltétrazolium (Sigma) 50 mg par litre.
Par boite de Pétri, il est coulé environ 20 ml de milieu. Aprés séchage, les boites sont retournées et
gardées ainsi pendant deux jours pour permettre au milieu de bien sécher en surface. 100 pul de macérat
(solution mére) et des dilutions aux 1/10°™, 1/100°™ et 1/1000°™ sont étalés & I’aide de billes de verre
sur le milieu sélectif SMSA et les boites sont incubées de 3 a 6 jours a 27°C. Les colonies de Ralstonia
solanacearum peuvent avoir un aspect différent sur le milieu gélosé, suivant la virulence ou non des
souches en cause, et celles qui sont virulentes sont fluides, a bords irréguliers, blanchétres avec des
verticilles de couleur rouge sang tandis que les formes non virulentes prennent I’aspect de petites

colonies arrondies non fluides, butyreuses de couleur uniforme rouge sombre.

La purification et la production des souches nécessaires a la réalisation des tests biochimiques,
moléculaires et sérologiques sont faites sur milieu LPGA (Levure Peptone Glucose Agar), composé de
7.0 g d’Extrait de levure, 7. 0 g de Peptone, 7. 0 g de Glucose et 15. 0 g d’Agar mélangés dans un litre
d’eau distillée. Le mélange est fondu au bain-marie, son pH ajusté a 7.2, puis autoclavé a 121°C
pendant 21 minutes. Apres refroidissement a 55°C, le milieu est coulé dans les boites de Pétri. Des

colonies typiques identifiées sur milieu SMSA sont repiquées individuellement par pigdre dans la

70



colonie et étalement par épuisement a I’aide d’un cure-dent stérile sur LPGA. Les boites de Pétri sont
incubées pendant 2 jours a 27°C. Les souches virulents de R. solanacearum sur milieu LPGA forment
des colonies fluides, a bord irrégulier, plates, blanchatres et presentant frequemment des verticilles
caractéristiques au centre. Les formes non virulentes de R. solanacearum sont de petites colonies
arrondies non fluides, butyreuses de couleur uniforme blanchatre.

Les colonies bactériennes caractérisées comme étant de I’espéce R. solanacearum sont

conservées et mises en collection & — 80°C selon la procédure suivante :

Un tube contenant du bouillon Levure-Peptone est ensemencé avec une colonie bactérienne
typique agée de 48h. Les tubes sont agités de 24 a 48h a 27°C jusqu’a I’obtention d’un trouble
important du milieu. 1 ml de la culture liquide est mélangé stérilement avec un méme volume de LP-

glycérolé a 30%. Les tubes sont mis a -20°C pendant 24h avant d’étre placés en collection a -80°C.
2.2.3. Les tests de caractérisation des souches de Ralstonia solanacearum

De nouvelles colonies vigoureuses sont obtenues en étalant sur milieu LPGA 2 ou 3 gouttes
obtenues par grattage du milieu congelé a -20°C. Les boites de Pétri sont incubées a 27°C pendant 48
heures. Les colonies pures (souches) ainsi obtenues sont utilisees dans les tests moléculaires et
biochimiques.

Le test d’immunofluorescence indirecte

La technique d’lmmunofluorescence utilisée est celle décrite dans la Directive Européenne
2006/63/CE concernant la lutte contre Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. Le principe de
cette technique est basé sur la reconnaissance d’un antigéne par un anticorps. Elle débute par le
recouvrement des puits des lames avec 50 pl du sérum 7455, dilués dans le tampon PB 0,01 M a la
concentration de 1/600°™. Les lames sont incubées 30 minutes & la température ambiante. Il faut éviter
de laisser les puits se dessécher en mettant de I’eau dans le bac et en recouvrant I’ensemble avec un
second bac.

Le premier ringage est fait avec une solution de PBS 0,01 1X contenant du Tween. Il dure 5 minutes, en
prenant soin de bien recouvrir tous les puits. Le second et le troisieme rincages sont faits de la méme
maniére avec une solution de PBS 0,01 1X simple. Le tampon en exces, est éliminé avec soin en
appliquant délicatement du papier absorbant (Sapolin) sur les lames. Le dépdt du conjugué

(Immunoglobulines ou anticorps conjugués avec de I’Isothiocyanate de Fluorescine), dilué dans du
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tampon PB 0,01 M au 600°™ en recouvrant les puits. L’incubation a la température ambiante dure 30
minutes. Les ringages sont effectués comme précédemment de méme que I’élimination du surplus de
tampon. Le montage des lames se fait en recouvrant les puits avec de la Glycérine tamponnée. Ensuite,
la lame est délicatement recouverte avec une lamelle en prenant soin de chasser les bulles d’air. La lame
et la lamelle sont fixées avec du vernis. Les lames ainsi fixées sont conservées au frais (4°C), a
I’obscurité jusqu’a leur lecture au microscope a fluorescence.

Le sérum utilisé pour le test d’ Immunofluorescence est le 7455. Il s’agit d’un sérum polyclonal
de la Fédération Nationale des Producteurs de Plants de Pomme de Terre (FN3PT) obtenu apres
immunisation d’un lapin avec une souche bien caractérisée de R. solanacearum (LE ROUX, 2003). Il
est utilisé & une dilution d’emploi de 1/600.

Le conjugué utilisé pour ces tests est un réactif commercial de chez Sigma (référence F-6005).
Il s’agit d’un sérum obtenu chez la chevre et qui est dirigé contre les anticorps de lapin. Il est couplé a
une molécule qui fluoresce sous lumiére ultraviolette, I’Isothiocyanate de Fluorescine. Cet antisérum est

Oéme

utilisé a une dilution d’emploi de 1/60
Les tests moléculaires

L’extraction de I’ADN bactérien a partir des macérats ou des cultures pures des souches remises

en culture a partir des échantillons conservés a -20°C constitue un préalable aux analyses moléculaires
par amplification enzymatique de I’ADN cible.
La premiere opération de la technique d’extraction d’ADN bactérien est la suspendu du culot dans 500
ul de TEN contenant 4 mg / ml de Lysozyme puis les échantillons sont incubés a la température
ambiante pendant 1 h. Il est ajouté 30 pl de SDS 10% et 5 pl de Protéinase K a 20 mg/ml a chaque tube
avant de les incuber a 37°C pendant 2 h. Puis 100 pl de NaCl 5M et 80 pul de CTAB / NaCl,
homogéngisés et incubés a 65°C pendant 10 minutes. Il est ajouté un volume égal (soit 800 pl environ)
de Chloroforme alcool Isoamylique (24 vol. / vol.), avant de centrifuger le tout a 13000 rpm pendant 30
minutes avant de récupérer délicatement le surnageant (500 a 600 pl) dans de nouveaux tubes. Il faut y
ajouter 2 volumes (soit 1,2 ml environ) d’Ethanol absolu glacial puis mettre au congélateur pendant au
moins 30 minutes, centrifuger a nouveau pendant 20 minutes a 13000 rpm et a 10°C et éliminer le
surnageant. Le culot est rincé avec 1 ml d’Ethanol & 70%, centrifugé a nouveau, séché sous vide
pendant 15 a 20 minutes puis encore suspendu dans 50 a 100 pl d’eau ultra pure stérile.

L’extraction de I’ADN consiste a lyser les cellules bactériennes dans un tampon de lyse par
action chimique et thermique (congélation-décongélation). L’ADN est ensuite purifié par séparation

d’avec les débris vegétaux et les protéines avant d’étre précipité.
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Les échantillons de travail sont calibrés a la concentration 20 ng/ul, au spectrophotométre optique
(Eppendorf Bio-Photometer).

La réaction en chaine par la polymérase (PCR)

Deux techniques de PCR sont recommandées par le manuel des protocoles de LE ROUX
(2003).

Lors de cette étude, nous avons choisi les amorces 759-760 décrites par OPINA et al., en 1997.
Ces amorces permettent d’amplifier ’ADN des souches appartenant aux 4 phylotypes décrivant la
diversité de R. solanacearum. La taille du fragment amplifié est de 280 pb.

La préparation du mélange de la PCR phylotype OPINA est faite apres détermination du
nombre d’échantillons & traiter aux concentrations 10° et 10, ainsi que des témoins positifs et négatifs.
Le volume total par tube est de 25 pl de mélange contenant 2,5 pul de Tampon 10 X, 2,0 pl de MgCly,
4,0 ul de dNTP, 0,25 pl de I’Amorce 759, 0,25 pl de I’Amorce 760, 1,25 pl de DMSO, 0,07 pl de la
Taq polymérase, 11,68 pl d’eau ultra pure, 3,0 pl d’ADN soit un total de par tube (SEAL et al., 1993 ;
OPINA et al., 1997).

La préparation du mélange PCR ou Mixte se réalise aussi aprés détermination du nombre
d’échantillons, des témoins positifs et négatifs & traiter aux concentrations 10° et 10™. Le volume total
du mélange PCR phylotype Multiplex par tube est de 25 pul de mélange contenant 2,5 ul de Tampon 10
X, 2,0 ul de MgCl,, 4,0 ul de dNTP, 2,5 pl de Primer Mix, 1,25 pl de DMSO, 0,07 ul de la Taq
polymérase, 9,68 pl d’eau ultra pure, 3,0 ul d’ADN (SEAL et al., 1993 ; OPINA et al., 1997).

Le thermocycleur est réglé sur 96 tubes de 25 pl et 30 cycles. Chaque cycle comprennent une phase de
dénaturation: 0 a 1 minute a 95°C, une phase d’hybridation ou d’appariement des amorces : 2 a 60
secondes a 56-64°C, enfin une phase d’élongation : 4 a 120 secondes a 72°C.

1,5 g d’Agarose sont pesés et versés dans un Erlenmeyer de 500 ml. On y ajoute 100 ml de tampon TBE
1X. Le mélange est dissout au four a micro-ondes en 2 ou 3 minutes. Le refroidissement a lieu sous un
jet d’eau fraiche de robinet. Trois (3) gouttes (environ 3 pl) de Sybr Safe sont ajoutées au mélange que
I’on agite en évitant de faire des bulles avant de le couler sur la plague préalablement préparée avec des
peignes correspondants au nombre de puits souhaités. On laisser solidifier en 20 minutes, et 8 pl de
Tampon de charge sont ajoutées a chaque échantillon a I’aide d’une pipette de précision, puis
homogénéisé au vortex environ 1 seconde.

Le gel solidifié est placé dans un bac de migration contenant une solution tampon TBE 1X.
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Il est déposé 10 pl de solution du marqueur de taille de migration de 100 pb (paires de bases), dans le 1%
et le dernier puits. 12 pl d’ADN marqué (produit PCR + bleu d’Evans), sont déposés par puits en
solution pure et diluée au dixieme. On veille a bien homogénéiser les mélanges d’ADN en les aspirant
et refoulant avec une pipette de précision.

Le bac d’électrophorése est relié par deux bornes (positive et négative), a un générateur réglé pour
dispenser 90 voltes et cela pendant 40 minutes. A la fin de I’opération, le gel est retiré de la solution
tampon et lu en chambre noire sous rayonnement Ultra violet (UV) en mode transluminance, vidéo

inverse pour révéler les bandes de migration et enregistrer les clichés pour exploitation ultérieure.

Le test de détermination des biovars et biotypes de Ralstonia solanacearum

La technique qui permet de distinguer les différents biovars de Ralstonia solanacearum au sein
des différents isolats est basée sur des tests biochimiques en rapport avec les aptitudes des souches a
utiliser et/ou a oxyder trois disaccharides, notamment le maltose, le lactose et le cellobiose ainsi que
trois hexoses alcools le mannitol, le sorbitol et le dulcitol. Les biotypes du biovar 2 se reconnaissent
selon leur utilisation du tréhalose et/ou du méso-inositol (HAYWARD, 1964 ; HAYWARD et al.,
1990). Le milieu de base utilisé a cet effet se compose de 1. 0 g Bacto-peptone, 1. 0 g de NH4H,PO,
(Ammonium dihydrogéne phosphate), 0. 2 g de KCI (Chlorure de potassium), 0. 2 g de MgSQO,, 7H,0
(magnésium sulphate), 0. 03 g de Bleu de Bromothymol, 3. 0 g d’Agar dans un litre d’Eau distillée
1.000 ml (HAYWARD, 1964 et 1976). Le pH est ajuste a 7-7.1 en y ajoutant quelques gouttelettes de
solution de NaOH 40% poids/volume, puis on mélange le milieu par chauffage et agitation constante.
Le milieu ainsi obtenu a une coloration vert olive. Il est réparti dans des bécher en aliquotes de 90 ml
correspondant au nombre d’hydrates de carbone a tester avant autoclavage a 121°C pendant 21 minutes.

Toutes les solutions de sucres sont stérilisées par filtration (Seitz ou membrane a millipores de
0.22 microns) dans des tubes a essai préalablement stérilisés. 11 est ajouté environ 10 ml de chaque
solution de 10% d’hydrate de carbone au 90 ml du milieu de base refroidi a 60°C afin d’obtenir une
concentration finale de 1%. La solution est répartie a I’aide d’une pipette de précision 200 ul par puits
dans les 96 puits stériles de boites de culture en gardant une rangée par sucre.

L’inoculum est une culture bactérienne de 48 h. Les puits contenant les différents sucres sont
ensemencés en prélevant des colonies des souches pures a I’aide de cure-dents stériles. 1l y a trois
répétitions par sucre (sur la méme ligne) et par souche. Y sont inclus un témoin négatif et deux témoins
positifs constitués des souches GMI 1.000 et 19-76.

Les plaques sont incubées a 27°C et examinées a 48 h et 72 h. Un résultat positif du test est marqué par

une variation du pH acide (un changement de couleur du vert olive au jaune). Selon MARTIN et al.
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(1982) ; SCHAAD et al. (2001) chez les alcools de sucre, la réaction survient entre 3 et 5 jours, pour les
disaccharides elle est un peu plus longue.

Le test de pathogénicité sur plantes de pomme de terre et de tomate

Nous avons voulu étudier la virulence de la collection de souches de Ralstonia solanacearum
sur 3 variétés de pomme de terre et une variété de tomate. L’essai est conduit en serre par inoculation
artificielle de jeunes plantes. La technique consiste a injecter a chaque plant test, 10 ul d’une solution de
cellules bactériennes agées de 48 h avec une concentration de 10° & 10° cellules / ml. Les variétés de
pomme de terre utilisées sont (Bintje, Désirée et Spunta) ainsi que de tomate (Roma). Les variétés
Bintje, Désirée sont connues des producteurs nigériens. Cing (5) plants au stade de 4 a 5 vraies feuilles
ont été utilisés par espece végétale. Le test est suivi pendant 4 semaines a 20°C la nuit et 30°C le jour.
L’humidité relative est élevée et I’arrosage est raisonné de facon a éviter un exces ou un manque d’eau.
L’évaluation est faite en observant I’apparition des symptémes du flétrissement: épinastie, chlorose
et/ou rabougrissement. Les symptdmes sont notés selon la clé du tableau 14. Ces résultats permettent

aussi d’évaluer la virulence des souches de R. solanacearum.

Tableau 14 : CIé de notation des symptdmes du flétrissement bactérien sur les Solanacées lors du test de
pathogénicité

Classe de notation Caractéristiques de la plante

o

Plant sain “‘sans symptomes apparents’’

Une (1) seule feuille flétrie

0 - 20% de la plante flétrie
20 - 40% de la plante flétrie
40 — 60% de la plante flétrie
60 — 80% de la plante flétrie
80 — 100% de la plante flétrie

Plante morte
LEROUX, 2003)

—~| ~N| o o | w| |

Source

2.2.4. Expression des résultats

Les fronts de migration des ADN des différentes souches testées sont illustrés dans les photos 1
a 7 prises apres la révélation des gels des tests PCR effectués avec les amorces 759 et 760 ainsi que le
complexe d’amorces de la PCR phylotype multiplexe. Les photos 8 et 9 présentent les résultats des tests
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de la révélation des biovars et biotypes de Ralstonia solanacearum par utilisation d’hydrates de
carbonne. L’évolution des symptomes de flétrissement bactérien sur pomme de terre et tomate inoculés
avec différentes souches de R.solanacearum a servi a élaborer les courbes des figures 8 et 9. Enfin les
synthéses des résultats de tous les tests biochimiques, sérologiques et moléculaires ont permis de dresser

les tableaux 15 a 18.

3. RESULTATS

3.1. Le test d’Immunofluorescence Indirecte

La photo 1 présente des cellules bactériennes a fluorescence vive, caractéristiques de Ralstonia
solanacearum (batonnet de 1,5 um X 0,5um) par examen de lame avec un microscope équipé d’une
source lumineuse épifluorescente, sous huile et un grossissement de 500 — 1000. Le tableau 14 présente
la synthése des résultats des réactions des tests sérologiques d’Immunofluorescence (IF) effectués sur
tous les macérats des échantillons collectés au Niger en février 2009. Les chiffres de 1 a 81 qui
précedent les parties de plantes en question représentent le numéro de collecte de I’échantillon. Pour
chaque plante, plusieurs macérats ont été préparés avec les différentes parties de plante telles que les
racines (R), les cones de tubercules de pomme de terre (Co) ou la tige (Ti). Chaque partie est testée
seéparément de préférence et en association lorsque la quantité de matériel ne permettait pas d’en faite un
lot entier. Au total 139 macérats de plantes ont ainsi été répertoriés et traités. Les résultats positifs sont
marqués d’un plus (+) et ceux négatifs d’un moins (-).

Sur les 139 macérats testés, 70 se sont révélés positifs soit 50,4%. Au nombre des sous échantillons
positifs, 34 macérats (soit 48,6%) correspondent a des parties racinaires (R) seules. L’association tige et
cones de tubercules (Ti + Co) concerne 28 macérats, soit 40,0%. Les 8 restants sont constitués de

mélanges de racines, de tiges et de cones de tubercules de pomme de terre (11,4%).

Photo 1 : Photo de cellules typiques de
Ralstonia solanacearum présentant une
fluorescence vive par examen de lame
avec un microscope équipé d’une source
lumineuse épifluorescente.

(Grossissement : 1000 fois)
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Tableau 15 : Synthese des résultats du test d’Immunofluorescence (IF)

Code Résultat Code Résultat Code Résultat

Macérat I.F. Macérat I.F. Macérat I.F.
60 Ti + Co + 17 Ti + Co - 34R +
58Ti+R - 64 R + 9Ti+Co -
68 Ti + Co - 16 Ti + Co - 26 R +
54 R - 23 Ti+Co + 18R -
39R - 25 Ti + Co - 24 Ti + Co +
50 Ti + Co + 23 Ti+ Co + 71Ti+R -
61R + 25 Ti + Co - 24R -
51 Ti + Co - 10 Ti + Co - AOR+Ti -
68 R - 31R + 36R -
42Ti+Co - 34Ti+Co + 15Ti+Co -
42Ti+Co - 18 Ti + Co - 22 Ti+Co +
38 Ti+ Co - 8 Ti+Co + 20 Co +
59 R + Ti + 45Ti+ Co - 22Co+R +
53R - 5Ti+R - 19Ti+R -
43R + 64 Ti + Co - 81R +
48Ti+R + 65R - 77R +
43Ti+Co + 12Ti+R - 73Ti+Co+R -
49R + 65 Ti + Co + 13Ti+R -
54 Ti + Co + 66 R + 37R +
53 Ti + Co - 30R + 8R +
2R + 63 R + 14 Co -
60 R + 36 Ti+ Co - 28 Ti + Co +
57 Ti + Co + 70R + 45R +
39 Ti + Co + 69 Ti + Co - 3R -
7R + 63 Ti + Co + 78 Ti + Co -
6R - 16 R + 79R +
33R - 25R + 79 Ti + Co -
4Ti+Co - 4R + 75Ti+R -
29R + 70R + Ti + Co - 72 Ti -
47R - 9R - 56 R +
38R - 1Ti - 47Ti+Co +
46R+Ti - 3Ti+Co - 37Ti+Co +
50 R - 11 Ti+Co - 41R -
60 Ti + Co - 80 Ti + Co + 72R -
57R + 80 R + 77 Ti+Co +
6 Ti + Co + 78R + 81 Ti+ Co -
33 Ti+Co + 45 (bis) R + Ti + 41 Ti+Co -
7Ti+Co + 44Ti+R - 55 R +
21 Ti+Co + 67R - 74Ti+Co+R -
30 Ti+ Co - 1R + 56 Ti + Co -
29 Ti + Co - 66 Ti + Co + 55 Ti + Co +
29 (b) Ti + Co + 10R + 23R -
52Ti+R - 76 R + Ti + 67 Ti + Co -
29R - 15R + 28R +
69 R - 2 Ti + 17R -
21R + 31Ti+Co +
26 Ti + Co + 32 Co +

Légende : Tige (Ti) ; Cone de tubercule (Co) ; Racine (R)
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Il est communément admis qu’en cas de nouvelle infection de plant a plant par le sol ou I’eau,
les premiers organes atteints de la plante sont bien les racines (PRIOU et ALEY, 2002). Le nombre total
de maceérats de racines ayant donné un résultat positif lors du test d’Immunofluorescence indirecte est
plus élevé que I’ensemble des résultats positifs des macérats des autres parties de plantes (tiges et cones
découpés sur tubercules). Le présent constat est d’une importance pratique car il renseigne sur les

parties préférentielles a utiliser lors des diagnostics bactériens en particulier de R. solanacearum.

3.2.  Tests moléculaires

3.2.1. Laréaction en chaine par la polymérase (PCR), avec les amorces 759 et 760

Les photos 2, 3 et 4 de gels illustrent la bande spécifique de migration de Ralstonia
solanacearum qui se situe a 280 pb (Paires de bases) selon la PCR décrite par OPINA et al. (1997) en
utilisant les amorces 759 et 760.
Les chiffres en rouge représentent les références des échantillons qui se sont révélés positifs, c'est-a-dire
qu’ils sont effectivement contaminés par la bactérie R. solanacearum dont une souche européenne de
référence notamment la GMI 1000 est utilisée comme témoin positif (T+). Le témoin négatif (T-) est
essentiellement constitué d’eau ultra pure. De part et d’autre du gel se trouve une colonne repére ou
témoin de migration (MT) ou sont superposées de bas en haut les bandes de 100 pb a 2500 pb, celles de
500 pb et 1000 pb étant les plus marquées. Chaque échantillon est déposé dans deux puits
respectivement en solution d’ADN concentrée a 25 ng/ul et diluée au dixieme (2,5 ng/ul). An niveau

des échantillons contaminés, toutes les deux concentrations ont révélé une bande identique de belle

intensité a 280 ph.
MT 01 05 06 09 11 12 15 18 T+ MT T-
.
|
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Photo 2 : Photo de gel PCR obtenue avec le couple d’amorces 759 et 760. Réactions positives pour les
souches FN3PT 09-01, FN3PT 09-05, FN3PT 09-06, FN3PT 09-09, FN3PT 09-11, FN3PT 09-12 ;
FN3PT 09-18 et le témoin positif (T+).
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Photo 3 : Photo de gel PCR obtenue avec le couple d’amorces 759 et 760. Réactions positives pour les
souches FN3PT 09-19, FN3PT 09-21, FN3PT 09-29, FN3PT 09-32, FN3PT 09-37, FN3PT 09-39,
FN3PT 09-40 et le témoin positif (T+).

MT 47 65 67 70 72 76 80 83 T+ MT T-

Photo 4 : Photo de gel PCR obtenue avec le couple d’amorces 759 et 760. Réactions positives pour les
souches FN3PT 09-65, FN3PT 09-67, FN3PT 09-72, FN3PT 09-76, FN3PT 09-80, FN3PT 09-83 et le

témoin positif (T+).

Sur les 167 différentes souches bactériennes isolées des 81 échantillons de plantes ramenés du
Niger, 57 souches ont été révélées par les tests PCR spécifiques du genre Ralstonia solanacearum. Les
amorces utilisées portent les identités 759 et 760. Elles migrent sur gel d’agarose 1,5 % a une distance
de 280 pb. Sur les trois clichés ci-dessus, seuls les échantillons 15, 42, 47 et 70 ne sont pas contaminés

par R. solanacearum.

Le tableau 16 présente I’ensemble des résultats des résultats des tests PCR spécifique du genre

Ralstonia solanacearum réalisés avec les amorces 759 et 760.
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Tableau 16 :

Ensemble des résultats des analyses PCR Ralstonia solanacearum réalisés avec

les amorces 759 et 760

P. P P.

C. C. C.
Souches R. | Souches R. | Souches R. | Souches Souches Souches
FN3PT 09/01 | + | FN3PT 09/29 + | FN3PT 09/57 - | FN3PT 09/85 FN3PT 09/113 FN3PT 09/141
FN3PT 09/02 | + | FN3PT 09/30 FN3PT 09/58 - | FN3PT 09/86 FN3PT 09/114 FN3PT 09/142
FN3PT 09/03 | + | FN3PT 09/31 + | FN3PT 09/59 - | FN3PT 09/87 FN3PT 09/115 FN3PT 09/143
FN3PT 09/04 FN3PT 09/32 + | FN3PT 09/60 - | FN3PT 09/88 FN3PT 09/116 FN3PT 09/144
FN3PT 09/05 | + | FN3PT 09/33 + | FN3PT 09/61 - | FN3PT 09/89 FN3PT 09/117 FN3PT 09/145
FN3PT 09/06 | + | FN3PT 09/34 + | FN3PT 09/62 - | FN3PT 09/90 FN3PT 09/118 FN3PT 09/146
FN3PT 09/07 | + | FN3PT 09/35 FN3PT 09/63 | + |FN3PT 09/91 FN3PT 09/119 FN3PT 09/147
FN3PT 09/08 | + | FN3PT 09/36 FN3PT 09/64 | + |FN3PT 09/92 FN3PT 09/120 FN3PT 09/148
FN3PT 09/09 | + | FN3PT 09/37 + |FN3PT09/65 | + |FN3PT09/93 FN3PT 09/121 FN3PT 09/149
FN3PT 09/10 FN3PT 09/38 + |FN3PT09/66 | + |FN3PT 09/94 FN3PT 09/122 FN3PT 09/150
FN3PT 09/11 | + | FN3PT 09/39 + | FN3PT09/67 | + | FN3PT 09/95 FN3PT 09/123 FN3PT 09/151
FN3PT 09/12 | + | FN3PT 09/40 + |FN3PT09/68 | + |FN3PT 09/96 FN3PT 09/124 FN3PT 09/152
FN3PT 09/13 FN3PT 09/41 FN3PT 09/69 - | FN3PT 09/97 FN3PT 09/125 FN3PT 09/153
FN3PT 09/14 | + | FN3PT 09/42 FN3PT 09/70 - | FN3PT 09/98 FN3PT 09/126 FN3PT 09/154
FN3PT 09/15 FN3PT 09/43 FN3PT 09/71 - | FN3PT 09/99 FN3PT 09/127 FN3PT 09/155
FN3PT 09/16 | + | FN3PT 09/44 FN3PT 09/72 | + |FN3PT 09/100 FN3PT 09/128 FN3PT 09/156
FN3PT 09/17 | + | FN3PT 09/45 + | FN3PT09/73 | + | FN3PT 09/101 FN3PT 09/129 FN3PT 09/157
FN3PT 09/18 | + | FN3PT 09/46 FN3PT 09/74 | + |FN3PT 09/102 FN3PT 09/130 FN3PT 09/158
FN3PT 09/19 | + | FN3PT 09/47 FN3PT 09/75 + | FN3PT 09/103 FN3PT 09/131 FN3PT 09/159
FN3PT 09/20 | + | FN3PT 09/48 FN3PT 09/76 | + | FN3PT 09/104 FN3PT 09/132 FN3PT 09/160
FN3PT 09/21 | + | FN3PT 09/49 + | FN3PTO09/77 | + | FN3PT 09/105 FN3PT 09/133 FN3PT 09/161
FN3PT 09/22 | + | FN3PT 09/50 FN3PT 09/78 - | FN3PT 09/106 FN3PT 09/134 FN3PT 09/162
FN3PT 09/23 | + | FN3PT 09/51 FN3PT 09/79 - | FN3PT 09/107 FN3PT 09/135 FN3PT 09/163
FN3PT 09/24 | + | FN3PT 09/52 FN3PT 09/80 | + |FN3PT09/108 FN3PT 09/136 FN3PT 09/164
FN3PT 09/25 | + | FN3PT 09/53 FN3PT 09/81 - | FN3PT 09/109 FN3PT 09/137 FN3PT 09/165
FN3PT 09/26 FN3PT 09/54 FN3PT 09/82 | + |FN3PT 09/110 FN3PT 09/138 FN3PT 09/166
FN3PT 09/27 FN3PT 09/55 FN3PT 09/83 | + |[FN3PT09/111 FN3PT 09/139 FN3PT 09/167
FN3PT 09/28 | + | FN3PT 09/56 FN3PT 09/84 | + |FN3PT09/112 FN3PT 09/140
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3.2.2. Résultats de la PCR Phylotype Multiplex

Les photos 5, 6, 7 et 8 des gels présentent les bandes de migration des différents phylotypes de
Ralstonia solanacearum spécifiques des souches isolées.

Sur la photo 5, il apparait que les souches 80, 82, 84, 90 et 92 ainsi que les témoins positifs
CFBP et 19/76 appartiennent tous au phylotype Il caractérisé par une bande en position 372 pb en plus
de la bande spécifique de R. solanacearum qui se situe toujours a 280 pb.

Sur la photo 6, on note la présence de deux phylotypes. Les souches 39, 65 et 72 ainsi que les
témoins positifs CFBP et 19/76 appartiennent tous au phylotype Il caractérisé par une bande en position
372 pb. Les souches 45, 75, 76 et 77 présentent une bande en position inférieure se situant a seulement
91 pb. La ligne médiane située a 280 pb indique que toutes les souches présentes sur ce cliché

appartiennent au genre R. solanacearum.

Sur la photo 7, deux phylotypes sont aussi mis a jour. 1l s’agit des phylotypes I et I1l. La souche
28 et le témoin positif P17 appartiennent au phylotype | caractérise par une bande trés marquée en
position 144 pb. Les souches 06, 24, 31, 38 et le témoin positif J25 possedent quant a eux une bande en
position inférieure située a 91 pb. Pour toutes les souches, il y a la bande de 280 pb spécifique du genre

R. solanacearum.

Sur la photo 8, a I’exception de la souche 162 qui ne semble pas étre du genre Ralstonia, les
autres souches (45, 75, 76, 77) ainsi que le témoin positif J25 appartiennent tous au phylotype Il
caractérisé par une bande en position basse a 91 pb en plus de la bande spécifique de R. solanacearum
qui se situe toujours a 280 ph. Le témoin positif P17 de phylotype | caractérisé par une bande tres

marquée en position 144 pb y a été ajouté pour accentuer la comparaison.
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MT 80 82 84 90 92 162 CFBP19/76 MT T-

Phylotype 11

372
280

Photo 5 : Photo de gel PCR obtenue avec les amorces Phylotype Multiplex. Réactions positives pour les
souches FN3PT 09-80, FN3PT 09-82, FN3PT 09-84, FN3PT 09-90, FN3PT 09-92 et du témoin positif
CFBP 19/76.

MT 39 45 65 72 75 76 77 CFBP19/76 MT T-

Phylotype 111

) i ==

Photo 6 : Résultats de la PCR Phylotype Multiplex positive pour les souches FN3PT 09-39 ; FN3PT 09-
45 ; FN3PT 09-65 ; FN3PT 09-72 ; FN3PT 09-75 ; FN3PT 09-76 ; FN3PT 09-77 et du témoin positif
CFBP 19/76.

MT 06 24 28 31 38 J25 P17  MT T-

Phylotype |
Phylotype 111

Photo 7 : Résultats de la PCR Phylotype Multiplex modifiée pour les souches FN3PT 09-06 ; FN3PT
09-24 ; FN3PT 09-28 ; FN3PT 09-31 ; FN3PT 09-38 ainsi que les témoins positifs J25 ; P17.
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MT 45 75 76 77 162 J25 P17 MT T-

Phylotype |

Phylotype 111

Photo 8 : Résultats de la PCR Phylotype Multiplex modifiée pour les souches FN3PT 09-45 ; FN3PT
09-75 ; FN3PT 09-76 ; FN3PT 09-77 ; FN3PT 09-162 ainsi que les témoins positifs J25 ; P17.

A I’issue des tests PCR Multiplex standard et modifié, les trois phylotypes (1, 1l et I11) identifiés
sur I’ensemble des souches testées sont portées au tableau 17. Au total, 26 souches ont été identifiées et
caractérisees dans le cadre de cette étude. Deux souches de référence mondiale en I’occurrence la
CFBP2047 et la CFBP 19-76, toutes deux appartenant au phylotype 11, ont été utilisées comme témoins
positifs. La répartition des 26 souches indique que deux (2) seulement appartiennent au phylotype |
(FN3PT-28 et 29), huit (8) appartiennent au phylotype Il (FN3PT-76; 77 ; 06 ; 24 ; 31 ; 38 ; 45 et 75)
et les seize (16) autres au phylotype Il. L’hdte principal contaminé est constitué de 14 échantillons
différents appartenant a cing (5) variétés de pomme de terre, surtout le cultivar local Dan-Hadjia. Seul
I’échantillon 29 récolté a Ballayara sur la variété locale de pomme de terre Dan-Hadjia est infecté par un
complexe de souches. Il s’agit de deux souches de phylotype 111 (FN3PT-06 et 24) et d’une souche de
phylotype Il (FN3PT-80).

83



Tableau 17 : Résultats des tests PCR 759/760 spécifiques de R. solanacearum et

PCR- Phylotypes effectués sur les 26 isolats du Niger, comparés aux standards
francais (CFBP2047 et CFBP 19-76)

N° Ech. |Plante Localité Souche PCR 759/760 | PCR Phylotype

7 PdT (Pamela) Kollo FN3PT 09/28 + [
FN3PT 09/29 + [

14 PdT (Dan-Hadjia) | Bkk Ferawe FN3PT 09/76 + 11

FN3PT 09/77 + Il

16 PdT (Dan-Hadjia) | Bkk Ferawe FN3PT 09/02 + I
21 PdT (Rosanna) KBkk FDR FN3PT 09/72 + 1
FN3PT 09/90 + 1

22 PdT (Spunta) Bonkoukou FN3PT 09/11 + I
FN3PT 09/20 + 1

26 PdT (Dan-Hadjia) | Toulloua FN3PT 09/82 + I
FN3PT 09/39 + I

28 PdT (Blanche) Toulloua FN3PT 09/16 + 1
FN3PT 09/18 + 1

FN3PT 09/06 + 11

29 PdT (Dan-Hadjia) |Ballayara FN3PT 09/24 + 1l
FN3PT 09/80 + 1

31 PdT (Dan-Hadjia) |Blyar Alkama | FN3PT 09/25 + 1
32 PdT (Dan-Hadjia) | Blyar Alkama | FN3PT 09/65 + I
FN3PT 09/92 + 1

33 PdT (Blanche) Blyar Alkama | FN3PT 09/31 + Il

FN3PT 09/38 + Il

34 PdT (Dan-Hadjia) | Blyar Alkama | FN3PT 09/45 + 11

FN3PT 09/75 + Il

36 PdT (Dan-Hadjia) | Bogol-Hima FN3PT 09/84 + 1
69 PdT (Yona) Tabkin'So Il FN3PT 09/12 + 1
FN3PT 09/14 + 1

Souches de référence de phylotypes connus CFBP2047 + I
CFBP 19-76 + 1

La majorité des souches a été collectée dans la région de Tillabéri a I’exception de celles issues
des localités de Toulloua, Bogol-Hima et Tabkin'So II, situées dans la région de Dosso.
Incontestablement, le phylotype 11, spécifique de la pomme de terre constitue la révélation de ce test.

3.3.  Ladétermination des biovars et biotypes de Ralstonia solanacearum

Le test moléculaire PCR-Phylotype est suivi par un test biochimique dont le but est de
determiner les biovars auxquels appartiennent les souches étudiées. La lecture du test se fait par
observation de changement ou non des milieux contenant 10% de lactose, sorbitol, inositol, tréhalose,
cellobiose, dulcitol, maltose, mannitol sous I’influence du développement des 26 souches a identifier.

Un changement de la coloration bleue au jaune ou jaune vert est considéré comme une réaction positive
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comme illustré par les photos 9 et 10. Chaque souche est introduite dans trois puits pour chacun des
sucres. Le tableau 15 regroupe I’ensemble des résultats des tests du biovar et du biotype en face du
phylotype correspondant a chacune des souches. Sur les 26 souches retenues pour cette étude, seules les
souches FN3PT-28 et 29 appartiennent au biovar3. Les souches FN3PT-76; 77 ; 16 ;06 ; 24 ; 31 ; 38;
45 et 75 sont du biovar 2, biotype 2T tandis que les souches FN3PT-02; 72;90; 11; 20; 82;39;
25;65;92; 84; 12 et 14 appartiennent au biotype 2A du méme biovar. Les souches de référence
mondiale GMI 1000 et CFBP 19-76 sont respectivement du biovar 3 et du biovar 2, biotype 2A.

s kA i

GMI1000 | | Témoin () = CFBP 19-76 | FN3PT 09-75

Photo 9: Réactions biochimiques de la souche FN3PT 09-75 (a droite) et des souches standard
internationales (GMI 1000 ; CFBP 19/76) face au témoin négatif (T-). (Photo : Issa ADAMOU).

La lecture de la photo 9 de gauche vers la droite présente respectivement la souche GMI 1000,
un témoin positif appartenant au biovar 3 qui oxyde tous les sucres et utilise les alcools de sucre. Elle est
suivie du témoin négatif dont les milieux ont conservé la couleur originale bleu verdatre dans les puits.
La souche CFBP 19-76 est aussi un témoin positif mais de biovar 2. Ses réactions sur les sucres sont

identiques avec celles de la souche FN3PT 09-75. Toutes les deux n’utilisent pas les alcools de sucres

notamment le sorbitol (2°™ rangée), le dulcitol (6°™ rangée) et le mannitol (8°™ rangée). Toutefois, ces

deux souches possédent des biotypes différents. La souche CFBP 19-76 appartient au biotype 2A car
3éme

elle n’oxyde pas I’inositol ( rangée) et le D-tréhalose (4°™ rangée). Par contre la souche FN3PT 09-

75 est du biotype 2T qui oxyde tous ces deux sucres.
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| FN3PT 09-28 FN3PT 09-29

Photo 10 : Réactions biochimiques des souches FN3PT 09-80 ; 28 et 29 face au témoin négatif (T-).
(Photo : 1Issa ADAMOU)

Sur la photo 10, la lecture de la gauche vers la droite présente respectivement la souche FN3PT
09-80 dont le biovar n’a pu étre déterminée avec exactitude a cause du caractére controversé de ses
réactions. L’utilisation du mannitol (8°™ rangée) et du sorbitol (2°™ rangée) rapproche cette souche du
biovar 3. Toutefois, la non oxydation du lactose (1*® rangée) et du cellobiose (5°™ rangée) est
caractéristique du biovar 1. L’unique assurance demeure la certitude de la souche au phylotype Il de R.
solanacearum. Les souches CFBP 19-28 et CFBP 19-29 appartiennent toutes deux au biovar 3
caractérisé par une réaction d’oxydation des trois sucres (cellobiose, lactose et maltose) ainsi que
Iutilisation des trois alcools de sucres (mannitol, sorbitol et dulcitol).

Les résultats des tests biochimiques de détermination des biovars et biotypes des souches

étudiées sont rapportés a coté de ceux des tests moléculaires PCR, dans le tableau 18.
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Tableau 18 : Résultats des tests PCR Phylotype, Biovar et Biotype

N° PCR PCR
Ech. |Plante Localite Souche 759/760 | Phylotype | Biovar | Biotype
7 PdT (Pamela) Kollo FN3PT 09/28 + I 3 -
FN3PT 09/29 + I 3 -
14 | PdT (Dan-Hadjia) BKK Férawe | FN3PT 09/76 + 11 2 2T
FN3PT 09/77 + 11 2 2T
16 | PdT (Dan-Hadjia) BKK Férawe | FN3PT 09/02 + ] 2 2A
21 PdT (Rosanna) BKK F.D.R. FN3PT 09/72 + 1 2 2A
FN3PT 09/90 + I 2 2A
22 | PdT (Spunta) Bonkoukou FN3PT 09/11 + ] 2 2A
FN3PT 09/20 + ] 2 2A
26 | PdT (Dan-Hadjia) Toulloua FN3PT 09/82 + 1 2 2A
FN3PT 09/39 + I 2 2A
28 | PdT (Blanche) Toulloua FN3PT 09/16 + ] 2 2T
FN3PT 09/18 + ] 2 2A
FN3PT 09/06 + 11 2 2T
29 | PdT (Dan-Hadjia) Ballayara FN3PT 09/24 + 11 2 2T
FN3PT 09/80 + ] ND ND
31 | PdT (Dan-Hadjia) Blyar Alkama | FN3PT 09/25 + ] 2 2A
32 | PdT (Dan-Hadjia) Blyar Alkama | FN3PT 09/65 + 1 2 2A
FN3PT 09/92 + ] 2 2A
33 | PdT (Blanche) Blyar Alkama | FN3PT 09/31 + Il 2 2T
FN3PT 09/38 + Il 2 2T
34 | PdT (Dan-Hadjia) Blyar Alkama | FN3PT 09/45 + 11 2 2T
FN3PT 09/75 + 11 2 2T
36 | PdT (Dan-Hadjia) Bogol-Hima FN3PT 09/84 + I 2 2A
69 | PdT (Yona) Tabkin'So Il FN3PT 09/12 + I 2 2A
FN3PT 09/14 + I 2 2A
Souches de référence GMI 1000 + I 3 -
CFBP 19-76 + ] 2 2A

Le biovar 2 constitue la souche dominante rencontrée dans les différentes zones agro

écologiques du Niger, en particulier le biotype 2A, phylotype Il (phénotype originaire de la région des

Andes) et du biotype 2T, phylotype 111 originaire des régions tropicales (PRIOR, 2003).

3.4.

Test de pathogénicité en serre sur pomme de terre et tomate

Les figures 9 et 10 montrent respectivement I’évolution des symptdmes de flétrissement

bactérien en pourcentage (%) sur la variété de pomme de terre Désirée et la variété de tomate Roma suite

a I’inoculation de 10 pl d’une concentration bactérienne comprise entre 10° et 10° cfu. Onze souches

apparemment virulentes sont comparées a la souche de référence CFBP 19-76 en présence d’un témoin

négatif.
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Figure 9 : Evolution des symptémes induits par les différentes souches de Ralstonia solanacearum sur

les plants de pomme de terre de la variété Désirée.

20 —e— Témoin
18 —=—19-76
16 A FN3PT-06
14 4 FN3PT-11
12 ] —x— FN3PT-14
(%) —e— FN3PT-16
10 —+— FN3PT-28
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\ \ 1 FN3PT-84
14 JAl 16 JAI 18 JAI FN3PT-90

o N M O 0 O
1 1 L 1 1

Figure 10 : Evolution des symptomes induits par FN3PT-38 (Phylotype 111, biovar 2, biotype 2T) de
Ralstonia solanacearum sur les plants de tomate de la variété Roma VF.

L’apparition des symptomes du flétrissement bactérien chez la variété Désirée rapportée a la
figure 9 se présente sur quatre niveaux. Le premier niveau est constitué du témoin négatif dont les
pourcentages de symptomes sont nuls (0%) pour les différentes périodes d’observations soit 14 JAI
(jours aprés inoculation), 16 JAI et 18 JAI. Le second groupe est constitué du témoin positif (19-76) et
des souches FN3PT-06, FN3PT-14, FN3PT-16, FN3PT-28, FN3PT-75 et FN3PT-84. Le niveau des
symptémes observés est globalement compris entre 10% et 20%. Le troisiéme groupe se compose des
souches FN3PT-76, FN3PT-80 et FN3PT-90, avec des pourcentages de flétrissement compris entre 20 et
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40%. Le quatrieme niveau comprend les souches FN3PT-11 (Phylotype Il, biovar 2, biotype 2A) et
FN3PT-38 (Phylotype IllI, biovar 2, biotype 2T) avec plus de 40% de flétrissement. Il est note
respectivement 62 % et 74 % a 18 JAI.

La figure 10 présente I’évolution des symptomes chez la variété de tomate Roma. Elle se
caractérise par deux courbes distinctes. La premiere courbe située au bas de la figure, indique un score
de 0% pour les trois périodes de relevé a savoir, 14 JAI, 16 JAI et 18 JAI. Il s’agit du plant témoin
négatif. La seconde courbe située au centre de la figure présente I’évolution de la maladie au niveau du
plant inoculé avec la souche FN3PT-38 (Phylotype Ill, biovar 2, biotype 2T) de Ralstonia

solanacearum. Il apparait respectivement 10 % de flétrissement a 14 JAI et 16 JAI et 18 % a 18 JAI.

Les photos 11 et 12 présentent des vues comparatives de plants sains (témoins négatifs) et plants

a symptémes de la variété Désirée pour la pomme de terre ainsi que la tomate Roma.

Photo 11: Vue de symptomes typiques de

Photo 12 : Symptdmes typiques de flétrissement

flétrissement avec chlorose et nécrose foliaires avec épinastie des pétioles foliaires provoqués

sur des plants de pomme de terre de la variété
Désirée inoculés avec la souche FN3PT 09-80
de Ralstonia solanacearum. (Photo: Issa
ADAMOU)

par la souche FN3PT 09-38 de Ralstonia
solanacearum sur un plant de tomate de la
variété Roma VF (& gauche), a c6té d’un plant
temoin bien épanoui (& droite). (Photo: Issa
ADAMOU)

Sur la photo 11, Il s’agit de deux plants de pomme de terre de la variété Désirée. Le plant de

droite est le ttmoin non inoculé. Il ne présente aucun symptdme et porte de belles feuilles vertes bien

épanouies. Par contre le plant de gauche a été inoculé avec la souche FN3PT 09-80 au niveau de la
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ramification de droite qui présente des feuilles nécrotiques de couleur brune. Les deux autres rameaux
ont été contaminés de maniére systémique et ont les feuilles chlorotiques.

Sur la photo 12, le plant de tomate situé a droite est le témoin non inoculé. Il présente une
croissance saine et ne montre aucun symptome apparent. Par contre le plant de gauche est celui ayant
été inoculé avec la souche FN3PT 09-80 au niveau de la premiére feuille. Il présente des signes typiques
du flétrissement bactérien des Solanacées avec une épinastie des pétioles foliaires.

4. DISCUSSION

Les nombreuses prospections effectuées a la faveur de cette étude ont permis de diagnostiquer
le flétrissement bactérien di & Ralstonia solanacearum au niveau de plusieurs Solanacees (pomme de
terre, tomate, aubergine etc.). La principale espéce vegétale infectée au Niger est la pomme de terre. La
culture a été introduite des les années cinquante (ASSOUMANE, 2006 Comm. personnelle), a la faveur
de la colonisation. De nouvelles introductions ont encore lieu de nos jours avec I’aide des organisations
paysannes, des ONG et des services d’encadrement. Tous les échantillons incriminés sont des varietes
de I’espece Solanum tuberosum notamment la variété Dan-Hadjia introduite dans les années 1980, la
variété Rosanna introduite a la fin des années 1990 et la Spunta et la Yona plus récentes ont été
obtenues en 2007. Nos observations se rapprochent de celles de MIAN et al. (2003) qui dénoncent
I’émergence d’une nouvelle population de R. solanacearum a large gamme d’hotes et a fort taux de
dissémination, suite a une introduction accidentelle dans les plantations d’Anthurium en Martinique. Ils
pensent méme que la nouvelle espece serait susceptible de recouvrir les populations d’origine.
WILLIAMSON et al. (2002) ont fait une constatation similaire par rapport a des souches R.
solanacearum inféodées au Géranium et dotées d’un caractere hautement pathogéne sur la pomme de
terre.

En se basant sur les tests d’immunofluorescence effectués sur les 139 macérats de Solanacées, il
apparait que les échantillons constitués de racines seules ou des racines associées a d’autres parties de
plante semblent contenir plus de bactéries que les mélanges de tiges et de cones de tubercules. En effet,
plusieurs auteurs s’accordent sur le fait que Ralstonia solanacearum se multiplie d’abord dans la
rhizosphére de ses hotes (HAYWARD, 1991), avant de les infecter a partir de blessures naturelles ou
artificielles du systeme racinaire (ANONYME, 2008 ; GRANADA et SEQUEIRA, 1981a; PRIOU et
ALEY, 2002). En outre R. solanacearum présente un tres fort tropisme pour les vaisseaux du xyléme
(ANONYME, 2002).

Les résultats de la PCR Multiplex ont permis d’identifier trois phylotypes (I, 1l et 111) au Niger.
Le phylotype I (biovar 3) & amplicon de 144 pb, a été collecté a Kollo sur la rive gauche du fleuve Niger
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a 184 metres d’altitude sur des plants de pomme de terre alors que GUNAWAN et al. (2003) situent ses
optimums topographiques entre 800 et 1500 metres. ADAMOU et al. (2009) avaient retrouvé le méme
phylotype mais uniquement sur tomate deux années plus tot. Le phylotype Il (biovar 2A), ayant un
amplicon de 372 pbh, est aussi retrouve sur des plants de pomme de terre. Ce biovar domine au Niger sur
un gradient d’altitudes allant de 184 m (zone sahélienne), a 1546 m (zone saharienne). Selon VANIET
et al. (2005), la pathogénicité des différentes souches du phylotype Il de Ralstonia solanacearum
presente une grande variabilité face a un méme hote végétal. Le phylotype 111 (biovar 2T) a amplicon de
91 pb, est aussi retrouvé principalement sur plants de pomme de terre. Ce biovar suit de pres le biovar
2A au Niger. Selon FEGAN et PRIOR (2005), REYNAUD (2005), WICKER et PRIOR (2005),
Ralstonia solanacearum est classé en 4 phylotypes et est considéré comme un complexe d’espéces. Le
phylotype I a eté identifié pour la premiere fois en Asie. 1l est principalement pathogéne de la pomme de
terre. Le phylotype Il est originaire d’Amérique et est inféodé a la pomme de terre. Quant au phylotype
1, il est originaire d’Afrique. Ce schéma taxonomique est basé sur I’analyse des séquences d’ADN
(PRIOR et GUIDOT, 2005). COUPAT et al. (2008) ont observé chez la souche de référence GMI 1000
des mécanismes de transformation naturelle qu’ils qualifient de force principale de diversification
genétique dans le complexe d’espéces Ralstonia solanacearum. 1l s’agit de la capacité d’échanger des
fragments d’ ADN allant de 30 a 90 kb par remplacement d’ADN in-vitro et dans la plante.
La distribution des différents phylotypes, biovars et biotypes a travers les sites maraichers du Niger
confirme les observations de PLENER et al. (2008) selon lesquelles Ralstonia solanacearum est
capable de se deévelopper dans différentes niches écologiques car il dispose pour cela d’un systéme de
régularisation trés complexe pour intégrer les signaux environnementaux et s’adapter aux conditions
dans lesquelles il se trouve.

L’échantillon 29 récolté a Ballayara sur la variété locale de pomme de terre Dan-Hadjia est
simultanément infecté par le phylotype Il (souche FN3PT-80) et le phylotype IlI, biotype 2T (souches
FN3PT-06 et FN3PT-24). Ceci corrobore les observations de MACIEL et al. (1997) selon lesquelles

plusieurs biovars peuvent étre retrouvés sur un méme plant.

Concernant le développement des symptomes en serre, seules les différentes variétés de pomme
de terre ont été sensibles, ce qui laisse penser que nous sommes en présence de souches de la race 3 de
Ralstonia solanacearum. En effet, FEGAN et PRIOR (2005) et WICKER et PRIOR (2005) ont
démontré que les souches de la race 3 possédent un spectre d’hote plutt étroit, principalement constitué
par la pomme de terre et a un degré moindre, la tomate. La plupart des souches isolées produisaient des

colonies de forme circulaire (ronde), réguliére, de petit diametre (environ 2 mm a 48h) et d’aspect
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rugueux sur milieu LPGA. Selon PRIOR (2003) ce type de colonie produisant peu
d’exopolysaccharides est dit avirulent.

Les souches FN3PT09/90 ; FN3PT09/80 ; FN3PT09/11 et FN3PT09/14 ont provoqué plus de
50% de symptdmes de flétrissement sur la variété de pomme de terre Bintje et plus de 40% sur la variété
Désirée au niveau des essais en serre. Toutes ces souches sont du Phylotype Il, biovar 2A décrit par
PRIOR (2003) ainsi que WICKER et PRIOR (2005) selon lesquels elles appartiennent aussi a la race 3
de R. solanacearum. Selon SCHAAD et al., (2001) le biovar 2A est principalement pathogene de la
pomme de terre et attaque accessoirement la tomate. La souche FN3PT09/38 (Phylotype IlI, biovar 2T)
a donné le meilleur score sur la variété de pomme de terre Désirée (74 %). Elle est aussi la seule souche
ayant provoqué un flétrissement typique sur plant de tomate (18 %). Ce Phylotype dénommé
« Africain » par PRIOR (2003) appartient & la race 1 de R. solanacearum. Une souche appartenant au
phylotype | a été révélée par PCR sur un macerat de tomate récolté a Gualléwa, région de Tillabéri
(ADAMOU et al., 2007).

5. CONCLUSION PARTIELLE

Les résultats des présents travaux confirment la présence de Ralstonia solanacearum au Niger
et qui a été déja signalée dans les conclusions du chapitre précédent. Ils apportent en plus un éclairage
sur la diversité phylogénique qui existe au sein des souches collectées localement. En effet, sur les cing
phylotypes décrits a travers le monde, trois phylotypes de Ralstonia solanacearum ont été retrouvés au
Niger. Ils ont été isolés et caractérisés du point de vue biochimique, sérologique et moléculaire a partir
de 26 souches collectées a travers le pays sur des échantillons de diverses Solanacées, principalement
sur différentes variétés de pomme de terre. Le phylotype Il domine tous les autres groupes. Au sein de
ce groupe genétique, le biotype 2A signalé pour la premiére fois en Asie et inféodé a la pomme de terre
Solanum tuberosum, détient le plus grand nombre de souches. Il dépasse numériquement le biotype 2T
originaire des régions tropicales. Le phylotype 111 occupe le second rang avec des souches appartenant
également au biotype 2T. Le phylotype | (biovar 3) est isolé d’un seul échantillon de pomme de terre de
la variété Pamela. Toutes ces souches infectent principalement la pomme de terre et provoquent chez
cette espece un flétrissement des parties aériennes et une pourriture brune de la région vasculaire du
tubercule. 1l n’a pas été possible d’isoler des souches R. solanacearum sur les échantillons des autres
Solanacees (tomate, aubergine, poivron) ainsi que la courge, I’arachide et I’amaranthe collectés dans les
zones prospectées au Niger. Au cours du test de pathogénicité en serre, une souche de Phylotype III,
biotype 2T, a provoqué des symptomes de flétrissement typique aussi bien sur des plants de pomme de

terre que sur des plants de tomate.
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TROISIEMME PARTIE :

ETUDE DU COMPORTEMENT DE SIX VARIETES DE POMME DE
TERRE VIS-A-VIS DE LA SOUCHE RS-09-76 DE RALSTONIA
SOLANACEARUM ET VERIFICATION DE L’IDENTITE DE LA SOUCHE
INNOCULEE ARTIFICIELLEMENT PAR DES TESTS BIOCHIMIQUES
ET MOLECULAIRES
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CHAPITRE |

ETUDE DU COMPORTEMENT DE SIX VARIETES DE POMME DE TERRE FACE A LA
SOUCHE Rs-09-76 DE RALSTONIA SOLANACEARUM E. F. SMITH AU NIGER

1. INTRODUCTION

Les premiers plants de pomme de terre ont été introduits dans les localités de Bonkoukou et
Agadez dans les années 60 (ASSOUMANA, 2006 ; Comm. Pers.), par les colons francais. Les
conditions climatiques qui prévalent sur la partie nord du pays (Région d’Agadez) permettent la culture
de la pomme de terre du 1% janvier au 31 décembre. Par contre pour tout le reste du pays il n’existe
qu’une principale période de maraichage comprise entre novembre et mars. Les grandes quantités de
tubercules récoltés (24 000 tonnes en 2007) ne pouvant étre conservés pendant sept mois (Avril a
Octobre), les producteurs nigériens se trouvent assujettis a renouveler leurs commandes de plants
chaque année. Ainsi en 2009, prés d’un millier de tonnes de plants certifiés de variétés et d’origine
diverses ont été achetés par I’Etat, les Organisations paysannes (OP) et surtout les partenaires au
développement aupres de firmes étrangeres.

L’objectif de cet essai est de connaitre le comportement des principales variétés appréciées par les
producteurs nigériens notamment cing variétés certifies d’origine frangaise (Pamela, Pamina, Rosanna,
Stemster et Yona) et la variété locale Dan-Hadjia par rapport a la souche autochtone de Ralstonia
solanacearum (Rs-09-76), isolée en 2009 sur un plant malade de pomme de terre de la variété Dan-

Hadjia de la localité de Bonkoukou a environ 150 km au nord de Niamey.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1.  Lesite experimental

L’expérience a eté conduite sur les terres de la station de I’Institut National de Recherches
Agronomiques du Niger (INRAN) du département de Kollo, région de Tillabéri a 30 km de Niamey.
Les sols sont de texture sableuse et sablo argileuse. Il pleut annuellement 400 mm a Tillabéri et 600 mm
a Dosso et a Niamey. Les températures minimales se situent entre 22 et 23 °C, avec une probabilité de
0% qu’elles soient inférieures ou égales a 15 °C.

Le taux moyen d’incidence du flétrissement bactérien est de 10,4 % pour la région de Tillabéri.

L’irrigation se fait par aspersion du feuillage des plantes avec une eau tirée du fleuve. Des adventices
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des espéces suivantes (Sphenoclea zeylanica, Ludwigia abyssinica, Hyptis spicigera, Cynodon dactylon

et Commelina bengalensis) sont présentes toute I’année.
2.2. MATERIEL

La souche bactérienne utilisée provient de la collection faite entre Mai et Juillet 2009 a I'UMR-
BIO3P. Il s’agit de la Rs-09-76 ; appartenant au phylotype Ill, isolée d’un échantillon de la variété
Pamela collecté dans la localité de Kollo a 30 km de Niamey.
- Rs : Nom d’espece (Ralstonia solanacearum) ;
- 09 : Année de récolte et d’isolement (2009) ;
- 76 : 76°™ échantillon collecté lors de la prospection 2009 au Niger.
La souche virulente est livrée en solution dans un milieu de culture et redémarrée a Niamey.
L’inoculum utilisé est issu d’une culture agée de 48h au plus, incubée a 28°C +/-2°C, avec une
concentration d’environ 2,54 x 10° cfu/ml. La technique d’inoculation retenue est le trempage des
fragments de tubercules de semences prégermées dans 500 ml de la suspension bactérienne pendant 30

minutes juste avant plantation.

Six (6) variétés certifiées de pomme de terre fournies par la GERMICOPA ont été utilisées dans
cet essai. Ces génotypes considérés indemnes de Ralstonia solanacearum, sont déja cultivés en milieu
paysan. Il s’agit des variétés Pamela, Pamina, Rosanna, Stemster et Yona. A leur c6té, I’on trouve la
variété Dan Hadjia, un cultivar local de référence, introduit du Nigeria il y a de cela plusieurs années.
Au Niger, elle semble étre le principal réservoir de Ralstonia solanacearum. Le principal critere
d’appréciation par les paysans est la précocité a cause des difficultés d’approvisionnement en eau. Puis
viennent le rendement, la proportion de gros tubercules, I’aptitude a la conservation et enfin la couleur
de la peau. Les paysans nigériens affectionnent les pommes de terre a peau rouge alors que les
Burkinabés et les Maliens préferent les tubercules a peau blanche. Les caractéristiques morphologiques
et agronomiques de ces variétés sont données dans le tableau 19.
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Tableau 19 : Récapitulatif des caractéristiques des différentes variétés de pomme de terre

cultivées au Niger et utilisées lors de I’expérimentation.

Variété | Tubercule Germe Fleur Maturité Cycle Obtenteur (s)
Dan Oblong  court; | Rouge
Hadjia | Yeux peu | violacé ;
profonds; Peau | Conique ; Blanche | Moyennement | ND INCONNU
rouge ; Chair | Pilosité tres précoce
jaune pale forte
Pamela | Oblong allongé; | Rouge
Yeux peu | violacé ;
profonds; Peau | Conique ; Blanche | Moyennement | 90-110j | GERMICOPA
rouge ; Chair | Pilosité  tres précoce
jaune pale forte
Pamina | Oblong régulier ; | Violet, UNICOPA et
yeux tres | cylindrique ; SOCIETE
superficiels ; pilosité faible 110-140j | CLAUSE -
peau jaune ; chair | a moyenne Violette | Demi tardive (FRANCE)
jaune Origine
génétique :
Spunta X
Hydra
Rosanna | Oblong allongé ; | Rouge
Yeux peu | violacé ;
profonds; Peau | Cylindrique ; | Blanche | Précoce 80-90 GERMICOPA
rouge ; Chair | Pilosité
jaune pale moyenne  a
forte
Stemster | Oblong long ; | Rose Rouge Demi tardive J. DUNNETT
Yeux violacé (U.K)
moyennement foncé 110-140j | Origine
enfoncés; Peau génétique :
rose et lisse; Désirée X
Chair jaune pale Maris Piper

ND : Non déterminée

23. METHODES

2.3.1. Le dispositif expérimental

Le dispositif expérimental comprend deux blocs (un inoculé et I’autre non). Dans chaque bloc
les répétitions sont randomisées avec trois (3) répétitions des six (6) traitements ou variétés soit un total
de 36 parcelles élémentaires. Dans chaque parcelle élémentaire, une seule variété de pomme de terre est

semee sur trois (3) lignes de 1,5 metres. Les lignes sont espacées de 60 cm et les poquets de 30 cm. 11y
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a 21 poquets par parcelle élémentaire. Les variétés sont disposées de fagon aléatoire par répétition. La
superficie totale de I’essai est de 323,32 m2, soit 23,60 m x 13,70 m.

A

Bloc inoculé Bloc non inoculé
Stemster 1 Rosanna 1 Dan- Stemster 1 Rosanna 1 Dan-
Hadiia 3 Hadiia 3
Pamela 2 Pamina 3 Yona 1l Pamela 2 Pamina 3 Yona 1l
Dan- Pamela 3 Yona 3 Dan- Pamela 3 Yona 3
Hadiia 2 Hadiia 2 13,70
m
Pamina 2 Pamela 1 Stemster 2 Pamina 2 Pamina 1 Stemster 2
Pamina 1 Rosanna 2 Stemster 3 Pamina 1 Rosanna 2 Stemster 3
Dan- Yona 2 Rosanna 3 Dan- Yona 2 Rosanna 3
Hadiia 1 Hadiia 1
23,60 m

Figure 11 : Dispositif expérimental de I’essai de criblage variétal en blocs de Fischer

complétement randomisés avec trois répétitions.

2.3.2. Les opérations culturales :

L’itinéraire technique correspond a celui du paysan exploitant la parcelle retenue. Il
comprend un labour du sol a la houe suivi du planage a I’aide d’un rateau.
Les tubercules sont prégermés une semaine, découpés en deux ou trois fragments en fonction du nombre
de germes. Les fragments sont exposés a I’air une demi-journée pour favoriser une légere cicatrisation.
La plantation a lieu le méme jour au soir aprés un trempage de 30 minutes dans I’inoculum.
Deux sarclages ont été effectués a quatre semaines d’intervalles. Toutes les parcelles sont irriguées
quotidiennement avec deux arrosoirs de 18 litres chacun. Les échantillons ont été récoltés

manuellement.
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2.3.3.  L’inoculation des fragments de tubercules de semences

L’inoculum bactérien utilisé est un liquide légérement trouble conditionné dans un bidon de 10
litres et maintenue au frais dans une thermos contenant de la glace. 1l s’agit de 9,9 litres d’eau permutée
stérile ayant une concentration de 8 % de chlorure de sodium (NaCl). Il'y est ajouté 100 ml de bouillon
constitué de 99 ml d’eau physiologique et 1 ml d’une culture de la souche Rs-09-76 de Ralstonia
solanacearum sur milieu liquide LPGA (Levure Peptone Glucose Agar), composé de 7.0 g d’Extrait de
levure, 7.0 g de Peptone, 7.0 g de Glucose et 15 g d’Agar mélangés dans un litre d’eau distillée. La
culture est incubée a 28°C +/-2°C pendant 48 heures. La concentration finale de I’inoculum est
d’environ 2,5x10° cellules/ml.

La technique d’inoculation utilisée est le trempage des fragments de tubercules de semence prégermés

dans 500 ml de la suspension bactérienne pendant 30 minutes juste avant plantation.

2.3.4.  L’isolement de nouveau de Ralstonia solanacearum a partir des plants inoculés

Il s’agira de confirmer que c’est bien la souche inoculée qui a été a la base des manques de
levée et des symptdmes observés chez les plants malades au cour du développement végétatif. La
vérification est faite par I’isolement de nouveau sur milieu Tétrazolium Chloride (acides casaminiques 1
g, peptone 10 g, dextrose 5 g, agar 15 g, eau distillée 1 litre) suivie de sa purification sur milieu LPGA
(levure 7 g, peptone 7 g, glucose 7 g, agar 15 g, eau permutée 1 litre).

Photo 13 : Culture pure de Ralstonia solanacearum sur milieu LPGA (Levure peptone

glucose agar).
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2.3.5. Lacollecte des données

Le développement des symptomes est noté de fagon réguliére pendant 2 mois. L’évaluation est
faite sur les parties aériennes en observant I’apparition des symptomes du flétrissement: épinastie,
chlorose et/ou rabougrissement a un intervalle régulier de sept (7) jours a partir de la levée complete ;
c'est-a-dire environ 21 jours apres la plantation. Ceci permet d’évaluer la cinétique de développement de
la maladie selon les huit classes de I’échelle de LE ROUX (2003). Les huit (8) classes de notation sont :
Classe 0 = plante saine ; classel = 1 seule feuille flétrie ; classe 2 = 5 & 20% de la plante flétrie ; classe 3
=20 a 40 % de la plante flétrie ; classe 4 = 40 a 60 % de la plante flétrie ; classe 5 = 60 a 80 % de la
plante flétrie ; classe 6 = 80 a 100% de la plante flétrie ; classe 7 = plante morte. Les tubercules fils sont
recoltés en fin de culture et soumis a des tests moléculaires afin de détecter la bactérie méme sous forme
latente.

Les données sont collectées au niveau des trois (3) plants centraux de la seconde ligne. Il est procédé
entre autre a I’appréciation de :

- les classes de symptdmes selon I’échelle de notation ;

- le nombre de tubercules par plant échantillonné;

- le poids (rendement) des tubercules par plant échantillonné;

- le diamétre moyen (calibre) des tubercules par plant échantillonné.

L’appréciation de la maladie a été faite en calculant les parametres suivants :

L’incidence de la maladie évaluée en pourcentage (%) du nombre de plantes malades quelque soit le
degré des symptomes sur le nombre de plantes observées dan la parcelle, multiplié par cent (100).

L’Indice de maladie (IMr) de WINSTEAD et KELMAN (1952) en utilisant la formule :
IMr=>% CiNi/) Ni

IMr : Indice de maladie ; Ci : Ccefficient ; Ni : Nombre de plantes.

Les pourcentages de maladies obtenus sont comparés aux valeurs du tableau 20 et les symptomes sont
appréciés.
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Tableau 20 : Critéres d’estimation de la séverité de la maladie (WINSTEAD et KELMAN, 1952)

Classe Caractéristiques
% de maladie Symptomes
0 0% Plant sain **sans symptomes apparents’’
1 <5% 1 seule feuille flétrie ““entiérement ou partiellement™
2 5-25% 2 a 3 feuilles flétries
3 25 -50% Toutes les feuilles flétries excepté 2 a 3
4 50 - 75% Flétrissement total du plant
5 75 -100% Plant mort

2.3.6. L’analyse des données et expression des résultats

Des histogrammes et des courbes ont été produits en fonction des données récoltées. Parmi les
tests statistiques effectués on note I’ANOVA de Fisher, la comparaison des moyennes par le test de
Duncan (DMRT) ainsi que I’Analyse factorielle des correspondances (AFC). Le logiciel utilisé est le
XLSTAT-Pro de ADDINSOFT (2004).

3. RESULTATS

3.1.  Lestaux de levée des plants des six variétés apres trois semaines de plantation

La figure 12 présente des taux de levée des plants a 23 JAP (jours aprés plantation) des
différentes variétés testées dans cet essai. En général, toutes les variétés ont eu un taux de levée de
100% au niveau des parcelles du bloc non inoculé. Au niveau du bloc inoculé le plus faible taux de
levée est de 80%. Il est détenu par la variété Stemster. Toutes les autres variétés ont des taux compris
entre 90% et 100% pour la variété Dan-Hadjia. Les manques de levées observés sont respectivement de
19,05% chez la variété Stemster, 9,52% pour la variété Pamina et 4,76% pour les variétés Pamela et

Yona.
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Figure 12 : Histogramme d’estimation des taux de levée des plants des 6 variétés testées a
23 JAP (jours apres plantation)

Les données de la figure 12 attestent de la bonne qualité des lots de semences certifiées mais
aussi des semences de la variété locale Dan-Hadjia. Il apparait que cette variété locale et la variété
Rosanna sont parmi toutes les six testées, les deux seules qui ont obtenus aussi 100 % de taux de levée
au niveau des plants du bloc inoculé.

Une semaine plus tard, I’incidence du flétrissement a été appréciée pour toutes les parcelles des deux

blocs (inoculé et non inoculé). Les données sont présentées dans le tableau 20.

3.2. Le niveau de sévérité du flétrissement bactérien

La sévérité de la maladie évaluée en pourcentage (%) du nombre de plantes malades quel que
soit le degré des symptdmes sur le nombre de plantes observées dans la parcelle, multiplié par cent
(100). Le tableau 21 présente les taux d’incidence de la maladie a 30 jours apres plantation (JAP). Les
plants des parcelles du bloc non inoculé sont restés indemnes de flétrissement bactérien d’ou la note de
0% dans toutes les cellules de la seconde colonne du tableau. Au niveau du bloc inoculé, la variété
Pamela détient la plus forte note (42,86%), et se présente ainsi comme la variété la plus sensible. La
variété Rosanna semble étre la moins attaquée avec 4,76%. La variété locale Dan-Hadjia a le second

meilleur score avec 9,52 %.
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Tableau 21 : Estimation de I’incidence du flétrissement bactérien 30 jours aprés plantation.

Variété Taux d’incidence (%)
Bloc Inoculé Bloc Non inoculé

Dan-Hadjia 9,52 0
Pamela 42,86 0
Pamina 38,10 0
Rosanna 4,76 0
Stemster 19,05 0
Yona 14,29 0

Les résultats du test montrent que toutes les variétés utilisées ont été sensibles a I’inoculation de
la souche Rs-09-76 de Ralstonia solanacearum dans les conditions de réalisation de I’essai a seulement
un mois aprés plantation. Les différentes variétés testées ont montré leur degré de résistance au
flétrissement bactérien en ces débuts du cycle végétatif. La variété Rosanna et la variété locale Dan-
Hadjia ont présenté les plus faibles taux d’attaque dans les parcelles du bloc inoculé a la différence des

variétés Pamina et surtout Pamela qui exhibe prés de 43% de taux d’attaque.

3.3.  L’Indice de maladie (IMr) de WINSTEAD et KELMAN (1952)

La figure 13 présente les courbes respectives de I’évolution de I’indice du flétrissement
bactérien entre les périodes 23 et 79 jours apres inoculation, chez les plants des six variétés étudiees au
niveau du bloc inoculé.

Chez la variété locale Dan-Hadjia, jusqu’a la période J37, la courbe indique la valeur (0%). Une
légere remontée a éte observée a J44 avec 5,56% et s’est poursuivie de maniére ascendante avec 15,89%
a J51, 26,94% a J58 et 46,68% a J65, pour se stabiliser a J72 avec la valeur de 66,67%. Chez la variété
certifiée Pamela, il est observé 15,06% dés la premiére évaluation a J23. Puis 63,67% a J44 ; 82,22% a
J58 pour atteindre le maximum (100%) des J72. Cette valeur est restée constante jusqu’a la fin de
I’évaluation & J79. Chez la variété certifiée Pamina, il est observé jusqu’a 28% dés la premiere
évaluation a J23. Un léger plateau est observé entre J30 et J37 avec respectivement 43,67% et 47,33%.
Une remontée assez brutale est constatée a J44 avec 76,67% et 90,28% dés J58. L’indice de 100% est
facilement atteint a J72 et est resté constant jusqu’a la fin de I’évaluation & J79. Chez la variété certifiée
Rosanna, la maladie ne s’est exprimée qu’a J30. La valeur de I’indice de maladie prend un caractere
ascendant avec 5,56% a J37 ; 14,72 a J44 ; 31,39% a J51 ; 48,06% a J58 ; 62,56% a J65 ; 79,22% a J72
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et 83,61% a la fin de I’évaluation, c'est-a-dire & J79. Chez la variété certifiee Stemster, I’indice du
flétrissement bactérien atteignait 11,44% des J23. Une légere remontée de la maladie a été observée
entre J23 a J37 pour atteindre 28,89%. Une brusque remontée est observée avec 64,44% a J44. La
courbe s’est approchée de sa valeur maximale des la date J65 avec 98,89% pour atteindre 100% dés J72.
Chez la variété certifiée Yona, la valeur de I’indice de la maladie était nulle (0%) uniquement a J23.
Elle atteint 11,44% a J30 et 14,44% a J37 avant d’entamer son ascendance avec successivement 31,44%
a J44; 53,61% a J51; 70,28% a J58 ; 77,78% & J65; 87,78% a J72 et 88,89% a J79, date de fin

d’évaluation.

120,00
100,00 -
—e— Dan-Hadjia
80,00 —=— Pamela
IMr (%) .
Pamina
60,00
Rosanna

40,00 —x— Stemster

—e—Yona

20,00

0,00 %
J23 J30 J37 J44 J51 J58 J65 J72 J79

Périodes de relevés

Figure 13 : Evolution de I’indice du flétrissement bactérien sur les plants des parcelles du bloc

inoculé chez les six variétés étudiées.

Au cours de la derniere semaine de I’essai (entre J72 et J79), toutes les variétés ont exprimé
leurs meilleures potentialités en termes de résistance au flétrissement bactérien causé par Ralstonia
solanacearum. Les variétés Stemster, Pamina et Pamela ont eu un IMr de 100 % des J72. La variété
Yona a eu un indice de maladie de 88,89 % a J79. L’IMr de la variété Rosanna n’atteint 83,61% J79. La
variété locale Dan-Hadjia est la seule qui présente un indice de maladie 66,67% a la fin de
I’experimentation. Elle est aussi I’'unique variété parmi toutes les six a détenir un indice de maladie

inférieur a 50% apreés deux mois de développement végétatif (J65).
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3.4.  Effet du flétrissement bactérien sur la hauteur moyenne des plants

La figure 14 présente les hauteurs moyennes des plants des 6 variétes étudiées au niveau des
blocs inoculés et non inoculés a la date J53. D’une maniére générale, les hauteurs moyennes mesurées
chez les plants du bloc non inoculé sont plus élevées que celles des plants du bloc inoculé. Les écarts les
plus élevés sont constatés respectivement chez la variété Pamina (16,7 cm), la variété Yona (14,1 cm),
la variete Pamela (8,4 cm) et 4,9 cm pour la variété Stemster. L’écart le plus faible est observé chez la

variété Dan-hadjia avec 1,6 cm suivie de la variété Rosanna (2,1 cm).

@ Non-inoculé m Inoculé ‘
30
25,1 26
~ 25
£ 20,8
L 19,2
= 20 17,6
2 13,8
o ’
o 19 11,7 11,9
° 92 ’ 10,6
5 10 ' 8,4
£ 5,7
> l
£ 5
0
Dan-hadjia Pamela Pamina Rosanna Stemster Yona
Variétés testées

Figure 14 : Histogramme de I’appréciation de la hauteur des plants chez les six (6) variétés
testées, a 53 jours apreés plantation.

La maladie semble effectivement avoir eu une influence sur le développement végétatif de
toutes les variétes testées avec réduction notoire de la taille des plants inoculés par rapport & ceux non
inoculés. Le constat est tout de méme moins marqué chez la variété locale Dan-Hadjia. Chez la variété
Pamina, I’effet de la maladie est ressenti a tel point que le développement des plants du bloc inoculé ne

représente plus que le tiers de celui des plants du bloc non inoculé.
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3.5.  Effet du flétrissement bactérien sur le nombre de tubercules par plant, leurs calibres et

poids

3.5.1. Effet de la bactériose sur le nombre de tubercules fils par plant

Les figures 15 et 16 présentent les nombres moyens de tubercules fils produits par les plants des
6 variétés étudiees au niveau des trois répétitions, respectivement dans le bloc non inoculé et inoculé a
la date J79.

On constate sur la figure 15 une production de tubercules au niveau des trois répétitions des six
variétés du bloc non inoculé. La répétition 2 détient les meilleurs productions moyennes avec 6,33
tubercules chez la variété Pamela, 5,33 tubercules chez la variété Dan-Hadjia et 4,33 tubercules chez la
variété Yona. La répétition 1 vient en second, suivie de la répétition 3 avec une moyenne maximale de
3,67 tubercules.

mRép. 1 mRép. 2 ORép. 3

7
g 6,33
o 67 5,33
i)
3 5 4,33
()

3,67 3,6
ERR 533
L33 ,67 2,67 ,67
c 2 2
o 1,6 ,67 1,67
> 2 1 1,33
E‘ 1 | 0’6 |_i_‘
S
z 0
Dan-Hadjia Pamela Pamina Rosanna Stemster Yona
Variétés testées (bloc non inoculé)

Figure 15 : Histogramme du nombre moyen de tubercules fils produits par les plants des 6 variétés

étudiées au niveau des parcelles du bloc non inoculeé.
Par contre dans le bloc inoculé (Figure 16), seules les variétés Dan-Hadjia et Rosanna ont

produit des tubercules avec des moyennes de 4 et 3,67 tubercules pour les répétitions 2 et 1 de la

premiere variété.
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Figure 16 : Histogramme du nombre moyen de tubercules fils produits par les plants des 6 variétés

étudiées au niveau des parcelles du bloc inoculé.

Les dommages dus au flétrissement bactérien ont empéché toute production chez les variétés
Pamela, Pamina, Stemster et Yona. L’analyse des variances (ANOVA) indique une différence
significative au seuil de 5% (p<0,0001) entre les 6 variétés d’une part et entre les parcelles du bloc non
inoculé et celles du bloc inoculé. 11 existe aussi une différence significative selon le test de LEVENE de

comparaison des variances de k échantillons au seuil de 5% (p<0,0001).

3.5.2. Effet du flétrissement bactérien sur les caracteres biométriques (diamétres

moyens) des tubercules fils

Les figures 17 et 18 présentent les diamétres moyens de tubercules fils produits par les plants
des 6 variétes étudiées au niveau des trois répétitions, respectivement dans le bloc non- inoculé et

inoculé a la date J79.
Sur la figure 17, les plus grands diamétres moyens se retrouvent au niveau des variétés certifiés

avec respectivement 28,6 mm pour la deuxieme répetition de la variété Yona, 28,6 mm pour la

deuxieme répétition de la variété Pamina et 28,4 mm pour la premiére répétition de la variété Rosanna.
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Figure 17 : Histogramme de I’effet du flétrissement bactérien sur le diamétre moyen des tubercules fils

chez les plants des parcelles non inoculées.

Dans le bloc inoculé (Figure 18), le plus grand diamétre moyen de tubercule pour la variété
Dan-Hadjia est retrouvé au niveau de la premiere répétition. 1l est de 27,7 mm contre 10,2 mm de
diamétre moyen au niveau de la deuxiéme répétition de la variété Rosanna. L’analyse des variances

(ANOVA) indique une différence significative au seuil de 5% (p<0,0001) entre les 6 variétés.
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Figure 18 : Histogramme de I’effet du flétrissement bacterien sur le diamétre moyen des tubercules fils

chez les plants des parcelles inoculées.
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L’influence du flétrissement bactérien sur le diamétre moyen des tubercules a été plus sensible
chez la variété Rosanna avec une réduction de plus de 50% de la taille des tubercules
Du bloc inoculé par rapport a ceux obtenus dans le bloc témoins. Pour les vari€tés tres affectées comme
Pamela, Pamina, Stemster et Yona, il a été constaté une inhibition du développement et le

dépérissement et la mort des plants avant la maturité entrainant une absence de production.

3.5.3. Effet du flétrissement bactérien sur le poids des tubercules fils

Les figures 19 et 20 présentent les poids moyens de tubercules fils produits par les plants des 6
variétés étudiées au niveau des trois répétitions, respectivement dans le bloc non inoculé et inoculé a la
date J79.

Les plus gros tubercules sont produits par les plants de la seconde répétition chez les six
variétés du bloc non inoculé (Figure 19). Il est noté 18,33 grammes (g) pour la variété Dan-Hadjia,
11,86 g pour la variété Pamina, 12,69 g chez la variété Rosanna. La répétition 1 vient en second avec
une moyenne de 12,92 g chez la variété Pamina. Le meilleur poids moyen de la répétition 3 a été pesé

au niveau de la variété Dan-Hadjia. Il est de 9,91 g.
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Figure 19 : Histogramme de I’évolution du flétrissement bactérien sur le poids moyen des tubercules fils

chez les plants des parcelles non inoculées.
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Au niveau du bloc inoculé (Figure 20), le poids moyen chez la variété Dan-Hadjia est de 11,26
g pour la premiere répétition, une valeur supérieure a celle correspondante au niveau du bloc non

inoculé. Il est observé 6,91 g pour la seconde répétition et 9,02 g pour la troisiéme répétition.

D Rép. 1 mRép. 2 ORép. 3

12 11,26

10 - 9,02

Poids moyen de tubercule (g)
(e}

4 314346317
2,
0 0O 0 0O 0 0O 0 0O
0
Dan-Hadjia Pamela Pamina Rosanna Stemster Yona

Variétés testées (bloc inoculé)

Figure 20 : Histogramme de I’évolution du flétrissement bactérien sur le poids moyen des

tubercules fils chez les plants des parcelles inoculées.

Chez la variété Rosanna les poids moyens observés sont 3 & 4 fois inférieurs a ceux observés au
niveau du bloc non inoculé. Ils sont respectivement de 3,14 g pour la premiére répétition, 3,46 g pour la
seconde répétition et 3,17 g pour la troisiéme répétition. 1l existe une différence significative au seuil de
5% (p<0,0001) entre les 6 variétes. Il existe aussi une différence significative selon le test de LEVENE
de comparaison des variances de k échantillons au seuil de 5% (p<0,0001) et une valeur crique (F =
3,147).

4. DISCUSSION
L’indice de maladie (IMr) :

L’incidence de la maladie calculée selon la formule de WINSTEAD et KELMAN (1952) donne
respectivement 42,86% et 38,05% pour les variétés Pamela et Pamina a la date 30 jours apres plantation

comme indiqué dans le tableau 22. Ces deux variétés sont considérées comme étant les plus sensibles.
Elles sont suivies par la variété Stemster avec 19,05% et la variété Yona avec 14,29%. La variété locale
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Dan-Hadjia qui est habituellement le réservoir de la maladie n’est atteinte qu’a 9,02% juste derriére la
variété Rosanna avec 4,76%. Ces deux derniéres variétés semblent avoir toléré la maladie, en particulier
la variété locale Dan-Hadjia. Ces résultats se rapprochent de ceux de LOPES et al. (2006) selon
lesquels une variété est dite résistante lorsque sa performance est stable au cours de I’année et ne
dépasse guerre 10% d’incidence de flétrissement bactérien.

Dans une autre étude de I’incidence de Ralstonia solanacearum sur arachide en Ouganda, BUSOLO-
BULAFU (1997) considére une variété ayant un taux d’incidence du flétrissement bactérien inférieur a
10% comme étant peu sensible. Entre 11 et 20% la variété est dite modérément résistante. Par ailleurs,
WANG et al. (1997a) considérent une variété avec une note de 11% d’incidence, comme étant & haut
degré de résistance. A partir de 57% d’incidence la variété est dite a résistance intermédiaire. Elle est
caractérisée de tres sensible a partir de 90% d’incidence. Enfin, PETER et al. (2006) considérent la

variété indienne d’aubergine comme résistante avec 5,36% de flétrissement bactérien.

Tableau 22 : Comportement des six variétés du bloc inoculé a la date de 30 jours apres la

plantation (JAP)
Variéte Incidence moyenne Classe de résistance
A 30 JAP (%)

Dan-Hadjia 9,52 Tolérante
Pamela 42,86 Tres sensible
Pamina 38,09 Tres sensible
Rosanna 4,76 Tolérante
Stemster 19,05 Sensible
Yona 14,29 Sensible

Le comportement des six variétés testées indique que la variété locale Dan-Hadjia et la Rosanna
ont exprimé un certain degré de tolérance au flétrissement bactérien avec 33,33% de plants ayant
survécu a I’inoculation avec la souche Rs-09-76 a la fin du test a 79 jours aprés plantation (79JAP)
comme rapporté au tableau 23. La variété Yona est qualifiée de sensible avec 11, 11%. Quant aux
variétés Pamela, Pamina et Stemster avec 0,0% de plants ayant survécu a la fin de I’expérience, elles
sont considérées comme étant trés sensibles. Nos observations confirment celles de WANG et al.
(1997b) qui apprécient la résistance au flétrissement bactérien par les estimations en % de plantes ayant

survécu a la fin de I’essai.

110



Tableau 23 : Comportement des six variétés en fin d’évaluation de I’essai

Variété Pourcentage de plantes ayant survécu a | Classe de sensibilité au
la fin de I’essai J79. flétrissement bactérien
(%) (Ralstonia solanacearum)

Dan-Hadjia 33,33 Tolérante

Pamela 0 Tres sensible

Pamina 0 Tres sensible
Rosanna 33,33 Tolérante

Stemster 0 Tres sensible

Yona 11,11 Sensible

Il est communément admis que la résistance contre Ralstonia solanacearum est de type
polygénique (WANG et al., 1997b ; DESLANDES et al., 1997). De ce fait, le meilleur moyen de
controle du flétrissement bactérien est la recherche de variétés résistantes. Mais GRIMSLEY et
HANSON (1997) ont remarqué que la résistance de type monogénique est plus facilement contournée
par les différentes souches de Ralstonia solanacearum. Enfin, LEBEAU et al., (2010) ont testé 12
souches de Ralstonia solanacearum appartenant aux phylotypes I, Il et 11 sur 30 différentes variétés de
tomate, d’aubergine et de piment. Ils conclurent que, chez la tomate, certaines souches de Ralstonia
solanacearum contournent toutes les sources de résistance testées. A I’inverse, les souches les plus
virulentes de R. solanacearum sont contrdlées par au moins une source de résistance chez I’aubergine
ou le piment. Selon lui, le piment est I’espéce qui montre le plus de cas d’infection latente. Des résultats
similaires ont été obtenus par CELLIER et PRIOR (2010) au cours de leurs travaux sur la diversite
genétique, phylogénétique et discernement du pouvoir pathogéne sur Solanacées des souches de

Ralstonia solanacearum.

5. CONCLUSION PARTIELLE

Le flétrissement bactérien est causé par un complexe de souches de Ralstonia solanacearum qui
s’attaquent a plus de 400 especes végétales sur tous les cing continents. La difficulté majeure pour la
sélection variétale pour la résistance au flétrissement bactérien réside dans la grande variabilité et la
plasticité génotypique et phénotypique de I’agent pathogéne. La faible effectivité des stratégies
classiques de lutte chimique, agronomique et biologique de contrdle efficace de ce pathogéne en
évolution constante oriente la recherche vers I’obtention de génotypes résistants ou tolérants. Les succes

enregistrés au niveau des espéces de Solanacées semblent avoir un caractere régional ou en rapport avec
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les conditions climatiques. L’ importance socio—économique croissante de la culture de la pomme dans
les productions maraicheres et la réduction de la pauvreté dans les campagnes nigériennes semble
menacée par le développent d’épidémies de flétrissement bactérien dans les régions du Sud. Les
résultats de ce test de comportement de six variétés de pomme de terre face a une souche locale de R.
solanacearum constituent une base d’éléments de décision dans la gestion rationnelle de cette maladie
bactérienne. Au regard des résultats obtenus, on peut sans réserve conseiller aux producteurs nigériens
la variété Rosanna suivie de la variété locale Dan-Hadjia pour leur bon comportement en terme de
survie vis-a-vis de la maladie et leur bon potentiel de production malgré I’infection, dans les conditions
locales de I’essai. Par contre, il faudrait éviter la variété Pamela, la plus sensible ainsi que la variété
Pamina qui ont toutes deux démontré un nombre élevé de plants morts avant le stade de floraison (44
JAP). La variéte Dan-Hadjia s’est révélée étre aussi la variété la plus précoce des 6 variétés. Elle est
suivie des variétés Pamela, Pamina, Rosanna et Yona. La variété Stemster est plutét tardive. Or, plus le
cycle est court, plus les charges relatives a I’irrigation et a I’entretient sont réduites. Ce critére peut étre

déterminant dans le choix des variétés en région sahélienne.
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CHAPITREII :

VERIFICATION DE L’IDENTITE DE LA SOUCHE Rs-09-76 DE RALSTONIA
SOLANACEARUM INOCULEE ARTIFICIELLEMENT PAR DES TESTS BIOCHIMIQUES
ET MOLECULAIRES

1. INTRODUCTION

La vérification de I’authenticité de la souche autochtone Rs-09-76 de Ralstonia solanacearum,
inoculée aux six variétés testées se fait avec certitudes a travers des tests moléculaires. 11 s’agit d’une
souche autochtone isolée en 2009 sur un plant malade de pomme de terre de la varieté Dan-Hadjia de la
localité de Bonkoukou a environ 150 km au nord de Niamey. Les résultats de sa caractérisation au
laboratoire de I’INRA en France précise qu’il s’agit d’une souche appartenant au phylotype 111, Biovar 2
et biotype 2T présente en région tropicale.

2. MATERIEL ET METHODES
21. MATERIEL
2.1.1. Matériel de laboratoire
Sept amorces sont utilisées dans les tests d’amplification d’ADN bactériens. Le tableau 24

présente les séquences respectives des amorces.

Tableau 24 : Amorces nécessaires aux tests PCR OPINA et multiplexe

Amorce Séquence Phylotype Taille  de  I’amplicon
lorsqu’il est apparié a
(5’ 3) I’amorce Nmult : 22 :RR
Nmult : 21 :1F CGTTGATGAGGCGCGCAATTT I 144 pb
(Asiaticum)
Nmult : 21 :2F AAGTTATGGACGGTGGAAGTC I 372 pb
(Americanum)
Nmult : 23 :AF* ATTACSAGAGCAATCGAAAGATT " 91 pb
(Africain)
Nmult : 22 :InF ATTGCCAAGACGAGAGAAGTA v 213 pb
(Tropical)
Nmult : 22 :RR TCGCTTGACCCTATAACGAGTA Tout Non applicable
Phylotype (amorce reverse)
759 R GTCGCCGTCAACTCACTTTCC Ralstonia 280 pb
760 F GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG (marqueur interne)

*S=GouC  (Source: FEGAN et PRIOR, 2005).
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Un thermocycleur a 96 tubes de 25 pl est utilisé pour effectuer les réactions en chaine par la
polymérase. 30 cycles ont été complétés. Chaque cycle comprend une phase de dénaturation: 0 a 1
minute a 95°C, une phase d’hybridation ou d’appariement des amorces : 2 a 60 secondes a 56-64°C,

enfin une phase d’élongation : 4 a 120 secondes a 72°C.

2.1.2. Matériel végétal

Il s’agit des tubercules récoltés sur les plants des variétés certifiees Pamela, Pamina,
Rosanna, Stemster et Yona obtenues de GERMICOPA et de la variété locale Dan Hadjia au niveau des

echantillons des blocs inoculé et non inoculé de I’essai de comportement réalisé & Kollo.

2.1.3. Lasouche bactérienne

La souche bactérienne impliquée est la méme que celle qui a été utilisée lors de I’inoculation
des plants de semences des six variétés de pomme de terre éprouveées dans le test de comportement vis-
a-vis du flétrissement bactérien. Il s’agit de la souche Rs-09-76 appartenant au phylotype 111, biovar 2,
biotype 2T. Elle a été isolée a partir d’échantillons de racine et de tige de pomme de terre,
principalement sur le cultivar local Dan-Hadjia dans les localités de Bonkoukou, Alkama et Ballayara.

La souche virulente est livrée en solution dans un milieu de culture et remise en culture a Niamey.

22. METHODES

2.2.1. L’inoculation des fragments de tubercules de semences

L’inoculum utilisé est issu de la culture de la souche Rs-09-76 de Ralstonia solanacearum a
28°C +/-2°C pendant 48 h sur milieu LPGA (Levure Peptone Glucose Agar), composé de 7.0 g
d’Extrait de levure, 7.0 g de Peptone, 7.0 g de Glucose et 15 g d’Agar mélangés dans un litre d’eau
distillée. La technique d’inoculation retenue est le trempage des fragments de tubercules de semence
prégermés dans 500 ml de la suspension bactérienne pendant 30 minutes juste avant plantation. La

concentration de I’inoculum est de 2,5x10° cellules/mll.
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2.2.2. Lapréparation des échantillons

Il s’agit d’échantillons de tubercules fils prélevés sur les trois (3) plants retenus par parcelle

élémentaire. Chague échantillon est soigneusement déballé, examiné visuellement, les symptomes
notés et photographiés. Il est utilisé une nouvelle paire de gants pour la manipulation de chaque
échantillon. L’échantillon est lavé a I’eau du robinet pour éliminer les particules de sol et de matiére
organique. 11 est ensuite désinfecté avec de I’éthanol 95° puis séché sur du papier absorbant a méme la
paillasse pendant une nuit. La peau de chaque tubercule est enlevée au moyen d’un scalpel muni d’une
lame stérile juste au niveau du stolon. Un cone est découpé des tissus vasculaires. Les cones de tous les
tubercules d’un méme échantillon sont mis dans un pot muni de couvercle et préalablement identifié.
Les cones de chaque pot échantillon sont recouverts avec un volume suffisant (3 a 5 ml) de tampon
d’extraction PB 0,05 1X et placé sur un agitateur rotatif (50 tours/minute) pendant 4 heures a une
température de 27 °C. Les macérats ou bouillons de cellules bactériennes et végétales en suspension
dans le tampon d’extraction sont ainsi obtenus.
A I’aide d’une pipette de précision, 500 pl de macérat sont prélevés et déposés dans des tubes
Eppendorf stériles de 2 ml, préalablement marqués aux références des échantillons. Les tubes sont
centrifugés a 13.000 rpm pendant 10 minutes et le surnageant est jeté sans déranger le culot. L’ensemble
des culots sont stockés a — 20°C au congélateur en attendant I’extraction des ADN

2.2.3. La caractérisation moléculaire de confirmation de la souche de Ralstonia
solanacearum Rs-09-76 a partir des plants inoculés

Il s’agira de confirmer que c’est bien la souche inoculée qui a été a la base des symptomes
observés les plants malades dans I’essai. La caractérisation est faite grace aux tests moléculaires par
amplification enzymatique de I’ADN bactérien extrait du culot obtenu aprés centrifugation des

macérats.

2.2.3.1. L’extraction d’ADN bactérien

Chaque culot est suspendu a nouveau dans 500 pl de TEN contenant 4 mg / ml de
Lysozyme puis incubé a la température ambiante pendant 1 h. Il est ajouté 30 pl de SDS 10% et 5 pl de
Protéinase K a 20 mg/ml a chaque tube avant de les incuber a 37°C pendant 2 h. En suite, 100 pl de
NaCL 5M sont ajoutés par tube et bien homogénéisés avant I’addition de 80 ul de CTAB / NaCL et
incubés a 65°C pendant 10 minutes. Il est rajouté un volume égal (soit 800 pl environ) de Chloroforme
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alcool Isoamylique (24 vol. / vol.), puis les tubes sont centrifugés a 13000 rpm pendant 30 minutes. On
récupere délicatement le surnageant (500 a 600 pl) dans de nouveaux tubes. Il faut y ajouter 1,2 ml
d’Ethanol absolu glacial et remettre au congélateur (- 20°C) pendant au moins 30 minutes. Centrifuger a
nouveau les tubes pendant 20 minutes a 13000 rpm, 10°C et éliminer le surnageant. Le culot récupéré
est rincé avec 1 ml d’Ethanol a 70%, centrifugé a nouveau puis séché sur la paillasse toute une nuit. 100
ul d’eau ultra pure stérile sont utilisés pour suspendre les culots d’ADN bactérien.

2.2.3.2. Les réactions en chaine par la polymérase (PCR)

Des dosages d’ADN sont effectués afin d’obtenir des échantillons de travail calibrés a la
concentration 20 - 25 ng/ul. La procédure consiste a calculer la concentration d’ADN en comparant
I’intensité de la bande de I’échantillon & une échelle de I’intensité des bandes du marqueur qui varie de
55 ng/pl a 10 ng/pl.

La formule consacrée est :
Intensite estimee (ng/ul)
Concentration d’ADN = X Facteur de dilution
Volume d’ADN déposé (ul)

Deux techniques ont été utilisées. La PCR Phylotype OPINA a pour but de détecter la présence
de la bactérie R. solanacearum dans les macérats tandis que la PCR Phylotype Multiplex permet de
séparer les différents phylotypes R. solanacearum.

La préparation du mélange la PCR (Mix PCR) pour I’une ou I’autre des techniques est faite

aprés détermination du nombre total d’échantillons & traiter aux concentrations 10° et 10" et des témoins
positifs et negatifs. Le mélange PCR Phylotype « Ralstonia » contient 2,5 pl de Tampon 10 X ; 2,0 ul
de Mg CL;; 4,0 ul de dNTP ; 0,25 pl de I’Amorce 759 ; 0,25 pl de I’Amorce 760 ; 1,25 ul de DMSO ;
0,07 pl de la Taq polymérase ; 11,68 ul d’eau ultra pure et 3,0 ul d’ADN (SEAL et al., 1993 ; OPINA
etal., 1997).
Quant au mélange PCR phylotype Multiplex, il se compose de 2,5 pl de Tampon 10 X ; 2,0 pl de Mg
CL;; 4,0 ul de dNTP ; 2,5 pl de Primer Mix ; 1,25 pl de DMSO ; 0,07 pl de la Taq polymérase ; 9,68 pl
d’eau ultra pure et 3,0 pl d’ADN (POUSSIER et al., 1999 ; POUSSIER et al., 2000). Le volume total
du mélange par tube est de 25 pl pour chacune des techniques.

Le thermocycleur est réglé sur 96 tubes de 25 pl et 30 cycles. Chaque cycle comprend une
phase de dénaturation d’une durée de 0 a 1 minute a 95°C, une phase d’hybridation ou d’appariement

des amorces de 2 a 60 secondes a 56-64°C, enfin une phase d’élongation de 4 a 120 secondes a 72°C.
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Le gel de migration est obtenu en mélangeant 1,5 g d’Agarose a 100 ml de tampon TBE 1X dans un
Erlenmeyer de 500 ml. Le mélange est dissout au four & micro-ondes en 2 minutes et 30 secondes. Le
refroidissement a lieu sous un jet d’eau fraiche de robinet. Le melange est coulé sur la plague
préalablement préparée avec des peignes correspondants au nombre de puits souhaités. La solidification
du gel survient en 20 minutes. Huit microlitres de Bleu d’Evans sont ajoutés a chaque échantillon &
I’aide d’une pipette de précision, puis homogénéisés au vortex environ 1 seconde. Le gel solidifié est
placé dans un bac de migration contenant une solution tampon TBE 0,5X. Il est déposé 10 pl de solution
du Marqueur de taille de migration de 100 pb (paires de bases), dans le 1* et le dernier puits. 12 pl
d’ADN marqué (produit PCR + bleu d’Evans), sont déposés par puits.

Le bac d’électrophorese est relié par deux bornes (positive et négative), a un générateur réglé pour
dispenser 90 volts et cela pendant 40 minutes. A la fin de I’opération, le gel est retiré de la solution
tampon et lu en chambre noire sous rayonnement Ultra violet (UV) en mode transluminance, vidéo

inverse pour révéler les bandes de migration et enregistrer les clichés pour exploitation ultérieure.

2.2.4. Latechnique d’isolement de nouveau de Ralstonia solanacearum a partir des

plants inoculés

Il s’agira de confirmer que c’est bien la souche inoculée qui a été a la base des manques de
levée et des symptomes observés sur les plants malades au cours du développement végétatif. 100 pl
d’un macérat de cones de tubercules de pommes de terre lacérés dans 10 ml de tampon d’extraction ou
de I’eau permutée stérile sont étalés par boite de Pétri contenant environ 20 ml de milieu d’isolement
Triphenyl Tetrazolium Chloride (TZC) de KELMAN (1954). Le milieu de base contenant1 g de
Casamino acid, 10 g de Peptone, 10 g de Glucose et 18 g de Agar, par litre d’eau distillée. Le mélange
dissout est réparti en bouteilles de 200 ml puis autoclavé a 121°C pendant 21 minutes. Le milieu de
culture est obtenu en ajoutant 5 ml de la solution de stock TZC a 1 litre de milieu de base a 55°C, ce qui
donne une concentration finale de 0.005% de TZC. Les cultures sont incubées a 28°C pendant 72
heures. Les colonies typiques sont purifiées par repiquage sur milieu LPGA (7 g d’Extrait de levure, 7
g de Peptone, 7 g de Glucose et 15 g de Agar mélangés dans un litre d’eau distillée). Les souches pures
ainsi produites servent a la réalisation des tests biochimiques, moléculaires et sérologiques afin de

déterminer les phylotypes, biovars et biotypes correspondants.
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3. RESULTATS

3.1, Les résultats sur les tests PCR de confirmation de la souche Rs-09-76 de R. solanacearum

dans les macérats des échantillons de plants malades

La comparaison de I’intensité des bandes de migration des échantillons représentés par leurs
numéros d’ordre sur la photo 14 aux standards de I'IRD permet d’estimer la valeur de cette intensité
indiquée dans la quatrieme colonne du tableau 21. A titre d’exemple I’échantillon n°1 a une bande
d’intensité égale a 120 ng/ul. La bande d’intensité de I’échantillon n°4 n’étant pas perceptible est notée
0,0 ng/ul. Pour cet échantillon n°4, il sera utilisé la solution mere et & défaut une nouvelle extraction est
recommandée. L’échantillon n°14 a une bande d’intensité égale a 75 ng/ul. La valeur de I’intensité de la
bande détermine les rapports du mélange entre la solution mere de I’ADN bactérien et I’eau ultra pure
afin d’obtenir une solution d’ADN concentrée d’environ 25 ng/ul (derniere colonne du tableau) pour

parfaire la PCR.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 T+ MT

ke -

Photo 14 : Gel du dosage des ADN de quelques échantillons. (photo : Issa ADAMOU)

Tous les échantillons testés ont signalé une importante concentration d’ADN a I’exception des
entrées des puits numeros 4 et 16. L’épaisseur du trait et I’intensité dans les nuances du gris permettent
une meilleure estimation de la concentration de I’ADN en nanogrammes par microlitre de préparation
PCR. Il faut noter que la quantité totale d’ADN obtenue représente le cumule des ADN d’origine
bactérienne et végétale.

Les résultats des estimations des volumes de solutions d’ADN et d’eau ultrapure permettant
d’obtenir une concentration finale de 25 ng/pl et de I’intensité des bandes sont rapportés au tableau 25.
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Tableau 25 : Estimation de I’intensité des bandes de dosage des ADN de quelques maceérats et

ajustement de leur concentration & 25 ng/l.

N° | Variété Code Intensité Volume total de I’échantillon | Concentration
estimée de la | (100 pl) finale ADN
bande (ng/pl) | Volume ADN | Volume Eau | échantillon

échantillon ultra  pure | (25 ng/ul)
(uh) (uh)
1 | Dan-Hadjia DH 13i 120 20,83 79,17 25
2 | Dan-Hadjia DH 22i 75 33,33 66,67 25
3 | Dan-Hadjia DH 23i 75 33,33 66,67 25
4 | Dan-Hadjia DH 32i 00 25 00 25
5 | Dan-Hadjia DH 33i 120 20,83 79,17 25
6 | Rosanna RA 11i 75 33,33 66,67 25
7 | Rosanna RA 12i 100 25 75 25
8 | Rosanna RA 13i 100 25 75 25
9 | Rosanna RA 21i 100 25 75 25
10 | Rosanna RA 22i 100 25 75 25
11 | Rosanna RA 23i 100 25 75 25
12 | Rosanna RA 31i 100 25 75 25
13 | Rosanna RA 32i 100 25 75 25
14 | Rosanna RS 33i 75 33,33 66,67 25
15 | Dan-Hadjia DH 11n 100 25 75 25
16 | Dan-Hadjia DH 12n 75 33,33 66,67 25
17 | Dan-Hadjia | DH 21n 100 25 75 25
18 | Dan-Hadjia DH 22n 50 50 50 25
19 | Dan-Hadjia DH 23n 100 25 75 25
20 | Dan-Hadjia DH 31n 50 50 50 25
21 | Dan-Hadjia DH 32n 150 16,67 83,33 25
22 | Témoins (+) | RS09-12 50 50 50 25
23 | Témoins (+) | RS09-76 50 50 50 25
24 | Témoins (-) | T- 0 0 100 25

Les résultats de ce test de dosage des ADN des différents échantillons permettent d’ajuster avec

précision les concentrations finales de tous les échantillons a 25 nanogrammes d’ADN par microlitre

(ng/ul) de préparation PCR.
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3.1.1. Les tests de réaction en chaine par la polymérase (PCR), avec les amorces 759 et 760

spécifiques de I’espéce Ralstonia solanacearum

Les résultats des tests biochimiques (isolements sur milieux TZC et LPGA) et moléculaires ont
permis d’isoler et de révéler la souche Rs-09-76 sur les plants inoculés des 6 variétés. La photo 15
présente les résultats du test PCR Ralstonia solanacearum avec les amorces 759 et 760. La présence de
la bande de migration des ADN a 280 pb est caractéristique de I’espece Ralstonia solanacearum. Tous
les échantillons indiqués sur la photo 15 et le témoin positif en I’occurrence une souche pure Rs-09-76

se sont révélés positifs a I’exception des échantillons 2, 4 et 5.

1 2 3 4 5 6 7 8 MT 9 100 11 12 13 T+ T-

=
%ﬁ ; R. solanacearum R. solanacearum 280 pb

Photo 15 : Gel de migration des ADN des échantillons contaminés par la souche Rs 09-76
selon la technique de la PCR Phylotype 759 / 760.

Tous les échantillons qui ont réagi positivement a la PCR utilisant les amorces 759/760 sont soumis au
test de la PCR Multiplexe afin d’identifier leur phylotype. La photo 16 présente les bandes de migration
(91 pb et 280 pb) caractéristiques du phylotype Il de R. solanacearum pour les échantillons de la

variété Dan-Hadjia.

3.1.2. Lestests de migration PCR Phylotype Multiplex spécifique aux différents phylotypes

de Ralstonia solanacearum

Les résultats du test PCR Multiplexe de Ralstonia solanacearum sont caractérisés par la
présence de deux bandes de migration superposées. Une des bandes est celle spécifique de I’espéce
Ralstonia solanacearum et est toujours située en position 280 pb. La seconde est située soit au dessus,

soit en dessous selon le phylotype. Tous les échantillons numéroteés de 1 & 9 ainsi que le témoin positif
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(la souche Rs-09-76) appartiennent au phylotype Il caractérisé par une deuxiéme bande en dessous, a
la position 91 pb. Les échantillons positifs sont issus des plants du bloc inoculé avec la souche Rs-O9-

76 chez la variété Rosanna. Les autres proviennent du bloc non inoculé de la méme variété.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 MT 10 11 12 13 14 15 16 17 T+ T-

B 280p \ -

- T N T . o
Phylotype 111 Perre- 91-pb

Photo 16 : Résultats de la PCR Phylotype sur les macérats de la variété Rosanna inoculé
(RA11i a RA 33i représentés par les numéros 1 a 9) a gauche et Rosanna non
inoculé (RA11n a RA 33n soit les numéros 10 a 17) a droite.

Les résultats de la PCR phylotype de la variété locale Dan-Hadjia sont indiqués sur la photo 17.
Seuls les échantillons 3 et 6, le témoin positif (la souche Rs-09-76) ont présenté la bande a amplicon de
91 pb spécifique du phylotype 11l de Ralstonia solanacearum. Les échantillons positifs sont issus des
plants du bloc inoculé avec la souche Rs-09-76 chez la variété Dan-Hadjia. Les échantillons 1, 2, 4, 5,
7, 8 et 9 se sont révélés négatifs bien qu’ayant été inoculés avec la souche Rs-09-76. Les échantillons 10

a 17 provenant du bloc non inoculé de la méme variété locale sont tous négatifs.
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Photo 17 : Gel de migration de la PCR Phylotype pour les macérats de la variété Dan-Hadjia
inoculé (D-H11i a D-H 33i) a gauche et Dan-Hadjia non inoculé (R-H11n & D-H 33n) a droite.

Sur la partie droite du gel seul le témoin positif (T+) a présenté une bande spécifique de la
souche Rs 09-76. Tous les échantillons issus des plants du bloc non inoculé (numéros 12 & 17) sont PCR
négatifs. Dans la partie de gauche, seuls les échantillons numérotés 3 et 6 ont révélé la présence de
Ralstonia dans les macérats testés. Par contre les échantillons numéros 1, 2, 4, 5, 7 et 8 prélevés dans le
bloc inoculé n’ont pas montré une réaction PCR positive malgré le trempage des plants de semences

dans la solution inoculante pendant 30 minutes.

L’ensemble des résultats des analyses moléculaires (PCR 759/760 et Phylotypes multiplexe)
sont présentés dans le tableau 26. Dans ce tableau, il ressort que tous les échantillons issus du bloc non
inoculé des six variétés ont réagi négativement aux deux tests PCR. Pour ce qui est des échantillons du
bloc inoculé, tous les tests des variétés Pamela, Pamina, Rosanna, Stemster et Yona ont été positifs.
Pour la variété locale Dan-Hadjia 7 échantillons sur les 9 inoculés se sont révélés négatifs.
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Tableau 26 : Ensemble des résultats PCR effectuées avec les amorces 759/760 et Phylotype

multiplexe utilisant un complexe de sept amorces

N° Variété Code Résultats des tests PCR
Amorces 759/760 Multiplexe Phylotype

1 Dan-Hadjia D-H11i - -
2 Dan-Hadjia D-H12i + Il
3 Dan-Hadjia D-H13i - -
4 Dan-Hadjia D-H21i - -
5 Dan-Hadjia D-H22i + 11
6 Dan-Hadjia D-H23i - -
7 Dan-Hadjia D-H31i - -
8 Dan-Hadjia D-H32i - -
9 Dan-Hadjia D-H33i - -
10 Dan-Hadjia D-H1ln - -
11 Dan-Hadjia D-H12n - -
12 Dan-Hadjia D-H13n - -
13 Dan-Hadjia D-H21n - -
14 Dan-Hadjia D-H22n - -
15 Dan-Hadjia D-H23n - -
16 Dan-Hadjia D-H31n - -
17 Dan-Hadjia D-H32n - -
18 Dan-Hadjia D-H33n - -
19 Pamela PA 11n - -
20 Pamela PA 12n - -
21 Pamela PA 13n - -
22 Pamela PA 21n - -
23 Pamela PA 22n - -
24 Pamela PA 23n - -
25 Pamela PA 31n - -
26 Pamela PA 32n - -
27 Pamina Pl 11n - -
28 Pamina Pl 12n - -
29 Pamina Pl 13n - -
30 Pamina Pl 21n - -
31 Pamina Pl 22n - -
32 Pamina Pl 23n - -
33 Pamina Pl 31n - -
34 Pamina Pl 32n - -
35 Pamina Pl 33n - -
36 Rosanna Pl 11i + Il
37 Rosanna Pl 12i + Il
38 Rosanna Pl 13i + 1]
39 Rosanna Pl 21i + Il
40 Rosanna Pl 22i + i
41 Rosanna Pl 23i + Il
42 Rosanna PI 31i + Il
43 Rosanna Pl 32i + Il
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44 Rosanna Pl 33i + Il
45 Rosanna Pl 11n - -
46 Rosanna Pl 12n - -
47 Rosanna Pl 13n - -
48 Rosanna Pl 21n - -
49 Rosanna Pl 22n - -
50 Rosanna Pl 23n - -
51 Rosanna Pl 31n - -
52 Rosanna Pl 32n - -
53 Rosanna Pl 33n - -
54 Stemster Pl 11n - -
55 Stemster Pl 12n - -
56 Stemster Pl 13n - -
57 Stemster Pl 21n - -
58 Stemster Pl 22n - -
59 Stemster Pl 23n - -
60 Stemster Pl 31n - -
61 Stemster Pl 32n - -
62 Stemster Pl 33n - -
63 Yona Pl 11i + Il
64 Yona Pl 12i + Il
65 Yona Pl 13i + 11
66 Yona Pl 21i + Il
67 Yona Pl 22i + Il
68 Yona Pl 23i + Il
69 Yona Pl 31i + Il
70 Yona Pl 32i + Il
71 Yona PI 33i + Il
72 Yona Pl 11n - -
73 Yona Pl 12n - -
74 Yona Pl 13n - -
75 Yona Pl 21n - -
76 Yona Pl 22n - -
77 Yona Pl 23n - -
78 Yona Pl 31n - -
79 Yona Pl 32n - -
80 Yona Pl 33n - -
81 Indéterminée Rs09-06 + Il
82 Yona Rs09-12 + I
83 Dan-Hadjia Rs09-76 + 11
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4. DISCUSSION

Les résultats des analyses moléculaires effectuées avec les amorces 759/760 et la PCR
Phylotypes multiplexe ont fait ressortir deux aspects. Premiérement, tous les échantillons issus des
parcelles du bloc non inoculé se sont révélés négatifs pour les deux tests, démontant I’absence de
tubercule portant une infection latente aussi bien chez les variétés importées d’Europe que chez la
variété locale. Deuxiemement, les PCR ont été positifs pour les échantillons du bloc inoculé, pour les
variétés Pamela, Pamina, Rosanna, Stemster et Yona et globalement négatifs pour la variété locale Dan-
Hadjia malgré le trempage de 30 minutes dans la solution de I’inoculum a la quelle tous les tubercules
de semences destinés a ce bloc ont été soumis. Nos observations se rapprochent des conclusions de
LEROUX-NIO et al. (2008) selon lesquelles le taux de contamination latente de la descendance d’une
culture de pomme de terre infectée par Ralstonia solanacearum pouvait atteindre 30% a la récolte. Pour
MARCO et al. (2005) et DESLANDES et al. (1997), il existe une grande variabilité dans les
interactions du complexe de souches Ralstonia solanacearum et sa gamme d’hétes ; I’importance des
conditions environnementales qui influencent ces interactions et la complexité des mecanismes
impliqués dans ce pathosysteme caractérisé par la faiblesse des résistances de type géne pour géne
fragilisent la stabilité des variétés résistantes.

Tous les échantillons utilisés dans ces tests moléculaires sont issus de tubercules fils issus des
plants sélectionnés dans les parcelles du bloc inoculé avec la souche Rs-09-76. Les résultats positifs des
tests PCR effectués sur les tubercules fils prouvent qu’ils étaient porteurs d’une infection latente
puisqu’ils ne présentent pas de symptomes apparents. Ces observations confirment ceux de KINYUA et
al. (2006) qui ont démontré qu’un plant malade issu d’un tubercule infecté de maniére latente pouvait
transmettre la maladie aux autres plantes saines situées dans un rayon de 60 cm autour de lui. Plus
recemment, LEROUX-NIO et al. (2008) ont démontre que des tubercules certifiés sains par des tests
sérologiques d’Immunofluorescence et moléculaires (PCR) pouvaient produire une descendance
contaminée 11% et 8% apreés respectivement une et deux années de multiplication. Par contre, PRIOU et
al. (2006) affirment que le CIP a mis au point des variétés de pomme de terre ayant un bon potentiel de
production en sol fortement infesté par Ralstonia solanacearum dans les années 90; mais la pluspart de
ces génotypes présentaient une infection latente au niveau des tubercules fils ce qui demeurent toujours
un risque de dispersion de la maladie. Au terme de leurs études, ils conclurent qu’en réalité aucun
niveau satisfaisant de résistance ne pouvait étre obtenu chez la pomme de terre car tous les génotypes
présentent une infection latente des tubercules susceptible de conduire a une épidemie lorsque ceux-ci

sont plantés. Par conséquent, la latence tend a étre un caractére négligeable en matiére de sélection
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variétale vis-a-vis de Ralstonia solanacearum surtout lorsqu’elle est associée a une absence de

symptomes extérieurs de flétrissement.

5. CONCLUSION PARTIELLE

Les tests PCR effectués directement sur les macérats de cones de tubercules fils récoltés sur des
plants issus de semences contaminees artificiellement ont produit de bons résultats. L’isolement et la
purification de la souche inoculée au champ a partir des tubercules sur milieu TZC et LPGA se sont
révélés assez aisés. Les résultats PCR négatifs des échantillons issus du bloc non inoculé dénotent du
bon suivi technique de I’essai par le paysan exploitant la parcelle choisie. Chez les variétés Pamela,
Pamina, Rosanna Stemster et Yona, tous les échantillons collectés sur les plants du bloc inoculé ont
donné des bandes de forte intensité lors du test de dosage des ADN ainsi qu’une réaction positive au
niveau des tests PCR avec les amorces 759/760 et PCR phylotype multiplexe. De son c6té, la variété
locale Dan-Hadjia s’est bien comportée a travers ses caractéristiques particulieres notamment sa
précocité, son faible taux d’attaque de flétrissement bactérien, ses bonnes dispositions en termes de
nombre de tubercules fils produits par plant. Les résultats des tests moléculaires semblent démontrer un
phénomeéne d’échappement de la maladie par ce génotype assez mal connu car certains échantillons
issus de plants inoculés n’ont pas réagi positivement a ces tests. Il serait intéressant d’approfondir les
connaissances sur les caractéres génétiques et agronomiques de ce cultivar en vue de son amélioration

etant donné I’engouement dont elle fait I’objet chez les producteurs nigériens de pomme de terre.
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Le flétrissement bactérien qui sévit sur les Solanacées au Niger a été signalé dés le début des
années 80 par les maraichers des régions d’Agadez, Diffa Tillabéri, Dosso et Zinder. Malgré
I’insuffisance des connaissances sur la biologie et I’épidémiologie de la maladie, les techniciens
préconisaient I’arrachage des premiers plants malades et la réduction des volumes des sources d’azote.
La méconnaissance de la transmission de la bactérie par les tubercules de pomme de terre infectés et
I’association ou I’alternance entre Solanacées a accentué les pertes de rendement et les pollutions des

terres a travers les échanges de plantules entre les maraichers.

Les premiéres études effectuées au Niger sur Ralstonia solanacearum ont été réalisées avec une
souche de la race 3, biovar 1, originaire du Mali. Les travaux de prospection et de caractérisation de
souches locales présentés dans les différents chapitres de la deuxieme partie de cette thése nous
apprennent que Ralstonia solanacearum est rencontrée principalement sur la pomme de terre au Niger.
La tomate est son second hote. Les autres Solanacées (Aubergine, Piment, Poivron) semblent plutot
épargnées de la maladie. Les sites maraichers des régions du sud, situés entre les altitudes de 150 et 300
metres et caractérisés par des températures minimales plus élevées, des sols sableux et fortement arrosés
par aspersion a partir du fleuve ou de nappes phréatiques peu profondes, présentent les plus forts taux de
flétrissement bactérien. Par contre, la région d’Agadez située au Nord, entre 800 et 1546 metres
d’altitudes est caractérisée par un climat saharien, une pluviométrie moyenne annuelle de 71 mm, un sol
argilo sableux, une irrigation gravitaire qui ne mouille pas le feuillage des plantes, avec une eau puisée
a plus de 30 metres de profondeur. Les températures sont basses la nuit (19,8 °C), dans cette zone de

cultures oasiennes et le taux moyen d’attaque du flétrissement bactérien est inférieur a 2%.

L’étude de la diversité génétique au sein des souches de Ralstonia solanacearum isolées du
Niger, révéle que parmi les 46 souches de Ralstonia solanacearum, collectées au cours de I’année 2007,
le phylotype Il était apparu dominant, particulierement sur la pomme de terre. Le phylotype | avait été
identifié uniquement sur tomate. Les macérats oxydés de parties d’autres Solanacées (aubergine,
poivron) présentant des symptomes apparents de flétrissement lors des collectes, n’avaient pas réagi
positivement aux tests en laboratoire. Des travaux plus avances, réalisés en 2009 sur 139 échantillons
ont permis d’isoler, d’identifier et de caractériser du point de vue biochimique, sérologique et
moléculaire, 26 souches appartenant a trois des quatre phylotypes reconnus a travers le monde. Il s’agit
des phylotypes I, 1l et 11
Le phylotype Il (biovar 2A), ayant un amplicon de 372 pb, est retrouve essentiellement sur des plants de
pomme de terre. Le biovar 2A est le plus répandu au Niger et se situe sur un gradient d’altitudes allant

de 184 m (zone sahélienne), & 1546 m (zone saharienne).

128



Le phylotype Il (biovar 2T), a amplicon de 91 pb, est aussi retrouvé principalement sur des plants de
pomme de terre. 1 suit de pres le phylotype 2A.
Le phylotype I (biovar 3) a un amplicon de 144 pb, est aussi inféodé a la pomme de terre. 1l est retrouve

a Kollo sur la rive gauche du fleuve Niger a 184 métres d’altitude.

Le caractere complexe de Ralstonia solanacearum et la faible effectivité des stratégies
classiques de lutte nous ont orientes vers la recherche de génotypes résistants ou tolérants au sein des
variétés de pomme de terre présentes au Niger, étant donné I’importance socio—économique acquise de
plus en plus par cette culture. Les travaux concernant ces objectifs sont développés dans la troisieme
partie du document.

L’inoculation artificielle des fragments de plants de semences est réalisée par trempage dans un
inoculum préparé avec la souche Rs-09-76 de Ralstonia solanacearum. Les fragments de plants de
semences de cing variétés certifiées importées d’Europe (Pamela, Pamina, Désirée, Stemster et Yona) et
d’un cultivar local dénommé Dan-Hadjia ont été artificiellement contaminés avec I’inoculum préparé a
partir de la culture sur milieu LPGA liquide de la souche Rs-09-76 de Ralstonia solanacearum isolée et
caractérisée au cours des travaux précédents. La variété Rosanna et la variété locale Dan-Hadjia ont
présenté les plus faibles taux d’attaques dans les parcelles du bloc inoculé a la différence des variétés
Pamina et surtout Pamela qui exhibe pres de 43% de taux d’attaque a un mois apres plantation. Au cours
de la derniere semaine de I’essai (entre J72 et J79) les variétés Pamela, Pamina et Stemster présentaient
un taux de 100 % de flétrissement bactérien. La variété Yona et la variété Rosanna ont enregistré des
taux de maladie respectifs de 88,89 % et 83,61%. La variété locale Dan-Hadjia est la seule qui présente
un taux de maladie de 66,67% a la fin de I’expérimentation. Elle a également montré des signes de

précocité par rapport aux 5 autres variétes.

De I’ensemble des résultats de nos travaux, il ressort que Ralstonia solanacearum existe bel en
bien au Niger. Il existe méme une certaine diversité du complexe des espéces de R. solanacearum avec
la présence des phylotypes I, 1l et Il ; des biovars 3 et 2 ainsi que les biotypes 2A et 2T. Deux
principales zones agroclimatiques sont retrouvées au Niger. La zone saharienne située dans la partie
septentrionale du pays caractérisée par des sols argilo sableux, des altitudes élevées (800 a 1600 metres)
et des températures nocturnes basses, semble peu favorable au développement d’épidémies
foudroyantes de pourriture brune. Par contre, le Sud présente des sols sableux portant une nappe

phréatique affleurante, des altitudes faibles (150 et 300 métres) ainsi que des températures nocturnes
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proches de I’optimum de développement de la bactérie, se sont révélés trés propices a la survenue

d’épidémie dévastatrices.

Les tentatives de recherches de méthodes efficaces de contréle de la maladie ont permi de conduire un
test de comportement variétal sous inoculation artificielle. Les résultats encourageants obtenus dans les
conditions environnementales de réalisation de I’essai ont permis de conseiller aux producteurs
nigériens, I’utilisation de la variété Rosanna suivie de la locale Dan-Hadjia pour leur bon comportement
en termes de survie vis-a-vis de la maladie et leur bon potentiel de production malgré I’infection. Par
contre, il faudrait éviter les variétés Pamela et Pamina.

La variété Rosanna posséde un tubercule a peau rouge, chaire ferme ainsi qu’une forte
proportion de tubercules de gros calibre qui se conservent bien. Il s’agit Ia, d’autant de facteurs socio-
économiques qui font de cette variété la préférée des maraichers et consommateurs nigériens.

La variété Dan-Hadjia est surtout recherchée a cause de sa constante disponibilité en début de
saison des cultures maraicheres ainsi que son exceptionnelle précocité, car elle est le plus souvent
récoltée entre 70 et 90 jours de cycle cultural. Du coup, les producteurs de ce cultivar peuvent bénéficier

des prix de primeur.

Au regard de tout ce qui précede, nous pouvons affirmer en toute modestie avoir atteint les
principaux objectifs que nous nous sommes fixés au début de la présente étude, a savoir :
. Faire I’inventaire du flétrissement bactérien di a Ralstonia solanacearum dans les principales
zones de productions maraicheres du Niger ;
. Caractériser les souches de Ralstonia solanacearum rencontrées au Niger sur la pomme de terre
et les autres solanacées ;
. Identifier des variétés de pomme de terre résistantes a Ralstonia solanacearum parmi celles

cultivées au Niger.

Les présents travaux réalisés sur le flétrissement bactérien de la pomme de terre et des
Solanacées ont ainsi permis I’identification et la caractérisation de souches locales de Ralstonia
solanacearum pour la premiere fois au Niger. Ils constituent un socle sur lequel pourront reposer de
nombreuses recherches vu le caractere complexe des especes de Ralstonia solanacearum et leur

évolution constante face au nombre de plus en plus croissant d’espéces végétales exploitées.

Au Niger, de nombreuses especes horticoles cultivées comme le Jaxatou, la courge, le tabac et quelques

mauvaises herbes ont montré des symptomes de flétrissement typiques et un suintement positif du test
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du verre d’eau mais les tests moléculaires réalisés plusieurs mois plus tard en Europe, se sont révélés
négatifs. Il apparait dés lors nécessaire de rechercher un test de diagnostic rapide, efficace et peu
oneéreux, réalisable au champ sur les échantillons frais. Ainsi, une étude aussi exhaustive que possible de
la gamme d’hétes de Ralstonia solanacearum présents au Niger et la dispersion de la maladie au sein

des populations de plantes hotes devrait étre envisagée.

Par ailleurs, les taux élevés de flétrissement bactérien constatés dans les régions du Sud semblaient
positivement reliés au type d’irrigation par aspersion avec des eaux de surface. Une étude
épidémiologique du pouvoir pathogéne des eaux d’irrigation permettrait d’identifier les éventuels

réservoirs d’inoculum et poser les jalons d’une lutte intégrée efficace.
Enfin, au regard du bon comportement agronomique de la variété locale Dan-Hadjia dans les différents

tests, il nous apparait intéressant de recommander a la recherche d’entreprendre des travaux de

caractérisation génétique sur cette variété prometteuse.
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Annexe 1: Données agrométéorologiques (pluviométrie, températures minima et maxima) des trois

localités retenues pour les activités de recherche

Données climatologiques pour Niamey et Bonkoukou

Evaporation mensuelle (mm)

Année Janv. Févr.

1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006

390,2
364,2
290,4
361,3
337,5
327,6
3194
305,3
320,7
260,4

397,7
377,2
2749

363
334,2
312,4
341,3
359,4

377
298,1

Mars Auvr.

406,1
493,7
395,9
4594
402,7
4158
4149
4434
4444
419,7

442,5

480
386,3
423,6
4514
430,6
416,9
450,2
420,9
430,6

Pluviométrie (mm) pour Bonkoukou

Année Janv. Févr.

1997
1998
1999
2000
2001
2002
2004
2006

O O O O o o o o

O O O O o o o o

Mars Avr.

0

O O O O o o o

0
0
0
0
0
0
10,7
0

Mai
387
402,4
408,3
429,8
439
463,8
435,5
431
432,2
413,7

Mai
57
16,7
25,2

14,9

Juin
322,3
314,6
372,6

340,2
329,8
286,5
355,7
258,3
351,2

Juin

54,6

23
23,7
448
46,1
99,2
36,9
54,5

Juil.

285,7

240
225,7
227,3
2415
2814
2317
2434
2518
260,4

Juil.
90,7
151,1

206,8
213
64,3
97,4
193,5

Aolt  Sept.

253
147,8
154,4
177,6
170,2
212,9
185,2
2224
198,6

197

Aolt
60,1
1311
2551
101,2
46,5
43,3
168
226,9

240,3

157
157,4
238,8
197,9
236,6
177,2

221,6
1931

Sept.
19,3
84,2

20,7
1459
86,9
63,1
130

Oct.
316,5
302,1
263,7
279,9

275
235,9
309
305,1
2774
262,2

Oct.
2,2

o O o

Nov.
357,2
301,6
293,9
294,3
306,1
276,9
308,7
323,8
295,3

306

Nov.

O O O O o o o o

Déc.
340,7
289,6

304
298
305,2
3138
309,1
2951
291,2
280

Déc.

Total
4139,2
3870,2
3527,5

3553
3800,9
3837,5
37354
3734,8
3789,4
3672,4

Total
232,6
406,1

304
3735
466,4
293,7
376,1
608,9
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Température maximale (°C)

Année Janv. Févr.

1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006

34,3
32,8

33
34,7
324
30,6
334
33,3
30,8
35,1

32,6
37,1
34,9
32,2
33,6
34,7
37,2
35,3

38
37,4

Mars
36,6
37,1
41,1

38
39,9
40,1
38,1
37,4
41,1
39,9

Température minimale (°C)

Année Janv. Févr.

1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006

17,7
16,7
17,2
19,4
14,8
16,6

17
17,6
17,2
18,8

18,5
20,7
19,4

16
17,5

17
20,1

20
23,8
20,4

Mars

24
22,1
24,5
21,6
21,6
23,4
22,8
23,3
26,7
23,4

Avr.
40,6
42,5
41,6
42,9
417
42,1
41,6
41,3
42,4
41,7

Avr.

27
28,5
27,5
27,4

28
28,4
28,6
28,3
27,9
25,9

Mai
39,2
40,9
41,1
41,8
40,8
42,6
41,2
39,8

41
40,9

Mai
27,7
29,2
28,7
29,3
294

30
27,5
28,1
28,6
28,6

Juin
37,3
37,5
39,8
38,3
37,9
37,7
36,2

38
36,7
39,1

Juin

26
26,6

28
26,1
26,4
26,3
25,1
26,2
25,5
27,5

Juil.
35,1
34,3
34,3
33,7

34
355
34,2
33,5
33,7
35,6

Juil.

25
24,7
24,4
24,2
24,4
25,5
24,7
24,1
24,4
24,6

Aot

35
31,8
31,6

33
32,6
33,5
32,6
33,3
33,2
32,9

Aot
25,1
234
23,3
23,7
23,7
24,2
23,6
24,1
23,9
23,4

Sept.
36,1
334
33,5
36,1
34,6

35
34,5
351

35
33,6

Sept.
25,3
23,6
23,5
25,3
24,2
24,3
24,3
24,6
24,8
23,9

Oct.
38,9
37,8
37,1
37,6
38,2
35,8

39
39,4
37,8
38,1

Oct.
26,7
26,5
23,9

25
24,4
24,2
26,7
24,6
23,9
25,6

Nov.
38,1
37,4

37
37,3
36,8
36,7
37,1
37,5
37,2
35,3

Nov.
22,3
20,7
20,4
19,4
19,2
20,5
21,4
21,9
20,3
19,3

Déc.

33,9

34
33,1
32,8
351
34,1
33,6
36,1
34,7
32,5

Déc.
17,1
17,8
16,5
16,5
17,9
17,9
16,9

19
17,4
16,5
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Données climatologiques pour Tabelot

Pluviométrie (mm) pour Tabelot

Année Janv. Févr. Mars Avr. Mai Juin Juil. Aolt Sept. Oct. Nov. Déc. Total

1997 0 0 0 0 35 12 76 226 109 0 0 0 56,6
1998 12 0 0 15 0 0 125 754 83 0 0 0 989
1999 0 0 0 0 0 0 338 1291 2 0 0 0 1649
2000 0 0 0 0 0 14 302 15 0 0 0 0 331
2001 0 0 0 0 0 0 97 0 0 0 0 0 97
2002 0 0 0 0 0 0 20,7 408 34 195 0 0 844
2003 0 0 0 0 0 62 41 276 0 42 0 0 799
2004 0 0 0 0 56 19 20 125 0 0 0 0 40

Données climatologiques mensuelles pour Dogondoutchi

Pluviométrie (mm) pour Doutchi

Année Janv. Févr. Mars Avr. Mai Juin  Juil.  Aolt Sept. Oct. Nov. Déc. Total

1997 0 0 42 06 594 1841 1123 844 46,6 0 0 0 491,6
1998 0 0 0 0 485 356 914 1703 1589 112 0 0 515,9
1999 0 0 0 01 47 74 1554 2941 1113 16,2 0 0 589,2
2000 0 0 0 0 157 634 2104 1494 345 193 0 0 492,7
2001 0 0 0 0 358 423 1737 113 731 0 0 0 4379
2002 0 0 0 58 239 309 1068 144 1245 808 0 0 516,7
2003 0 0 0 6 22 1314 85 2225 954 2 0 0 564,3
2004 0 0 0 105 171 558 110 1856 51 75 0 0 437,5
2005 0 0 0 0 527 973 1168 1006 499 5 0 0 422,3
2006 0 0 0 0 10 245 1846 2213 1986 4 0 0 643
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Température maximale (°C)

Année Janv. Févr. Mars Avr. Mai Juin  Juil.  Aolt Sept. Oct. Nov. Déc.
1997 337 31,7 371 411 39 367 341 335 369 397 383 329
1998 324 365 362 43 415 376 346 321 334 377 375 335
1999 33 354 415 ** 264 264 34 228 336 361 363 323
2000 337 30,7 373 428 413 374 33 317 345 ** >k o
2000 315 331 393 413 405 376 336 322 338 346 323 303
2002 274 313 368 389 283 38 34 329 334 34 349 328
2003 321 366 374 409 41 371 35 319 336 379 366 324
2004 331 351 37 416 397 384 345 326 347 383 371 352
2005 306 386 416 426 405 369 335 327 355 38 369 343
2006 3 372 401 418 407 37,7 353 314 333 369 34 311

Température minimale (°C)

Année Janv. Févr. Mars Avr. Mai Juin  Juil.  Aolt Sept. Oct. Nov. Déc.
1997 17 175 235 244 264 25 25 24 246 248 193 175
1998 168 195 209 269 29 269 255 238 234 241 192 16,7
1999 161 191 228 258 264 264 236 228 228 214 18 16,1
2000 184 164 208 233 272 262 241 231 237 ** * *
2001 156 179 211 26 274 265 243 238 238 223 188 183
2002 159 16,7 224 254 279 266 246 243 239 223 188 168
2003 ** 197 208 254 255 258 246 235 237 241 196 16
2004 168 189 21 264 269 263 246 238 247 171 147 126
2005 10 21 272 259 278 263 245 246 251 232 201 185
2006 199 203 234 256 28 28 253 237 243 244 189 173
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Annexe 2 : Poster sur ““Incidence du flétrissement bactérien causé par Ralstonia solanacearum E. F.
SMITH sur Solanacées au Niger et détermination des phylotypes impliqués’, présenté a I’atelier :
Rencontre CORUS portant sur le theme « Biologie — Ecologie » Conservation et valorisation de la
biodiversité et des écosystemes en Afrique. Dakar, Sénégal, 05 - 10 Novembre 2007

+ Evaluation de l'incidence du flétrissement bactérien dii & Ralstonia solanacearum sur des
cultures de pomme de terre et d'autres Solanacées au Niger
% Des prospections ont été réalisées en février et mars 2007 sur 46 parcelles regroupées dans les 4

plus grandes régions productrices de pommes de terre au Niger (Figure 1). Les caractéristiques de ces
régions sont décrites dans le tableau 1.

% Les espéces végétales cultivées sur ces parcelles étaient la pomme de terre (8 variétés différentes),
la tomate, l'aubergine, le piment et le poivron.

% L'incidence de la maladie a été évaluée en pourcentage de plantes malades sur la parcelle et ce quelle ™
que soit la gravité des symptémes. I

+ Détection et caractérisation des souches de R. solanacearum sur les macérats de plantes -

% Des segments de tiges prélevés sur des plantes malades ont été désinfectés superficiellement avant d'&tre mis & macérer dans de l'eau
permutée stérile pendant 3 heures. Les macérats ainsi obtenus ont été conservés pendant 6 mois avant analyse. ,

% La présence de Ralstonia solanacearum au sein des échantillons a été évaluée par deux techniques reposant sur des principes biologiques
différents : 0 L'immunofluorescence indirecte (IF) en utilisant le sérum polyclonal 7454 (FNPPPT),

[ L'amplification par PCR de 'ADN extrait avec les amorces 759-760 (Opina et al, 1997).

% Les échantillons positifs en PCR ont ensuite été testés en PCR multiplexe afin de connditre le phylotype des souches impliquées dans les
symptémes (Fegan et Prior, 2005 ),

Tableau 2 + Caractéristiques des échantillans anabysés
Résiltars e
% Lincidence moyenne du flétrissement bactérien sur une parcelle au Niger est de 8,1 % avec [T = T =
toutefois une grande disparité selon les zones prospectées. Alors que le flétrissement moyen est | |-
seulement de 1% dans la région d'Agadez, il atteint 12,4 % en moyenne dans celle de Dosso. Ces | [+

différences peuvent s'expliquer par des conditions pédaclimatiques dif férentes (tableaux 1 et 2). K

o~
i
'
-
&
'
v

% La bactérie a été mise en évidence dans 29 échantillons par IF et dans 19 par PCR (Figure 2).
L'oxydation des macérats lors de leur stockage peut expliquer la non amplification de I'ADN dans | |3
certains échantillons. Les échantillons positifs sont majoritairement issus de pomme de terre (23).

% La PCR multiplexe a montré la présence d'un phylotype majoritaire, le IT, présent sur pomme de| [ -
terre. Le phylotype I a pu également &tre mis en évidence sur un échantillon de tomate (Figure 3). | |:

T Awkd  Bgmz  Bg-HL  BgkHe T T-

WT aind Rl B b ke ke D

wEmma e

2056 - ;
ol e =l Y | S T e K
Figurs 2 | Enemple de rdsultats bienus apris migration de FADN Figure 3 & Ewemple de rédsultat cbitenu aprés o de FADN |
amglifid ave lex anerces 799760 sur gal dogorose d L5 anplifid por PER Mulviplt ne sur gl Fogarose 4 1.5%

Ehoque écherilon eat déposd {pur et W0

iz 2]

"
i

neiusior

% Des souches de Ralstonia solanacearum ont été caractérisées 4 partir de macérats récoltés du Niger. La bactérie a été retrouvée principalement sur
pomme de terre. Les cultures des régions du sud ol 'on a des températures élevées, des sols sableux, une nappe phréatique peu profonde et ol l'on pratique
une irrigation par aspersion, montrent les plus forts taux d'incidence de maladie. Les résultats de la PCR multiplexe indiquent l'existence des Phylotypes I et
II au Niger.

% Ce travail devra étre mené sur une gamme d'hétes plus large afin de connditre plus précisément la nature des souches de Ralstonia solanacearum
présentes au Niger. Cette connaissance permettra de lutter plus efficacement contre cette bactériose, notamment par la mise en place de pratiques
culturales bien réfléchies.

Responsable INRA : idlier ANDRIVON
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Résumé  Le flétrissement bactérien causé par Ralstonia solanacearum (ex. Pseudomonas solanacearum, ex.
Burkholderia solanacearum), a été signalé pour la premiére fois au Niger en 1982. Depuis lors, il a éte
réguliérement signalé a travers le pays. Le plus grand nombre de foyers a été observé en 2006, particuliérement
sur un cultivar de pomme de terre dénommé en haussa "Dan Hadjia" ou "Kouli-kouli" ainsi que sur la tomate.
Des prospections ont été réalisées en 2006 et 2007 dans les trois principales régions productrices de pomme de
terre (Agadez, Dosso et Tillabéri), suivant un gradient d’altitudes allant de 184 a 1546 metres. L'ampleur de la
maladie a été appréciée par le calcul de I'incidence.

La région d’Agadez, caractérisée par des températures nocturnes basses, un sol argilo sableux, une irrigation
gravitaire avec une eau puisée des profondeurs, détient des taux moyens d’incidence proches de 1%. Par contre,
les sols des régions de Dosso, Niamey et Tillabéri sont tous 3 dominance sableux avec des températures
minimales plus chaudes. L irrigation se fait par aspersion du feuillage des plantes avec une eau tirée du fleuve ou
d’une nappe phréatique peu profonde, entretenant parfois une végétation pérenne. La maladie semble micux
s’exprimer dans ces derniéres régions puisque les taux moyens d'incidences sont au moins dix fois plus élevés et
des symptd mes plus prononcés.

Mots clés : Ralstonia solanacearum, Flétrissement bactérien, Incidence, Solanacées, Niger.

Abstract : The brown rot caused by Ralstonia solanacearum (syn. Pseudomonas solanacearum, syn.
Burkholderia solanacearum), was first reported in Niger in 1982. Since then, it has regularly been cited across
the country. The largest number of households has been observed in 2006, particularly on a variety of potato
called in haussa "Dan Hadjia" or "Kouli-kouli" and on tomato.

Surveys were conducted in 2006 and 2007 in three major producing regions of potato (Agadez, Dosso and
Tillabéri), sccording to a gradient altitudes ranging from 184 to 1546 meters. The extent of the disease was
assessed by calculating the disease incidence.

The region of Agadez, characterized by low night temperatures, sandy clay soil, a surface irrigation with water
drawn fron the depths, showed averages rates close to 1%. Soil of Dosso, Niamey and Tillabéri regions are
predominantly sandy with higher minimal temperatures. Irrigation is by spraying plants foliage using surface
water (river) or watertable deep to stream soil, sometimes maintaining a perennial vegetation. The disease 1s
more severe in these regions than the others since the average incidence rates are ten folds higher with more
pronounced symptoms.

Key words: Ralstonia solanacearum, bacterial wilt, impact, Solanaceae, Niger.

1. Introduction

Le bilan alimentaire du Niger est déficitaire trois années sur quatre. Les céréales qui
constituert la base du régime alimentaire des populations ont des rendements qui ne dépassent
guére 400 kg par hectare. La culture de la pomme de terre apparait comme la meilleure
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alternative vers une sécurité alimentaire. La région d’Agadez au Nord Niger (zone Air) offre
des conditions climatiques exceptionnelles qui autorisent la pratique de trois cycles successifs
de pomme de terre chaque année avec maitrise d’eau. Dans les autres régions (Tillabéri,
Dosso, Maradi, Zinder et Diffa), il est pratiqué un a deux cycles culturaux de pomme de terre
par an. Cette culture vient en troisieme position apres 1’oignon et la tomate dans la région
d’Agadez. Dans la région de Tillabéri, la pomme de terre occupe le quatriéme rang apres
I’oignon, le manioc et la patate douce (MDA, 2004). Le rendement moyen de la pomme de
terre était de 10,1 t/ha en 2001 et 15,9 t/ha en 2004 avec un maximum de 24 t/ha a Diffa
(MDA, 2004). Comme on le constate, cette culture peut faire I’objet d’une intensification plus
poussée si ’on sait que les rendements peuvent étre portés a plus de 30 t/ha contre la
moyenne des 16 t/ha, soit une augmentation d’environ 47 %. L’expansion de cette culture de
rente est croissante du fait du réle de plus en plus important qu’elle joue dans la diete des
ménages nigériens urbains et ruraux et 1’amélioration sensible des revenus des maraichers.
Par rapport aux plantes a racines et a tubercules, la pomme de terre produit plus de tubercules
par jour d’occupation du sol soit un rendement moyen de 25 tonnes par ha, sur 100 jours de
cycle (VANDERHOFSTADT, 2007).

Au stade actuel, la culture de la pomme de terre n’est pas sans contraintes au Niger. Au
nombre de ces contraintes au développement de la pomme de terre, on peut citer 1’absence
d’une stratégie efficace de développement de la filiére, le faible suivi agronomique et
phytosanitaire, 1’absence d’un cadre adéquat de commercialisation. Un gros obstacle a la
culture est constitué par le flétrissement bactérien causé par Ralstonia solanacearum (ex.
Pseudomonas solanacearum, ex. Burkholderia solanacearum). C’est sans doute la maladie
bactérienne la plus importante au Niger (ADAM, 1996; CORUS, 2006; Le JEANN er al.,
2000; MDR, 1982; SIDIKOU, 2002; SIDIKOU ef al., 2005).). Cette maladie affecte plus de
400 especes végétales cultivées et sauvages (OEPP, 2005). Parmi les especes les plus
sensibles, on trouve la pomme de terre, le tabac, la tomate, 1’aubergine, le piment, le poivron
ainsi que 1’arachide (MARTIN et FRENCH, 1985; MURIITHI, 2000; PRIOU et ALEY,
2002) et les Cucurbitacées (MIAN et al., 2003). La maladie limite la production de semences
a travers le monde (MARTIN et FRENCH, 1985). Selon MURIITHI (2000), le flétrissement
bactérien est la seconde maladie de la pomme de terre au Kenya, ses dommages y atteignent
50 a 100%. Au niveau mondial, les dégats sont plus importants dans les régions tropicales et
subtropicales.

2. Matériel et méthodes

Régions de prospections

Trois prospections ont été effectuées dans les principales régions productrices de pomme de
terre (Agadez, Tillabéri et Dosso), de novembre 2006 a juin 2007 (Tableau 1). La région
d’Agadez est caractérisée par un climat saharien, avec une pluviométrie moyenne annuelle de
71 mm. Les températures sont basses la nuit (19,8 °C), avec 33% de probabilité qu’elles
descendent au dessous de 15 °C. Le sol dominant est de type argilo sableux. Dans les régions
de Dosso, Niamey et Tillabéri les sols sont sableux. Il pleut annuellement respectivement 400
mm a Tillabéri et 600 mm a Dosso et Niamey. Les températures minimales se situent entre 22
et 23 °C et n’atteignent jamais 15 °C (SIVAKUMAR et al., 1993).

La prospection dans ces différentes régions a été effectuée dans 27 villages et sur 46 parcelles
de pomme de terre ou d’autres solanacées de dimensions moyennes variant de 150 m? 4 3 ha.

Tableau | : Caractéristiques des régions prospectées
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Région Pluviométrie Type de sol Température Altitude Mode
annuelle (mm) dominant minimale (°C) (m) d’irrigation
Agadez 71 Argilo-sableux 18°C 800 — 1546 | Gravitaire
Dosso 600 Sableux 22°C 186 — 195 Aspersion
Niamey 600 Sableux 23°C 219 Aspersion
Tillabéri 400 Sableux 23°C 186 — 256 Aspersion

Source : (MDR, 2004 ; SIVAKUMAR et al., 1993)

Evaluation de P’incidence du flétrissement bactérien au champ

L’incidence de la maladie a été évaluée en pourcentage (%) du nombre de plantes malades
quelque soit ’ampleur des symptémes, sur le nombre de plantes observées dans une parcelle;
le tout multiplié par cent (100). C’est la moyenne de trois ¢chantillonnages au hasard de 100
plants qui est retenue par parcelle observée.

La collecte des échantillons de plantes malades

Deux échantillons sont prélévements sur des plantes présentant des symptomes de
flétrisserrent typique et brutal. Les plantes sont déterrées a I’aide d’une pelle-béche. Les
racines secondaires sont réduites au scalpel stérile et la racine principale est superficiellement
stérilisée a I’éthanol 95°. Un segment de tige de 1 cm est coupé en partant du collet vers le
bas. Sur tubercule le prélévement a lieu au niveau du point d’attache du stolon.

Diagnostic au champ

Le test de suintement bactérien ou test du verre d’eau
Chaque échantillon est placé dans un tube contenant 20 ml d’eau permutée stérile et retiré
apres 3 heures. Un macérat blanc laiteux caractérise la présence de Ralstonia solanacearum
dans le systeme vasculaire de la plante évitant ainsi toute confusion avec des symptémes dus
a des irfections bactériennes causées par Corynebacterium sepedonicus ou Erwinia
chrysanthemi ou encore des maladies fongiques provoquées par Verticillium sp. et Fusarium
eumartii (PRIOU et al., 1999). Les macérats sont conservés a 20°C Jusqu’a leur utilisation au
laboratoire (MARTIN et al., 1982).

Le test de GRAM

Deux gouttes d’une solution d’hydroxyde de potassium KOH (3%) sont déposées sur une
lame propre. A I’aide d’un cure-dent stérile, il est prélevé une goutte d’exsudat bactérien au
niveau de la région vascularisée du tubercule ou de la tige présentant les symptomes de la
maladie. La préparation est alors remuée durant une dizaine de secondes en faisant des
mouvements circulaires continus pour bien mélanger. L’observation d’un filament lorsque le
cure-dent est soulevé confirme que la bactérie est Gram-négatif comme Ralstonia
solanacearum, contrairement a Corynebacterium sepedonicus (PRIOU et al., 1999).

3. Résultats

L’incidence du flétrissement bactérien

L’incidence moyenne du flétrissement bactérien au Niger est de 8,1 % avec cependant une
disparité entre les zones pédoclimatiques (Figure 1 et Tableau 2).

L’incidence moyenne de la maladie est inférieure 4 1% et n’a Jamais dépassé 2% dans la zone
saharienne (région d’Agadez). La maladie semble mieux s’exprimer dans les régions de
Dosso, Niamey et Tillabéri puisque les taux moyens d’incidences les plus élevés y sont
releves. En effet, il est noté une moyenne de 12,4 % pour la région de Dosso avec un
maximum de 60 % a Bogol-Hima. A Tillabéri, la moyenne est de 10,4 % avec une note de 50

89

153



Annales de I'Université Abdou Moumouni Tome X-A 2009

% pour Eallayara.

Souches bactériennes détectées

Quarante six (46) macérats de plantes (collets de tiges ou parties de tubercules) ont été
collectés du sud dans les régions de Tillabéri et Dosso et au nord dans la région d’Agadez
selon des gradients d’altitude allant de 184 & 1 546 (Tableau 2).

Des macérats collectés, seulement 24% des souches identifiées appartiennent a la zone
saharienre située a une altitude comprise entre 800 et 1600 métres. Plus de 76%, soit la
majorit¢ des souches, proviennent de la zone sahélienne de faibles altitudes (150 et 300
meétres).

La répartition par espéce végétale donne 68,8% pour la pomme de terre, 20% pour la tomate,
11% pour le poivron et 0,2% pour I’aubergine.

La distribution géographique de la maladie au Niger

La région d’Agadez est caractérisée par un climat saharien, avec une pluviométrie moyenne
annuelle de 71 mm. Le sol dominant est de type argilo sableux. Dans ce systéme de cultures
oisiennes, I'irrigation se fait par gravité sans mouiller le feuillage des plantes avec une eau
puisée & plus de 30 metres de profondeur. Les températures sont basses la nuit (19,8 °C), avec
33% de probabilité qu’elles descendent au dessous de 15 °C. Dans cette région I’incidence
moyenne de la maladie est proche de 1%, avec un maximum de 2% a Fouskaye.

Les sols des régions de Dosso, Niamey et Tillabéri sont essentiellement sableux. 11 pleut
annuellement respectivement 400 mm a Tillabéri et 600 mm a Dosso et Niamey. L’irrigation
se fait par aspersion du feuillage des plantes avec une eau tirée du fleuve (Niamey et une
partie de Tillabéri), ou d’une nappe phréatique peu profonde (0,5 -2 métres) comme a Bogol-
Hima (Dosso) et 2 moins de 10 métres 2 Bonkoukou et Ballayara (Tillabéri). Des adventices
des especes suivantes (Sphenoclea zeylanica, Ludwigia abyssinica, Hyptis spicigera, Cynodon
dactylon 2t Comelina bengalensis) sont présentes toute I’année. Les températures minimales
se situent entre 22 et 23 °C, avec une probabilité de 0% qu’elles soient inférieures ou égales a
151,

La maladie semble mieux s’exprimer dans ces derniéres régions puisque les taux moyens
d’incidences les plus élevés y sont relevés. En effet, il est noté une moyenne de 12,4 % pour
la région de Dosso avec un maximum de 60 % & Bogol-Hima. A Tillabéri, la moyenne est de
10,4 % avec une note de 50 % pour Ballayara.

Seuls 24% des souches collectées appartiennent a la zone saharienne située a une altitude
comprise entre 800 et 1600 meétres et des températures moyennes minimales de 19°C,
L’incidence moyenne de la maladie est inférieure 3 1% et n’a jamais depassé 2%. Plus de
76%, soit la majorité des souches, proviennent de la zone sahélienne de faibles altitudes (150
et 300 metres) et de températures moyennes minimales supérieures & 20°C. L’incidence
moyenne de la maladie atteint 10% avec un maximum de 60%.
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Figure 1 : Carte des incidences du Flétrissement bactérien au Niger

Tableau 2 : Liste des souches isolées a partir des plantes collectées dans les principales
régions productrices de pomme de terre et d’autres Solanacées, et incidence du flétrissement.

Ne Régior | Code de la Plante héte Sites de prospections Incidence de
Souche Nom commun Variété Village Altitude | la
maladie(%)
1 Awkd Pomme de terre Désirée Awkadédé 1477 m 1
2 | Bgzn | Pomme de terre Pamela Bagzane 1546 m 1
3 A Bgzn 2 Pomme de terre Désirée Bagzane 1546 m 1
4 G Tdra Pomme de terre Sahel Tadara 955 m 1
5 A Fsky 1 Pomme de terre | Sahel Fouskaye 1472 m 2
6 D Fsky 2 Pomme de terre Pamela Fouskaye 1472 m 1
7 E Thlt 1 Pomme de terre Désirée Tabelote 854 m 1
8 z Tblt 2 Poivron ND Tabelote 844 m 1
9 Tiwa 1 Pomme de terre Désirée Télawas 913 m 1
10 Tlwa 2 Pomme de terre Désirée Télawas 913 m 1
1% Tlwa 3 Pomme de terre Désirée Télawas 913m 1
12 | Bgl-H 1 Pomme de terre Dan Hadjia Bogol-Hima 195 m 2
13 D | Bgl-H 2 Pomme de terre ND Bogol-Hima 195 m 11
14 0] Bgl-H 3 Pomme de terre | ND Bogol-Hima 195m | 60
15 S Kara Tomate ND Karra 192 m 1
16 S Mitkr 1 Poivron ND Matankari 186 m 6
17 0 Mitkr 2 Tomate ND Matankari 186 m 4
18 Mtkr 3 Pomme de terre ND Matankari 186 m 1
19 Kayé 1 Pomme de terre ND Kayé 219 m 3
20 NY Kayé 2 Tomate ND Kayé 219m 1
21 Kayé 3 Aubergine ND Kayé 219m 1
22 T Awla Tomate ND Awlakouara 186 m 1
23 1 Bkk 2 Pomme de terre Dan Hadjia Bonkoukou 215m ]
24 L Bkk 3 Pomme de terre | Dalaway Bonkoukou 215m 5
25 L Bkk 4 Pomme de terre | Rosanna Bonkoukou 215m | 30
26 A Bkk 5 Pomme de terre | Dan Hadjia Bonkoukou 214 m 6
27 B Bkk 7 Pomme de terre Stemster Bonkoukou 219 m 19
28 E Bkk 8 Pomme de terre Dan Cameroun | Bonkoukou 219m 4
29 R Bkk 9 Pomme de terre Rosanna Bonkoukou 219 m 1
30 I Blyr 1 Pomme de terre ND Ballayara 211m 7
21
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31 Blyr 2 Pomme de terre Dan Hadjia Ballayara 205 m 15
32 Biyr 3 Tomate ND Ballayara 205 m I
33 Blyr 4 Pomme de terre Dan Hadjia Ballayara 206 m 50
34 Blyr 5 Pomme de terre Dan Hadjia Ballayara 204 m 37
35 Cat 1 Piment ND Tillakayna 200 m ]
36 Cat 3 Tomate ND Tillakayna 200 m 1
37 Dmba Pomme de terre ND Doumba 240 m 15
38 Glwa Tomate ND Gualléwa 184 m 19
39 Kobi . Pomme de terre ND Kobi 212 m 1
40 Losa Tomate ND Lossa 208 m |
41 Mari Pomme de terre ND Mari 215m 7
42 Skk Pomme de terre ND Sékoukou 186 m 1
43 Ssn-H Poivron ND Sansani-haoussa 20l m 1
44 Téra 1 Poivron ND Téra 246 m 1
45 Téra2 Pomme de terre Dan Hadjia Téra 256 m 20
46 Téra 3 Tomate ND Téra 256 m 15

NB : L’incidence moyenne du flétrissement bactérien au Niger en 2007, est de 8,1 %.

La gamme d’héte de la maladie au Niger
La répartition de la maladie par espece végétale, pour les 46 souches collectées donne 68,8%
pour la pcmme de terre, 20% pour la tomate, 11% pour le poivron et 0,2% pour I’aubergine.

Symptémes sur pomme de terre

Les symptomes sur la pomme de terre comprennent le flétrissement du plant (plus remarqué
aux heures chaudes de la journée) et la chlorose des feuilles. En conditions favorables a la
maladie, toutes les feuilles du poquet flétrissent subitement tout en demeurant vertes (Planche
la). Des stries sont visibles a la base des tiges (au dessus du sol), 4 mesure que les faisceaux
vasculaires infectés deviennent visibles. Sur les tubercules (Planche 1b), la zone vascularisée
est habituzllement d’une coloration brun grisétre et cette coloration peut s’étendre 2 la chair et
a la peau. Les yeux du tubercule deviennent brun grisitre et peuvent présenter un exsudat
collant de méme qu’au niveau du stolon.

Planche 1: Poche de plants flétris (a) et exsudat sortant de la région vascularisée sur
tubercule (b)

Symptémes sur tomate

Sur la tomate (Lycopersicum esculentum), le flétrissement bactérien apparait initialement
comme une flaccidité des jeunes feuilles. Lorsque les conditions environnementales sont
favorables, un flétrissement rapide et total survient. Le stade ultime est atteint deux a trois
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jours plus tard, suivi d’une mort soudaine. Au contraire, si les conditions environnementales
ne sont pas favorables, la maladie se développe lentement et se caractérise par une épinastie
foliaire et I’apparition de racines adventives sur la tige. Une section transversale de la tige
montre un systéme vasculaire jaune ou brun clair. Avec la progression de la maladie, la
couleur de la tige devient brun foncé. Des lésions imbibées peuvent apparaiire sur la tige lors
de la survenue d’une invasion bactérienne massive de 1’écorce, avec possibilité d’exsudation
d’un liquide blanc jaunatre (OEPP, 2004; ANONYME, 2007).

Symptémes sur autres Solanacées

Sur poivron (Capscicum annuum) et aubergine (Solanum melongena), les symptomes sont
observés »lutdt au niveau des feuilles qui subissent le flétrissement et 1’épinastie. Les tiges,
par leur aspect plus lignifié, restent droites.

4. Discussion

Selon MARTIN et FRENCH (1985), Ralstonia solanacearum est inféodé a plusieurs sols
tropicaux dans lesquels sa survie est influencée par la température, I’humidité et les facteurs
physicockimiques. Une hétérogénéité est observée entre souches de différentes niches
¢cologiques a cause d’une délétion putative identifiée par STEVENS et VAN ELSAS (2006)
dans une région du génome, constituant un élément mobile impliqué dans le processus
d’adaptation. En effet, R. solanacearum est capable de se développer dans différentes niches
écologiques, pour cela elle dispose d’un systéme de régulation trés complexe pour intégrer les
signaux e¢nvironnementaux et s’adapter aux conditions dans les quelles elle se trouve
(PLENER. et al., 2008)

Influence du type de sol

Les résultats portant sur la relation type de sol et flétrissement bactérien sont souvent
contradictoires selon POUSSIER (2000). En effet, pour MARTIN et FRENCH (1985),
Ralstonia solanacearum est originaire de plusieurs sols tropicaux, il survit plusieurs années
dans certains de ces sols et disparait entre deux cycles culturaux dans d’autres. MESSIHA et
al. (2006) ont quant a eux constaté une baisse des populations de Ralstonia solanacearum
plus importante dans un sol sableux par rapport a un sol argileux.

Au Niger, I'incidence moyenne du flétrissement bactérien constatée est de 1%, avec un
maximumm de 2% sur les échantillons prélevés sur les sols argilo-sableux de la région
d’Agadez contre respectivement 12,4 % et 10,4 % pour ceux des régions de Dosso et de
Tillabéri, toutes deux possédant des sols sableux. VAN VAERENBERGH et al. (2006) ont
aussi constaté que la plupart des infections avaient lieu sur sol sableux a haute teneur de
maticre organique et bien irrigués. Or, dans la région d’Agadez, les maraichers n’utilisent pas
le fumier des petits ruminants (cheptel dominant) par craintes des graines de mauvaises
herbes (Orobanche sp.) ingérées au cours du paturage (ADAMOU, 2007).

Altitude ot température

Selon ATEKA et al. (2001) il existe une corrélation négative entre ’incidence et ’altitude.
Les taux d’incidence de la maladie inférieurs 2 1% sont observés dans la région d’Agadez
située en zone saharienne d’altitudes comprises entre 800 et 1600 meétres alors que les taux
moyens supérieurs a 10% sont relevés dans la zone sahélienne de faibles altitudes (150 et 300
metres). Ceci corrobore les observations de OEPP (2005) selon lesquelles des semences
certifiées saines a 1520-2120 meétres d’altitude au Kenya ont manifesté la maladie une fois
plantées & des altitudes inférieures. Ceci peut expliquer que les producteurs du sud (Niamey,
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Dosso et Tillabéri) qui, pourtant s’approvisionnent de préférence aupreés des coopératives
d’Agadez se plaignent des incidences de la maladie plus fortes que ce qui est signalé dans
I’Air. GUNAWAN et al. (2003) précisent que pour la pomme de terre, la race3 (Biovar 2) est
plus virulente a 1300 m d’altitude contre 800 - 1500 m pour la race 1 (Biovar 3).

Les taux c’incidence de la maladie évoluent avec la température. Dans la région d’Agadez, ou
les températures sont basses la nuit, ’incidence moyenne du flétrissement bactérien ne
dépasse gucre 2%. A I’opposé, les températures minimales élevées prévalant dans les régions
de Dosso, Niamey et Tillabéri favoriseraient des taux d’infection plus élevés. Nos résultats
sont en accord avec la plupart des auteurs (DIRK VAN ELSAS et al., 2000 ; LEMAY et al.,
2003 ; OEPP, 2005 ; PETER et al., 2006) qui montrent que la maladie est plus grave entre 24
et 27°C, réduite entre 15 et 20°C et rare en dessous de 10 °C. VAN VAERENBERGH et al.
(2006) ont observé la persistance de la bactérie apres un hiver sur culture de Solanum nigrum,
toutefois cette population n’était plus capable de provoquer une infection sur une nouvelle
culture de pomme de terre. La température maximale Iétale de R. solanacearum dans le sol est
45 °C sclon PRASANNA KUMAR et al, (2006). Des températures élevées sont
régulierement enregistrées dans la région d’Agadez au cours des mois d’avril a juin et
pourraient expliquer les faibles incidences du flétrissement bactérien dans cette région.

Source d’eau et mode d’irrigation

L’eau d’irrigation puisée a plus de 30 métres de profondeur serait moins infectée par la
bactérie ce qui expliquerait les plus faibles taux de maladies observés dans la région
d’Agadez. Dans les régions du sud, la nappe phréatique affleurante et ’eau de surface sont les
sources d’zau pour ’irrigation de la pomme de terre. La bactérie étant capable de se maintenir
dans I’eau (HONG et al. 2006) et sur des plantes adventices (MCHUGH et al. 2006), les eaux
de surface constituent des risques potentiels de propagation de la bactérie. Ce mode
d’irrigation appliqué dans les régions du sud expliquerait les fortes incidences de la maladie
dans ces régions.

5. Conclusion

Ralstonia solanacearum est rencontrée principalement sur pomme de terre au Niger. La
tomate est son second hdte. Les autres Solanacées (Aubergine, Piment, Poivron) semblent
plutdt épargnées de la maladie. Les sites maraichers des régions du sud, situés entre les
altitudes de 150 et 300 métres et caractérisés par des températures minimales plus élevées, des
sols sableux, copieusement arrosés par aspersion 2 partir du fleuve ou de nappes phréatiques
peu profoades, présentent les plus fortes incidences de la maladie. Les recherches en
perspectives concerneront 1’étude de la gamme d’hétes (plantes cultivées et adventices), ainsi
que T'appréciation de la diversité des souches de Ralstonia solanacearum susceptibles
d’exister a1 Niger.
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A94- LA DIVERSIFICATION DES CULTURES PAR LE DEVELOPPEMENT DE LA
POMME DE TERRE : VERS UNE SECURITE ALIMENTAIRE ET UNE LUTTE CONTRE
LA PAUVRETE AU NIGER

ADAMOU Issa, ADAM Toudou, SANKARA philippe
Université de Niamey et Université de Ouagadougou

RESUME

L’agriculture nigérienne est dominée par une céréaliculture (mil, sorgho). Les rendements ne
dépassent guére 400 kg par hectare, d’ou un bilan alimentaire régulierement déficitaire. Parmi les
causes on peut citer une baisse notoire des précipitations, leur mauvaise répartition dans 1'espace et
dans le temps ; une érosion génétiques des variétés populations ainsi que la pression démographique.
La recherche de la sécurité alimentaire a guidé le choix des producteurs, des développeurs et des
autorités politiques vers une culture alimentaire et de rente a forte potentialité en I’occurrence la
pomme de terre (Solanum tuberosum). La possibilité d’accroissement du rendement moyen de cette
culture observée au Niger est prouvée par sont évolution croissante de 10,1 tonnes/ha en 2001 a 15,9
t/ha en 2004 et 20 t/ha en 2006 (MDA, 2006) pour un cycle cultural particuliérement court (90 jours).
Le prix du kg au paysan varie quant a lui 175 FCFA a la récolte a 400 FCFA en hivernage. Pour la
méme période ces montants sont de 300 FCFA a 1500 FCFA au niveau des revendeurs. Les
contraintes au développement de cette culture sont I’absence d’une stratégie efficace de
développement de la pomme de terre et sa commercialisation, le faible suivi agronomique et
phytosanitaire ainsi que le manque de chambres froides et infrastructures de conservation. Au nombre
des ennemis de la pomme de terre le flétrissement bactérien causé par Ralstonia solanacearum s’est
montré particuliérement contraignant.

L’approche de résolution de ces contraintes a consisté a connaitre et maitriser des ennemis (insectes,
maladies, nématodes, etc.) d’importance économiques de la pomme de terre. Le recensement et la
correction des mauvaises pratiques culturales auprés des producteurs. L’étude de la filiére de
commercialisation du plant et des tubercules consommables et la construction de structures améliorées
de stockage et conservation des récoltes.

Un accent particulier a été mis sur 1'étude de la principale maladie bactérienne notamment Ralstonia
solanacearum. Elle a été signalée pour la premiére fois au Niger en 1982 (MDR, 1982), sur tomate et
pomme de terre. Un inventaire a été effectué dans les principales zones de production au Niger selon
un gradient d’altitude allant de 188 a 1 600 meétres respectivement dans les zones soudaniennes a
sahariennes. Une caractérisation des souches autochtones a eu lieu, suivie d’un criblage des variétés
cultivées au Niger. Les résultats obtenus indiquent que les souches de Ralstonia solanacearum
collectées au Niger appartiennent pour leur majorité au phylotype II particulierement rencontré sur la
pomme de terre, son principal hote. Le phylotype I a été identifié sur tomate.

Mots clés : Pomme de terre, Flétrissement bactérien, Ralstonia solanacearum, Phylotypes, Niger.
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ETUDE DU COMPORTEMENT DE SIX VARIETES DE POMME DE TERRE (SOLANUM
TUBEROSUM L.) FACE A LA SOUCHE Rs-09-76 DE RALSTONIA SOLANACEARUM (E. F.
SMITH) YABUUCHI et al. AU CHAMP, AU SUD DU NIGER

RESUME

Le comportement de cinq variétés certifiées de pomme de terre d’origine francaise (Pamela,
Pamina, Rosanna, Stemster et Yona) et une variété locale Dan-Hadjia a été évalué sous inoculation
artificielle avec la souche autochtone Rs-09-76 de Ralstonia solanacearum isolée en 2009 a
Bonkoukou. L’étude a été menée sur une parcelle du site expérimental de I’Institut Nationale de la
Recherche Agronomique du Niger (INRAN) de Kollo en milieu paysan. Les fragments de tubercules de
semences prégermés ont été trempés pendant 30 minutes dans une solution bactérienne concentrée a 2,5
x 10° cfu/ml. Le dispositif expérimental comprend un bloc un inoculé et un bloc non inoculé. Il y a trois
répétitions de des six traitements (variétés) par bloc. Les principales données collectées concernent le
niveau de séverité de la maladie et I’indice de maladie selon la méthode WINSTEAD et KELMAN
(1952), complétés par les tests moléculaires (PCR). Les autres parametres relevés sont le taux de levée
a 23 jours apres plantation, la hauteur moyenne des plants, le nombre moyen de tubercules par plant, le
poids moyen ainsi que le diametre moyen des tubercules. L’analyse statistique (ANOVA) de Fisher a
5% (p=0,001) nous a permis de conclure que la variété certifiée Rosanna et la variété locale Dan-Hadjia
présente un haut degré de tolérance par rapport a la souche Rs-09-76 de Ralstonia solanacearum. Par
contre, les variétés Pamela, Pamina et Stemster se sont montré sensibles dans les conditions
environnementales de Kollo. En effet, sur ces plantes on a observé le flétrissement de la totalité des
plants de ces quatre variétés a 79 jours apres inoculation.

Mots-clés
Ralstonia solanacearum, Flétrissement bactérien, Incidence, Indice de maladie, Sud-Niger.
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1. INTRODUCTION

Le Niger est un pays sahélien dont les principales activités sont I’agriculture et I’élevage.

L’agriculture concerne les cultures céréaliéres et maraichéres. Les premiers plants de pomme de terre
ont été introduits dans les localités de Bonkoukou et Agadez dans les années 60 (ASSOUMANA, 2006 ;
Comm. Pers.), par les colons francais. La faible implication de la pomme de terre dans I’alimentation
des populations locales a entrainé une stagnation de la production de cette spéculation. La recherche de
la sécurite alimentaire a orienté le choix des producteurs et des decideurs politiques vers la pomme de
terre comme culture alternative d’alimentation et de rente pourvue d’un fort potentiel de production des
I’an 2000. L effet immeédiat a été I’accroissement de la production nationale de pomme de terre qui est
passée de 8 000 tonnes au cours de I’année 2000 a 25 000 tonnes en 2004. Les conditions climatiques
qui prévalent sur la majeure partie du pays permettent une bonne pratique du maraichage de novembre a
mars. Les tubercules récoltés ne pouvant étre conservés entre les mois d’avril et octobre par manque
d’abri adéquat et la rigueur du climat, les producteurs nigériens se trouvent assujettis a renouveler leurs
commandes de plants de semences chaque année. Ainsi en 2009, prés d’un million de tonnes de plants
certifiés de variétés et d’origines diverses ont éte achetés par I’Etat, les Organisations paysannes (OP) et
surtout les partenaires au développement auprés de firmes telle que GERMICOPA. Le mode de
multiplication végétatif de la pomme de terre favorise la transmission de nombreux pathogénes viraux,
bactériens et fongiques. Les autres parasites de la pomme de terre sont les nématodes, les insectes, les
acariens, etc.
L’objectif de cet essai est d’étudier le comportement des principales variétés appréciées par les
producteurs nigériens notamment, cing variétés certifiees d’origine frangaise (Pamela, Pamina,
Rosanna, Stemster et Yona) et la variété locale Dan-Hadjia sous inoculation artificielle avec la souche
Rs-09-76 de Ralstonia solanacearum isolée en 2009 sur un plant infecté de pomme de terre de la variété
Dan-Hadjia a Bonkoukou.

2. MATERIEL ET METHODES
2.1.  Matériel
2.1.1. Le matériel végétal

Six (6) variétés certifiees de pomme de terre obtenues de la firme GERMICOPA ont été
utilisées au cours de cette évaluation. Ces génotypes considérés indemnes de Ralstonia solanacearum,
sont déja cultivés en milieu paysan. 1l s’agit des variétés Pamela, Pamina, Rosanna, Stemster, Yona et
Dan Hadjia un cultivar local de référence, introduit du Nigeria depuis une dizaine années et qui semble
étre le principal réservoir de Ralstonia solanacearum.

2.1.2. Lesite expérimental

L’expérience a été conduite sur les terres de la station de I’Institut Nationale de Recherches
Agronomiques du Niger (INRAN) du département de Kollo, région de Tillabéri & 30 km au sud de
Niamey, la capitale du Niger. La station est située a 184 metres d’altitude avec comme coordonnées
géographiques 13° 19’ 22’ Nord de latitude et 02° 20’ 00°” Est de longitude. Les sols sont de texture
sableuse et sablo argileuse. Les températures minimales se situent entre 22 et 23 °C, et les maxima entre
39 et 41°C. La pluviométrie moyenne annuelle est d’environ 500 mm.
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2.1.3. L’inoculum bactérien

La souche bactérienne utilisée provient de la collection faite entre Mai et Juillet 2009 a I’'UMR-
BiO3P. Il s’agit de la Rs-09-76 ; appartenant au phylotype 11, isolée d’un échantillon de la variété Dan-
Hadjia collecté dans la localité de Bonkoukou a 150 km au nord de Niamey. La dénomination signifie :
(Rs) pour I’espece Ralstonia solanacearum; (09) pour 2009, année de récolte et d’isolement et
(76) pour le 76°™ échantillon collecté lors de la prospection 2009 au Niger.

2.2.  Méthode
2.2.1. Ledispositif expérimental au champ :

Le dispositif expérimental comprend deux blocs (un inoculé et un témoin non inoculé). Chaque
bloc compte trois (3) répétitions des six (6) variétés soit un total de 36 parcelles élémentaires. Dans une
parcelle élémentaire, chaque variété de pomme de terre est semée sur trois (3) lignes de 1,5 métres. Les
lignes sont espacées de 60 cm et les poquets de 30 cm, soit 21 poquets par parcelle élémentaire. Les
variétés sont disposées de facon aléatoire suivant les répétitions.

2.2.2. Technique d’inoculation des fragments de plants de semences

L’inoculum a une concentration de 2,5x10° cellules/ml. Il est obtenu de la culture de la souche
Rs-09-76 de Ralstonia solanacearum a 28°C +/-2°C pendant 48 h sur le milieu LPGA (Levure Peptone
Glucose Agar), composé de 7.0 g d’Extrait de levure, 7.0 g de Peptone, 7.0 g de Glucose et 15 g
d’Agar melangés dans un litre d’eau distillée. La technique d’inoculation retenue est le trempage des
fragments de tubercules de semence prégermés dans 500 ml de la suspension bactérienne pendant 30
minutes juste avant la plantation.

2.2.3.  Technique de collecte des données

Le développement des symptomes est noté de fagon réguliére pendant 2 mois. L’évaluation est
faite sur les parties aériennes en observant I’apparition des symptomes du flétrissement: épinastie,
chlorose et/ou rabougrissement a un intervalle régulier de sept (7) jours a partir de la levée complete ;
c'est-a-dire environ 21 jours apres la plantation. Ceci permet d’évaluer la cinétique de développement de
la maladie selon I’échelle de LE ROUX (2003). Les huit (8) classes de notation sont : Classe 0 = plante
saine ; classel = 1 seule feuille flétrie ; classe 2 = 5 a 20% de la plante flétrie ; classe 3 =20 a 40 % de
la plante flétrie ; classe 4 = 40 a 60 % de la plante flétrie ; classe 5 = 60 a 80 % de la plante flétrie ;
classe 6 = 80 a 100% de la plante flétrie ; classe 7 = plante morte. Les tubercules fils sont récoltés en fin
de culture et soumis a des tests moléculaires afin de détecter la bactérie méme sous forme latente. Les
données sont collectées au niveau des trois (3) poquets centraux de la seconde ligne. On appréciera entre
autres, le nombre de tubercules par plant échantillonné, le poids moyen des tubercules par
plant échantillonné et le diametre moyen des tubercules par plant échantillonné.

L’Indice de maladie (IMr) de WINSTEAD et KELMAN (1952) est obtenu en utilisant la formule
suivante :
IMr=Y CiNi/Y Ni
IMr : Indice de maladie ; Ci : Ccefficient ; Ni : Nombre de plantes.

2.2.4. Lapréparation des échantillons

Il s’agit d’échantillons de tubercules fils prélevés sur les trois (3) plants retenus par parcelle
élémentaire. Chaque échantillon est lavé a I’eau du robinet pour éliminer les particules de sol et de
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matieres organiques. Il est ensuite désinfecté avec de I’éthanol & 95° puis séché sur du papier absorbant
a méme la paillasse pendant une nuit. La peau de chaque tubercule est enlevee au moyen d’un scalpel
muni d’une lame stérile juste au niveau du stolon. Un cdne est découpé des tissus vasculaires. Les cones
de tous les tubercules d’un méme échantillon sont mis dans un pot muni de couvercle et préalablement
identifié.

Les cones de chaque pot échantillon sont recouverts avec un volume suffisant (3 a 5 ml) de
tampon d’extraction PB 0,05 1X et placés sur un agitateur rotatif (50 tours/minute) pendant 4 heures a
une température de 27 °C. 500 pl de bouillon de cellules bactériennes et végetales (macérat) sont
prélevés a I’aide d’une pipette de précision et déposés dans des tubes Eppendorf stériles de 2 ml,
préalablement marqués aux références des échantillons. Les tubes sont centrifugés a 13.000 rpm
pendant 10 minutes et le surnagent est jeté sans déranger le culot. L’ensemble des culots sont stockés a
—20°C au congélateur en attendant I’extraction des ADN.

2.2.5. Lacaractérisation des souches de Ralstonia solanacearum

La caractérisation est faite grace aux tests moléculaires par amplification enzymatique de
I’ ADN bactérien extrait du culot obtenu aprés centrifugation des macérats. Elle permet de confirmer que
c’est bien la souche inoculée qui a éte a la base des symptomes observés sur les plants malades dans
I"essai.

2.2.5.1. L’extraction d’ADN bactérien

Les culots sont suspendus a nouveau, chacun, dans 500 pul de TEN contenant 4 mg / ml de
Lysozyme puis incubé a la température ambiante pendant 1 h. 1l est ajouté 30 pl de SDS 10% et 5 pl de
Protéinase K a 20 mg/ml a chaque tube avant de les incuber a 37°C pendant 2 h. En suite, 100 pl de
NaCl 5M sont ajoutés par tube et bien homogeénéises avant I’addition de 80 pl de CTAB / NaCl et
incubés a 65°C pendant 10 minutes. Un volume égal (soit 800 ul environ) de Chloroforme-alcool
Isoamylique (24 vol. / vol.) y est rajouté, puis les tubes sont centrifugés a 13000 rpm pendant 30
minutes. 500 a 600 pl de surnagent sont délicatement récupere dans de nouveaux tubes. Il faut y ajouter
1,2 ml d’Ethanol absolu glacial et remettre au congélateur (- 20°C) pendant au moins 30 minutes.
Centrifuger a nouveau les tubes pendant 20 minutes a 13000 rpm, 10°C et éliminer le surnagent. Le
culot récupéré est rincé avec 1 ml d’Ethanol a 70%, centrifugé a nouveau puis séché sur la paillasse
toute une nuit. 100 ul d’eau ultrapure stérile sont utilisés pour suspendre les culots d’ADN bactérien.
Des dosages d’ADN sont effectués afin d’obtenir des échantillons de travail calibrés a la concentration
20 - 25 ng/ul. La procédure consiste a calculer la concentration d’ADN en comparant I’intensité de la
bande de I’échantillon & une échelle de I’intensité des bandes du marqueur qui varie de 55 ng/pl a 10

ng/ul.
2.2.5.2. La réaction de Polymérisation en chaine (PCR)

La préparation du mélange de la PCR appelée encore Mix PCR est faite apres détermination du
nombre total d’échantillons & traiter aux concentrations 10° et 10™ et des témoins positifs et négatifs.
Deux techniques ont été utilisées. La PCR phylothype OPINA (1997) dont le but est de détecter les
bactéries de I’espece R. solanacearum dans les macérats et la PCR phylothype Multiplex qui permet de
séparer les différents phylotypes R. solanacearum. Le thermocycleur est réglé sur 96 tubes de 25 pl et
30 cycles. Chaque cycle comprennent une phase de dénaturation: 0 a 1 minute a 95°C, une phase
d’hybridation ou d’appariement des amorces: 2 a 60 secondes a 56-64°C, enfin une phase
d’élongation : 4 & 120 secondes a 72°C. La migration est effectuée sur un gel d’Agarose (1,5%). La
lecture est faite en chambre noire sous rayonnement Ultra violet (UV) en mode transluminance, vidéo
inverse.
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2.2.5.3. Le réisolement de la souche inoculée, Rs-09-76

Il s’agit de confirmer que c’est bien la souche inoculée qui a été a la base des symptdmes
observés sur les plants malades au cours du développement végétatif. La caractérisation est faite par
culture sur milieux Tétrazolium Chloride (TZC). La purification se fait sur milieu LPGA (Levure
peptone glucose agar).

Photo 1 : Culture pure de R. solanacearum sur milieu LPGA (Levure peptone glucose agar).
2.2.6. L’analyse des données et expression des résultats

Des histogrammes et des courbes ont été produits en fonction des données récoltées. Parmi les
tests statistiques effectués on note I’ANOVA de Fisher, la comparaison des moyennes par le Duncan
multiple range test (DMRT) ainsi que I’ Analyse factorielle des correspondances (AFC).

3. RESULTATS
3.1. L’influence du flétrissement bactérien sur le taux de levée

Le tableau 1 présente des taux de levée au 23°™ JAP (jour aprés plantation) des différentes
variétés testées dans cet essai. En générale, toutes les variétés ont levé a 100% au niveau des parcelles
du bloc non inoculé et a plus de 80% dans celles du bloc inoculé. Il a été observé des manques de levées
respectifs de 19,05% chez la variété Stemster, 9,52% pour la variété Pamina et 4,76% pour les variétés
Pamela et Yona.

Tableau 1 : Estimation du taux de levée & 23 jours apres plantation.

Variété Taux de levée (%)
Bloc Inoculé Bloc Non inoculé

Dan-Hadjia 100 100
Pamela 95,24 100
Pamina 90,48 100
Rosanna 100 100
Stemster 80,95 100
Yona 95,24 100

Les données du tableau 1 attestent de la bonne qualité des lots de semences certifiées importées, ainsi
que celles de la variété locale Dan-Hadjia. La variété locale et la variété Rosanna ont toutes deux
présenté 100% de levée au niveau des plants du bloc inoculé.
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3.2.  L’incidence du flétrissement bactérien estimée a 30 pours aprés plantation

Les taux d’incidence de la maladie évaluée en pourcentage (%) du nombre de plantes malades
quelque soit le degré des symptomes sur le nombre de plantes observées dan la parcelle, multiplié par
cent (100) sont représentés dans le tableau 2. Les résultats indiquent qu’a 30 JAP aucun plant ne
présentait de symptdmes au niveau des parcelles du bloc non inoculé. Par contre, au niveau des
parcelles du bloc inoculé, les taux moyens d’incidence du flétrissement bactérien du a Ralstonia
solanacearum sont respectivement de 9,52% pour la variéte locale Dan-Hadjia ; 14,29% pour la variété
Yona et 19,05% pour la variété Stemster. La variété Rosanna présente I’incidence la plus faible
(4,76%), par contre la variété Pamela a démontré le taux le plus élevé (42,86%) suivie de la variété
Pamina (38,10%).

Tableau 2 : Estimation de I’incidence du flétrissement bactérien 30 jours apres plantation.

Variété Taux d’incidence (%)
Bloc Inoculé Bloc Non inoculé

Dan-Hadjia 9,52 0
Pamela 42,86 0
Pamina 38,10 0
Rosanna 4,76 0
Stemster 19,05 0
Yona 14,29 0

Les résultats du test montrent que toutes les variétés utilisées ont été sensibles a I’inoculation avec la
souche Rs-09-76. La variété Rosanna et la variété Dan-Hadjia ont présenté les plus faibles taux
d’attaque dans les parcelles du bloc inoculé.

3.3. L’évolution de I’indice du flétrissement bactérien chez les six variétés

L’évolution de I’indice du flétrissement bactérien sur les plants des parcelles du bloc inoculé
chez les six variétés étudiees est présentee sur la figure 1. Chez la variété locale Dan-Hadjia, jusqu’au
37°™ jour aprés plantation (37JAP), la courbe indique la valeur (0%). Une légére remonté a été
observée a 44JAP avec 5,56% et s’est poursuivie de maniere ascendante avec 15,89% a 51JAP, 26,94%
a 58JAP et 46,68% a 65JAP, pour se stabiliser a 72JAP avec la valeur de 66,67%. Par contre chez les
plantes de la variété Pamela, il est observé 15,06% des la premiere évaluation & 23JAP. Puis 63,67% a
44)AP ; 82,22% a 58JAP pour atteindre le maximum (100%) dés 72JAP. Cette valeur est restée
constante jusqu’a la fin de I’évaluation a 79JAP. Au niveau des plantes de la variété Pamina, il est
observé jusqu’a 28% dées la premiere évaluation a 23JAP. Un léger plateau est observé entre 30JAP et
37JAP avec respectivement 43,67% et 47,33%. Une remontée assez brutale est constatée entre 37JAP et
44)AP avec respectivement 47,33% et 76,67%. 90,28% sont atteints dés la date de 58JAP. L’indice de
100% est atteint a 72JAP, cette valeur est restée constante jusqu’a la fin de I’évaluation a 79JAP. Chez
les plantes de la variété Rosanna, la maladie s’est manifestée seulement a 30JAP. La valeur de I’indice
de maladie prend un caractére ascendant avec 5,56% a 37JAP ; 14,72 a 44JAP; 31,39% a 51JAP ;
48,06% a 58JAP ; 62,56% a 65JAP ; 79,22% a 72JAP et 83,61% a la fin de I’évaluation, soit a 79JAP.
Chez les plantes de la variété Stemster, la maladie est observee des la premiére évaluation a 23JAP. Une
légére remontée est observée de 23JAP a 37JAP avec respectivement 11,44% et 28,89%, tandis qu’une
brusque remontée est observée avec 64,44% a 44JAP. La courbe s’est approchée de sa valeur maximale
des la date 65JAP avec 98,89% pour atteindre 100% a 72JAP et persister jusqu’a la fin de I’évaluation
(79JAP). Pour ce qui est des plantes de la variété Yona, la valeur nulle (0%) a été observée seulement a
23JAP. La valeur de I'indice de maladie est restée quasiment constante entre 30JAP et 37JAP avec
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respectivement 11,44% et 14,44% avant d’entamer son ascension a 44JAP avec 31,44%. Il est observé
53,61% a 51JAP; 70,28% a 58JAP; 77,78% a 65JAP ; 87,78% a 72JAP et 88,89% a la fin de

I’évaluation.

120,00
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IMr (%)
60,00
40,00
20,00

0,00

—=— Pamela
Pamina
Rosanna
|—«— Stemster
—e— Yona
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Ja4 J51 J58 J65 J72 J79
Périodes de relevés

Figure 1 : Evolution de I’indice du flétrissement bactérien sur les plants des parcelles du bloc inoculé

chez les six variétés étudiées.

3.4.  Effet du flétrissement bactérien sur la hauteur des plants

La figure 2 présente les hauteurs moyennes des plants des 6 variétés étudiées au niveau des
blocs inoculés et non inoculés a 53JAP. D’une maniére générale, les hauteurs moyennes mesurées chez
les plants du bloc non inoculé sont plus élevées que celles des plants du bloc inoculé. Les écarts les plus
élevés sont constatés respectivement chez la variété Pamina (16,7 cm), la variété Yona (14,1 cm), la
variété Pamela (8,4 cm) et 4,9 cm pour la variété Stemster. L’écart le plus faible est observé chez la
variété Dan-hadjia avec 1,6 cm suivie de la variété Rosanna (2,1 cm).
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e} 9 2 | Inoculé
g 10 - ’
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Dan-hadjia Pamela Pamina Rosanna Stemster Yona
Variétés testées
Figure 2 : Evaluation de la hauteur des plants chez les six (6) variétés étudiées au 53°™ jour

apres plantation.
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3.5.  Effet du flétrissement bactérien sur le nombre de tubercules par plant, leurs calibres et
leurs poids

3.5.1. Effet de la bactériose sur le nombre de tubercules fils par plant

La figure 3 présente les nombres moyens de tubercules fils produits par les plants des 6 variétés
étudiées au niveau des deux blocs a 79JAP. Dans le bloc inoculé, seules les variétés Dan-Hadjia et
Rosanna ont produit des tubercules avec des moyennes de 3,22 et 0,56 tubercules. Les dommages dus
au flétrissement bactérien ont empéché toute production chez les variétés Pamela, Pamina, Stemster et
Yona. Par contre au niveau du bloc non inocule, toutes les six variétés ont présenté une production. Les
moyennes observées par plant varient de 3,56 tubercules pour la variété Yona a 1,33 tubercules pour la
variété Stemster. L’analyse des variances (ANOVA) indique une différence significative au seuil de 5%
(p<0,0001) entre les 6 variétés d’une part et entre les parcelles du bloc non inoculé et celles du bloc
inoculé.

4
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é 35 3,22 3,23 3,33
- 3 | ,89
8
3 2,5 2,23
g 5 @ Bloc Inoculé
=) b .
‘5 m Bloc Non inoculé
S 154 1,33
&
b 1 -
g 0,5
f—. 0,5 n
S 0 0 0 0
(0] ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Dan-Hadjia Pamela Pamina Rosanna Stemster Yona
Variétés testées

Figure 3 : Evaluation du nombre moyen de tubercules chez les plants des six (6) variétes étudiées au
79°™ jour aprés plantation.

3.5.2. Effet du flétrissement bactérien sur le diamétre moyen des tubercules fils

La figure 4 présente les diameétres moyens de tubercules fils produits par les plants des 6
variétés étudiées au niveau des trois répétitions, respectivement dans le bloc non inoculé et inoculé a
79JAP. L’analyse des variances (ANOVA) indique une différence significative au seuil de 5%
(p<0,0001) entre les 6 variétés. 11 est observé une similarité entre le diametre moyen du tubercule et le
nombre moyen de tubercules produits par variété et par bloc.
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Figure 4 : Evaluation du diametre moyen des tubercules chez les plants des six (6) variétés etudiees au
79°™ jour aprés plantation.

3.5.3. Effet du flétrissement bactérien sur le poids des tubercules fils

Les poids moyens de tubercules fils produits par les plants des 6 variétés étudiées au niveau du
bloc non inoculé et du bloc inoculé a 79JAP sont présentés sur la figure 5.
Les plus gros tubercules sont produits par les plants de la seconde répétition chez les six variétés du bloc
non inoculé. 1l est noté 11,40 grammes (g) pour la variété Dan-Hadjia, 09,78 g pour la variété Pamina,
10,29 g chez la variété Rosanna. Chez la méme variété, le poids moyen observé au niveau du bloc
inoculé est de 3, 26 g environ 3 a 4 fois inférieur a la valeur observée au niveau du bloc Non inoculé. 1l
existe une différence significative au seuil de 5% (p<0,0001) entre les 6 variétés.
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Figure 5 : Evaluation du poids moyen des tubercules chez les plants des six (6) variétés étudiées au
79°™ jour aprés plantation.

3.5.4. Résultats des tests de caractérisation des souches de Ralstonia solanacearum
A I’issue des tests PCR Multiplex standard et modifiée, la souche Rs-09-76 de Ralstonia
solanacearum de phylotype I initialement inoculée artificiellement aux fragments de tubercules de

semences a été retrouvée sur I’ensemble des plantes échantillonnées. Les résultats sont présentés sur les
figures 6, 7 et 8.
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35.4.1. Résultats de la Polymérisation en chaine (PCR), avec les amorces 759 et 760 PCR
spécifique de I’espéce Ralstonia solanacearum

Les resultats des tests biochimiques (isolements sur milieux TZC et LPGA) et moléculaires ont
permis d’isoler et de révéler la souche Rs-09-76 sur les plants inoculés des 6 variétés. La figure 6
presente les résultats du test PCR avec les amorces 759 et 769, sur gel d’agarose.

1 2 3 4 5 6 7 8 MT 9 10 11 12 13 T+ T-

Ralstonia solanacearum

Figure 6 : Gel de migration des ADN des échantillons contaminés par la souche Rs-09-76
selon la technique de la PCR phylotype 759/760.

Les échantillons numéros 1, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 et le témoin positif (T+) présentent une bande a
280 pb caractéristique de I’espéce Ralstonia solanacearum. Tous les échantillons qui ont réagi
positivement a la PCR phylotype 759/760 sont ensuite soumis a une PCR Multiplexe afin de confirmer
Iidentité du phylotype Il1 de la souche inoculée. Les figures 7 et 8 présentent les résultats du test de la
PCR Multiplexe.

3.5.4.2. Résultats de la PCR Phylotype Multiplex spécifique aux phylotypes de Ralstonia
solanacearum

La Figure 7 présente les résultats du test PCR Multiplexe chez la variété Rosanna. Les échantillons
positifs (rouge) sont issus des plants du bloc inoculé avec la souche Rs-09-76.

12 3 4 5 6 7 8 9 MT 10 11 12 13 14 15 16 17 T+ T-

L 280 pb - S
=

| Phylotype 111 \ 91 pb

b ;
Figure 7 : Résultats de la PCR Phylotype sur les macérats de la variété Rosanna inoculé (numéros 1 a 9)
a gauche et Rosanna non inoculé (numéros 10 a 17) a droite.

Au niveau de la variété Rosanna, tous les macérats obtenus des plants des trois répétitions du
bloc inoculé (numéros 1 a 9) ont révélé la présence de la souche Rs-09-76 de phylotype 111, caractérisés
par la présence de deux bandes I’'une a 280 pb spécifique de I’espéce Ralstonia et I'autre a 91 pb
indiquant le phylotype Ill. Par contre les macérats issus des plants du bloc non inoculé sont tous
négatifs.
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La Figure 8 présente les résultats du test PCR Multiplexe chez la variété locale Dan-Hadjia. Seuls les
échantillons 3 et 6 et le témoin positif (rouge) ont presenté la bande a amplicon de 91 pb spécifique du
phylotype Il auquel appartient la souche Rs-09-76.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 MT 10 11 12 13 14 15 16 17 T+ T-
F =
¥
280 pb =
Phvlotype 111 A e
— - < 91pb _—

Figure 8 : Gel de migration de la PCR Phylotype pour les macérats de la variété Dan-Hadjia inoculé
(numéros 1 & 9) a gauche et Dan-Hadjia non inoculé (numeéros 10 a 17) a droite.

Chez la variété Dan-Hadjia, se sont seulement les échantillons numéros 3 et 6 du bloc inoculé,
ainsi que le témoin positif (T+) qui ont révélé la présence de deux bandes I’'une & 280 pb spécifique de
I’espece Ralstonia et I’autre a 91 pb spécifique de la souche Rs-09-76 de phylotype I1I. Sur la partie
gauche du gel, les macérats issus des échantillons du bloc non inoculé (numéros 10 a 17) ont réagi
négativement a la PCR phylotype multiplexe.

4. DISCUSSION

L’incidence de la maladie calculée selon la formule de WINSTEAD et KELMAN (1952) donne

respectivement 42,86% et 38,05% pour les variétés Pamela et Pamina & la date 30 jours apres plantation
comme indiqué dans le tableau 3. Ces deux variétés sont considérées comme étant les plus sensibles.
Elles sont suivies par la variété Stemster avec 19,05% et la variété Yona avec 14,29%. La forte
sensibilité des variétés importées d’Europe a déja été constatée par ADAMOU et al. (2007 ; 2009) avec
les variétés Désirée, Sahel. La variété locale Dan-Hadjia qui est habituellement le réservoir de la
maladie n’est atteinte qu’a 9,02% juste derriere la variété Rosanna avec 4,76%. Ces deux derniéres
variétés semblent avoir toléré la maladie, en particulier la variété locale Dan-Hadjia. Ces résultats se
rapprochent de ceux de LOPES et al. (2006) selon lesquels une variété est dite résistante lorsque sa
performance est stable au cours de I’année et ne dépasse guerre 10% d’incidence de flétrissement
bactérien.
Dans une autre étude de I’incidence de Ralstonia solanacearum sur arachide en Ouganda, BUSOLO-
BULAFU (1997) considére une variété ayant un taux d’incidence du flétrissement bactérien inférieur a
10% comme étant peu sensible. Entre 11 et 20% la variété est dite modérément résistante. Par ailleurs,
WANG et al. (1997a) considérent une varieté avec une note de 11% d’incidence, comme étant a haut
degré de résistance. A partir de 57% d’incidence la variété est dite a résistance intermédiaire. Elle est
caractérisée de tres sensible a partir de 90% d’incidence. Enfin, PETER et al. (2006) considérent la
variété indienne d’aubergine comme résistante avec 5,36% de flétrissement bactérien.
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Tableau 3 : Comportement des six variétés du bloc inoculé a la date de 30 jours apres la

plantation (JAP)
Variété Incidence moyenne Classe de résistance
A 30 JAP (%)

Dan-Hadjia 9,52 Tolérante
Pamela 42,86 Tres sensible
Pamina 38,09 Tres sensible
Rosanna 4,76 Tolérante
Stemster 19,05 Sensible
Yona 14,29 Sensible

Le comportement des six variétés testées indique que la variété locale Dan-Hadjia et la Rosanna
ont exprimé un certain degré de tolérance au flétrissement bactérien avec 33,33% de plants ayant
survécu a I’inoculation avec la souche Rs-09-76 a la fin du test a 79 jours apres plantation (79JAP)
comme rapporté au tableau 4. La variété Yona est qualifiée de sensible avec 11, 11%. Quant aux
variétés Pamela, Pamina et Stemster avec 0,0% de plants ayant survécu a la fin de I’expérience, elles
sont considérées comme étant trés sensibles. Nos observations confirment celles de WANG et al.
(1997b) qui apprécient la résistance au flétrissement bactérien par les estimations en % de plantes ayant
survécu a la fin de I’essai.

Tableau 4 : Comportement des six variétés en fin d’évaluation de I’essai

Variété Pourcentage de plantes ayant survécu a | Classe de sensibilité¢ au
la fin de I’essai J79. flétrissement bactérien
(%) (Ralstonia solanacearum)

Dan-Hadjia 33,33 Tolérante

Pamela 0 Tres sensible

Pamina 0 Tres sensible
Rosanna 33,33 Tolérante

Stemster 0 Treés sensible

Yona 11,11 Sensible

Il est communément admis que la résistance contre Ralstonia solanacearum est de type
polygénique (WANG et al., 1997b ; DESLANDES et al., 1997). De ce fait, le meilleur moyen de
controle du flétrissement bactérien est la recherche de variétés résistantes. Mais GRIMSLEY et
HANSON (1997) ont remarqué que la résistance de type monogénique est plus facilement contournée
par les différentes souches de Ralstonia solanacearum. Enfin, LEBEAU et al., (2010) ont testé 12
souches de Ralstonia solanacearum appartenant aux phylotypes I, Il et 11 sur 30 différentes variétés de
tomate, d’aubergine et de piment. Ils conclurent que, chez la tomate, certaines souches de Ralstonia
solanacearum contournent toutes les sources de résistance testées. A I'inverse, les souches les plus
virulentes de R. solanacearum sont contrélées par au moins une source de résistance chez I’aubergine
ou le piment. Selon lui, le piment est I’espéce qui montre le plus de cas d’infection latente. Des résultats
similaires ont été obtenus par CELLIER et PRIOR (2010) au cours de leurs travaux sur la diversite
génétique, phylogénétique et discernement du pouvoir pathogéne sur Solanacées des souches de
Ralstonia solanacearum.

Les résultats des analyses moléculaires effectuées avec les amorces 759/760 et la PCR
Phylotypes multiplexe ont fait ressortir deux aspects. Premierement, tous les échantillons issus des
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parcelles du bloc non inoculé se sont révélés négatifs pour les deux tests, démontant I’absence de
tubercule portant une infection latente aussi bien chez les variétés certifiées importées d’Europe que
chez la variété locale. Deuxiemement, les PCR ont été positifs pour les échantillons du bloc inoculé,
pour les variétés Pamela, Pamina, Rosanna, Stemster et Yona et globalement négatifs pour la variété
locale Dan-Hadjia malgré le trempage de 30 minutes dans la solution de I’inoculum a la quelle tous les
tubercules de semences destinés a ce bloc ont été soumis. Nos observations se rapprochent des
conclusions de LEROUX-NIO et al. (2008) selon lesquelles le taux de contamination latente de la
descendance d’une culture de pomme de terre infectée par Ralstonia solanacearum pouvait atteindre
30% a la récolte. Pour MARCO et al. (2005) et DESLANDES et al. (1997), il existe une grande
variabilité dans les interactions du complexe de souches Ralstonia solanacearum et sa gamme d’hotes ;
I’importance des conditions environnementales qui influencent ces interactions et la complexité des
mécanismes impliques dans ce pathosysteme caractérisé par la faiblesse des résistances de type géne
pour gene fragilisent la stabilité des variétés résistantes.

Tous les échantillons utilisés dans ces tests moléculaires sont issus de tubercules fils issus des
plants sélectionnés dans les parcelles du bloc inoculé avec la souche Rs-09-76. Les résultats positifs des
tests PCR effectués sur les tubercules fils prouvent qu’ils étaient porteurs d’une infection latente
puisqu’ils ne présentent pas de symptomes apparents. Ces observations confirment ceux de KINYUA et
al. (2006) qui ont démontré qu’un plant malade issu d’un tubercule infecté de maniere latente pouvait
transmettre la maladie aux autres plantes saines situées dans un rayon de 60 cm autour de lui. Plus
recemment, LEROUX-NIO et al. (2008) ont démontre que des tubercules certifiés sains par des tests
sérologiques d’Immunofluorescence et moléculaires (PCR) pouvaient produire une descendance
contaminée 11% et 8% apreés respectivement une et deux années de multiplication. Par contre, PRIOU et
al. (2006) affirment que le CIP a mis au point des variétés de pomme de terre ayant un bon potentiel de
production en sol fortement infesté par Ralstonia solanacearum dans les années 90; mais la plupart de
ces génotypes présentaient une infection latente au niveau des tubercules fils ce qui demeure toujours un
risque de dispersion de la maladie. Au terme de leurs études, ils conclurent qu’en réalité aucun niveau
satisfaisant de résistance ne pouvait étre obtenu chez la pomme de terre car tous les génotypes
présentent une infection latente des tubercules susceptible de conduire a une épidémie lorsque ceux-ci
sont plantés. Par conséquent, la latence tend a étre un caractére négligeable en matiére de sélection
variétale vis-a-vis de Ralstonia solanacearum surtout lorsqu’elle est associée a une absence de
symptomes extérieurs de flétrissement.

5. CONCLUSION

Le caractéere complexe de Ralstonia solanacearum et la faible effectivité des stratégies
classiques de lutte nous orientent vers la recherche de génotypes résistants ou tolérants de pomme de
terre qui acquiert de plus en plus une importance socio—économique au Niger. Au regard des résultats de
cette étude, on peut conseiller aux producteurs nigériens et a la représentation de la FAO au Niger qui
soutenu cette étude la variété Rosanna suivie de la locale Dan-Hadjia pour leur bon comportement en
terme de survie vis-a-vis des attaques du flétrissement bactérien et leur bon potentiels de production
malgré I’infection. Par contre, variétés Pamela et Pamina sont a craindre car elles ont montré une forte
sensibilité des les premiéres phases de végétation. La variété Dan-Hadjia est quant a elle, la plus
précoce comparée aux 6 variétés testées. Elle est suivie de la variété Pamela, la variété Pamina, la
variété Rosanna et la variété Yona. La variété Stemster est plutdt tardive. La précocité est un caractére
recherché par les maraichers car plus le cycle est court, plus les charges relatives a I’irrigation et a
I’entretient sont réduites.

La variété locale Dan-Hadjia s’est aussi bien comportée a travers ses caractéristiques
particulieres notamment, son faible taux d’attaque de flétrissement bactérien, ses bonnes dispositions en
termes de nombre de tubercules produits par plant. Les résultats des tests moléculaires semblent
démontrer une sorte d’évitement de la maladie par ce génotype assez mal connu. Il serait intéressant

178



d’approfondir les connaissances sur les caracteres génétiques et agronomiques de cette variété en vue de
son amélioration étant donné I’engouement dont elle fait I’objet au niveau des producteurs nigériens.
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