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RESUME

Pour la premiére fois a 1'Ile de La Réunion, des souches de
Pseudomonas solanacearum E.F. Smith ont été isolées dans des champs
de pomme de terre a 1 600 m d'altitude, et identifiées comme appar-
tenant au biovar II. Les tests de croissance in vitro & températures
contrélées, 1l'infiltration de feuilles de tabac, et les inoculations
artificielles en chambre climatique, tendent a montrer 1l‘'apparte-
nance de ces souches a la race 3, particuliérement adaptée a la
pomme de terre et a des conditions climatiques beaucoup plus frafiches
que les races tropicales 1 et 2.

Par ailleurs, dans le cadre du criblage variétal de tomates et
aubergines pour la résistance au flétrissement bactérien (race 1),
il paraissait important de pouvoir sélectionner sur leur niveau
d'agressivité les souches inoculées.

La mise au point d'un test de l'agressivité des isolats de
Pseudomonas solanacearum a donc été amorcée.

Les premiers essais réalisés ont permis le choix d'une variété
de tomate, du mode de conduite des semis et repiquages, et d'une
méthode d'inoculation, susceptibles de permettre la discrimination
des niveaux d'agressivité. L'efficacité de cette méthode n'a pas
p &tre testée dans le cadre de ce travail.

* %R %

Mots-clés : Pseudomonas solanrnacearum, race 1, race 3, agressivité.
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INTRODUCTION GENERALRK

Le flétrissement bactérien, provoqué par Pseudomonas
solanacearum E.F. Smith (18896), répandu dans les régions
tropicales, subtropicales et tempérées chaudes, est présent &
1°ile de La Réunion. Il provoque des dégits importants pendant
la saison chaude, de décembre A avril, dans les cultures de
solanacées maraichéres : tomate, aubergine et pomme de terre.

L°IRAT de Saint-Pierre teste la résistance & 1la
bactériose, en conditions locales, de variétés sélectionnées
notamment a4 1°AVRDC (Taiwan). Le criblage variétal implique
l1°inoculation d‘une souche de 1 agent pathogéne 1la plus
agressive possible, pour limliter tout risque d'effondrement du
niveau de tolérance des variétés proposées a la vulgarisation.

Le but du travail envisagé était donc la mise au point
d’'un test de 1l agressivité des souches de Pseudomonas
solanacearum, qui permette un choix raisonné des isolats
utilisés ensuite pour les inoculations au champ.

Dautre part, A& 1'époque ol a débuté ce stage, du
flétrissement bactérien sur pomme de terre a été signalé dans
des zones d’altitude de 1°ile jusgque la réputées indemnes de
cette maladie.

En effet, les températures moyennes relativement basses
qui y régnent, interdisent le développement de la race de
Pseudomonas solanacearum recensée & La Réunion. Cela permet la
production, dans ces 2zones, de semences de pomme de terre
garanties saines, pour la période de 1l année ol les semences
d " importation ne sont pas disponibles.

I1 était. donc indispensable de caractériser les souches
nouvellement isolées dans les Hauts de 1°ile, afin d établir
s°11 sagit ou non d'une race de Pseudomonas solanacearum
différente de celles décrites lors des précédentes études, et
de déterminer dans quelles mesures cela remet en cause la
production locale de semences.

C’est essentiellement cette caractérisation qui a é&té
réalisée, la mise au point du test d agressivité n’a pu
qu’°8tre amorcée.

Ces deux parties sont exposées séparément.
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GENERALITES SUR LE FLETRISSEMENT
BACTERIEN

1 - Répartition géographique

Le flétrissement bactérien est une maladie vasculaire
provoquée par une bactérie du sol, Pseudomonas solanacearum
E.F. Smith (18386) recensée dans de nombreuses régions
tropicales, subtropicales et tempérées chaudes. Des souches
ont également é6té isolées & des altitudes de 3 000 m au Pérou,
et ont survécu & un hiver en Suédde. La 1liste des pays
hébergeant Pseudomonas solanacearum est fournie en annexe 1.

2 - Plantes hétes

Des plantes appartenant & plus de 30 familles différentes
sont sensibles au flétrissement. Des familles importantes au
plan économique sont particuliérement touchées : Solanacées,
Musacées, Légumineuses. De nouvelles plantes hdtes sont
fréquemment recensées. La liste présentée en annexe 2 n’est
donc pas exhaustive.

3 - SymptOmes

La maladie se caractérise 1le plus souvent par une
épinastie foliaire, puis une fanaison rapide du feuillage ;
certaines plantes forment de nombreuses ébauches de racines
sur la tige, puis la plante meurt ; en coupe transversale de
la tige, on observe un brunissement des vaisseaux.

- Yariabilité de 1 agent pathogéne

Pseudomonas solanacearum se caractérise par une grande
varlabilité des isolats, selon le lieu géographique et 1la
plante d’origine, tant au niveau des propriétés biochimiques
que pathogéniques.

BUDDENHAGEN et al (1862) différencient trois races selon
la gamme d hbétes :

- la race 1 attaque beaucoup de Solanacées, certains
bananiers diploides, et d autres plantes cultivées et non
cultivées, appartenant a4 des familles trés variées,

- la race 2 attaque les bananiers triploides et les
Hellconia (maladie de Moko),
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- la race 3 attaque la pomme de terre et la tomate, mals

pas les autres Solanacées cultivées, et quelques plantes non
cultivées.

Deux nouvelles races ont été proposées, 1l une attaquant le
gingembre aux Philippines (KAM et QUIMIO, in BUDDENHAGEN,
1885), l'autre le mirier en Chine (HE et al., 1983), les deux
appelées malencontreusement race 4 (BUDDENHAGEN, 1985).

HAYWARD (1964) classe les souches en quatre biovars, selon
leur capacité A& oxyder ou non une gamme de carbohydrates. Un
cinquidme biovar a été décrit en Chine (HE et al., 1883).

Tableau 1 - classification en Blovars

BIOVAR

Oxydation de :

]

I1 I1I 1v

-

Maltose
Lactose
Cellobiose
Man=itol
Sorbitol
Dulcitol

i

I I B
[ I I R

R S
11+ + 4+

+4++ 1 11

Les souches de race 3 appartiennent toutes au biovar 1I,
par contre le biovar II renferme également des isolats de race
1 ; c’est, &4 1l origine, la seule correspondance étroite entre
les deux systémes de classification (BUDDENHAGEN, 1985). Par

ailleurs, la race 4 sur mirier correspond au biovar V (HE et
al., 1983).

OKABE et GOTO (1961) séparent les souches Jjaponaises en
treize pathotypes, selon les résultats d“inoculations
artificielles, ou d'infection en conditions naturelles, d’un

- certain nombre d hétes .

Une subdivision du biovar I en sous-groupes, basée sur

d autres propriétés blochimiques, a été proposée par HARRIS
(1972).

Une subdivision de la race 1 en quatre pathotypes est
faite par HE et al. (1883) pour des isoclats de Chine.

D autres subdivisions sont possibles sur la base d°études.
sérologiques et lysotypiques (ESCALANT-TAUZIER, 1985).




5 - Conservation et dlssémination

5.1. Conservation

Pseudomonas solanacearum peut survivre & 1l état libre dans
le s0l. Le temps de survie dépend des conditions
d“environnement et de la race. Lors d’expériences dans des
mélanges sol-sable, il n’excéde pas 24 semaines (GRANADA et
SEQUEIRA, 1983a). SCHMIT et ROBERT (1984) ont montré 1l effet
l1étal de la dessiccation des argiles sur P. solanacearum.

La bactérie se conserve surtout dans les résidus végétaux
de cultures d'hdtes sensibles (GRANADA et SEQUEIRA, 1983 ;

PERSLEY, 1885). SMITH (SHAMSUDDIN et al, 1978) signale ainsi

des temps de survie d au moins quatre ans dans des champs en
Jachére.

5.2. Dissémination

L homme est le principal vecteur de la maladie, par 1la
dissémination de matériel végétal contaminé, les blessures des
racines lors de pratiques culturales favorisant la pénétration
de la bactérle, le transport par les eaux d’irrigation,
l1'utilisation d outils contaminés (BUDDENHAGEN et KELMAN,
1964 ; KLOOS, 1985 ; PERSLEY, 1985).

Les insectes sont vecteurs de la maladie de Moko provoquée
par la race 2 (BUDDENHAGEN et KELMAN, 1964).

Les nématodes favorisent la pénétration de la bhactérie
(SUATMADJI, 1985).

La dispersion locale du pathogéne de raclne & racine est

signalée pour la tomate et le tabac (KELMAN ET SEQUEIRA,
1965).

6 - Influence des facteurs de 1 environnement

Les saisons chaudes et humides sont les plus favorables &
l’expression du flétrissement bactérien, cependant les ganmes
de températute varient selon les races. La bactérie est
sensible & la sécheresse et & 1l inondation du sol (BUDDENHAGEN
ot KELMAN, 1964 ; PERSLEY, 1985 ; AKIEW, 1985).

Les sols ferralitiques & PH compris entre 5,5 et 6,5 sont
les plus facilement contaminés, bien que la bactérie ait déja
été observée a4 PH 4,5 (MESSIAEN, 1975 ; GRAHAM et LLOYD,
1979). BERREAU et MESSIAEN (1975) signalent en Guadeloupe des
sols réceptifs & la bactérie (sols & Kaolinite), et d autres
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résistants (sols & Montmorillonite), sans que ces différences
soient parfaitement expliquées.

7 - Lutte

On lutte contre le flétrissement bactérien essentiellement
par la résistance variétale, bien établie pour le tabac et
l'arachide. Les résistances sélectionnées chez la pomme de
terre et la tomate s’effondrent souvent avec les changements
d ‘environnement, notamment 1l augmentation de température
(THURSTON, 1976 ; MEW & HO, 1977).

La lutte chimique reste colGteuse et d'une efficacité
limitée (MESSIEAN, 18975).
L action des antibiotiques, dont 1 utilisation n’est

possible que si la législation 1 autorise, a été surtout
testée iIn vitro (CIP, 1984).

I1 semble qu'on puisse induire une résistance chez 1la
pomme de terre par 1 introduction dans les plantes de mutants
avirulents (KEMPE et SEQUEIRA, 1983). On peut protéger les
semences de pomme de terre en les traitant avec une
rhizobactérie quil colonise la surface des racines (SEQUEIRA,
1882).

Le greffage est efficace pour 1la tomate et
1‘aubergine, mais c’est une méthode fastidieuse et coliteuse en
main d‘oeuvre. Le porte-greffe 1le plus courant est Solanum
torvum (FELIX, 1973 ; PEREGRINE, 1982).

Des rotations ou des Jjachéres d“au moins deux ans
réduisent l1l°incidence du flétrissement, surtout pour les races
2 et 3 dont la gamme d h8tes est trés étroite (RAYMUNDO et
ACASIO, 1982 ; MATEO et al, 1982 ; AUTRIQUE, 1982). Elles sont
efficaces pour la race 1 si elles sont accompagnées d‘une
suppression des adventices pouvant héberger 1la bactérie
(BAYWARD, 1985).

ILe chaulage des sols contaminés, 1 introduction de fumure
dans le sous-sol, peuvent contribuer également & la réduction
de la maladie (MESSIAEN, 1875 ; TANAKA, 1976). Aux Antilles,
des quantités élevées d azote réduisent fortement le
flétrissement bactérien pour la seconde culture aprés 1l apport

au champ, et durant 5 années successives de cultures de
Solanacées (PRIOR, 18987).




ETUDE BIBLIOGRAFPHIQUE DE I.A RACE
raoMmiE DE TERRE

Il est question ici, non pas de reprendre les généralités
sur le flétrissement bactérien, qui restent vraies pour la
- race 3, mais de se focaliser sur ses caractéristiques propres.

Rappelons qu“ll s agit ici de la race 3 au sens défini par
BUDDENHAGEN et al1(1862).
ke’

1 - Ecologie de la race pomme de terre

1.1. Répartition géographigue

La race 3 est présente sur tous les continents, et c’est
semble-t-i1 la race de PFPseudomonas solanacearum la plus
répandue dans le monde.

On la trouve dans la plupart des zones tropicales et
subtropicales cultivées en pomme de terre, mais elle est en
général dans ce cas limitée aux terres de haute altitude
(supérieures & 1000 m, Jjusqu'a 3000 m au Pérou) (FRENCH, 1979;
BUDDENHAGEN, 1985 ; FRENCH, 1985).

Elle s"est également répandue de pays en pays dans les
zones tempérées, sa distribution étant alors limitée du fait
de sa gamme d 'hétes étroite (GRAHAM et al., 1972). On 1la
signale sur le pourtour méditerranéden (en Egypte : EL GOORANI,
1876 ), dans certaines zones d Europe (au Portugal : HARRISON,
1961). La latitude la plus nordique ol on 1l°a observée est la
Suéde (59°N), ol la bactérie a été introduite accidentellement
4 partir de tubercules importés (OLSSON, 1876).

Certains la signalent cependant & basse altitude en zone
tropicale, soit dans des terres vierges (MARTIN et al., 1981,
en Amazonie), mais 1l est possible dans ce cas qu’il y ait
confusion entre race 3 et biovar II, correspondance qui n’est
pas toujours vérifiée (MARTIN et al., 1981 ; BUDDENHAGEN,
1985) ; soit lors d'introduction accidentelle par des semences
produites en zone d altitude (NYANGERI et al., 1984, au
Kenya) .

D aprés LLOYD (1978), la race 3 domine dans les zones

tempérées d " Australie, mais dgalement dans les zones
subtropicales ou une monoculture de pomme de terre est
pratiquée ; dans les mémes zones ou sont pratiquées des

rotations pomme de terre et autres Solanacées, la race 1
domine. Les deux races attagquant la pomme de terre peuvent
cohabiter dans un méme champ (KATAYAMA et KIMURA, 1884
FRENCH, 1986).

.
]




En fait, 11 semble que la répartition de la race 3 soit
due plus & son affinité quasi exclusive pour la pomme de terre
qu’d une préférence pour des conditions de température plus
fraiches, auxquelles elle est cependant beaucoup plus adaptée
que les autres races.

1.2. Hotes

BUDDENHAGEN et al. en 1982 ont défini la race 3 comme

étant spécifique de la pomme de terre, mais pouvant également
attaquer la tomate.

De nombreux travaux réalisés dans des régions +trés
diverses confirment la restriction de la race 3, en conditions
naturelles & ces deux cultures (HAYWARD, 1964; PERSLEY, 1985;
FRENCH, 1985). Une exception est signalée en Colombie, ou la

race 3 attaque Cyphomandra betacea; la tomate arbuste (MARTIN
et NYDEGGER, 1982).

Quelques plantes hdétes non cultivées ont également été
répertoriées. On peut citer : Solanum nigrum (HAYWARD, 1985),
Solanum cinerum (GRAHAM et LLOYD, 1878), Solanum dulcamara
(OLSSON, 1976) . Elles ne présentent pas toujours les
symptdmes de flétrissement, méme si elles sont envahies par la
bactérie.

VOLCANI et PALTI (1960), ont réalisé des inoculations
artificiellQ§ avec la race 3 sur tabac, piment, aubergine,
arachide ; seule 1l aubergine a flétri. Au Nigéria, ERINLE
(1976) confirme le flétrissement de 1l aubergine en inoculation
artificielle; il a également fait flétrir 1l arachide lors d’un
test, résultat qul ne s'est jamais reproduit.

1.3. Conditions thermiques propres 3 la race 3

C’est aussi en grande partie par sa tolérance & des
températures beaucoup plus basses que la race 3 diffédre des
deux autres.

Elles est capable de survivre, dans le sol, dans des
conditions hivernales auxquelles ne résistent pas les autres
dans des débris végétaux en Sudde ol la température du sol
descend deux mois en dessous de 0°C (OLSSON, 1976) ; dans des
g8ols du New Jersey, quand la température de 1l alr descend A&
-17,8°C (VAUGHAN, 1944,in BUDDENHAGEN et KELMAN, 1964).

Mais la bactérie n'est pas active a4 de telles
températures; il faut également cerner la gamme de température

qui est optimale & 1l°expression de la maladie, et Jusqu’a
quelle température elle risque de s’exprimer,.




KATAYAMA et KIMURA (1984) ont montré au Japon la
coexistence dans un méme champ des deux races attaquant la
pomme de terre, avec une augmentation de la proportion
d’'isolats de race 3 en fin de salson de culture, quand la
température est plus fraiche. La culture est attaquée par les
deux races en période chaude, avec sans doute une prédominance
de la race 1, puls par la race 3 en période fraiche.

1.4. Conservation et disséminatlion de la race 3
1.4.1. Conservation

De facon générale, la race. 3 est signalée par de nombreux
auteurs comme survivant moins longtemps dans le sol que les

autres races, quelque soit le type de sol (HAYWARD, 1885).

Il est difficile de déterminer avec certitude quels
facteurs expliquent cette différence (RAMOS, 19878).

La race 3 serait, d'aprés AKIEW (1985), plus sensible i la
sécheresse que la race 1.

En fait, la conservation des deux races ne dépend pas des
mémes facteurs. La race 3 survit sous les climats tempérés
dans les résidus de cultures, parce que le froid réduit
considérablement 1 activité microbienne qui dégrade les débris
végétaux en climat tropical ; elle a par contre tréds peu
d "hétes alternatifs, qui en général ne survivent pas pendant
la saison froide. La race 1 au contraire se maintient beaucoup
plus par les hdtes alternatifs, entre deux cultures de pomme
de terre (LLOYD, 1976 ; GRAHAM et al., 1979).

Tous les travaux s’'accordent & attribuer un rdle
primordial aux tubercules de pomme de terre dans la survie de
la race 3 (SCHAMSUDDIN et al., 1978 ; NYANGERI et al., 1984).

1.4.2. Dissémination

Les tubercules sont le moyen de dissémination privilégié
de la race 3, qui a la propriété de s’y maintenir sous forme
d“infection atente : les tubercules restent d“apparence
saine, et développent des plants visiblement sains, mais eux-
mémes sources d infection latente, tant que les conditions
restent défavorables a 1l expression de la maladie
(essentiellement températures trop basses) (GRAHAM et al.,
1979).




Symptdmes d'une infection de
Beudomonas solanacearum sur tubercule

PLANCHE 1



2 - Diagnostic de la race 3
2.1. Diagnostic de genre at d espéce

Les symptémes sur la partie aérienne des plants de pomme
de terre sont un flétrissement qui débute souvent par une ou
deux feuilles, puls s"étend aux autres, et un Jjaunissement du

feuillage. En coupe, on observe un brunissement des vaisseaux
de la tige.

Les tubercules infectés examinés en coupe transversale
présentent 1le plus souvent un brunissement de 1 anneau
vasculaire, .bien qu'on clte des exceptions pour des souches du
Portugal et du Kenya. En pressant le tubercule coupé en deux,
on observe des exsudats crémeux sortant des vaisseaux infectés
(planche 1). A un stade avancé de la maladie, des exsudats
bactériens apparaissent au niveau des yeux, et le tubercule
finit par pourrir (KELMAN, 1881).

En présence de symptdimes de flétrissement, on peut
réaliser un test trés simple, quli consiste & tremper dans un
verre d'eau 1l extrémité d‘une tige sectionnée ; 1l observation
d‘exsudats bactériens blancs tréds caractéristiques laisse
suspecter la présence de Pseudomonas solanacearum.

2.1.1. Caractéristiques bactériologiques,
physiologiques, biochimigques

Pseudomonas solanacearum est une bactérie asporogéne, en

forme de court bftonnet ; les formes virulentes sont souvent
non flagellées, et non mobiles, contrairement aux formes
avirulentes (KELMAN et HRUSCHKA, 1973). On les distingue sur
milieu de Kelman (enrichi en Tétrachlorure de Tétrazolium)
(Kelman, 1954).

Pseudomonas solanacearum appartient au groupe des
bactéries phytopathogénes Pseudomonas non fluorescents (gram -
oxydase +, vole oxydative d‘utilisation du glucose, Nitrate
réductase +, accumulation de granules de poly-8-
hydroxybutyrate, pas de pigments sur King B).

: Les souches varient pour d autres propriétés biochimiques
et physiologiques (hydrolyse de 1°amidon, de 1la gélatine,
présence d'une Tween estérase...) (HAYWARD, 1983).

2.1.2. Caractéristiques sdrologiques

La relation entre l°espéce et le sérotype est suffisamment
stricte chez Pseudomonas solanacearum pour que la sérologie
qui a l°'avantage d 8tre une méthode rapide, soit'utilisée avec
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un mpinimum de risques d‘erreur (DIGAT et CAMBRA, 1976
ESCUDIE et DIGAT, 1965).

¥

2.2. Tests biochimiques liés & la race 3

2.2.1. Détermination du biovar

Toute souche de race 3 répond égalenment aux
caractéristiques du biovar II, 1l 'inverse n’étant pas toujours
vrai. On ne peut donc se fier & la seule détermination du

biovar pour savoir si une souche appartient & la race 3
(HAYWARD, 1964 ; BUDDENHAGEN, 1985).

Rappelons les caractéristiques des blovars (cf. tableau 2).

Tableau 2 -~ caractéristiques des Biovars

A BIOVAR
Oxydation de I II IIT Iv v
Maltose - + + - +
Lactose - + + - +
Cellobiose - + + - +
Mannitol - - + + +
Sorbitol - - + + -
Dulcitol - - + + -
O + réaction positive

- réaction négative

2.2.2. Dénitrification

D’ aprés HAYWARD (1964), 1les souches de biovar II ne
réalisent pas la dénitrification, c’est-a-dire la production.
de gaz en milieu anaérobie & partir de nitrate, encore appelée
respiration des nitrates (LELLIOTT et STEAD, 1987). Une souche
capable de dénitrification ne peut donc appartenir au biovar
II ; par contre, certaines souches de biovar 1 sont également
incapables de dénitrifier.

Au contraire, SWANEPOEL (1988) observe la dénitrification

d'isolats de Dbiovar 1II, et 1l 'absence de dénitrification
d’isolats de biovars III.

2.2.3. Production de pigment brun diffusible

La production de pigment brun sur milieu enrichli en
tyrosine est citée comme critére de différenciation des races,
essentiellement race 1l/race 2 {cette derniére ns produilsant
aucun pigment) ; la race 3 produit la coloration, mais en
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quantité beaucoup plus falble & 27°C, que les isolats de race

1 (HARRISON, 19681 ; THURSTON, 1963 ,; FRENCH et SEQUEIRA,
1870).

2.2.4. Autres propriétés biochimiques

HAYWARD (1964, 1876) a comparé les quatre biovars pour
beaucoup d autres propriétés biochimiques (résistance a NaCl,
présence d une phosphatase, utilisation de différentes sources
de carbone, etc...);, mais la plus sélective reste
1’utilisation des six carbohydrates (lactose, maltose,
cellobiose, dulcitol, mannitol, sorbitol).

2.3. Taats physiologiques de crolssance 3 température
contrblée in vitro

In vivo, la race 3 est adéptée 4 des températures beaucoup
plus basses que les autres races.

D aprés CIAMPI et SEQUEIRA (1980a), la croissance in vitro
4 basse température ne refléte pas toujours la capacité &
induire des symptOmes A& basse température.

En effet, plusieurs de leurs isolats identifiés comme
étant de race 3 (isolés de pomme de terre et appartenant au
biovar 11), n‘ont pas provogqué de symptdomes lors
d’inoculations & 16°C, alors que leurs taux de croissance a
cette méme température étaient comparables 3 ceux d isoclats de
race 3 virulents.

Ils envisagent cependant une perte de la virulence an
cours de la conservation in vitro.

En fait, de nombreux auteurs signalent des différences de
comportement pour 1la croissance Jin vitro & ‘température
contrdlée, qui permettent une selection nette entre isolats de
race 1 et de race 3.

Les résultats de HARRISON (1961), de THURSTON (1963) et de
HAYWARD (19768), indiquent un optimum de croissance en milieu
de culture solide de 28°C pour les isclats de race 3/biovar II
contre 37°C pour les biovars III et IV (HAYWARD, 18786).

KATAYAMA et KIMURA (1884) indiquent a quelques exceptions
prés, une croissance plus rapide & 16°C de leurs biovars 1II,
gque de leurs biovars IV, en milieu liquide non agité, la
situation étant inversée 3 35°C, tous les isolats provenant de
la méme culﬁyre de pomme de terre.
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2.4. Tests _sérologiques

Nous avons déja souligné la grande spécificité sérologique
de Psesudomonas solanacearum.
D" aprés DIGAT et CAMBRA(19786),

la différenciation des races
de Pseudomonas

solanacearum basée sur la spécificité
sérologique est envisageable, puisque chaque race semble
posséder ses propres caractéres antigéniques, en plus des

caractéres communs & 1 espédce.

SCHAAD et al. (1978) ont pu différencier des races de
Pseudomonas solanacearum au Brésil sur la base des antigénes
membranaires. La sérologie ne semble cependant pas encore
directement applicable au diagnostic de la race.

2.5. Tests tabac

LOZANO et SEQUEIRA (1970) différencient les 3 races par la

néthode d infiltration de feuilles de tabac. Leurs résultats
sont résumés dans le tableau 3.

tableau 3 - teaps et type de réaction seloa la race aprds infiltration de feailles de tabac Nicotisss
tabacen cultivar “Botton Spécial” avec uae suspension de Pseudomosas solamacearss & wae conceatration de
17ordre de 197 1 100 dactérie /al

10312 24 h 36 b 8 h 0 h
A Nécrose brun  |Halo jaune de |Invasion des
Race | noir avec haio Jplus en plus  [tissus vascu-
jaune débutant |net laires voisins
- réaction ~ tissus de 13 zone infiltrée
4 hypersensibi~]zone infiltrée trés since,
lits décolards, net- blanche et
Race 2|~ tissus de 1a |tement diffe- translucide
zone infiltrée |rencids de la
légtresent zone non inocu-
chlorotiques et]lée
translucides
- légére accen-
tuation de la
Décoloration  |[décoloration
Race 3 jaune des - pas ¢’ inva-
seules ones  [sion des tissus
infiltrées voising




2.6. Tests d inoculation A température contrdlée

Nous avons déja signalé que les tests de croissance in
vitro & basse température ne reflédtent pas forcément 1la
capacité A& induire un flétrissement & une telle température;
il est donc indispensable de pratiquer des tests
d "inoculation & différents régimes de température pour
diagnostiquer la race 3, (FRENCH, 1985), sur pomme de terre de
préférence, et sur tomate. '

2.7. Gamme 4 hétes
U .

La race 3 ne fait théoriquement flétrir que la pomme de
terre, la tomate, la tomate arbuste et gquelques Solanacées non
cultivées, ainsi que 1l aubergine en conditions artificielles.

Le flétrissement d’autres plantes en inoculations
artificielles peut donc faire suspecter une erreur de
diagnostic. Cependant, la méthode d’inoculation intervient
également. D’aprés FRENCH (1979), LALLMAHOMED et RICAUD
(1978), 1l 'inoculation par piqire dans la tige & travers une
goutte de suspension (WINSTEAD et KELMAN, 1852) est trop
sévére, et provoque des flétrissements sur des plantes non

hétes en conditions naturelles. Par contre, FAHY et HAYWARD
(1983) la recommandent.

3 - Lutte
3.1. Lutte génétique

L 'espéce Solanum phureja, cultivée dans les Andes, et
notamment en Colombie a probablement évolué avec la race 3, et
c'est d'elle qu'on a pu tirer la résistance la plus efficace.
Cette résistance a été intégrée & 5. tuberosum, dans un
programme initié en 1967 par ROWE et SEQUEIRA, A& 1l Université
du Wisconsin, travail ensuite poursuivi au CIP, au Pérou
(BUDDENHAGEN, 1985 ; SCHMIEDICHE, 1985).

Parallélement, on a introduit dans la sélection les génes
de l°espéce sauvage S. demissum, codant pour la résistance &

Phytophthora infestans, autre probléme majeur de la pomme de
terre (SCHMIEDICHE, 1885).

La résistance chez S. phureja est un caractére dominant,
facilement transmissible., Peu- de génes, sans doute trols ou
quatre, conférent la résistance a une souche de
P. solanacearum. Par contre, i1 semble que beaucoup de génes
solent nécessaires pour 1l extension du spectre de résistance a
plusieurs souches. C’est pourquoi les programmes de sélection
se sont heurtés a des pertes de résistance, lorsque leurs




clones étailent confrontés a de nouveaux isolats (phénoméne qui
s‘est manifesté aussi bien pour la race 1 que pour la race 3)

(SEQUEIRA et ROWE, 1969 ; TORRES et al., 1985 ; FRENCH et DE
LINDO, 1982).

Cette résistance n'est pas absolue. Elle diminue beaucoup
en présence de nématodes des racines (JATALA et al., 1882).
Mais elle s"effondre également lorsque ces clones,
sélectionnés en conditions tempérées, sont testés en 2zone
tropicale, & haute température et faible intensité lumineuse
(THURSTON, 1976 ; FRERCH et DE LINDO, 1882).

C’est pourquoi le CIP & utilisé A partir de 1980 un clone
sélectionné & 1 °AVRDC, adapté & 1la chaleur, et dont les
sources de résistance ont été tirées de deux espédces sauvages,
S. raphanifolium et S. chacoense (SCHMIEDICHE, 1985).

Plus récemment, le CIP s 'est orienté vers un élargissement
du spectre de résistance, principalement basé sur le caractére
polygénique de 1la résistance chez les espéces de Solanum
sauvages, contrairement au cas de S. phureja ol elle repose
sur un petit nombre de génes majeurs. De nouvelles sources de
rédsistance ont été tirées de trois espéces différentes,
S. sparsipilum, S. chaccense, et S. microdontum (SCHMIEDICHE,
1685), la premiére codant également pour la résistance aux
nématodes des racines (Meloidogyne spp.) (MARTIN, 1978). Ces
nouvelles sources ont été combindes A celles issues de
8. phureja, et la population obtenue a été testée A la folis
contre les races 1 et 3, les deux pouvant cohabiter & moyenne
altitude (SCHMIEDICHE, 1985 ; FRENCH, 1986).

CIAMPI et SEQUEIRA (1980b) ont également montré 1°absence
totale d'infection des +tubercules, chez un c¢lone dont 1la
résistance est 1ssue de §. phureja. 11 existerdit donc des
g4nes codant pour la résistance aux infections latentes, et
qui pourralent 8tre inclus dans les programmes de sélection.

JATALA et al. (1975) ont montré que des taux élevés de
résistance a Meloldogyne incognita et a Pseudomonas
solanacearum étaient souvent associés,

Toujours selon JATALA et al. (1982), il est plus simple de
procéder & un premier criblage variétal pour la résistance au
nématode, puls parmi les variétés retenues, & un second
criblage pour la résistance & Pseudomonas solanacearum.

3.2. Dtilisation de matériel sain : détection des
infections latentes

I1 faut s assurer du bon état sanitaire des semences
utilisées, car la possibilité d 'infections latentes est le
principal danger dans la dissémination de la race 3 sur de
tréds vastes zones, méme si théoriquement une région ou 1la
bactérie a été détectée doit étre mise en quarantaline pour la




production et 1l exportation de semences. Mais les agriculteurs
n‘ont pas toujours les moyens de se procurer des semences
garanties saines. C’est notamment le cas de La Réunion.

Les infections latentes peuvent 8tre détectées en incubant
les tubercules deux & trois semaines & 30°C et sous forte
humidité (MARTIN et FRENCH, 1885).

CIAMPI et SEQUEIRA (1980) désinfectent les tubercules en
surface, puis prélévent au hasard des petites tranches qu’ils
mettent & incuber 24 h a4 28°C, dans un milieu 1liquide. Ils
étalent ensuite deux anses de la suspension sur milieu de
Kelman (KELMAN, 1854) et aprés 48 h &4 28°C observent la
présence ou non de colonles de Pseudomonas solanacearun.

JANSE (1988) propose une méthode basée sur le marquage par
anticorps en immunofluorescence indirecte, les résultats
positifs étant confirmés par un test de pouvoir pathogéne sur
tomate. La technique, réalisée sur des échantillons de 200
tubercules, sur lesquels on préléve de petits fragments de
taille définie, dans la zone du “"talon” (zone d insertion du
stolon) permet de détecter de 102 &4 104 bact/ml.

3.3. Rotations et jachéres

D'aprés AUTRIQUE (1982) qui a comparéd les effets de
différentes cultures (mais, haricot, pois, blé) en rotation
avec la pomme de terre ainsi que les effets d'une Jjachére, en
présence de race 3, c’est plus la perturbation amenée par la
rotation, que 'la nature de 1la culture qui importe. Il
préconise deux ans de rotation ou de jachére avant une
nouvelle culture de pomme de terre sur un sol contaminé.

Par ailleurs, pour éviter la dispersion 1locale de 1la
bactérie des racines d'une plante malade vers une plante
saine, 11 espace les plants d°1l m et pratique un buttage

séparé pour chaque plant : le nombre de plants flétris passe
ainsi de 47 % a4 1,9 %.

D aprés SHAMSUDDIN et al. (1978), une Jjachére nue ou
enherbéde d'un an et demi n"a gquasiment aucun effet sur le taux
de contamination par la race 3, alors qu’une rotation avec un
mélange ray-grass, dactyle et tréfle a, pour la méme durée, un
effet trés fgvorable. En revanche au bout de deux ans et demi,
l’effet de ces différentes rotations est identique, la
bactérie n’étant plus décelable par une culture de pomme de
terre sensible.

HARRIS (1978), sur les hauts plateaux du Kenya, préconise
une rotation d’au moins deux ans, avec un paturage ou une
culture non hoéte.




ié6

Finalement, d aprés FRENCH (1979), il est possible de
contréler le flétrissement des pommes de terre provoqué par la
race 3, en combinant la résistance variétale avec différents

facteurs réduisant 1 inoculum, essentliellement des rotations
d‘au moins deux ans.
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ETUDE DES TITSOLATS DE FPSEUDOMONAS
SOLANACFARUM SUR POMME DE TERRE
CULTIVEE EN ALTITUDE

L°ile de La Réunion est située dans 1°0Océan Indien, par
55°30 de longitude et 21° de latitude Sud, & 800 km & 1 Est de
Madagascar (fig.l).

Elle est constituée d'une zone littorale assez é&troite, et
de deux massifs volcaniques accolés, séparés par des plaines
de haute altitude (1 000 & 1 700 m).

Le climat, de type tropical, présente deux saisons :

- 1"hiver, de mai a& novembre, ou les températures moyennes

du mois le plus frais (aoiGt) varient entre 20 et 22°C a
basse altitude,

- 1°é6té,. de décembre a avril, salson chaude et humide, ou
les températures moyennes du mois le plus chaud varient
entre 26 et 28°C & basse altitude.

En altitude, le climat devient plus tempéré :@: température
plus fraiche, pluviométrie plus abondante.

Dans les précédentes études sur le flétrissement bactérien
&4 La Réunion, seule la race 1 est signalée, et les isolats
sont surtout de biovar IIl, guelques-uns de biovar I ou IV. La
gamme d 'hétes répertoriés est relativement restreinte

Anthurium x andreanum {anthurium), Arachis hypogaea
(arachide), Capsicum annuum (poivron), (. frutescens (piment
oiseaux), Lycopersicum esculentum (tomate), Pelargonium 7

capitatum x radens ou graveolens (géranium rosat type "rosé"),
Phaseoclus vulgaris (haricot), Solanum melongena (aubergine),
Solanum tuberosum (pomme de terre), Strelitzia reginae (oiseau
de paradis). Aucun symptdme n’avait été observé au dela de
1000 m.

Cette année, pour la premiére fois, du flétrissement a été
signalé en altitude, a 1600 m, dans wune 2zone ou les
températures moyennes pour la période de culture ont varié de
15,7°C (en avril) & 17,8°C (en Jjanvier);les températures
moyennes minimales ont été de 11°C en avril, de 13,7°C en
Janvier,les températures moyennes maximales de 20,2°C en
avril, de 21,9°C en janvier.

Nous avons donc effectué des prélévements de plants et de
tubercules de pomme de terre infectés, dans les champs A
1600m, et également dans les zones de plus basse altitude ol
du flétrissement sur pomme de terre est signalé chaque année
(localisation et altitude des prélévements : tableau 4, 2).
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1 - Matériels et méthodes
1.1. Diagnostic de genre et d espéce

1.1.1. Isolement, culture, conservation

Les tiges des plants prélevés sont sectionnées, on observe
les exsudats bactériens par le test du verre d’ eau.

La section de la tige est désinfectée, et de fines coupes
de tissus vasculaires, effectudées dans les zones présentant
une couleur brunfitre anormale, sont mises 3 exsuder 15 & 30 mn
dans quelques cm3 d eau stérile (JENKINS et KELMAN, 1876).

Une goutte de la suspension ainsi obtenue est ensuite
étalée en trois secteurs, sur milieu de Kelman en boite de
Pétri (annexe 3). Aprés 48 h d'incubation & 27°C, on choisit,
d aprés 1 aspect (muqueux blanchétre & centre rosé), trois ou

quatre colonles de type virulent qui sont repigquées
séparément.

Pour la conservation, et notamment le maintien de 1la
virulence (KELMAN et JENSEN, 1851), les souches sont repiquées
sur milieu de PYDAC (Annexe 3), puls aprés 48 h de croissance,
recouvertes d huile de paraffine stérile. Elles sont également
mises en suspension dans de petites ampoules d eau stérile ;
maintenues & 10-15"C, elles se conservent ainsi un 3 deux ans,

et sont facilement disponibles pour les tests ultérieurs (SLY,
1983).

1.1.2. Tests biochimiques

- Gram & la potasse {(d aprés RYU, 1938 in SUSLOW et
al.,1982)

- Formation d inclusions de Poly-B-hydroxybutyrate (OSTLE
et HOLT, 1982)

- Présmnce d’une cytochrome C oxydase (disques imprégnés
de réactifs de Kovacs)

- Métabolisme du glucose sur milieu Hugh et Leifson
(GARDAN ET LUISETTI,1983)

- Réduction des nitrates sur milieu EPN (GARDAN et
LUISETTI, 1983) '

~ Formation de pigments fluorescents sur milieu de King B
(GARDAN ET LUISETTI,1983).
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1.1.3. Tests sérologiques

- Agglutinatlion sérologique en plague de microtitration
{Annexe 6)

- Immunofluorescence indirecte (LELLIOTT et STEAD, 1987).
Le sérum a été préparé sur lapin en 1987 au laboratoire
de 1°"IRAT & Saint-Plerre, 4 partir d'une souche

réunionnaise de Pseudomonas solanacearum.

1.1.4. Test d hypersensibilité sur tabac

L infiltration des feuilles de tabac & une concentration
de 1l ordre de 108 bact/ml est systématiquement faite pour
confirmer le pouvoir pathogéne des souches.

1.1.5. Autres tests biochimiques

D autres tests ont été réalisés d aprés GARDAN et LUISETTI
(1983), pour évaluer 1 homogénéité des caractéristigues
biochimiques au sein des isolats:

- présence d une arginine dihydrolase,

~ hydrolyse de 1l amidon,

- hydrolyse de la gélatine, en boite de Pétri (technique
de Frazier) et en culot,

- mise en évidence d'une Tween estérase dans un milieu au
Tween 80.

1.2. Tests biochimiques de diagnostic race 3/biovar 11
1.2.1. Détermination du biovar

Elle est réalisée selon la méthode de HAYWARD (1964,
1976). Le milieu de base (milieu ARJ modifié, annexe 4) est
dispensé en tubes.

On y ajoute les six carbohydrates (dulcitel, mannitol,
sorbitol, cellobiose, maltose, lactose) dont on étudie
l1"oxydation, plus deux sucres témoins dont on est sir qu’ils
sont oxydés : glucose et saccharose.

Les tubes sont ensemencés avec 50 ul d'une suspension
bactérienne, préparée & partir d'une culture sur milieu de
Kelman de 24 h.

Huit tubes témoins non ensemencés sont également préparés
avec chacun des huit carbohydrates. Le tout est réalisé en
double.
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Le virage de la couleur des milieux est suivi pendant 21
Jours, & raison d'une lecture tous les 2 jours.

Pour la plupart des souches, les tests ont été réalisés
deux ou trois fois.

1.2.2. Dénitrification

Cette propriété est étudiée selon la méthode de STANIER et
al. (1968) (FAHY et HAYWARD, 1983).

Les bactéries sont précultivées sur le milieu (annexe 5)
24 & 48 h, puis on ensemence par 50 ul de suspension a 108
bact/ml environ, que 1l°on fait descendre dans 1le milieu
ramolli (40°C) en faisant rouler le tube entre les paumes des
mains (on évite ainsi 1l introduction d oxygéne).

1.2.3. Production de pigments sur milieu enrichl en
Tyrosine

Le milieu, préparé selon HAYWARD (1964) (annexe b5) est
dispensé en tubes, en pente.

Le milieu ensemencé est inoculé & 27°C, et la production
de pigment est sulvie une & deux fols par jour pendant sept
Jours.

1.3. Tests physiologiques de croissance Jdn vitro A&
température contrblée

1.83.1. Sur milleu solide

4 souches de biovar II : PdT 7-6, PdT 7-8, Pd4dT 12-2, P4AT
186-1 ; 3 souches de biovar III : Pd4dT 9-3, Pd4T 9-5, An 5, sont
ensemencées sur milieu de Kelman par dépdt de 4 spots, par
boite, de B0 ul de suspension diluée & 102 bact./ml , cecl
répé&té sur trois boites par souche. Les boites sont mises &
incuber a4 10°C, 15°C, 27°C, 37°C.

1.3.2. En milieu liquide

La croissance est suivie par la densité bactérienne
mesurée gquotidiennement & 1l aide d"un colorimétre, & 530 nm.

Les souches sont repiquées sur milieu de Kelman sans
Tetrachlorure de Tetrazolium (pour éviter la coloration rose
qul modifierait la mesure de la densité).

3 souches de biovar II : P4AT 7-7, PAT 12-4, PdT 7-8 ; 3
souches de bilovar III : P4AT 9-5, AnS5, T 30 sont ensemencées
par 50 ul de suspension, & environ 105 bact/ml, par tube de




milieu liquide LP (annexe 3).
Les tubes sont mis & incuber a 27°C et 37°C.

1.4. Test d infiltration de feuilles de tabac

2 souches de biovar II : PdAT 7-6, PdT 7-8

; 2 souches de
biovar III : An3, Pd4dT 9-3, sont inoculées.

Etant donné qu’il s agit d ‘observer une réaction
qualitative, ainsi qu’un délai d’apparition des symptémes, il
parait nécessaire de s affranchir des interférences possibles
avec les stades de développement des feuilles.

Chaque demi-feuille de tabac est inoculée avec une souche,
sur deux espaces internervaires s la demi-feuille
correspondante est inoculée avec une autre souche. Un espace
internervaire par feullle est inoculé & 1'eau stérile
(témoin).

Toutes les combinaisons possibles entre souches sont
réalisées. Chaque combinaison est répétée trois fols, pour
trois stadestde feuilles, et & chaque fois sur un plant de
tabac différent.

Nous utilisons une variété locale de tabac, "IRA Bourbon".

1.5. Inoculations A Température contrdlée

Les essais sont réalisés en chambre climatique, a
température et hygrométrie contrdlées, et sulvis sur
thermohygrogramme.

Les plants de tomates et de pomme de terre sont semés et
mis A& pousser sous serre-tunnel pendant quatre semaines en
semis direct dans un mélange (annexe 7), en pot individuel.
Ils sont transférés dans la chambre climatique deux Jjours
avant 1 inoculation. ‘ ‘

La technique d’inoculation employée est 1 insertion dans
la tige d’un embout de micropipette contenant 50 pl de
suspension bactérienne (d aprés LUM, non publié, in BOWMAN et
SEQUEIRA, 1982). L embout est laissé en place jusqu’'a totale
absorption de la suspension par la tige, soit environ 12 h.

L inoculum est préparé & partir de cultures de 24 h sur
milieu de Kelman et ajusté & une concentration de 1l°ordre de
108 bact/ml.




2 souches de biovar II : PdT 7-7 et PdT 7-8 , 1 souche de
biovar III : T 30, sont inoculées.

20 plants de tomate et 20 plants de pomme de terre sont
inoculés par souche.

2 plants de tomate et 2 plants de pomme de terre sont
inoculés 4 1 eau stérile (témoin). :

La température de la chambre climatique varie entre 18°C
(nuit) et 20°C (jour). L hygrométrie entre 90 % (nuit) et 80 %
(Jour). Le choix de 1la température s‘est fait d aprés 1la
littérature, les données climatiques de la zone d'origine des
souches n’étant pas encore disponibles.

L incidence de la maladie est sulvie par comptage du
nombre de plants flétris.

Des isolements d’un ou deux plants flétris sont faits pour
chaque souche, ainsi que la vérification du Dbiovar de
l"isolat.

1.6. Gamme _d hétes

Parallélement a 1°“expérience précédente, nous avons
inoculé des plants d’arachide. Cette espéce a étéd choisie
parce qu‘elle est sensible & 1la race 1, et qu’elle

n’appartient pas aux Solanacées (famille dans laquelle ont été
recensés les hdtes de la race 3).

20 plants sont inoculés par la méme technique
(micropipette dans la tige), avec les trois souches déja
utilisées (PdT 7-7, PdT 7-8, T 30), ainsi que deux plants
inoculés 4 1°eau stérile (témoin). Ces plants sont conservés
en chambre climatique.

2 - Résultats

2.1. Caractéristigues biochimiques et physiologigues des
souches isolées

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 4.

2.2, Iﬁan&_nhyﬁinlngigues._demmmmémnm
contrilée in vitro

2.2.1. En milieu solide

x A 2?‘Cﬁ“aprés 60 h d’incubation, toutes les souches ont
bien poussé ; on différencle cependant assez nettement les



colonies, au point de vue coloration et taille (planche 2).

Souches PdT 7-8/PdT 7-8/PdT 12-2/P4T 12-4/PdT 16-1:
les colonies sont blanc crémeux elles font environ
1 a3 mnm.

Souches P4T 9-3/PdT 8-5/An5 : les colonies sont
blanc crémeux & centre rose, elles font environ 3
4 5 mm.

Souche PdT 15-2 : 1l aspect est le méme que pour les
souches PdT 9-3, 9-5 et An 5, mais les colonies
sont plus petites, elles font 2 & 3 mm.

- '

*x A 37°C, aprés 60 h d incubation, les colonies n ont pas
1 aspect typique (blanc crémeux & contour irrégulier et centre
rosé) des souches virulentes de Pseudomonas solanacearum ;
elles sont au contraire parfaitement rondes.

Souches P4AT 7-6/PdT 7-8/PdT 12-2/P4dT 12-4/PdT 16-1:
les colonies sont minuscules (diamétre < 0,5 mm),
en téte d épingle, blanc translucide, & peine
visibles.

Souches P4T 9-3/PdT 9-5/An 5/PdT 15-2 : les
colonies ont environ 1 mm de diamétre et sont
. rouges (planche 2).

x A 15°C, ce n"est qu'au bout d 'une semaine que nous avons
obsarvé un début de croissance. Toutes les souches ont poussé,
avec une avance de un & deux Jjours pour les souches de biovar
1I. :

x A 10°C, aucune souche n"a poussé.

2.2.2. En milieu liguide
Les résultats sont illustrés par les figures 2 et 3.
2.3. Test d'infiltration de feuilles de tabac

Les délais d’apparition des symptdmes sont homogénes pour
une méme souche, indépendamment du niveau de la feuille, du
plant de tabac, et de la souche inoculée sur la demi-feuille
correspondante. Le +type de réaction, au niveau taille et
contour des nécroses, est assez irrégulier selon le niveau de
la feuille (qui se +traduit par 1°épaisseur de 1 épiderme,
etc...), phénoméne que l'on ressentait déja 4 1l infiltration,
plus ou moins aisée selon les cas (planche 3) (tableau 5).
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2 - Croissance a 60 h d'une souche de biovar III (PdT 9-3)
et d'une souche de biovar II (PAdT 7-8) sur milieu
solide & une température de 37°C

PLANCHE 2



€ FHONVId

1 - Symptdmes 3 12 h aprés infiltration ' 2 - Symptdmes 3 60 h aprés infiltration
d'une feuille de tabac avec une souche d'une feullle de tabac avec une souche
de biovar III (An3} et une souche de de biovar III (An3)} et une souche de

biovar II (pPdT 7-8) biovar II (PdT 7-8)




Tableau § :

N
~

Infiltration de feuilles de tabac avec différentes souches

DELAT D"APPARITION DES STNPTOMES

Souche

12 b

1

{48 b

60 b

Pdt 9-3
et
bn 3

début d’effon-
drenent des
tissus de
toute la zone
infiltrée
couleur gris/
verditre

nécrose brun/
vert de toute
1a zone infil-
trée

nécrose brune

nécrose brune

PdT 7-8
et
Pdt 7-8

début d effon-
drement des
tissus, par
taches.Couleur
gris/verditre
ne couvrant
pas toute la
tone infiltrée

nécrose brun/
vert s éten-
dant irrégu-
1idrement sur
1a zone infil-
trée (coales-
cence)

nécrose brune
en aélange
avec des
plages jauni-
tres
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2.4. Inoculations A température contrdlée

Les résultats sont illustrés par les figures 4 et 5,et
fournis en annexe (tableau 6, annexe 8).

Les biovars des souches inoculées ont été confirmés aprés
les réisolements, qul ont tous été positifs pour les tomates
et les pommes de terre flétries testées.

2.5. Gamme d ' hltes

Environ 25 Jjours aprés 1 inoculation, 3 plants d arachide
ont flétrli avec la souche T30, 4 plants avec la souche P4T 7-

7, 4 plants avec la souche PdT 7-8 ainsi qu’un plant inoculéd &
1l esau.

Les réisolements faits sur les plants inoculés avec des
bactéries ont tous été positifs, et 1 °étude des Dbiovars a
permis de retrouver les caractéristiques d’origine. Rien n’'a
été isolé du plant témoin flétri.

3 - Diacussion
3.1. Tests biochimiquas

Toutes les souches 1so0lées de tubercules ou de plants
récoltés a4 1 600 m sont de biovar II, ainsi qu’'une souche
isolée a 1 100 m, d aprés les tests d oxydation des sucres.

Certains de nos isolats de biovar II ont été incapables de
dénitrifier, aucun trouble n’est apparu dans le milieu en
anadrobie, méme au-deld d'une semaine d’incubation. Mais
d autres en ont été capables, résultat en contradiction avec
ceux d HAYWARD (1964).

J1 est possible que la technique ait été mal maitrisée, en
particulier au niveau de 1 ensemencement du milieu, ol 1l°on
doit éviter toute introduction d oxygéne.

Par ailleurs, la plupart des auteurs identifient les
biovars uniquement sur la base de 1 oxydation des six sucres,
et ne réalisent pas le test de dénitrification ; on ne peut
donc affirmer que tout biovar II, de n'importe quelle origine
géographique est incapable de dénitrifier. Ainsi, SWANEPOEL
(1988) en Afrique du Sud, qui étudie des souches de biovar II
isolées de pomme de terre ot de blovar III iscolées de tomate
et de tabac, obtient une dénitrification pour un seul de ces
isolats (alors que d aprés HAYWARD (1976), toute souche de
biovar III dénitrifie), et il s agit d'un isolat de biovar II.
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Nous avons donc considéré que la capacité A& dénitrifier,
observée pour beaucoup de nos souches, ne nous interdisait pas
de les classer en blovar II.

Le testO9de production de pigment brun sur tyrosine n’est
pas discriminant pour nos isolats. Il ne l'est pas non plus
pour ceux de SWANEPOEL (1888). Nous avions déja souligné qu’il
permet surtout de différencier la race 2, des deux autres.

Les caractéristiques des 1solats se sont révélés homogénes
pour les autres tests biochimiques, dont 1 éventall n’était

pas trés large ; ce n ' étalt pas le principal objectif de notre
travail.

3.2. Crolssances in vitro & température contrdlée

3.2.1. Sur milleu solide

Nous pouvons séparer nos isclats en deux groupes quant aux
délais de crolilssance et 4 1 aspect des colonies ; ces deux
groupes correspondent au classement en biovars.

Contrairement & ce qu'en dit HAYWARD (1876), 37°C ne
semble pas la température optimale de croissance de nos
biovars 111, qui, cependant poussent nettement mieux A& cette
température que ceux de blovar II. A 27°C, le léger avantage
du biovar III sur 1le biovar II est en accord avec les
résultats de HAYWARD (1878). ~ . .

La croissance & 15°C des deux biovars , avec un avantage
du biovar II sur le biovar 1III, est en accord avec les
résultats de KATAYAMA et KIMURA (1984), qui sont beaucoup
moins catégoriques dans leurs optimums de croissance pour les
deux biovars, que HAYWARD (1876) ; 1ils observent les mémes
tendances parmi leurs 1solats, selon le biovar, que celles que
nous obtenons.

Aucune de nos souches n'a poussé & 10°C. Mais il faut
signaler qu'd cette température, nous n’avons pu éviter un
envahissement du milieu par des champignons.

3.2.2. En milieu illquide

Les résultats sont cohérents avec ceux obtenus sur milieu
solide. On différencie 1la encore deux tendances, correspondant
aux deux blovars.

A 27°C, les taux de cruissance sont comparables.
L“expérience & 37°C a malheureusement &té interrompue par une
coupure de courant quli a fait chuter la température a 25°C
pendant environ six heures ; 1 appareil étant endommagé, le
test n“a pa é€tre recommencé, C'est sans doute ce qui explique
la reprise de croissance pour toutes les souches au sixiéme
Jour. Mais il reste visible que 37°C n’'est pas 1l optimum de
croissance de nos 1isolats de bilovar III, méme sl1 1 avantage
sur ceux de bilovar Il est net.




Ce résultat n’est peut-étre pas étonnant, si 1 on
considére les zones d’origine de nos souches de biovar III.
Les températures moyennes qul y régnent sont beaucoup moins
fraiches qu'a 1 600 m, mails cependant moins élevées que sur le
littoral, ol nous avons déJja cité des températures moyennes en
é&té de 26 & 28°C. Nos souches de biovar I1I isolées de pomme
de terre sont donc peut-&tre adaptées & des conditions
d environnement moins chaudes que les 1isclats d Australie
étudiés par HAYWARD (1976).

3.3. Tests d infiltration de feuillea de tabac

Nous n"obtenons pas les réactions décrites par LOZANO et
SEQUEIRA (1970) : pour nos lsclats de biovar II1Il/race 1, pas
de halo Jjaune, pas d envahissement des tissus ; les symptdmes
sont nets dés 12 h° aprés infiltration, Dbeaucoup plus
semblables & ceux que ces auteurs observent pour la race 2, et
se rapprochant donc d“une relation d hypersensibiliteé.

Ce résultat n'est peut-&tre pas surprenant si 1°on
considére que les souches de race 1 & La Réunion ne sont pas

pathogénes sur tabac, contrairement & celles utilisées par
LOZANO et SEQUEIRA.

La réaction obtenue avec nos souches de blovar II est plus
brutale que celle qu'ils ont décrite pour la race 3, pulsque
nous obtenons un affaissement et une nécrose des tissus, et
non un simple Jaunlssement. Les symptdmes sont intermédiaires
entre ceux qu’ils observent pour la race 3, et ceux gque nous
obtenons pour la race 1. s

Cependant, nous différencions nettement deux types de
réactions parmi nos souches, en accord la& aussi avec le
classement en blovars.

3.4. Inoculations A température contrélée

Les deux souches de biovar II ont été beaucoup plus
agressives sgr la pomme de terre, que la souche de bilovar III.

Une premiére hypothése pour expliquer ce résultat est que
les 1isolats de biovar II se montrent plus agressifs a une
température de 18-20°C, que 1°isolat de biovar II1I. Cela se
~manifeste & la fols par une période de latence beaucoup plus

courte et une proportion de plants flétris beaucoup plus
élevée (plus du double).

Mais les résultats sur tomate semblent contredire cette
hypothése, puisque 1les trols souches se sont montrées
quasiment aussi agressives & cette méme température de 18-20°,
On observe cependant des écarts de trols & quatre plants
fl16tris en moins avec 1la souche T30, mais 1 absence de
dispositif statistique (effectifs et disposition de 1 essal),
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ne permet pas de conclure 3 une dlfférence significative.

Une seconde hypothése serailt une plus grande affinité des
isclats de biovar II pour la pomme de terre, contralrement &
l1a souche 1iso0lée de tomate. Mais ces mémes isolats de biovar

II se sont montrés aussil agressifs sur tomate, que la souche
T30. '

En fait, la variété de +tomate utilisée a sans doute
beaucoup Jouéd sur ces résultats, du fait de =a sensibilité
élevée au flétrissement bactérien.

Finalement, les différences observées entre les souches de
blovar I1 et la souche de bilovar III résultent sans doute a la
fois d'une adaptation & une gamme de température plus

fraiche, et d'une grande affinité pour la pomme de terre, chez
les i=zclats de biovar 1I.

3.5. Gamme 4" h8tes

D'aprés la littérature, le flétrissement de 1 arachide
seralt une contre-indication pour le diagnostic de la race 3.
Mals plusieurs remarques s imposent

- le flétrissement est survenu pour trois plants seulement
par souche, ST

- 11 a eu lijeu au-delad du vingtiéme Jour apras
inoculation,

~ on a employé une méthode d inoculation réputée violente;
rappelons qu’elle est méme contre-indiquée par FRENCH (19879),
LALLMAHOMED et RICAUD (1978),

- certains des plants ont, de toute évidence, souffert
d'un défaut d’arrosage en fin d’expérience, puisqu’un des
plants témoins est mort probablement de sécheresse, aucun
agent pathogéne n"ayant été iscolé ; Or les symptdmes des deux
phénoménes, flétrissement Tbactérien et =sécheresse, sont
similaires.
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Le réisolement de Pseudomonas solanacearum a partir des
plants inoculés qui ont flétri ne contredit pas forcément
1 "hypothése de mort par sécheresse ; en effet, 11 a été
souvent observé des taux de multiplication élevés de
Pseudomonas solanacearum dans des plantes non hdtes ( PERSLEY,
1985). Remarquons par ailleurs que des plants d arachides
inoculés aves la souche T30, et conservés sous serre-tunnel
munie d'un arrosage automatique, n"ont jamais flétri.

Rappelons enfin que le flétrissement de 1 arachide avec
une souche de biovar 1II, et diagnostiqué de race 3, a été

obtenu lors d une expérience d inoculation artificielle par
ERINLE (1976).

4 - Conclusion de 1l étude des isolats de Pseudomonas
solapacearum sur pomme de terre en altitude

Les souches isolées a La Réunion vers 1 600 m sont de
biovar II. Celles 1isolées sur pomme de terre & plus basse

altitude sont de biovar III (& 1°exception d'un isolat de
biovar II & 1100 m).

Par ailleurs, les tests in vitro A& température contrdlée,
et les tests d'infiltration de feuilles de tabac ont permis de
nettement différencier deux groupes parmi nos 1isolats, qui
systématiquement correspondent & la distinction en biovars.

Rien n’'indique qu‘il y ait une corrélation entre la
capacité ou 1 incapacité & oxyder une gamme de carbohydrates,
et le taux de croissance a certaines températures, ou les

synptdmes sur feullles de tabac. Les inoculations a
températures contrdlée tendent a4 différencier les deux mémes
groupes. I1 semble donc gqu'on puisse conclure A& une

distinction de nos isolats en race 1 et 3, sur la base des
observations décrites dans la littérature, et plus ou moins
confirmées dans nos études.

Cependant, 1l expérience décisive aurait sans doute dii étre

1l inoculation des plants & température contrdlée. 11 est

indispensable de 1la réaliser & nouveau, & une gamme de

tenpérature choisie d'aprés les données climatiques des lieux
de prélévement, & savoir une moyenne de 15°C.

’ Cette expérience doit également étre menée & une

température de 1l ordre de 25°C reflétant les conditions qui

régnent dans les champs de basse et moyenne altitude & La
Réunion.

La conjonction des deux essais devrait permettre de cerner
les dangers que représentent ces souches de biovar II pour la
culture de pomme de terre, et notamment 1la production de
semences, mais également le danger potentiel pour la tomate en
cas d’'introduction de ces souches a4 basse altitude. En effet,
en hiver, 1les attaques par les souches de Pseudomonas
solanacearum jusqu’alors identifiées étaient faibles, du fait
de la baisse des températures moyennes, qui par contre ne
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serait pas un obstacle pour les isolats de biovar 1I.

Il faut également refaire 1l inoculation d'arachides, d’'une
part avec la méme technique, d autre part, par un trempage des
racines dans une suspension bactérienne, technique que
plusieurs auteurs jugent plus adéquate aux tests de pouvoir
pathogéne, parce que plus proche des conditions naturelles
d‘infestation par FPseudomonas solanacearumn.

Ces expériences n'ont pu étre renouvelées dans le cadre du
stage, la chambre climatique étant utilisée pour d autres

*

études menées & la station.

Au vu de nos résultats, 11 y a déjad lieu de préconiser
1 introduction d autres cultures, en rotation, dans les 2zones
d altitude ou Jusqu'd présent les agriculteurs pratiquaient
une monoculture de pomme de terre. Plusieurs cultures sont
envisageables, parmi lesquelles le mais fourrage ou des
padturages pourraient convenir aux conditions des hautes

prlaines & La Réunion, qui sont essentiellement consacrées A&
1"élevage bovin.

La production de semences de pomme de terre, dans les
zones oi » les conditions thermiques empéchaient le
flétrissement bactérien causé par la race 1, est compromise
par 1l apparition de la race 3. Cette production doit @&tre
stoppée dans les champs oQ Pseudomonas solanacearum a 6té
isolé. Elle reste nécessaire pour la période de culture ou les
semences d importation ne sont pas disponibles, et peut étre
poursuivie dans les champs apparemment non contaminéds. Mais

les tubercules récoltés devront faire 1°objet d un contréle
sanitaire.

Dans cet objectif, le laboratoire de 1 IRAT A Saint-Pierre
initie la mise au point d’un test de dépistage des infections
latentes, basé sur la sérologie en immunofluoresence.




ETUDE BIBLIOGRAFPHIQUE PRELIMINATRE A
LA MISE AU POINT D UN TEST DK
L"AGRESSIVITE DES SOUCHES DE
FPSEUDOMONAS SOLANACEARUM

LLes rapports des principaux organismes qui pratiquent la
sélection variétale pour la résistance au flétrissement
bactérien, sur tomate ou sur pomme de terre, (AVRDC a Taiwan,
CIP au Pérou), exposent les méthodes d’inoculations employées;
mais 1ils ne contiennent aucun renseignement sur le choix de
l1°isolat inoculé.

Pourtant, de nombreux auteurs signalent 1l existence de
différences d agressivitéd au sein d’isolats de Pseudomonas
solanacearum (KELMAN et PERSON, 1961 ; LUM et KELMAN, 1881 ;
BOWMAN et SEQUEIRA, 1982), et le rdle que cela a pu jouer dans
l1°'effondrement de la résistance de certains clones, confrontés
aux souches présentes dans une zone différente de celle ou ils
avaient été sélectionnés (FRENCH, 1978 ; FRENCH et DE LINDO,
1982 ; BUDDENHAGEN, 1985).

Ainsi, BOWMAN et SEQUEIRA (1982), recommandent le tri des

isolats les plus agressifs, avant de débuter un programme de
sélection variétale.

La mise au point d'un test qui aboutirait & ce tri
nécessite de cerner les composantes de 1 agressivité, ainsi
que les facteurs & prendre en compte pour 1l évaluer. On pourra
ensulte faire le choix de techniques d“études. Celles
permettant d apprécier des différences quantitatives de
résistance variétale devralient étre applicables & 1 évaluation
de différences d agressivité (WELZ, 1987).

1 - MWE&LW&W
selanacearum

Nous employons les termes de virulence et d agressivité
tels qu’ils sont définis par VAN DER PLANK (1868).

~ Un isolat de Pseudomonas solanacearum sera dit virulent
s°i1 est capable de provoquer 1le flétrissement d un héte
sensible, il s’"agit d’un phénoméne qualitatif (manifestation
ou non de la maladie) ; une souche avirulente a perdu 1la
capacité a4 faire flétrir un héte sensible,

- un isolat sera dit plus agressif qu‘un autre s°il
provogque un flétrissement plus sévére ; il s agit alors d’un
phénoméne quantitatif (niveau de maladie provoqué).




Les souches de Pseudomonas solanacearum perdent trés
facilement leur virulence en milieu de culture. L intérét du
milieu de Kelman (1854) est de permettre la distinction entre
les colonies virulentes et avirulentes. D aprés AVERRE et
KELMAN (1963), 1la présence de bactéries avirulentes ne se
traduit par une réduction du taux final de flétrissement, que
si elles représentent plus de 50 % de 1°inoculum ; en
revanche, 1 évolution dans le temps de 1l ' index de
flétrissement est modifiée.

HUSAIN et KELMAN (1958) parlent de mutants avirulents,
mals également des mutants faiblement agressifs, (sans par
ailleurs Jjustifier cette appréciation quantitative), les deux
étant issus d une méme souche. L éventualité que les souches
perdent de leur agressivité au cours de la conservation est un
argument supplémentaire pour la mise au point d'un test de
mesure d agressivité. Cependant 1la& aussi, HUSAIN et KELMAN
différencient nettement 1 aspect des colonies, celles des
mutants avirulents comme celles des mutants faiblement
agressifs.

11 semble donc possible de s affranchir de ce risque par
le choix des colonies sur milieu de Kelman, 1lors de la
préparation de 1 inoculum.

2 - Evaluation de 1 agressivité

Plusieurs +théories ont été proposées pour expliquer
1°induction du flétrissement (HUSAIN et KELMAN, 1958 ;
BUDDENHAGEN et KELMAN, 1964 ; SEQUEIRA, 1964). Dans tous les
cas, 11 y a invasion du systéme vasculaire par multiplication
de la bactérie, conduisant & un affalblissement des mouvements
d eau.

J1 ne semble pas y avoir eu d’'étude, d aprés la
littérature ,sur la liaison &éventuelle entre 1 agressivité et
les capacités in vitro des souches de Pseudomonas solanacearum
(rapidité de croissance, tallle des colonies,...) comme cela
se falt pour les champignons par exemple (WELZ, 1887).

CIAMPI et SEQUEIRA (1980b) font 1la corrélation entre
1l agressivité des souches et la vitesse de multiplication et
de migration dans les tissus de 1 'héte. Ils les mesurent par
des coupes & différentes hauteurs dans des tiges de plants de
pomme de terre inoculés & intervalles de temps variables.

D aprés BOWMAN et SEQUEIRA (1982) qui ont réalisé le méme
type d expériences, les interactions - souche x hauteur dans
la tige x temps nécessaire pour atteindre cette hauteur -
sont surtout significatives pour 1la comparaison souche
virulente et avirulente. En effet, entre les deux souches
virulentes qu’ils étudient, la moins agressive atteint plus
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rapidement la hauteur maximale, méme si la plus agressive est
présente en quantité légérement supérieure et semble plus apte
a poursuivre 1l invasion des tissus (le taux de multiplication
de la bactérie la moins agressive ayant atteint un palier).

Par allleurs, BOWMAN et SEQUEIRA (1982), LUM et KELMAN
(1981), mettent en évidence des différences d agressivité
entre souches par 1°évaluation des symptdmes externes. Cette
mesure peut se faire par une proportion de plants flétris
(deux réponses possibles, plant malade ou plant sain), ou par
l“échelle de notation de WINSTEAD et KELMAN (1952)

pas de symptdmes
:pl feuille partiellement flétrie

2 ou 3 feuilles flétries

toutes les feuilles flétries & 1 exception des Z ou 3
du somnmet
! toutes les feuilles flétries

mort.

O b WO

La premiére méthode offre moins de précision, mais est
plus facile pour de grands effectifs.

On peut également envisager que le délai d apparition des
premiers symptdmes, autrement dit la période de latence, soit
une composante de 1 agressivité. MEW et HO (1976) 1 ont
comparée pour des variétés possédant différents niveaux de
tolérance ; 1ils obtiennent, pour un méme isolat inoculé, des
périocdes de latence variant de six & dix sept Jjours pour les
variétés résistantes, de quatre & sept Jjours pour les variétés
sensibles. )

Au niveau tolérance variétale, ce critére ne senmble donc
pas sélectif. Mais cela n’exclut pas qu’il soit applicable a
la discrimination des niveaux d agressivité de différentes
souches, inoculées & une méme variété.

3 - Méthodes applicables & 1 étude de 1 agressivité

Par méthode d inoculation, nous entendons & la fols 1la
technique proprement dite, et la concentration de 1 inoculum.

Il s’agit icl d’un tour d horizon des méthodes employées
pour le criblage variétal, dont nous estimons qu’'elles
pourront é&tre utilisées pour 1°évaluation des différences
d agressivité.




3.1. Inoculations dans la tige

La méthode classique d inoculation dans la tige est celle
décrite par WINSTEAD et KELMAN (1852) : ils piquent dans la
tige 4 l’aide d’'une aiguille stérilisée & travers une goutte
de suspension bactérienne placée & 1l aisselle de la seconde ou
troisiéme feuille bien développée A& partir de 1l apex, sur des
plants de quatre a cing semaines.

BOWMAN et SEQUEIRA (1982) inoculent au moyen d’une
micropipette contenant 20 pl d inoculum, insérée en diagonale
dans la tige, & 1l aisselle d’'une feuille (d aprés LUM, non
publié). D autres utilisent la méme méthode avec 50 pul
d inoculum (HE et al., 1983 ; AVRDC, 1984).

3.2. Imqulatiénsm.,pwax..lﬁs-.J:ac.i.nes.

WINSTEAD et KELMAN (1952) blessent les racines des plants
gés de 4 4 5 semaines, en enfongant un scalpel dans la terre
jusqu’ad environ 4 cm, sur un c¢6té de la plante ; puis ils
versent 10 ml de suspension dans la zone de blessure.

La méme méthode est reprise par différents auteurs, en
variant la profondeur des trous et le volume de suspension
versé (HARRISON, 1961 ; KESHWAL, 1976 ; LALLMAHOMED, 1976...).

WINSTEAD et KELMAN (1952) pratiquent un trempage des
racines dan une suspension bactérienne (temps de trempage non
précisé). KESHWAL (1976) réalise un trempage d une heure, des
raclnes de tomates &gées de 45 Jjours : il obtient 100 % de
mortalité.

© |
3.3. Comparalson des technigues

WINSTEAD et KELMAN (1952) obtiennent des résultats
similalres entre 1l inoculation par les racines et par la tige,
pour des variétés de tomates sensibles. En revanche, la
technique d“inoculation par la tige provoque un flétrissement
beaucoup plus important que par les racines, pour des variétés
résistantes. Ils attribuent cette différence & 1 introduction
directe des bactéries dans le xyléme par la piqire, d ol une

extension et wune multiplication rapide dans le systéme
vasculaire.

LALLMAHOMED et RICAUD (1978) estiment que 1l inoculation
par la tige est une méthode trop violente qui conduit a des
interprétations erronées de la virulence de certaines souches,
opinion partagée par d autres auteurs (FRENCH, 1879).
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3.4. Concentration bactérienne de 1 inoculum

D aprés WINSTEAD et KELMAN (1852), MEW et HO (1976), la
concentration de 1 inoculum joue peu dans 1 inoculation de
variétés sensibles.

Par contre, ERCOLANI (1976), BOWMAN et SEQUEIRA (1982)
insistent sur 1’importance de la concentration pour
1’inoculation de variétés moyennemnent résistantes. Une
inoculation & une concentration de 1 ordre de 107 & 108 bact/ml
(méthode classique) est trop sévére pour permettre de déceler

des différences de niveau de tolérance. Ces auteurs
conseillent la méthode de 1 "infectivity titrations” : les
inocula couvrent toute une gamme de concentrations
bactériennes, de 5,8.10-1 a 1,2.108 bact/plante. Les

inoculations sont réalisées dans la tige, par micropipette.
Pour chaque variété testée, on calcule la valeur de 1 ED5SO0,
définle comme la concentration bactérienne d’un isolat donné,
nécessaire pour le flétrissement de 50 % de la population.

Réciproquement, BOWMAN et SEQUEIRA calculent 1°ED50 pour
chaque isolat, définie comme la concentration nécessaire pour
le flétrissement de 50 % de la population d'une variété de
tomate donnée, 1ls classent ainsi les isolats selon leur
agressivité.

L~ AVRDC (1984) utilise également, cette méthode
d’ "infectivity titrations” pour 1 °évaluation de la tolérance
des variétés de tomates, en inoculation par les racines ; la
discrimination des niveaux moyens de résistance est moins
nette qu'en inoculation par la tige. :




) Plusieurs facteurs, dont certains ont é&té abordés dans
1°étude bibliographique, vont intervenir dans la mesure de
1 agressivité des souches :

- s1 la variété de tomate utilisée dans le test a un
niveau de résistance trop faible ou au contraire trop élevé,

elle risque de ne permettre aucune différenciation
d agressivité des souchss,

-~ de méme, le stade auquel on inocule 1les plants
intervient, la résistance augmentant avec 1 &ge (sauf pour les
variétés trés sensibles (WINSTEAD et KELMAN, 1952)),

- une méthode d inoculation trop violente risque de
provoquer systématiquement le flétrissement des plants, mé&me
pour les souches les moins agressives ; rappelons que le choix
de la méthode d’'inoculation comprend & la fois la technique
proprement dite (dans 1la tige, par piqGre A& la seringue
hypodermique ou par micropipette, par les racines), et la
concentration bactérienne de 1 inoculum,

- les différences d agressivité peuvent &tre évaluées par
une proportion de plants flétris, une notation des symptdmes de
flétrissement, ou éventuellement la mesure de la période de
latence,

- le traitement statistique des données est important
car nous risguons peut-étre d observer des différences
d agressivité relativement falbles parmi nos isclats (méme si

elles sont suffisantes pour Jjustifier un tri préalable au
criblage variétal), .

- les facteurs de 1l environnement Jjouent beaucoup sur
1l ‘expression du flétrissement, notamment la température et
l intensité lumineuse ; une élévation de température et une

baisse d'intensité lumlineuse entrainent une augmentation du
flétrissement.

Nous allons devoir prendre en compte ces différents
facteurs, 1 objectif étant la mise au point d’un test

suffisamment rapide et faclle & mettre en oeuvre, pour 8&tre
répété chagque annéde avant les essails de criblage variétal.

Nous avons procédé par étapes, en établissant ou en
modifiant les protocoles de nos expérimentations au fur et a
mesure de 1l obtention des résultats.

Nous avons donc choisi de présenter chacune de ces étapes
successivement, tant au niveau des méthodes que des résultats
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et des conclusions, présentation la plus fidéle & notre
démarche.

Les &essals ont été réalisés sous serre-tunnel en
plastique. L hygrométrie et la température ont &té& suivies par
thermohygrographe sous abri météo.

1 - Essal n’1 : comparalson des variétés pour différentes
souches inoculées

Nous avons inoculé +trois souches différentes & trois
variétés, dans 1°idée de choisir la variété qui refléterait le
mieux les différences d agressivité entre souches, en étant
conscients pour cette premiédre tentative, que nous n’étions
pas dans des conditions, au niveau méthode d°inoculation,
permettant de déceler des différences, et que nos trois
souches auralent peut-é&tre des niveau d agressivité trop
proches pour étre différenciés.

ko)

1.1. Matériels et méthodes

Nous avons comparé trois variétés, déja testées au champ
lors des criblages variétaux:

- variété Roma, niveau de résistance faible,
- variété MST 32-1, niveau de résistance moyen & élevé,
- variété Caralbo, niveau de résistance élevé,

La technique choisie est 1 inoculation par micropipette,
dans la tige, 1 avantage étant le contrdle précis du volunme
d inoculum introduit (technigue de LUM, non publié, in BOWMAN
et SEQUEIRA, 1882). La nmicroplipette est laissée en place
Jusqu’a absorption de tout le volume inoculé.

Les trois souches utilisées proviennent de trois hdtes
différents ; ¢ 'étalt en effet le seul critdre de choix
possible A priori.

Pour ce premier essal, nous n’'avons pas travalllé & une
échelle permettant un trailtement statistique des données ; 11
s agissait seulement d une premiére approche.

30 plants de chacune des trois variétés ont été inoculés
avec 50 ul d'une suspension & 107 bact/ml, pour chacune des
trois souches : souche T30, isolée de tomate, souche An4,
isoclée d'Anthurium, souche PdT9-3, 1solée de pomme de terre.
Par aillleurs, 30 plants ont été inoculés & 1l°eau stérile pour
chacune des trols variétés (témoins).

La technique d’inoculation cholslie nécessite des plants
ayant au moins quatre & cinq semaines : 1ils ont été semés,
puis repiqués individuellement & deux semaines, dans un
mélange de terre, sable, pouzzolane et terreau (annexe 7).

L irrigation est assurée par microaspersion, & raison de
quatre arrosages de 5 mn par Jjour.
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Pour cet essai, les températures ont varié de 12°C
(moyennes des minima) & 29°C (moyenne des maxima) avec une
moyenne d environ 20°C. L humidité relative a varié de 50 %
(Jour) & 95 % (nuit).

Résultats

Deavant la difficulté ~ de suivre 1"évolution du
flétrissement par la notation selon 1 échelle de WINSTEAD et
KELMAN (1852), nous avons préféré relever le nombre de plants
atteints, en principe quotidiennement.

En effet, les conditions d environnement, trés variables
sous la serre-tunnel, occasionnaient certains Jours un
flétrissement brutal gagnant raplidement la plante entiére.

Par ailleurs, nous avons di traiter contre de trés fortes
attaques de mildiou (Phytophthora infestans). Les traltements
hebdomadaires 4 1 Acylon F (20 % Metalaxyl, 40 % Folpel) ont
stoppé 1 attaque, mals un certain nombre de plants a é&té
perdu.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 7 (annexe 8)
et les figures 6,7,8.

1.3. Discussion

LL’essal a &té fortement perturbé par 1l attagque de mildiou;
le nombre de plants morts a été relevé sans distinguer 1la
cause -flétrissement bactérien ou mildiou- et les lectures
n‘ont pu commencer gue le quatorziéme jour.

Les variétés Caraibo et MST 32-1 semblent avoir
particulidrement socuffert du mildiou, la proportion de plants
mports étant comparable entre 1les témoins et 1les plants
inoculés, et élevée pour les deux, ce qul souligne en contre-
partie le peu d'incidence du flétrissement bactérien sur ces
deux variétés,

Ainsil, le nombre de plants morts se stablilise aprés que
1 'attaque de mildiou ait é&té stoppée,

La variété Roma semble au contralre avoir peu souffert du
mildiou 31 1°on 3 en référe aux plants teémoins.

Ces différences de réaction face & 1°attaque de mildiou
entre les trols variétés viennent en grande partie de 1la
disposition spatiale des plants sous la serre-tunnel.

Malgré le retard pris dans les lectures (le flétrissement
commence en général dés la premiére semaine), les résultats
pour la variété Roma mettent en évidence une proportion de
plants morts®plus faible avec la souche T30 qu'avec les deux
autres souches, mais surtout une période de latence beaucoup
plus importante : au quatorziéme Jjour, seulement guatre plants
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sont morts avec la souche T30, contre respectivement 21 et 22
avec les souches PdT 9-3 et An 4.

La variété Roma, malgré sa sensibilité A& Pseudomonas
solanacearum, semble donc permettre une discrimination de
1 agressivité des souches dans les conditions de
1‘expérimentation. Dans des conditions de température plus
élevée, elle aurait sans doute été trop sensible,.

2 - 338 "2 : comparalson des variétés selon la
concentration
de 1 inoculum

Pour des impératifs de temps, sans attendre les résultats
de 1l°essai n”1, nous avons parallélement comparé les trois
variétés Roma, MST 32-1 et CaraYbo, pour une méme souche
inoculée & différentes concentrations.

En effet, nous avons déja souligné 1 importance que notre
variété ne solt ni trop résistante, ni trop sensible.

Or, les seules appréciations dont nous disposons sont les
résultats au champ. Dans 1le cadre d°'un criblage variétal,
céux-cl sont suffisants, pulsqu’on ne cherche pas & déceler
1l existence d'un certain niveau de tolérance, méme faible,
mals plutdét la capacité d une variété & fournir des rendements
satisfaisants en présence de la maladie. Par contre, ces
appréciations des niveaux de tolérance ne sont pas assez fines
pour nous permettre de choisir une variété appropriée & notre
test. ‘ -

En nous inspirant de la méthode d "infectivity titrations"”
{cf. paragraphe 3.4. de 1l°étude bibliographique), nous avons
cherché & nuancer nos connalssances sur le niveau de tolérance
des troils variétés, notre choix se portant alors sur celle qui
refléterait le mieux les différences de concentration de
1 inoculum. ‘

2.1. HMatérlels et méthodes

La technigue d inoculation, la condulte des semis et des
replquages, l°irrigation, les températures et humiditeé
relative sont les mémes que dans l'essail n*l. 30 plants de
chacune des trois variétés ont été inoculés avec la souche
T30, aux concentrations de 104, 105, 10¢, 107, 10¢ bact/ml.

Les plants témoins étaient communs avec ceux de 1°essai
n"1l.

2.2. Résultats

Les résultats sont rassemblés dans le tadbleau 8 (annexel0)
et les figures 9,10,11.
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2.3. Discussion

L essal n*2 a subi les mémes perturbations dues au mildiou
que 1l'essal n"1,notamment pour les variétés Caraibo et MST 32-
1 dont les résultats sont difficilement exploitables.

Cependant, quelle que soit la concentration, le nombre de
plants morts s’est, 1l& aussi, stabilisé aprés 1l attaque de
mildiou, pour les deux variétés Caraibo et MST 32-1.

Aucune des deux n’a, semble-t-1il, reflété les différences
de concentration de 1 inoculum. ‘

Les résultats pour la variété Roma, qui, rappelons-le, a
assez peu souffert du mildiou, semblent par contre refléter
des différences de concentration. Le résultat pour 1la
concentration de 108 bact/ml est aberrant et peut étre diG & un
défaut dans la préparation de 1 inoculum. Par ailleurs, les
résultats sont sans doute bialsés par les différences
d exposition au mildiou, qui ont malgré tout Joué également
pour cette variété.

Les conclusions restent cependant celles de 1 essai n"1.
La variété Roma, réputée sensible d aprés les résultats au
champ, a cependant un niveau de tolérance & Pseudomonas
solanacearum suffisant, dans les conditions d’environnement ol
nous travaillons, pour que la concentration de 1 inoculum se
traduise sur le taux de flétrissement.

Les variétés Caralibo et MST 32-1 ont par contre un niveau
de résistance trop élevé ; la molndre résistance de MST 32-1
par rapport & Caraibo, observée au champ, n apparait pas dans
les conditions hivernales, méme si la température est en
moyenne plusmélevée sous la serre-tunnel qu’a 1l extérieur.

3 - Essal n”3 : amélioratlion de la technlique d inoculation

Rous avens constaté, lors des deux premiers essais, que la
blessure .occasionnée par 1 insertion de 1 embout conduisait a

une pourriture de la tige qui risquait de fausser les
résultats,

Il semblait beaucoup trop fastidieux d “envisager
1l application d'un cicatrisant sur chaque Dblessure, ce que
font BOWMAN et SEQUEIRA (1982), lorsqu’ils pratiquent
1l inoculation par micropipette.

L utilisation de plants plus 8&gés, donc ayant une tige
plus épaisse, permettrait 1 insertion de 1 embout plus haut
dans la tige et diminuerait les risques de pourriture ; mais
les délais en seraient augmentés, Nous avons préféré
expérimenter une autre technique.
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Les trols mémes variétés ont & nouveau été testées, malgreé
les résultals des deux premiers essals, pour permettre
éventuellement une comparaison des deux techniques en fonction
du niveau de sensibllité au flétrissement bactérien.

3.1. Matériels et méthodes

Nous avons essayé la méthode d inoculation par trempage
des racines dans la suspension bactérienne. WINSTEAD et KELMAN

{(1952) utilisent cette technigque sur des plants de quatre
semalnes.

Par soucl de gain de temps, et de simplification des
manipulations, nous avons effectué le trempage de plants de
deux semaines, au stade du repiquage, ce qul a permis de
réaliser simultanément les deux opérations.

L effectlf des plants était trés limité car nous courions
le risque que le Jeune 8ge des plants les rende beaucoup trop
senslibles au flétrissement bactérien ; tous les exemples de
techniques d’inoculation trouvés dans la littérature
concernent des plants d au moins quatre semaines.

La technique d arrosage est la méme. Les tenmpératures ont
varié de 13°C (nult, moyenne des minima) a 28°C (Jour, moyenne
des maxima) avec une moyenne de 21°C, et 1 'humidité relative
de 45 (jour) & 95 % (nuit).

Les plants ont été traités préventivement contre le
mildiou dés un stade suffisamment développé pour supporter le
traltement, vers deux semaines.

10 plants de chacune des trois variétés ont été inoculés
pour chaque temps de trempage, 5 et 15 mn, avec la souche And.

10 plants ont été trempés 10 mn dans 1l eau stérile pour
chaque varlété (témoin).

3.2. Résultats

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 9 (annexell)
et les filgures 12,13,14.

3.3. Discussion

Cet essal confirme que les variétés MST 32-1 et Caralbo
ont un nlveau de résistance trop élevé pour qu’elles solent
utilisées : 2 plants seulement sont morts pour chacune des
deux variétés, le septiéme Jour, et i1l n'y a ensulte aucune
évolution en fonction du temps.

En revanche, 1la proportion de plants flétris avec la
variété Roma évolue avec le temps. Conformément & ce qu’on
pouvait prévoir, elle est plus élevée pour le temps de




trempage de 15 mn. Malgré 1le Jeune &ge des plants, le
flétrissement ne semble pas trop brutal.

Cette technique d inoculation, qui a 1l avantage d éviter
de blesser les tiges et permet un gain de temps d environ deux
semaines, semble donc intéressante.

4 - Essal n"4 _: choix de la concentration bactérienne de
1l inoculum

Nous avons choisi une variété et une technique
d " inoculation. Il nous faut maintenant établir si 1la
concentration de 1l inoculum & une importance significative
dans nos conditions d'expérimentation, et dans 1°affirmative,
cerner la dose autour de laquelle une variation de 1la
concentration a 1le plus d incidence sur 1le flétrissement.
Ainsi, une dose trop falble risquerait de faire +trés peu
évoluer la proportion de plants flétris en fonction du temps ;
une dose trop forte risquerait de tuer rapldement un grand
nombre de plants. Dans ces deux cas extrémes, la technique ne

serait pas assez sensible pour permettre d apprécier des
différences g‘agressivité.

Nous avons réalisé dans cette optique, un premier essail
qul a été totalement perdu. Les plants ont souffert dés la
levée d'une forte attagque de mildiou, d'o0t des pertes
importantes malgré les traitements, et des plants en mauvais
état au repiquage. L inoculation a malgré tout été réalisée ,
mais les plants ont alors subl 1l attaque d une bactériose
folialre (peut-&tre Pseudomonas syringae pv. tomato), qul n'a
pu étre stoppée parce que d autres essals conduits sous la
aerre-tunnel interdisalient tout traitement au culvre,

Nous avons donc décidé de changer la technique d arrosage,
particuliérement propice au développement de maladlies
foliaires.

4.1. Matériels et méthodes

L arrosage est maintenant réalisé par trempage des pots
tous les deux ou trois Jjours.

Les semis sont réalisés en barquette, les repiquages en
petits pots (par groupe de six petits pots solidaires) : cela

permet un gain de place, et d 'homogénéité au sein d°une
- parcelle de plants, :

Les températures pour cet essal ont varié en'moyenne de
14°C (moyenne des minima) & 31°C (moyenne des maxima), avec

une moyenne de 22°C, et 1 ' humidité relative de 40 %X (Jjour) &
g5 ¥ (nuit). :

Ne travaillant plus que sur une variété, nous avons pu
passer & une échelle d’'effectifs permettant un traitement
statistique des données (utilisation du logiclel
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Tableau 10 : Test de Newman Keuls de classement des
traitements en groupes homogédnes, repérés
par une méme lettre

Jours aprés inoculation
Concentration 8 18 19
(bact/ml)

107 A A A
108 AB A A

105 B B B

104 C ' B B

102 D C C
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STATITCF).L essal a été réalisé selon un plan de randomisation
totale, le nombre de répétitions choisi pour un risque de
premiére espéce de 5 %, et une puissance de test de 85 %.

Dans chaque répétition, 30 plants de la variété Roma sont
inoculés par trempage de 10 mn avec la souche An4 pour chacune
des concentrations : 103, 104, 105, 106, 107 bact/ml. Il y a b
- répétitions.

30 plants sont trempés 10 mn dans de 1°eau stérile
(témoins).

4.2. Résultats

La figure 15 représente 1 évolution du flétrissement en
fonction du temps, pour toutes .les concentrations de
1 inoculum.

Cette approche graphique nous a permis de sélectionner
plusieurs dates pour lesquelles nous avons testé 1 hypothése
d'égalité des cing traitements -donc de non influence de la
dose- par une analyse de variance.

Les résultats des analyses de variance sont résumés ci-
dessous

- les histogrammes des résidus répondent aux caractéres de
normalité pour les sept dates,

- le test de Bartlett d"égalité des variances résiduelles
intratrailtements nous condult & ne pas tenir compte des
résultats de 1l analyse pour les dates 10, 11, 12 et 21 jours
aprés inoculation,

- l1"analyse de variance aux dates 8,V18 et 19 Jjours aprés

~inoculation indique des différences trés significatives entre
traitements,

- le test de Newman-Keuls permet le classement des
traltements en groupes homogénes (tableau 10).

A partir de ces résultats, nous avons réalisé une analyse
graphique du taux de flétrissement en fonction de 1la

concentration exprimée en échelle logarithmique, & une date
donnée : figures 16, 17, 18.

4.3. Discussion

Hous aurions pu tester 1 " hypothése d égalité des
traltements pour chaque date, mais la figure 9 nous a permis
de nous orienter sur les dates ol nous risquions & priori le
plus de mettre en évidence un effet significatif de la dose.

I1 n“eat pas certain que cet effet se fasse ressentir tout
au long de 1l évolution de la maladie. Mais s8°i1l Joue sur un
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certaln laps de temps, 1l est important que notre méthode
d inoculation en tienne compte.

Les variances résiduelles intratraitements trop
importantes pour 1les dates 10, 11, 12 et 21 Jjours aprés
inoculations ne signifient pas qu’il n'y a pas influence de la

dose a ces dates, mals nos conditions d expérimentation ne
nous autorisent pas & conclure.

L analyse graphique au 8éme jour (fig. 16) ne permet pas

le choix de la dose, la pente de la courbe étant quasiment la
méme pour toutes les concentrations.

Par contre, pour les courbes des 18éme et 182me Jjours

(fig.17 et 1B), la pente la plus forte est obtenue a la
concentration de 104 bact/ml.

C’est donc la dose autour de laquelle une variation de

concentration se reflétera le plus fortement par une variation
du nombre de plants flétris.

Par alilleurs, le test de Newman Keuls a montré
1 homogénéité des traitements 104 et 105 bact/ml.

Cela confirme les résultats qui apparaissalent dés la
figure 9. Aux doses 107 et 108 bact/ml, le nombre de plants
flétris atteint dés le 10éme Jour une valeur élevée, et varie
peu ensuite, quant & la concentration 103 bact/ml, elle
provoque trés peu de flétrissements. A ces doses, notre
méthode d inoculation risque de ne pas étre assez sensible.

Il semble donc intéressant pour notre test, d 'utiliser une
concentration comprise entre 104 et 105 bact/ml, doses quil
font flétrir les plants de facon sensible et progressive.

5 - Conclusion

Nous n’"avons pas eu le temps de mener & bien la mise au

point d'un test de 1 agressivité des souches de Pseudomonas
solanacearum.

Notre recherche a été trés succinte. Nous avons comparé

ssulement deux techniques d inoculation trés différentes 1 une
de 1 autre,.

Par ailleurs, la possibilité d utiliser la variété Roma,
pourtant réputée trés sensible au flétrissement Dbactérien,
vient satGrement de ce que nous avons réalisé nos expériences a

la =saison la plus fraiche et donc la plus défavorable & la
maladie.

Cependant, les différents problémes que nous avons
rencontrés, en particulier les attaques de mildiou et de
bactériose foliaire, et les décisions qu’ils nous ont amenés A

prendre, font partie des étapes préalables indispensables &
une étude de ce type.
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Nos résultats ouvrent malgré tout la perspaective
d'utiliser une technique d inoculation qul présente plusieurs
avantages. Elle est assez facile a mettre en oeuvre -beaucoup
moins fastidieuse qu’une inoculation par micropipette- méme
sur des effectifs de plants importants. Elle permet un gain de
temps notable, d-une part parce que les deux opérations de
repiquage et d’inoculation se font simultanément, d'autre part
parce qu’elle est réalisée sur des Plants de deux semaines. Le
dernier essail a permis de cerner une dose d inoculation.

Il resterait éventuellement & cholsir un temps de trempage
optimal , en étant conscient qQu il est difficile, sur de
grands effectifs, de travailler avec des temps trés précis,
pour des questions pratiques de manipulation des plants.

La derniére étape serait évidemment de tester un certain
nombre des.. souches en collection a4 la station par cette
méthode, afin de conclure A son efficacité,

La démarche serait d‘inoculer a environ 5.104 bact/ml, en
trempage des racines de plants de 2 semaines, plusieurs
souches, puis de suivre 1l évolution du flétrissement en
fonction du temps pour chaque souche et de tester a quelques
dates 1 hypotheése d égalité des traitements, donc
d’'agressivité des souches, par une analyse de variance. Le
test de Newman-Keuls permettrait alors de les classer.



ANNEXES



Annexe 1

LISTE DES PAYS HEBERGEANT P. solanacearum

Map No. 138 Edition 5

Host key: A

AFRICA .
gerla (C, 11:608; Kelman, 32:671]
Angola [A, 29:355; C,E, 47, 3400

Canary Isl, [A, EPPO Cond. 1960, 41:57; considered free

from pathogen, G, M. Suarez in lilt. Apr, 1975}
Egypt [A, 45, 1490)
Ethlopia [A, Rep. Inst, Agric, Res., Addis Ababa,
1973-74: C, Solanum melongena, R, D, Slewarl
In titt, ; £, 13:585; D, 52,

Gabon [C,7486, 1041
Kenya [A, 38:449; C, 31:138: 42:297; E, 5
Libya [D, 43, 967; E, 10:715)

Malagnsy Rapublic
£, 3,710|
Mnlawl (A, 38, 685; n, C
MnumluaIA, M, 113; B, 38:373;

* 32:614; 33:059; 38:057]
Morocco [C, 13:63; E, Itieuf, 10:08)
Moznimbinue (A, C, de Carvalho, 30:391|
Nigeria (A, C.1'. Nows 1063 (1)1, U, Ibid 10(2): 32,
C, 49, 1570; D, E, 46, 1943
Reunlon (A, Roger, 40:272; C, 46, 1179; E,

capltatum [n utt, |
RhodeslalA. 5l:175; B, J35:508
20:143, See also 30:79 for alt hosts|

Rodrlquez 1s, [A, C. Wlehe, 28:172)

Ruanda & Burundi [A, B, C, 39:491|

Senegal D, 48, 576; E, Jaubert, 34:345|

Seychelles [B, 51, 31010; C in lilt, lo J. F,
Feb, 1989 —

Slerra Leone [A, B, C, 7D, E, Delghlon, 15:7]

Somalla (E, 13:585|

South Afrlca (A, 24:49; 34:52; B, 6:143; C, 24:49;
268:301; 35:402; E, 27:172; Doldge et al
42:729

Tanzanla LA, 27:333; C, 24:422; E, Kelman, 32:471;
28:245)"

3, 96|

= potato B a tobacco C = Snlanaceae olher than 2 before D

[A, B, C, E, Dadant ot al,, 40:405; .

y E, Wicha, 34:540; D, 55,
C, 30:657; E, 20:351;

Pelargonium

v C, 27117, E, 27:117;

Bradbury,

oy 34:305;

= Musaceae E = Other hosts
Uganda [A, In L, : B, C, E, 58, 18]

Upper VoltaTI8 1469

Zalre [A, 37 447; D, 36, 309; C, 39, 494]

Zanbia [A, €, E, Riley, 26:3; 39!750} B, 44, 85|
ASIA

Bangladesh [C, 22:228)

Drunet [C, 12:658]

Durma [A, 6:398; B, 45, 21781)

Cambodla (C, Llizenberper el al,, 41:641)

China (A, 45, 2441; B, 40:764: C, Kelman, 32:671;
Wang, 25:525; E, 45, 2441

Hong Kong (C, E, 48, 2857|

Indla {A, genernl with crop, Mundkur, 20:032: 8:201;
24:430; 206:440; 574 24800 30:214; n,
(Mynore) 34:517; (Punjab) 16:659; C, (Uengal) 20:230;
D, (W. Bengal) 48, 220; E, (W. Bengal) 19, 2495)

Indonesia ((Celeves) A, 17:162;: B, 1:327: (Java) A, 30:188:
D, 20:125; C, 0:390: E, 14:153; 17:162; 34:340, 6172,
(Sumntra) A, 8:225; B, 17:832; c, 5:053; E, 4:319;
5:74; 14:152; 17:301; 20:4186; 28:169; (w, Irlan)
C, E, 22:540|

[ran [E, 52, 2544

Israel (A, C, 10:14; A, 28:79]

Japan [A, B, C, Kelman, 32:671: C, 33:576;
many records by Fujioka, 32:728)
Korea (B, E, T:121; Kelman, 32:671; C, 52, 1801)

Lebanon [B, 49, 2395]
Malaysia [{(W) A, C, 39:531: B, 15:78; C, 29:12; 7D,
33:524; E, 232:367; ginger In UL,

and many records
by Thompson & Johnston, 343578, (Sabah) B, C,E,
Johnston, 40:151;

D, Wlillams & Llu Plhytopath,
Pan. 19, 1976) '

Phlllppines [A, Kelman, 32:671; B, 15:80; C, 2:281;
18:370; D, 49, 3579; E, 2:281; 5:671j

Srl Lanka [A, B, 15:180; B, 13:78; C, 14:140;
21:66; E, Anon., 15:632]

J40n|

1944,

E, 20:9 and

19:064;

Map No, 138 Editlon 5 {conld,)

Tatwan (B, 26:422; ¢, 17:309; D, 45,
Thalland (B, C, 43, 965; D, 45, '3508]
Turkey (B, 38:396, around Maras only|
USBR (Slberia) [E, 45, 3320] :
Vistnam (A, 42:208; B, 14:128: D, Q. News!, ri,
Prot, Comm, §,E, Asla & Pac. 1535 TITTE, 48,

1328; E, 27:450)

USTRALASIA & OCEANIA

raiia , 1123; B, 32:175; 37:133; C,
18:09; 34:285; D delete record, Walker in 111,
1971; (Qd) A, 33:209; C, 20:62; E, 319:1T
417, 280; {NT) C, 47, 3844; E, 50, 1142; (Viet,)
A, 28:538; 33:507; C, 54, 53489; (s, Aust,)
A, B, C, 53, 1839; (W, Auat,) A, Kelman, 32;
a7t; B, 42:148; C, 22:503]

FIp [A, C, 37:208; B, 18:198; E, 45, 840

Guam [C, 84, 303)

Hawall [A, B, E, Parris, 19:432;
C, 32:343; E, €3 181)

Now Zealand [A, (6:641

Papua New Guinea [B, C, 43, 968|

Sanloa (W) [C, 45, 048; 54, 4406)

Tahitt (48, 1469

UROPE
of many doubtul records see Kelman, 32:671 and
“ister EPPO reports)
Bulg;rh (B, C, E, 47, 23504)
Cyprus [A, Qeorghloy & Papadopoulos, 31:1}
Grence (A, 37:078)
llalI[A E, Kelman
Poland (74, 41:37,
Porlugal {A, 29:581;
‘A, 48, 1400)
Runt‘nnh[‘M, 41:57; B, 46, 1409)
USSR ((Astrakhan) C, 10:493; (Krasnodar, Ukralne)
E, 18:780; 43, 625]

Keiman, 32:071;

y 33:671; B, 37:421; C,
B, 41, 898; .5, 41:568|
C, Kelman,“32:071; (Madelra)

19:582|

NOR'T!l AMERICA
anada [{Ont,) C, 48, 3383]
Moxico [A, C, 55, 5647; E, 49, 3740]
USA [(S., E. & Central States) A, B, C, E, Agrie,
landb, USDA 185, 1800 (40:511); Keiman
HX) 0 .) D, 40:51)]

CENTRAL, AMERICA L WEST INDIES
oala Micx (A, JUHATT, b, aT4wy; C, o, E,
Buddenhngen, 40:235; D, 40:551|
Cuba (A, 51, 4761; B, C, Kelman, 32:871;
Domlnlca (A, 51, 3250; C, 34:84)
Domlnican Republic l,A, 49, 2396; B
C, 51, 4761; D, 19:158|
French Antllles [A, B, C, E, 34:518}
Uuadeloupe (A, C, 48, 1470; D, Kelman, 32:671)
Guatemala [A, C, D, 49, 3185; E, 49, 3140)
Haltl [D, Kelinan, 32, 671; 53, 2317)
Monduras [C, 49, 3740; D, 40:851)
Jamalea (C, D, C.E. llenry In lit, |
Marlintque [A, C, 48, 1470]
Nlcaragua [C, D, 49, 3140|
Fanamna (A, C, 49, 3740; B, 38:162; D, 40:551]
Puerto Rico [A, 11:29; B, C, Kelman, 32:671
Salvador {A, C, Ketman, 33:871: D, 49, 1140
St. Lucla [A, 49, 2396; C, 51, 4781
Sl. Vincent (C, Kelman, 32:071]
Trinidad [A, 49, 2398; 'C, 20:64; D, 40:551)

D, 52, 3993)

» Ketman, J2:671;

'SOUTH AMERICA
razll {A, J1:243, 314; B
28:135; 40:13; D,
5:191, 1972
Colombla [A, 29:528;
1445]
French Gulana [C, 46, 2314|

+C, E, Robbs, 35:152: C,
Rev, Soc. Brasll, Fllopat,
B, C, D, E, 48, J020; D, 4§,
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Map No, 138 Edition 5 (contd,)

Guyam [A, E, 45, 2442; C, 35:750; D, 40, 5511
Peru (A, 50, 2100; 52, 2118; D, 47, 1932

Surlgam {C, 35:727; Del Prado el al,, 36:720; D, Surlnaw Agric, 24:05, 1978}

Venesholn [A, C, Standen, 32:38; D, 40:551]

NOTE: 8ee CMI Descript, 13, Also: Ketinan, 32:671; EPPO Conl, e N,
Dacterlnl Dis, of I’olAtoes, Parls, May, 1961; Buddenhngen (10:551) (or
bactarlal wilt of banana and other Musacene (Fronch Culana, 20:457;
Ecuador, 37:362; Sierrn Leone, 15:770; Malaysia, 33:524); for straina
In 8. & Central Americn, 49, 2735: for territorles previously known as
French West Africa, D, D, E, Mallemaire, 36:382,

Granada (D) 60/406 :

Numbers In aquare brackets e.g. [54, 1234] refer to
abstracts in the Review of Plant Pathology

d'aprés le C.A.B International Mycological

Institute



Annexe 2

/

Liste des plantes hdtes de Pseudomonas solanacearum

Hosts: The host runpe is wide and the tollowing fiave Leen recorded us hosts, mosily
natural, Many were listed by Elliote (1951) and these appenr withouwt references, The
numbers preceeded by "B” are the numbers of cultares expimined at CMI: Acalypha
baehirerivides, Acacia difficilis (61,385R), A, mountfordiae (61,3858}, Ageratuns bons-
tanfpnim (SLIORY), A convroides, Althaea rosea, Amarantlus graccizans (27:117),
Anthrosia artemisiifolia, A, elarior, A. trifida, Anthurivm andracamim (16760, 17808,
B7116), Arachis hypogara, Arachis wambyqitarae, Asclepias curassavica (51,2706),
Aster pilosus, Airopa belladonma,

Barleria luputing, Netn vielguris var. cicle (63,3168), Nidens hipinnara, 8. pilosa
(47.280), Blumea balsamifera, Hirasyive chinensis {=chincse cabbuge) (63,3168), Bras-
sica oleracea vur. capritata (=cabbage) (44,117 ), Browallia demissa,

Calewdula officinalis (Mycological Paper 51) {34:548), Calopagoning: mucunoides
(:638), Canavalin ensiformis (63,310681, (*, gladiata (61,3858}, Canna sp. (38:657), C.
glaven, C.indica, Capsivim ansuine, O longuom, Cassio simvsoides (= leschenant.
tinna), C. apectuhiliy (6L3108), Castanea destato (85,4587, Catnariin equiset{folin
(44,5137}, Catharamihies rasens (63,3168), ¢ veropia peltnta (51,2706), Chrysanthe-
s eorenarinm, Coomorifolinm (33,358, € sinense, Citeulins tanatus (58,4094),
Cleame speciasizsinge (M 2601, BHXAY, ¢ libdiung sp. 44W:238), Codintenst variegations
vae, pletion (63,3168}, Colocasia excutemta (R84, Commeling urndiflora, Corcharns
acitangilus, C. capslaeis (49,2495), € olgorius (49,2495}, Cosmas Mphinaius, C.
candatus (W9406), Crotalaria junces 6V 116R), Craton glandnlosus (19:123), Craton
glandulasus var, septertrinnalis, C, hirkns U, 01067), Cueurhita mosehata {61,3858), .
pepo (zucchingy (61, 38SR), Curettng dongn (= (', domestica) (18700, BIBOS), Cpclamen
persicum (55,4132), Cyphomandra betacea,

Dalidia sp. (61,3164), 1. rovea, D. funata (1. variahills) (55,4587, Datnra weiel {D.
Jastwosa, . cormecopial, D. meteluides, 13, strasauiutn, Dodonae luncentuta (47,280),

Eelipta atha (44.1310), Elentheranthere ruderalis, Erigeron conndensis {Leptilon
canadense), Eugenin caryophyling (1, arunimtion VWRTWY), Enpatorivns odoratim (43
1373), linphorhia lirta (B tON52), &, uutaas, I, pranifolia (60,4167),

Flewepa interrige, Foeniculim vilgare (SY.308%). Fuchsia hybrida (F. specivsal,
Galphimiu glauca (="Thryallis glanco) (6XM6RY, Guillardia (63,3168), Gerbera £,
Glyclue max (63,116H; 61,949}, Gossgpinm hirsution (55,1271), Gynura crepidioldes
(Crassocephalnm crepidiides, Cynnra erepidivides),

Hedychium coronarin (44,281 2}, 1. flaveon (44,2812), 11. garducricuum (44,28112),
Helianthng spp., (ABS11), 11, aomens, Heliconio spp- (44,1373), 1. acmninaia (48:699),

AL bihaZ{ 1. caribasa) (40:235), H. imbricata (48:699), leliconiu lutispatha {(40:235),

Heltotroplum cannabinus, I, indécin, Hevea hrasilionsis (34:672), libiscus spp., 1.
camabinns, lipdrangea arhorescens, {yencyamus niger, lyptis beevipes, 1. capitata
(39397, 139398, B984V), /£, swaveolens (58,5082),

Impatiens balsamina, 1. sultanii, Indigofera arrecta, Ipomoea baiatas (61,4621, 7
setoxa (B9410-1), L wriloba,

Lablab purpurens (L. niger $6,3786), Lumana ueuleuta, L, vamsara, 1. trifalia (2107),
Leonurys silriricus (W9RI2), Lencas linifadia, Lupinus spp. (56,5415), Lycagtersicon spp.
(144 wild 2pp. and crosses 36:022), L. cerusiforitie, L, esculentum, L. pyriforue,
Mncadmnin ternifolia (B61ORY, M icuna (AMucnna) sp., Maihot glazovii, M, excnlenta
(M. mllisstma), Aarama arundingeed (Thampson & Johnston 34:54R), Martynia fonist-
ana (= Probasridea jussicni), Medicago sativa (51778, Melwmpedium perfoliatum
(89.8376), Melochia carchorifotia, Milleria qutingueflora (59,103}, Morus alha
(610621), Musa acwminata ssh. errans (= AL acuminatn ssp. banksii) (45,1 113), Af,
aciniliaia ssp. mcrove po (45, 1100), AL onprestigemma (45,1140, AL bulbisiana
(49.2235). AL cavendivhii, Al ornata (5.0 10), AL paradisiaca, AL, sapientnm, M.
textilis (47,1931},
Nicotiana spp. 8 crosses with M. tabacin (:561), Nicotiana alata [N, affinis), N. alara
var. grandiflora, N. atrepurpured vas, grandiflora, N, glauca, N. glutinosa (29:582), N,
macrophylia, N. quadrivalis, N, rustica, N. sanderas, N, suaveolens, N. splvestris, N,
tabacunt. N. tomentosa,

Olea enrvpaea (63,4621, Unobrychis viciaejolia (C. satlvaf (84,1118), Oxalis latifolia
{B6761), '
Papaver sommifernn (%5,4232), Pelargonivn capitatom (44,1313), P, hortorum

(60,5970}, Petunia hyhrida (19:153), P. vuignris (44.1371), Phasealus wulgaris var.

nanus, Phlox drimniondii (Thompson & Johnston 34:548), Phyllanthus wirnet, Physalis

spp. (45,701a), P. alkekengi, P. angulata, P. crassifolia, P. minima, P. pernviana, P.

philadeiphica, P. priinosa, P, puhescens (40:215), Phytolacea octandra (8:74), Piper

atrifmn (84,2706), P. peltatum (81.2706), Pisum sativum, Poinciana regia (38:657),

Polanisia viscosa, Polygumum tinctorym, Pangumia pinnate (63,3168), Prophocarpus

tetragonolabuy (66,4128), Pulicnaea villosa (6.3,3168),

Repistrum rugosum (47,280). Rhewsn rhaponticum, Ricinus comnunis, Ruellia tuber-

osa, Rumex sagittatns,

Saintpantia sp. (32:3R2), Salpiglossic sinnata, Salvia Jarinacea (M:54R), 8. privoides,
S, reflexa (63.316R), Swritaca magnifica (61,98SR), Schizanthns pimatus, Scoparia
duleis, Senecio X hybridis (63,3168), Seneciv sonchifoling, Sesanmn indicwm (=S.
orientale), Sesbanla grandiflora, Sida spinosa (51,3089), Solanmu acudeatlssimun, S,
andigenvm (47.1958), S. antipaviczit (31:38), §. anriculninn (47,280), S, caldasii
(27:35), 5. carolinense, 8. chacnense (11:38), 8. cineretom (58,4658), S. citrifolium, S,
demissunt (17:35), §. dulcamarg (86,4167), 5. hirtum (51,2706), 5. incanum (B7554),
S. integrifolirm (S.texanuni 12:488), S. macrocarpon, S. manumosiun, §. mauritianum
(51.3089), S. miclongena, Solanum melongena var. hreviviolacewm, S. nigrum, §.
nodifiorum (40:135), 8, panduraforme (44.1173), 5. phureja (80,1575), 8. pyracanthum
(16:274.272), S gultoense, S, sisgmbeii (16:270.272), 8. tarviem (40:238). S, tnberosum,
Solanum tuberosunt var. cigenheimer, S. seaforthiamens (61,3858), S. wmbellaton

*

*
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©
(81,2706}, 5. verbascifolium (5127063, Stachyrarphera indica, Stizolobium nivewm,
Strelitzia reginae (44,1373, Stvlosanthes hemitis (63, 168), 8. mucronuta (63,)168),
Symphytum peregrivem (44,1373, Symphptim wplandicnm (63,3168), Synedrella
uediffora,

Tugetes erorin, Tagrres uinuia (15,958), T petdn (6) M08, Tectona grandis
(44,1373), Tephrosia vogelli, Vithonig sp. Clobnston 40:28), Towraefortia angustiflora
{41:235), Trachyspermuny aonni (59.3088), Trichosauthes unguing (63,3168), Trifo-
lieny spp. {scedy §3,4017), Tropaealum tobbianm, T, majns (63,3168), 1. ntlinies
(19:120, 72 peregrinnm,

Vanille planifoiia, Verbena erinotdes, 12, hybrida, Vicia faba (44.1373;), Vigna radiata
(Phaseolus radiatus), V. wmbellima {Phaseolus culeararus), V. naguiculara (56,1826),
Xanthinm chincase, N, pensyivantcim, X, prngens (47,2803, Xamthosoma roseum
(51.2706), Zingther aflicioale (44,0313), Ziania elegans.

The Tollowing huve been sticeesslilly inocwlnted, but are unlikely 10 be natural hosts.
Some are symptomless carricrs after innculation. For thase witlraut n rcference see
4B,692: Rrassica campesiris, Capselin bursa-pustoris, Clenopoadinm amaranticolor, C,
ambrosioides, €. paniculasin, Coreopuis specinsuy (LY2R), Dancus earoto (1:328),
Erodinm moschatum, Gulivsaga parvifor, tinaphativas elengans, Hibiseus subdariffa,
(1:228), Ihvpochacris radicata, Launava wsplenifolio (89,3526}, Linutr ushrarissinnmm
(1:328), AMucrua decringinna (19,120), Petroselisent crisptent (P, xativum 1:128), Phase-
olus cocelnens (P, mucdtittorus 29:582), P lunacns (19:120), Rumey ahpssinirus (1:328), R
R, acetosclla, R. erispus, R obtisifolins, Niteoe gallica, Ronchus arvensis, Solanum
curipense, Soliva anthemidifotto, Sperguta arvemis, Tugetes sipnota (1:328), Tallnum
racemaynm (1X2R), Verbena hrasiliensix, Verbesina alata (l:.liBL

Indirect or incomplete evidence suggests that the following miny also be hosts: Albizia
Jalcata (6:759), Ensete veutricosa {Musa ensete, 18:69)), Lewcaena glanca (6:759),
Samaneca saman {(Pithecolubinm saman 4:638), and Porivlaca oleracen (18:478),

BRADBURY, J.F., 1986 - Guide to ?lant
Pathogenic Bacteria. CAB Mycological
Institute, pp : 150-153.
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MILIEUX DE CULTURE

KIELMAN

. PDYID.AICI

Bactopeplone
Caseino hydrolysat
Glycerine

Agar

Bactopepltone
Extrait de levure
Glucose

Ca CO

3
Agar

- Bactopeptone

- Extrait de Levure

10 g/1

1 g/l
6,25 g/l
18 g/l

3 g/l
3 g/l
5 g/l
40 g/l
15 g/1

7 g/l
7 g/l

(en boites)

(en tubes)

(en tubes)



Annexe 4

MILIEU DE CULTURE POUR LA DETERMINATION DES BIOVARS

Milieu d'AYERS (ARJ) modifié HAYWARD

- Bactopeptone 1 g/1
- NH4 H2PO4 1 g/l
- KC1 0,2 g/l
- Mg S0, 7H,0 0,2 g/1
- Bleu de Bromothymol 0,003 g/1
- Agar 1,5 g/1

Les solutions d'hydrate de carbone

- Glucose solution a 10 %
- Saccharose " a 10 %
- Lactose " a 10 %
- Maltose Lo a10 %
- Céllobiose : " a4 10 %
- Mannitol " a 10 %
- Sorbitol " a 10 %
- Dulcitol " a 10 %



Annexe 5

Milieu pour le test de dénitrification

Na, HPO* 2,8 g
K H, PO, 2,7 g
(NHy ), SO, 1,0 g
Yeast extract 5,0 g
Glycérol 10,0 g
KNO, 10,0 g
Agar 2,0 g
Eau distillée 1 000 cc Couler en tubes

Milieu Tyrosine

Saccharose 5¢g

Hydrolysat de caséine

dévitaminé 10 g

K, H PO* 0,5 g

Mg SO, 7H;0 0,25g

L-TYR 1 g

Agar 15 g

Eau distillée 1 000 cc Couler en tubes

pH 7,2 a 7,4 : inclinés




Annexe 6

AGGLUTINATION SEROLOGIQUE DES BACIERIES

en plaque de microtitration

; tampon phospﬁata K O,1 Mapuyv,a2

2 vol K, PO, (17,41 g/1) + | vol Kit, PO, (13,09 g/1)

X antlgéues ’

suspenslons bactérlennes dans le tampon
9 ' .
- a 107 B/ml sl plaque & Fond rond U et lecture 3 1l'oeil nu-

- a 3.108 B/ml " plat W et lecture au GX40

« distribution des réactifs

exemple de titrage d'un sérum

Jlntt!bvttmn des tédactile

cegnenple de btitrage d'uvn sdxun

o 1 T g 4 s & T ] ] o 1 12
. g
!
L} ¥ 1 !
!
t ) i
. bvmpen v l 100 Ml : par pults ssul dans le ley - | "
]
sdiom 12100 100 b 100 1] Y, Ivo ml \y \v nélenger svee I towpon, prélever !00;.‘. o v
st verser dans Is puite sulvant sauf is durnier ! '
hacthiles 10U gt dane tous les pults +
témain Jge
PO
agplutinabliing
spontanis
cencententlon
(tisle oy . )
sdrive 20 40 0" 160 0 640 t100 1560 slio0 Io2d4o FLLL
Mlter I B ta tespéusture ‘du dabo
ou blen plscer I A 31° 1s plaque couverts
Lalgger reposer 24h.
., lecture
- fond U ocell nu fond U GX40
‘ e s
culot crépe trouble flocons
homogéne
- + - +

Le titre est la dernidre dilution du sérum donnant encore une réactlion

positive. Il dépend de la méthode utilisée.

'




Annexe 7

Mélange pour les semis et repiquages

4/12 Pouzzolane

3/12 Magaline (Terreau local)

3/12 Terre

2/12 Sable



Annexe 8

Tableau 6 : Nombre de plants flétris/20 aprés
inoculation en chambre i température
contrdlée (jour/nuit = 20°C/18°C)

JOURS APRES INOCULATION

Espéce Souche 7 8 9 12 15 20 26
Tomate T30 2 4 7 14 14 16 17
T-7 7 10 12 186 18 19 20

7-8 3 5 10 186 18 18 20

Pomme de| T30 0 0 0 0 1 T 10
terre T-7 0 0] 0 16 20 20 20
7-8 0 0. 0 15 19 20 20




Annexe 9

Tableau 7 : Essali n~1

Nombre de plants morts selon la souche inoculée et la variété

JOURS APRES INOCULATION

Variété

Souche

14

15 16 17 20 21 22 23 24 27 28

CARAIBO T30 8 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
- A2 16 16 16 16 18 18 18 18 18 18 18
8-3 16 16 16 17 17 17 18 18 18 18 18

| eau 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
ROMA T30 4 12 12 12 14 15 17 19 20 20 23
i A2 22 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
9-3 21 28 28 30 30 30 30 30 30 30 30

; eau 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
M$T32—1 T30 14 16 16 16 16 16 16 i6 16 16 16
| A2 12 18 18 20 20 20 20 20 20 20 20
9-3 10 15 | 15 15 18 18 18 18 18 19 19

eau 13 13 13 13 13 13 13 13 13 14 14




Nombre de plants morts selon la concentration bactérienne

Annexe 10

Tableau 8 Essai n*2

de 1 inoculum et la variété

JOURS APRES INOCULATION

|variste

Dose| 14 15 16 17 20 21 22 23 24 27 28
104 8 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
! 105 10 i3 13 13 13 i3 13 i3 13 13 i3
| CARAIBO| 108 4 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
5 107 13 16 16 16 16 i6 16 16 18 i6 186
108 42 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
eau 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
104 10 10 10 10 10 i0 i0 10 i0 i1 11
; 105 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
IMST32-1|1068 1 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3
107 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
108 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
eau 13 13 13 13 i3 i3 i3 13 14 14 14
104 13 20 20 22 23 23 23 23 23 25 25
108 i2 23 25 25 25 27 27 27 27 27 27
108 22 22 27 301 30 30 30 30 30 30 30
107 17 17 22 26 26 27 27 28 28 29 29
108 6 11 13 13 15 17 ig9 18 19 20 20
eau 1 i 1 1 i 1 i 1 1 1 1




Tableau 9

Annexe 11

Essai n*3
Nombre de plants flétris aprés inoculation
par trempage des plants 3gés de 2 semaines

JOURS APRES INOCULATION

Variété|Temps de 7 8 9 10 11 14 15 16 17 18
trempage
CARAIBO 5 mn 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
15 mn 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MST32-1 5 mn 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 mn 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
ROMA 5 mn 1 1 2 2 3 4 6 6 7 T
15 mn 3 6 6 6 7 7 T 8 8 8
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