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Une méthode de laboratoire pour le criblage variétal de s
bananiers vis-à-vis de la résistance aux nématode s
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A laboratory method for screening banana germplasm for resistanc e
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ABSTRACT - Plant breeding programs, especially those concerning
bananas, are time-consuming . Thus there is a need for early and rapi d
screening of plant material for detection of resistance or tolerance to
nematodes . The use of in vitro micropropagated plantlets allows to reduc e
the checking time and to increase the number of checked varieties and
replicates in a limited space .
After 3-4 weeks of acclimatation to ambient conditions, the plantlets ar e
ready to be transplanted in pots containing sterilized soil . Nematodes
(Radopholus similis) come from in vitro rearing on carrot discs, and are
inoculated 2-3 weeks after banana were transplanted .
Inoculation of 100 R . similis per plant is sufficient to observe differences
of population development 8 weeks later (resistance) . To observ e
differences on root and plant growth (tolerance) an increase of inoculu m
and/or interval betwen inoculation and observation should be necessary .
The 5 varieties which have been tested following the technique, ranged
between a high partial resistance (Yangambi km 5) and a hig h
suceptibility (Poyo) . These results correspond to preliminary observations
in field collections, indicating that this technique is reliable . Moreover, it
could be easily adapted for screening other genera of nematode s
(Pratylenchus, Meloidogyne, etc.).

Une méthode de laboratoire pour le criblage variétal des bananiers
vis-à-vis de la résistance aux nématodes .
J.L . SARAH, F. BLAVIGNAC, C. SABATINI et M . BOISSEAU
Fruits, vol . 47 n e 5, p. 559-564 .

RESUME - L ' utilisation de jeunes plants issus de micropropagation
in vitro permet une détection rapide et précoce de variétés résistantes ou
tolérantes aux nématodes. Dans le cadre d'un programme d'amélioration
variétale, cette technique permet d ' alléger et d ' accélérer significativement
cette étape de sélection, en rendant possible le criblage d'un grand nombre
de plants avec un encombrement minimum .
Les jeunes bananiers sont progressivement acclimatés aux condition s
aériennes pendant 3 à 4 semaines avant d'être transplantés dans des pots
contenant du sol stérilisé . Les nématodes (Radopholus similis) proviennent
d'élevages in vitro sur rondelles de carottes et sont inoculés 2 à 3 semaine s
après la mise en pot des bananiers .
Un inoculum de 100 R . similis par plant est suffisant pour observer des
différences significatives de multiplication des nématodes dans les racines ,
8 semaines après l ' inoculation (évaluation de la résistance) . Pour observer
des différences au niveau de la croissance végétative (évaluation de l a
tolérance), une augmentation de l ' inoculum et/ou de l ' intervalle de temps
entre inoculation et observations est nécessaire . Les 5 variétés testées dan s
le cadre de cette mise au point se sont échelonnées entre une résistance
partielle importante (Yangambi km 5) et une forte sensibilité (Poyo) . Ce s
résultats sont conformes aux observations qui avaient été faites au champ ,
le test mis au point est donc fiable. Cette méthode peut être facilement
aménagée pour le criblage d 'autres genres de nématodes (Pratylenchus ,
Meloidogyne, etc .) .

KEYWORDS : Plant breeding, Musa, varietal trials, resistance to injurious factors ,
plant nematodes, Radopholus simili s
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Introductio n

L'utilisation de variétés résistantes ou tolérantes au x
nématodes est une composante intéressante des stratégies d e
lutte intégrée . Toutefois l'amélioration variétale est un pro-
gramme à très long terme et il convient de limiter le goulo t
d'étranglement constitué par la phase de criblage variétal . I l
est donc nécessaire de développer des tests permettant d'éli-
miner, le plus précocement et le plus rapidement possible, le
maximum de variétés ou hybrides ne présentant pas un degré
suffisant de résistance ou de tolérance aux nématodes .

Dans le cas des bananiers cela pose un problème particu-
lier lié au mode de reproduction végétative (aspermie) et à l a
taille des plants . PINOCHET (1988) a décrit la technique qu i
avait été utilisée pour le programme d'hybridation des bana-
niers de la United Fruit Co . à La Lima (Honduras) . L a
méthode décrite ici suit les mêmes lignes mais est considéra-
blement allégée, sensiblement raccourcie, et peut être appli-
quée plus précocement après l ' obtention d'hybrides . Ces amé-
liorations sont possibles grâce à l ' utilisation de jeunes plants
issus de micropropagation in vitro (photo 1) .

Matériel et méthode s

Matériel végétal

La culture des bananiers in vitro est effectuée selon l a
technique décrite par VuvtsTEtKE (1989) . A l ' issue de la phas e
de croissance in vitro, les jeunes plants sont acclimatés pro-
gressivement aux conditions aériennes . Pour cela ils sont
transplantés dans des petits pots contenant 30 cm 3 d'un
mélange stérilisé de tourbe et de terreau, et disposés dans de s
miniserres en plastique, de 45 cm x 30 cm (photo 2) . Le cou-
vercle de ces miniserres est soulevé progressivement, jusqu' à
ce que les plants soient directement à l 'air libre en fin de
phase d ' acclimatation, 3 à 4 semaines plus tard environ .

Les plants sont ensuite repiqués dans des pots d ' une
contenance de 800 cm3 (photo 3) . Après 2 à 3 semaines de
croissance, les plants destinés à être inoculés sont sélectionné s
en fonction de l'homogénéité de leur taille . A cette étape, l a
taille moyenne des plants est de 10 cm, variant de 5 à 15 c m
en fonction des variétés et de la durée des opérations anté-
rieures .

Nématodes

Les études ont été menées avec l'espèce Radopholus
similis Cobb, principal parasite des racines de bananiers à tra-
vers le monde (GOWEN and QUENEHERVÉ, 1990 ; SARAH ,
1989) . La population utilisée est originaire de Côte-d ' Ivoire et
a été choisie en raison de son pouvoir pathogène très élev é
(SARAH et al ., 1993) .

Les nématodes sont maintenus en élevage in vitro à 27 °C
sur rondelles de carottes (photo 4a) d'après la technique mis e
au point par O ' BANNON and TAYLOR (1968) . Les nématode s
(juvéniles et adultes mélangés) sont récupérés sur les paroi s
des flacons d'élevage (photo 4b) par simple lavage à l'ea u
stérile . Le volume d'eau de la suspension mère est ajusté de

façon à calibrer 1'inoculum qui sera apporté aux plants . L'ino-
culation se fait à la pipette en déposant le volume nécessair e
de suspension (1 à 2 ml en général) à la surface du sol autou r
du plant . Une inoculation probatoire recueillie dans un bêche r
est effectuée chaque 10 plants afin de contrôler a posteriori
l'inoculum moyen effectivement appliqué .

Conditions expérimentales

La première étude porte sur 5 variétés .de bananiers :
– Yangambi km 5 (triploïde AAA, sous-groupe Ibota) ,
– Highgate (triploïde AAA, sous-groupe Gros Michel) ,
– Pisang pipit (diploïde AA, originaire d'Indonésie) ,
– Popoulou (triploïde AAB, sous-groupe Popoulou/Mai a

Maoli) ,
– Poyo (triploïde AAA, sous-groupe Cavendish) .

L ' inoculum est de 100 nématodes et comparé à un témoin
non-inoculé . Les observations sont faites 8 semaines aprè s
l'inoculation . Le dispositif expérimental comprend 6 répéti-
tions, soit 60 plants pour l'ensemble de l'étude, disposés e n
randomisation totale. Celle-ci est menée en serre à 25 °C ±
5 °C sans régulation de l'humidité.

La seconde étude ne comprend que 2 variétés, Poyo e t
Yangambi km 5 . 2 doses d'inoculum, 100 et 800 nématodes ,
sont comparées à un témoin non-inoculé . Les observations
sont faites 4, 6 et 8 semaines après inoculation . Le dispositi f
expérimental comprend 5 répétitions, les 90 plants étant dis -
posés en blocs aléatoires complets . Les blocs sont constitué s
en fonction de la taille des plants au moment de l'inoculation .
L'étude est menée en chambre climatique (27-28 °C, 75-80 %
d'humidité relative, photopériode 12 h / 12 h) .

Observations réalisées

Les observations ont porté sur la taille et le poids frais de
la plante (partie aérienne et corme), ainsi que sur le poids frai s
de racines . La mesure de la hauteur des plants, le nombre de
racines et les nécroses racinaires n'ont pas été considérées ici ,
BLAVIGNAC (1989) et SABATINI (1991) ayant montré que, sur
ce type de plants, ces paramètres étaient peu déterminants e t
alourdissaient inutilement les observations . Les niveaux de
populations de R . similis ont été évalués dans les racines aprè s
extraction par la méthode de centrifugation-flottation (COOLEN
and D ' HERDE, 1972). Les quantités relevées peuvent êtr e
exprimées en nombre de nématodes par plant ou par gramme
de racine.

La figure 1 schématise les différentes étapes de l a
méthode de criblage utilisée .

Résultat s

Multiplication des nématodes dans les racine s

Un inoculum de 100 R . similis par plant est suffisant pour
mettre en évidence des différences significatives du nombre
de nématodes, dans les racines, entre les variétés, au bout de
8 semaines (figures 2 et 3). En inoculant 800 nématodes, des
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Photo 1. Micropropagation de
bananiers in vitro .
a. Phase de prolifération.
b. Phase de croissance.

Photo 2. Acclimatation au milieu extérieur des plants de
bananiers issus de micropropagation in vitro . Les bananiers
sont maintenus en strict confinement les premiers jours, puis
le couvercle est progressivement relevé, les plants se
retrouvant à l'air libre au bout de 4 à 5 semaines .

Photo 3. Dispositif expérimental en chambre
climatique. Il est possible de disposer jusqu'à
90 plants sur 3 m 2.

a

	

h

Photo 4. Elevage du nématode R . similis sur rondelle s
de carottes in vitro .
a Flacon d 'élevage après inoculation des carottes .
b. Au bout de 4 à 5 semaines, les nématodes gagnen t
la paroi du flacon où ils prolifèrent abondamment .
ifs peuvent alors être facilement récupérés par simple
lavage des parois à l'eau stérile .
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Figure 1 . Schéma récapitulatif de la méthode de criblage variétal des bananiers .
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Figure 2. Densité de nématodes dans les racines de 5 variété s
de bananiers, 8 semaines après l 'inoculation de 100 R . similis .
Les lettres en italique correspondent aux groupes séparés par le tes t
de Newman et Keuls (P = 0,05).

Figure 3 . Evolution de la densité de nématodes dans les racines d e
2 variétés de bananiers après inoculation de 100 ou 800 R . similis .
Pour chaque date, les lettres en italique correspondent aux groupes
séparés par le test de Newman et Keuls (P = 0,05) .

différences du même ordre peuvent être mises en évidence ,
4 à 6 semaines après inoculation (figure 3) .

La variété Yangambi km 5 est la moins favorable au déve-
loppement des nématodes, alors que le cultivar Poyo est beau -
coup plus sensible (figures 2 et 3) . Les 3 autres variétés tes-
tées ont montré une résistance intermédiaire (figure 2) .

Effet sur la plante

L'impact sur la plante est quasi négligeable lorsque l'on
inocule 100 R . similis . Aucune différence n'est décelable tan t
sur le poids frais des parties aériennes que sur celui de s
racines dans l'étude menée à 25 °C et comparant 5 variétés .

Dans l'étude comparant 2 variétés et menée à 27-28 °C, l ' ino-
culum de 100 nématodes n'induit aucune réduction détectable
du poids des parties aériennes, mais il apparaît un effet signifi-
catif sur la croissance des racines au bout de 8 semaine s
(figure 4a) . L'impact observé est équivalent sur Poyo et
Yangambi .

L ' inoculation de 800 R . similis, dans la deuxième étude ,
entraîne un effet plus important sur le poids des plants .
L'impact sur le poids frais de racines est sensible dè s
6 semaines et équivalent sur les 2 variétés (figure 4a) . L'effet
sur le poids frais des parties aériennes est sensible à partir de
6 semaines pour la variété Poyo, et encore à peine marqué, a u
bout de 8 semaines, sur la variété Yangambi (figure 4b) .
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Figure 4 . Impact relatif de R . similis sur la croissance de 2 variétés de bananier. Les figures expriment le poids frais de racines (a) et le poids frais
Ses parties aériennes (b) des plants inoculés avec 100 ou 800 R . similis, en pourcentage du poids frais des racines et parties aériennes des plants
non-inoculés. Pour chaque date, les lettres en italique correspondent aux groupes séparés parle test de Newman et Keuls (P = 0,05), la lettre "a "
correspond au groupe incluant les valeurs des témoins (référence 100) .
Le poids moyen des plants témoins à 4, 6 et 8 mois est de 47, 72 et 94 g pour la variété Poyo et de 42, 63 et 82 g pour la variété Yangambi.
le poids moyen des racines témoins à 4, 6 et 8 mois est de 10, 15 et 21 g pour la variété Poyo et de 13, 17 et 31 g pour la variété Yangambi.
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Discussion et conclusion

Avec le test mis au point la résistance des bananiers à
R similis peut-être évaluée au bout de 8 semaines avec u n
inoculum de 100 nématodes, et au bout de 4 à 6 semaines ave c
un inoculum de 800 nématodes . Pour la tolérance, les effets ne
s>nt vraiment mesurables qu'au bout de 8 semaines avec u n
inoculum de 800 nématodes . Bien que le facteur temps soi t
extrêmement important, il ne semble pas souhaitable de tra-
vailler avec un inoculum trop fort : cela pour tenir compte des
capacités de production en laboratoire d'un inoculum homo -
gène, et pour éviter un impact trop brutal sur les jeunes plants ,
d'autant plus marqué que les plants seront plus petits a u
départ . Pour des plants de I0 cm clans un pot de 800 cm 3 , il es t
raisonnable de ne pas dépasser un inoculum de 400 R . similis .
Par ailleurs le criblage pour la résistance et celui pour la tolé-
rance ne sont pas compatibles, et il convient donc de mene r
des études séparées :

—pour l'étude de la résistance, un inoculum de 100 néma-
todes et des observations à 8 semaines paraissent souhai-
tables ;

—pour l'étude de la tolérance des études complémentaire s
sont nécessaires pour déterminer l ' inoculum et la durée per-
mettant la meilleure évaluation possible . Les paramètres opti-
maux devraient se situer autour de 200 à 400 nématodes e t
8 à 10 semaines .

Ces études préliminaires sur la sensibilité variétale on t
montré que la variété Yangambi km 5 est la plus résistant e
parmi celles qui ont été étudiées . Il ne s 'agit toutefois que
d'une résistance partielle, la multiplication des nématode s
étant très fortement ralentie mais non empêchée . Assez
curieusement, l'effet de R . similis sur le poids des racines de
Yangambi apparaît équivalent, en valeur relative, à celu i
observé sur Poyo, cultivar qui permet le meilleur développe -

ment des populations de R . similis . En revanche l'impact su r
la croissance des parties aériennes est conforme à ce que l ' on
pouvait attendre de la multiplication des nématodes dans le s
racines . Le décalage entre l'effet observé sur les racines et la
croissance des parties aériennes, dans le cas de la variét é
Yangambi, pourrait provenir d'une meilleure croissance abso-
lue des racines (SABATINI, 1991) . Il est toutefois plus difficile
d'expliquer pourquoi l'impact sur les racines de Yangambi es t
équivalent à celui observé sur Poyo, alors que les populations
de R . similis sont plus basses . Des études complémentaire s
seront nécessaires pour vérifier s'il s'agit d'un artefact expéri-
mental dû à la difficulté de mesurer l'intégralité de l ' apparei l
racinaire en raison de sa fragilité et de son faible poids sur d e
tels plants, ou bien si des mécanismes plus complexes sont en
jeu au niveau des relations plante-nématode .

Les résultats présentés ici sur le développement des néma-
todes sont cohérents avec d'autres tests menés au laboratoir e
(BLAVIGNAC, 1989 ; SARAH, 1990 ; SABATINI, 1991), et avec
des observations au champ sur les collections du Cameroun et
de Guadeloupe (PRICE et SIMON, comm. pers .) . Le test es t
donc à la fois reproductible et conforme ; par conséquent i l
peut être mis à la disposition des équipes impliquées dans le s
programmes d'amélioration variétale . Des adaptation s
mineures au niveau des modalités devraient lui permettre de
pouvoir être utilisé aussi pour le criblage vis-à-vis d'autre s
genres importants de nématodes tels que Pratylenchus e t
Meloidogyne .

Ce test vise essentiellement à éliminer précocement le
matériel végétal sensible aux nématodes . Il devra être com-
plété par un essai de comportement au champ des hybrides les
plus prometteurs vis-à-vis de leur résistance ou tolérance .
Cette étape finale et décisive de la sélection sera ainsi consi-
dérablement allégée par l'élimination précoce, au laboratoire ,
du matériel végétal le moins intéressant .
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resistencia a los nemátodos.
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RESUMEN - El mejoramiento varietal es un programa de largo plazo ,
sobre todo en el caso del banano . Es necesario por lo tanto disponer de una
técnica de selección rápida y precoz del material vegetal, especialmente
para la detección de la resistencia o de la tolerancia a los nemátodos . La
utilización de plantas jóvenes provenientes de micropropagación in vitro
permite este tipo de evaluación, la misma permite de igual manera,
aumentar el número de plantas y de repeticiones con un lugar ocupado
mínimo.
Después de una aclimatación de 3 o 4 semanas a las condiciones aéreas,
las plántulas de banano son trasplantadas en macetas conteniendo suelo
esterilizado . Los nemátodos (Radopholus similis) provienen de cultivos
in vitro en discos de zanahoria y son inoculados dos o tres semanas des -
pués del trasplante de las plántulas de banano en macetas.
Un inóculo de 100 R. similis por planta es suficiente para observar diferen-
cias en el desarrollo de las poblaciones en las raíces ocho semanas después
de la inoculación (evaluación de la resistencia) . Para observar diferencia s
a nivel del crecimiento vegetativo (evaluación de la tolerancia), u n
aumento del inóculo y/o del intervalo de tiempo entre la inoculación y la s
observaciones es necesario . Las 5 variedades evaluadas en el marco de
esta definición metodológica están comprendidas entre una resistencia
parcial importante (Yangambi km 5) y una fuerte susceptibilidad (Poyo) .
Estos resultados son conformes con las observaciones que habían sido rea-
lizadas en campo, en las colecciones varietales, lo cual muestra que l a
definición metodológica desarrollada es fiable . Por otra parte, la mism a
podrá ser fácilmente adaptada para las evaluaciones con otros género d e
nemátodos . (Pratylenchus, Meloidogyne, etc.) .
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nemátodos de las plantas, Radopholus similis .
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