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RESUME

Solenostemonrotundifolius est une plante a tubercules cultivée en Afrique ldBuest et
particulierement sur le plateau central du Burkinads Mais comme la plupart deamiacéessa biologie est
encore peu connue. Les travaux de caractérisagola dariabilité morphologique ont révélé la présede
trois morphotypes sur la base de la couleur declumles tubercules mais les différences morphalegiq
pourraient faire penser a des espéces différehtebjectif de la présente étude a été d'étudierdkmtion
phylogénétique entre ces morphotypes par les marsjugicrosatellites chloroplastiques (SSRcp) déysep
sur lesSolanacéesAu total, 10 amorces ont été testées sur 12 siorssoriginaires du Burkina Faso. Sur
I'ensemble de ces amorces, 5 ont réussi a amplifiBiN chloroplastique déS. rotundifolius Les résultats ont
montré un monomorphisme pour tous les 5 marqueaduisant la proximité phylogénétique des trois
morphotypes. Ce qui confirmerait la méme appartemapécifiqgue de ces trois morphotypes.
© 2010 International Formulae Group. All rights mrged.
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INTRODUCTION Lamiacées ont suscité récemment un intérét
Solenostemon rotundifoliugppartient a particulier pour leurs ressources génétiques
la famille des Lamiacées (Labiéeg)i compte (Odalo et al., 2005; Owuor et Kisangau,

3000 a 3500 espéces dherbes, d'arbres et 2005 ; Busmann et al., 2006 ; Laku&t al.,
d'arbrisseaux  trés  cosmopolites. Les 2006 ; Lisboa et al., 2006 ; Uniyal et al.,
Lamiacées sont phylogénétiguement plus 2006 ; Guicin et al., 2007).

proches des Verbenacées que des autres S. rotundifolius est une herbacée
familles botaniques voisines (Wagstaff et annuelle des zones tropicales (Ryding, 1994).
Olmstead, 1997). La plasticité écologique, les Elle serait originaire d’Afrique de I'Est ou du
vertus alimentaires et médicinales des Centre (Schoeninger et al., 2000 ; Abraham et
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Radhakrishnan, 2005 ; Edison et al., 2006). En
Afrigue de I'Ouest, elle a été largement
cultivée pour ses tubercules comestibles
(Chevalier et Perrot, 1905). Au Burkina Faso,
sa culture s’est principalement développée
autour du plateau central entre 700 et 800 mm
d'eau par an (Ouédraogo et al., 2007). Ses

potentialités alimentaires et sa bonne
adaptation aux conditions pédoclimatiques du
Sahel ont suscité des travaux de

caractérisation de son systéeme de culture
(Ouédraogo et al., 2007) et sur la variabilité
agromorphologique de ses ressources
génétiqgues (Nanéma et al., 2009). Mais,
comme la plupart des Lamiacées, la biologie
de S. rotundifoliusn’est pas bien connue et de
nombreuses ambiguités existent encore dans
la description de ses ressources génétiques
(Trusty et al., 2004).

La caractérisation de la variabilité
agromorphologique des ressources génétiques
de S. rotundifoliusdu Burkina Faso a révélé
I'existence de trois couleurs de la peau du
tubercule (Nanéma et al., 2009). Il s’agit des
colorations noiratre, rougeatre et blanc-
jaunatre. Ces colorations de tubercules ont été
des criteres de base pour la description
variétale ou morphotypique au sein de
'espece (Chevalier et Perrot, 1905; NRI,
1987 ; Jayakody et al., 2005 ; Prematilake,
2005 ; Tanzubil et al.,, 2005). Cependant,
I'identification de formes florales différentes
au sein du germplasme d& rotundifolius
(Opoku-Agyema et al., 2007 ; Nanéma et al.,
2009) nous ont conduit a I'hypothése de
I'existence d'espéces différentes cultivées
sous I'appellation S. rotundifolius La
description botanique faite des variétés par
Chevalier et Perrot (1905) reste incompléte et
est a l'origine de quelques ambiguités.

Depuis la découverte de I'ADN
cytoplasmique, des travaux ont été menés sur
sa structure (Charret et André, 1968).
L’hérédité  monoparentale de  I'ADN
cytoplasmique, a permis de mettre au point
des techniques d'études phylogénétiques chez
les plantes. Actuellement, le développement
des microsatellites chloroplastiques (SSRcp) a
permis de mettre au point des marqueurs afin
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de permettre I'analyse du polymorphisme de
I’ADN chloroplastique chez plusieurs especes
(Bryan et al.,, 1999 ; Weising et Gardner,
1999). Ces marqueurs ont permis l'analyse
des relations phylogénétiques au niveau
interspécifique (Grivet et al., 2003 ; De Mattia
et al., 2008 ; Basha et Sujatha, 2009) mais
aussi au niveau intra spécifique (Adam-
Blondon et al., 2005 ; Grassi, 2006 ; Imazio et
al., 2006 ; Wills et Burke, 2006 ; Boccacci et
Betta, 2009 ; Pastorino et al., 2009).

Les marqueurs microsatellites sont
devenus un puissant outil dans l'analyse des
relations phylogénétiques du fait de leur
applicabilité a plusieurs espéces souvent peu
connues comm&. rotundifolius Le but de la
présente étude est d'étudier la relation
phylogénétiqgue entre les morphotypes
identifies au sein du germplasme d&
rotundifolius 1l s’agit du morphotype (A) a
tubercules a peau rougeétre, du morphotype
(B) a tubercules a peau noiratre et du
morphotype (C) a tubercules a peau blanc-
jaunatre (Nanéma et al., 2009).

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal
Origine et caractéristiques du matériel
végeétal

L'étude de la phylogénie a porté sur
des accessions & rotundifoliusssues d’'une
collection du germplasme d& rotundifolius
réalisée en 2007 au Burkina Faso par le
Laboratoire de Génétique et de
Biotechnologie Végétale de I'Université de
Ouagadougou (Burkina Faso) (Nanéma et al.,
2009). Ces accessions ont fait I'objet d’une
caractérisation agromorphologique en 2007.
Au total, 12 accessions ayant montré une

homogénéité ~ morphologique lors  de
I'évaluation agromorphologique ont été
retenues.

Le nombre d’accessions par

morphotype a été défini sur la base de la
fréquence des trois morphotypes dans la
collection. La localité d’origine des accessions
a été aléatoirement choisie. Ainsi, sur les 12
accessions retenues, 8 ont été a tubercules a
peau rougeatre (morphotype A), 3 ont été du
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morphotype a tubercules a peau noiratre (B) et

une accession a été a tubercules a peau blanc-

jaunatre (C). La Figure 1 montre la répartition

géographique des accessions. Les accessions aTris-EDTA-Sorbitol

tubercules a peau noiratre proviennent des
provinces du Bazéga, du Noumbiel et du
Nahouri. Celles a tubercules a peau rougeéatre
proviennent des provinces du Bazéga, du
Nahouri, du Noumbiel, du Sanguié, du
Sanematenga et du Zoundwéogo. L’'accession
a tubercules a pelure blanc-jaunatre provient
de la province du Nahouri.
Mise en culture des semenceaux

Pour chaque accession retenue, 10
tubercules ont été aléatoirement tirés. Ces
tubercules avaient déja germé en stockage. La
mise en culture des semenceaux a été faite
dans la serre du Laboratoire de Génétique et
des Biotechnologies de la Faculté des
Sciences et Techniques (FAST) de
I'Université d’Abomey-Calavi (République du
Bénin). Dix pots de culture remplis de terreau
ont été préparés pour chaque accession le 17
Mars 2009 suivi d’'un arrosage abondant. Le

avec quelgues modifications. Chaque
échantillon, feuilles ou tubercule, a été
finement broyé dans 2 ml de solution tampon
(TES) a laide d'un
mortier. Le broyat de chaque échantillon
recueilli dans un tube eppendorf a été
centrifugé a 10000 RPM (rotations par
minute) pendant 10 mn a 4 °C avec le frein a
4. Le surnageant a été éliminé et 750 pl de
tampon MATAB (Mixed Alkyl Trimethyl
Amonium Bromide) préchauffé a 65 °C a été
ajouté au culot. Les tubes ont été agités afin
de reprendre complétement le culot dans le
tampon de lyse. lls ont ensuite été incubés a
65 °C dans un bain-marie pendant 2 heures 30
minutes. Le contenu des tubes a été
homogénéisé par retournement chaque 15 mn.
A la fin de l'incubation, les tubes ont
été refroidis pendant quelques minutes a la
température ambiante de la salle de
manipulation. 750 pl du mélange chloroforme
et alcool isoamylique (CIAA) dans les
proportions 24:1 a été ajouté a chaque tube.
Les tubes ont par la suite été centrifugés a

repiquage des semenceaux dans les pots a ét€10 000 RPM pendant 15 mn a 4 °C sans

fait le 18 Mars 2009. Les tubercules ont été
individuellement mis en terre dans chaque pot
de sorte que le bourgeon apical affleure
Iégérement. Le dispositif ainsi mis en place a
été quotidiennement arrosé en évitant le

freinage. Le surnageant a été récupéré dans un
nouveau tube. De I'isopropanol tres frais (-20
°C) a volume égal du surnageant a été ajouté
dans chaque tube afin de précipiter 'ADN.
Les tubes ont été agités par retournement

desséchement et 'engorgement. La croissance jusqu’a apparition de la pelote d’ADN. lIs ont

des plantules a été suivie jusqu’a la formation
des premiéres feuilles.
Prélévement du matériel végétal

Le matériel végétal a été prélevé dix
jours apreés le repiquage des semenceaux. Pour
chaque accession, quatre pieds aléatoirement
retenus ont été consécutivement numérotés,
soit au total 48 pieds pour I'ensemble des
accessions. 0,2 g de feuilles fraiches ont été
prélevés sur chaque pied. Pour certains pieds
pour lesquels la levée n'a pas été effective, 0,8
g du tubercule repiqué ont été prélevés. Le
matériel végétal ainsi récolté et numéroté a été
conservé au réfrigérateur (4 °C) avant
I'extraction d’ADN.
Extraction et dosage de 'ADN

La méthode d'extraction de I'ADN est
celle mise au point par Agbangla et al. (2002)

1924

été a nouveau centrifugés a 10 000 RPM a 4
°C pendant 10 mn avec le frein a 4. Le
surnageant a été éliminé et les tubes ont été
mis a sécher a température ambiante. La
pelote d’ADN a été reprise dans un tampon
TE (Tris-EDTA 1X). Les tubes ont été
conservés dans un congélateur a -20 °C. La
concentration et la qualit¢ de I'ADN dans
chaque tube ont été vérifiées a l'aide d'un
spectrophotometre BIO RAD, Smart Spec
Plus.
Caractéristiques des amorces microsatellites
chloroplastiques testées

Dix amorces microsatellites
chloroplastiques SSRcp ont été testées. Il
s’agit de 9 amorces Ntcp (Nicotiana tabacum
chloroplast) développées sur le tabac (Bryan
et al., 1999) et d'une amorce ccmp (consensus
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chloroplast microsatellite primers), amorces
universelles développées par Weising et
Gardner (1999). Il s'agit des amorces Ntcp 5,
Ntcp 8, Ntcp 9, Ntcp 15, Ntcp 25, Ntcp 26,
Ntcp 30, Ntcp 34, Ntcp 36 et de ccmp 2
(Tableau 1). Les températures d’hybridation
varient entre 50 et 60 °C. La taille des locus
obtenus chez le tabadNi€otiana tabacum

(0) des bandes ont été enregistrées pour
chaque individu et pour I'ensemble des
amorces testées.

RESULTATS
Quantité et qualité de I'ADN extrait

La technique d’extraction appliquée a
permis d'extraire 'ADN total a partir des

varie entre 120 et 251 pb (paires de bases) jeunes feuilles mais aussi des tuberculeSde

respectivement pour Ntcp 36 et Ntcp 8.
Amplification PCR

Pour chaque échantillon, un volume de
25 pl de produit PCR contenant 25 ng d’ADN
génomique, 0,2 uM de chaque amorce, 150
UM de dNTPs, 2,5 mM de Mggl 1X de
tampon PCR et 1 U déap ADN polymerase
a été préparé dans un tube eppendorf. Aprés
homogénéisation, les tubes ont été placés dans
un thermocycleur de type Peltier-Effect
Cycling PTC 100 programmé pour une phase
initiale de dénaturation de 'ADN a 94 °C
pendant 4 mn, suivie de 36 cycles de
dénaturation a 94 °C pendant 30 s,
d’hybridation a 55 °C pendant 1 mn, de
synthése a 72 °C pendant 1 mn et d’'une phase
de synthese finale a 72 °C pendant 5 mn.
Aprés ajout de 25 ul de bleu stop (2X) dans
chaque tube, les produits PCR ont été
dénaturés a 92 °C pendant 3 mn et conservés a
72 °C jusqu’au dépbt sur gel pour la migration
électrophorétique.
Electrophoréese et lecture des bandes

La migration électrophorétique a été
faite sur un gel dénaturant d’acrylamide a 5%

de dimensions 305x385 mm. Apres le
montage du gel dans une cuve a
électrophorése verticale, les chambres

inférieure et supérieure de la cuve ont été
remplies avec du tampon TBE (Tris-Borate-

EDTA) 1X. Un préchauffage du gel pendant 1

h a 60 W a été fait. Un volume de 10 ul du

mélange (produit PCR et bleu stop) a été
déposé dans chaque puit. La migration des
produits PCR a été faite pendant 1h 30 mn a 2
h. La révélation des bandes a été faite au
nitrate d’argent selon la méthode de Creste et
al. (2001).

Les plaques électrophorétiques ont été
lues a la Ilumiere blanche d'un
transilluminateur Waldmann W. Les bandes
ont été identifiées sur la base de leur position
sur le gel. Ainsi la présence (1) et I'absence
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rotundifolius Le dosage au spectrophotometre
a donné en moyenne une concentration en
ADN de 279,84 ng/ul pour les feuilles
fraiches et de 255 ng/ pl pour les tubercules
dans un volume total de 150 pl de tampon. Le
rapport A260/A280 (absorbance a 260
nm/absorbance a 280 nm) a varié en moyenne
entre 1 et 2 aussi bien pour 'ADN extrait a
partir des feuilles que pour celui extrait a
partir des tubercules.

Les tests préliminaires d’amplification
PCR ont montré que les quantités d’ADN
comprises entre 15 ng et 30 ng par tube selon
les conditions d’amplifications employées,
étaient les quantités optimales pour
I'amplification. Ce qui correspond a 0,6 a 1,2
ng/ul du mélange PCR préparé. Ces résultats
ont conduit a fixer la quantité d’ADN par tube
a 25 ng pour la suite des travaux.

Locus microsatellites observés

Sur les dix amorces microsatellites
chloroplastiques testées, cing n'ont donné
aucune bande sur I'ensemble des individus de
toutes les accessions. Il s’agit de Ntcp 5, Ntcp
15, Ntcp 25, Ntcp 30 et de Ntcp 36. Sur le
génome chloroplastique dd. tabacumces
amorces amplifient des locus microsatellites a
T14 (cas de Nicp 5 et de Ntcp 30), a Al0
(Ntcp 15), a A13 (Ntcp 9) et a T13 et T15
(Ntcp 30) avec des bandes dont la taille varie
entre 120 et 190 pb.

Les cinq autres amorces, Ntcp 8, Ntcp
9, Ntcp 26, Ntcp 34 et ccmp 2 ont donné des
locus monomorphes pour I'ensemble des
individus des 12 accessions. Sur I'ADN
chloroplastique deN. tabacum ces amorces
amplifient des régions microsatellites a T10
(Ntcp 9, Ntcp 26 et Ntcp 34), a T11 (Ntcp 8)
eta All (ccmp 2).

Répartition haplotypique des morphotypes
de S. rotundifolius
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Les individus caractérisés
appartiennent a trois morphotypes distincts
identifies chezS. rotundifolius Il s’agit du
morphotype a tubercules a peau de couleur
rougeatre (A), de celui a tubercules a peau de
couleur noiratre (B), et du morphotype a
tubercules a peau de couleur blanc-jaunatre
(C). Les morphotypes ont montré une
homogénéité pour toutes les amorces testées
(Photo 1). Pour les cing locus observés, les
morphotypes ont révélé des haplotypes
identiques.

DISCUSSION

Les amorces microsatellites
chloroplastiques testées sur les trois
morphotypes deS. rotundifolius (Ntcp et
ccmp) ont été développées sur les Solanacées
avec pour objectif de permettre leur
application dans I'étude de la variabilité de
I'’ADN chloroplastique de plusieurs autres
espéeces ou familles d’Angiospermes (Bryan et
al., 1999 ; Weising et Gardner, 1999). Comme
dans le cas de la présente étude, I'absence

d’'amplification avec certaines amorces a été
aussi observée avec plusieurs espéces telles
que Vitis vinifera, Helianthus annuus
Dioscoreasp, et des espéces de la famille des
Dipterocarpacées (Chair et al., 2005 ; Will et
al., 2005; Arroyo-Garcia et al., 2006 ;
Indrioko et al., 2006). Selon Decroocq et al.
(2004), l'absence d’amplification s’explique
par l'absence de la région correspondante
ciblée par 'amorce sur I'’ADN
chloroplastique. L’'absence d’amplification
chez les trois morphotypes &e rotundifolius
identifiés serait due a l'absence chez ces
morphotypes de la région microsatellite ciblée
par les amorces. Cing sur dix, soit 50% des
amorces développées sur les Solanacées n'ont
pas réussi a amplifier une région spécifique
sur I’ADNcp chez les trois morphotypes 8e
rotundifolius Ces différentes observations
montrent la limite de l'universalité de ces
amorces telles que visées, mais surtout le
besoin de développer pour chaque famille de
plante, des amorces spécifiques.
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Figure 1 : Origine des accessions retenues pour
morphotypes d&. rotundifolius.
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I'étudeadasans phylogénétiques entre les trois
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Morphotype A Morphotype B Morphotype C
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Photo 1 :Electro-phorégramme des trois morphotypeS detundifoliugamorce Ntcp 8) montrant
leur monomorphisme et leur homogénéité.

Morphotype A : Morphotype a tubercules a peau rétrge

Morphotype B : Morphotype a tubercules a peau treira

Morphotype C : Morphotype a tubercules a peau bjancatre.
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Tableau 1 : Caractéristiques des amorces microsatellitesegsténs I'analyse phylogénétique des
morphotypes d&. rotundifolius.

Taille chez
L e . o N.
Code Localisation Répétition ~ Amorce (5- 3") T (°C) tabacum
T60 (ph)
rps16/trn
Neps fegon T4 COMTGATACATACOMMCC 5 g
intergénique
trnG ATATTGTTTTAGCTCGGTGG 55
NP8 intron 1 TCATTCGGCTCCTTTATG 251
tnG/mR CTTCCAAGCTAACGATGC 55
Nicp9  région 10 CTGTCCTATCCATTAGACAATG 237
intergénique
trnE/trT
P TGCAAAAATCCTACTCTTC
Ntcpl5 région Al0 50 120
intergénique TCTTTCGATTATTTTAGTTTAGA
atpB/rbcL
Neps fgen w3 [ASTCACCTATIICOMTIC S0 g
intergénique
Nicp26 ngmigcanFlm 10 GCAATTGCAATGGCTTCTTTA 60 168
intergénique TTTATGTTCGGTGGAAATCACA
clpP GATGGCTCCGTTGCTTTAT 60
Ntp30 iniron T13-TIS  TGCCGGAGAGTTCTTAACAATA 158
rps8/rpll4
vepsa oot o GALCOMMICASCATHCOTMT @y
intergénique
ps19/rpl2 GTAGTAAATAGGAGAGAAAATAGA
Ntcp36  région T14 50 125
intergénique TGATACATAGTGCGATACAG
) GATCCCGGACGTAATCCTG 60 189
ccmp2  S'totnS ALl ATCGTACCGAGGGTTCGAAT
Ccmp : consensus chloroplast microsatellite pripgtep : Nicotiana tabacum chloroplast.
La moitié des amorces utilisées a donné Les travaux de Fineschi et al. (2002),
des amplifications et a révélé un Indrioko et al. (2006), et de Rachmayanti et al.
monomorphisme  pour I'ensemble des (2006) ont montré I’'homogénéité

morphotypes étudiés. L'application de ces intraspécifique avec les marqueurs
amorces Ntcp et ccmp dans d’autres études a microsatellites  chloroplastiques.  Certains
permis de révéler une variabilité  travaux ont montré I'existence d’'une faible
interspécifique au sein de nombreuses familles variabilité intraspécifique révélée par les
et genres de plantes. Ces amorces ont révélé marqueurs microsatellites chloroplastiques.
un polymorphisme interspécifique dans les C'est le cas cheklelianthus annuugWills et
genresPinus (Powell et al., 1995 ; Gugerli et  Burke, 2006),Hagenia abyssinaca(Ayele et

al., 2001),Quercus(Deguilloux et al., 2004), al., 2009),Nothofagusantartica (Pastorino et
Vitis (De Mattia et al., 2008),Prunus al., 2009), Vitis vinifera (Adam-Blondon et
(Petitpierre et al., 2009 arpinus (Grivet et al., 2005 ; Grassi, 2006 ; Imazio et al., 2006)
al., 2003),CapersicumRyzhova et Kochieva, et chezCorylus avellana (Boccacci et Betta,
2004), Jatropha (Basha et Sujatha, 2009), 2009). Ces marqueurs ont aussi révélé une
Citrus (Cheng et al., 2005) et au sein de la variabilité intraspécifique chez la pomme de
famille des Dipterocarpacées (Indrioko et al., terre (Raimondi et al., 2005 ; Martyrosyan et
2006 ; Rachmayanti et al., 2006). Chez des al., 2007), chez des hybrides somatiques de
plantes a tubercules, les amorces testées ont Citrus sp(Cheng et al., 2003) et chez le riz, le
révélé un polymorphisme interspécifique au mais et le blé (Provan et al., 2004). Ces
sein des genres Solanum (Sukhotu et Hosaka, différents travaux soutiennent le fait que le
2006) et Dioscorea (Chair et al., 2005). monomorphisme observé pour les cing locus
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avec les trois morphotypes est en faveur de
leur appartenance a une méme espece.

Conclusion

Les amorces développées sur des
Solanacées ont réussi a amplifier des
séquences  microsatellites de  I'ADN
chloroplastique deS. rotundifolius de la
famille des Lamiacées. Pour les cing locus
révélés, les trois morphotypes deé.
rotundifolius ont montré une homogénéité
intra et inter morphotypique. Malgré les
differences morphologiques entre les trois
morphotypes, les résultats sont en faveur de
leur appartenance a une méme espece.

Ce présent travail est l'une des
premiéres initiatives sur la biologie
moléculaire deS. rotundifoliuset il serait
intéressant pour la suite de I'étude de tester un
plus grand nombre d’amorces microsatellites
chloroplastiques tout en intégrant d'autres
especes de la famille des Lamiacées. La
collecte d’échantillons dans plusieurs pays de
la sous région pourrait permettre de tester la
répartition géographique des haplotypes qui
seront identifiés. Ceci contribuera a
approfondir la connaissance de la phylogénie
au sein des Lamiacées et, peut étre, a pallier
les insuffisances taxonomiques au sein de la
famille.
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