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FINTINA

Ny fandazo dia aretina vokatry ny fitambaran’ny aina bitika bakteria avy amin’ny tany atao hoe
Ralstonia solanacearum izay mitera-doza ho an’ny famokarana ovy. Ity fikarohana ity dia
mifantoka indrindra amin’ny fomba agroekdl6jika izay mikendry ny fiarovana ny voly ovy ao
amin’ny faritr’i Vakinankaratra.

Ny andrana voalohany dia natao tao amin'ny toerana roa tao amin'ny distrikan'ny Betafo izay
mifantoka amin’ny fampivadiana ny voly ovy karazany “Meva” amin’ny voly rakotra
legiominezy Crotalaria spectabilis sy Crotalaria grahamiana ho enti-miady amin'ny fandazo.
Ny kisarin’andrana napetraka dia mitsinjara ho sokajy efatra, ary misy fiverenany efatra, izay
mizara ho toy izao: T1: voly ovy manokana, T2: voly ovy miaraka amin’ny rako-maina
(mulching) Crotalaria grahamiana, T3: voly ovy miaraka amin’ny zezika maitso Crotalaria
grahamiana ary T4: voly ovy miaraka Crotalaria spectabilis.

Ny vokatry ny andrana natao dia naneho fiantraikan’ny fampivadiam-boly amin’ny
fampitomboana ny ahavon’ny tahon’ovy hatramin’ny 65% ho an’ny T3, sy ny isan’ny
tahon’ovy hatramin’ny 83% ho an’ny T4, ary ny lanjan’ny bidmasy ivelany dia niakatra
hatramin’ny 208% ho an’ny T2 raha oharina amin’ny T1. Ho an’ny vokatra ovy manontolo dia
niakatra hatramin’ny 144% ho an’ny T2, ary ho an’ ny vokatra ovy famarotra kosa dia niakatra
hatramin’ny 85% ho an’ny T4. Nahitana fihenana ihany koa ny taha sy ny tanjakan’ny fandazo
mitranga eo amin’ny voly ovy, hatramin'ny 71% sy 63% ho an’ny T4, 50% sy 48% ho an’ny
T2 ary 26% sy 36% ho an’ny T3.

Ny fikarohana faharoa natao dia nifantoka tamin’ny fampiasana aina bitika “Actinomycetes”
fanohitry ny fandazo. Ireo « Actinomyceétes » ireo dia nalaina tamin’ny ireo faritra manodidina
ny fakan’ovy salama anaty tany tao amin’ny faritr’i Vakinakaratra. Ny andrana natao tany
amin’ny « laboratoire » dia nahazoana Actinomycetes miisa 84, izay manana toetra manohitra
ny fitombon’ny bakteria Ralstonia solanacearum, ary 3 amin’izy ireo, atao hoe A1S13, B7S5
sy D2S9 no nanome faribolana tsy anirin’ny Ralstonia solanacearum lehibe indrindra izay
mirefy hatramin’ny 30mm ny sakany. Nolarona taharo samihafa ireo aina bitika
« Actinomycetes » ireo toy ny rano misy « peptone », ny lafarinina sy tanimanga maitso ary ny
tany mainty lonaka mba ahazoana fanafody biolojika izay afaka ampiasaina. Ny andrana natao
tao amin’ny « serre » dia nifantoka tamin’ny fampiasana ireo fanafody misy « Actinomycetes »
A1S13, B7S5 ary D2S9 miaraka amin’ny tany mainty lonaka amin’ny voly ovy karazany Meva.
Ny andrana natao teny ifotony tao amin’ny distrikan’ Ambatolampy, faritr’i Vakinankaratra dia

mifantoka amin’ny fampiasana fanafody biolojika vita amin’ny « Actinomycetes » A1S13,
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B7S5 sy ny fitambaran’ireo « Actinomycetes » rehetra ireo izay atao hoe « Consortium »
manohitra fandazo ka voafono anaty tany mainty lonaka.

Ny vokam-pikarohana tao amin’ny serre dia nahitana fa ny fanafody biolojika karazany A1S13
sy B7S5 dia mahatohitra ny fandazo hatramin’ny 80% sy 60% sy mampihena ny tanjany
hatramin’ny 80% ary nampiakatra ny vokatra ovy hatramin’ny 46% sy 20%.

Ny andrana an-tsaha kosa dia nahitana fa ny A1S13 sy ny “Consortium” dia naneho fahafahana
miaro ny voly ovy amin’ny fandazo, mampidina hatramin’ny 70% sy 58% ny tahan’ny lazo,
81% et 56% ny tanjaky ny lazo ary ny fahafahana mampitombo ny vokatra ovy hatramin’ny
57% sy 43%.

Ny fikarohana farany dia mifantoka amin’ny fampiasana ny Crotalaria grahamiana, zezika
maitso miaraka amin’ny aina bitika « Actinomycétes » A1S13 tao amin’ny Fokontany
Ihazolava faritr’i Vakinakaratra. Ny kisarin’andrana napetraka dia mitsinjara ho sokajy telo,
ary nisy fiverenany telo izay mizara ho toy izao: T1: voly ovy manokana, T2: voly ovy miaraka
amin’ny zezika maitso Crotalaria grahamiana sy Actinomycétes A1S13 ary T3: voly ovy
miaraka amin’ny zezika maitso Crotalaria grahamiana.

Ny vokatry ny fikarohana dia nahazoana fitomboan’ny isan’ny ovy manontolo hatramin’ny
20% ary ny vokatra hatramin’ny 66%, ary fitomboan’ny ovy famarotra hatramin’ny 66% sy ny
vokatr’ovy famarotra hatramin’ny 102%. Nahitana fihenana hatramin'ny 79% ihany koa ny
tahan’ny fandazo. lzany no maneho ny fahombiazan’ny fampivadiam-boly sy fampiasana
« Actinomycetes » hampitomboana ny vokatra sy hiarovana ny voly ovy amin’ny Ralstonia

solanacearum.

Teny manan-danja: Actinomycetes, Crotalaria grahamiana, Crotalaria spectabilis, Fanafody
biolojika, Fandazo Ralstonia solanacearum, Ovy, Vakinankaratra.
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RESUME

Le flétrissement bactérien, provoqué par le complexe d'espece Ralstonia solanacearum,
constitue une menace significative pour la culture de la pomme de terre. Cette étude se
concentre sur les approches agroécologiques visant a protéger contre cette maladie dans la
région de Vakinankaratra.

La premiere expérimentation a été menée dans deux sites de la commune rurale de Betafo pour
tester I'efficacité de I'association de la pomme de terre de la variété Meva avec des légumineuses
assainissantes du sol. Le dispositif expérimental est un bloc aléatoire complet comprenant
quatre traitements et quatre répétitions. Les traitements consistaient en T1 : monoculture de
pomme de terre, T2 : association Crotalaria grahamiana et la pomme de terre (mulching), T3
. association Crotalaria grahamiana et la pomme de terre (engrais vert) et T4 : association

Crotalaria spectabilis avec la pomme de terre.

Les résultats ont révélé une augmentation de 65% de la hauteur moyenne des tiges pour T3, une
augmentation de 83% du nombre moyenne de tiges par plant pour T4, et une augmentation de
208% de la biomasse aérienne pour T2. Concernant le rendement, le poids total des tubercules
a augmenté de 144% pour T2 et le poids des tubercules commercialisables a augmenté de 85%
pour T4. L'étude a également montré une réduction significative de I'incidence et de la sévérité
du flétrissement bactérien respectivement de 71% et 63% pour T4, des réductions de 50%, 48%
pour T2, et T3 de 26% et 36%.

La deuxiéme expérimentation est basée sur [’utilisation des souches d’actinomycetes
antagonistes de Ralstonia solanacearum. Elles ont été isolées au niveau de racine de pomme de
terre saine dans des sols rhizosphériques des zones de production de pomme de terre a
Vakinankaratra. Au total, 84 souches ont été obtenues comme antagonistes de Ralstonia
solanacearum, parmi lesquelles trois souches prometteuses notamment A1S13, B7S5 et D2S9
ont été identifiées avec halo d’inhibition atteignant jusqu’a 30 mm de diamétre. Des
bioformulations ont été realisees a partir de trois types de formulations, notamment de I’cau
peptonée, l'argile verte avec de la farine et du sol fertile noire a base de terreau. Des essais in-
vivo ont été réalisés pour évaluer I'efficacité d'une bioformulation a base de terre noire enrichie
avec des isolats d'actinomycetes, testant spécifiquement trois souches différentes A1S13, B7S5
et D2S9 sur la culture de la pomme de terre de la variéte Meva. Les deux souches les plus

performantes, A1S13 et B7S5 et un consortium de deux souches obtenues ont été ensuite testés
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en milieu paysan dans la Commune d’ Ambatolampy sur la culture de la pomme de terre de la

variété Meva.

Les résultats obtenus en serre ont révélé que les souches A1S13 et B7S5 ont eu des impacts
positifs significatifs sur la lutte contre le flétrissement bactérien, réduisant I'incidence de la
maladie respectivement de 80% et 60% et la sévérité de jusqu’a 80%. Ces souches ont contribué
a une augmentation du rendement en tubercules totaux de pomme de terre, avec des hausses
respectives de 46% et 20%. Au champ, la souche A1S13 a réduit I'incidence de Ralstonia
solanacearum de 70% et la sevérité de 81%, tandis que le consortium a atteint une réduction de
58% d’incidence et 56% de sevérité. Ces traitements ont également entrainé des augmentations
significatives du rendement en tubercules totaux, respectivement de 49% pour la souche A1S13
et de 39% pour le consortium. Pour les tubercules commercialisables, les augmentations ont été

de 57% pour la souche A1S13 et de 43% pour le Consortium.

Une troisieme expérimentation a été menée a lhazolava pour évaluer I'effet combiné de
l'utilisation de I'engrais vert Crotalaria grahamiana et de l'inoculation avec la souche
d'actinomycete A1S13 sur la culture de la pomme de terre. Cette étude comparait trois
traitements différents, mettant en évidence que I'association de ces deux techniques offrait les
meilleures performances agronomiques. Le dispositif expérimental est constitué de T1 : témoin
avec fertilisation standard, T2 : fertilisation standard + Crotalaria grahamiana + inoculant
A1S13, T3 : fertilisation standard + Crotalaria grahamiana seule.

Cette combinaison a entrainé une augmentation de 20% du nombre de tubercules et de 66% du
rendement total en tubercules, ainsi qu'une hausse de 66% du nombre et de 102% du rendement
en tubercules commercialisables par rapport au traitement témoin. Concernant la protection
contre Ralstonia solanacearum, une réduction significative de l'incidence de 79% a été
observée avec cette méthode combinée, démontrant son efficacité tant en termes de rendement

agricole que de résistance au Ralstonia solanacearum.

Mots clés: Actinomycétes, Crotalaria grahamiana, Crotalaria spectabilis, flétrissement

bactérien Ralstonia solanacearum, antagonistes, pomme de terre, Vakinankaratra.
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ABSTRACT

Bacterial wilt, caused by the Ralstonia solanacearum species complex, poses a significant
threat to potato cultivation. This study focuses on agroecological approaches to protect against

this disease in the VVakinankaratra region.

The first experiment was conducted at two sites in the rural commune of Betafo to test the
effectiveness of associating potatoes with legumes that improve soil health. The experimental
design was a complete randomized block consisting of four treatments and four replications.
The treatments were T1: potato monoculture, T2: mulching with Crotalaria grahamiana and
potato association, T3: green manure with Crotalaria grahamiana and potato association, and
T4: association with Crotalaria spectabilis and potato. The results revealed a 65% increase in
average stem height for T3, an 83% increase in average stem number per plant for T4, and a
208% increase in aerial biomass for T2. Regarding yield, the total tuber weight increased by
144% for T2 and the weight of marketable tubers increased by 85% for T4. The study also
showed a significant reduction in the incidence and severity of bacterial wilt for treatments
using crop associations, with reductions of 71% and 63% respectively for T4, while T2 have
showed reductions of less than 50% and 48%, and T3 less than 26% and 36%.

The second experiment was based on the use of antagonistic actinomycete strains, isolated from
rhizospheric soils of potato production areas in Vakinankaratra. A total of 84 strains were
obtained as antagonists of Ralstonia solanacearum, among which three promising strains
notably A1S13, B7S5, and D2S9 were identified with inhibition halos reaching up to 30 mm in
diameter. Bioformulations were made from three types of formulations, including peptone
water, green clay with flour, and fertile soil-based potting soil. In vivo tests were conducted to
evaluate the effectiveness of a potting soil-based bioformulation enriched with actinomycete
isolates, specifically testing three different strains A1S13, B7S5, and D2S9. The two most
effective strains, A1S13 and B7S5, and a consortium of two strains obtained will then be tested
in the peasant environment in the Commune of Ambatolampy. The results obtained in the
greenhouse revealed that the strains A1S13 and B7S5 had significant positive impacts on
combating bacterial wilt, reducing the incidence of the disease by 80% and 60% respectively.
Furthermore, these strains contributed to a notable increase in the total yield of potato tubers,
with respective increases of 20% and 46%. In the field, the strain A1S13 and the Consortium
demonstrated an even more marked antagonistic potential. Strain A1S13 reduced the incidence

of Ralstonia solanacearum by 66%, while the consortium achieved a reduction of 58% and
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reduced severity by 81% and 56%. These treatments also led to significant increases in total
tuber yield, respectively 49% for strain A1S13 and 39% for the consortium. For marketable
tubers, the increases were 57% for strain A1S13 and 43% for the Consortium.

A third experiment was conducted in lhazolava to evaluate the combined effect of using the
green manure Crotalaria grahamiana and inoculation with the actinomycete strain A1S13 on
potato cultivation. This study compared three different treatments, highlighting that the
association of these two techniques offered the best agronomic performances. The experimental
design was a complete randomized block consisting of three treatments and three replications.
The treatments were T1: potato monoculture, T2: green manure with Crotalaria grahamiana
and potato association with antagonistic actinomycete strains A1S13, and T4: green manure
with Crotalaria grahamiana and potato association.

This combination resulted in a 20% increase in the number of tubers and a 66% increase in the
total tuber yield, as well as a 66% increase in the number and a 102% increase in the yield of
marketable tubers compared to the control treatment. Regarding protection against Ralstonia
solanacearum, a significant reduction in incidence of 79% was observed with this combined
method, demonstrating its effectiveness in terms of both agricultural yield and Ralstonia

solanacearum resistance.

Keywords: Actinomycetes, Crotalaria grahamiana, Crotalaria spectabilis, bacterial wilt

Ralstonia solanacearum, antagonists, potato, Vakinankaratra.

XX



INTRODUCTION GENERALE

I. CONTEXTE GENERAL ET JUSTIFICATION DE L’ETUDE

La pomme de terre, la premiére denrée alimentaire non ceréaliére joue un rdle majeur dans le
systéeme alimentaire mondial. En 2021, sa production est estimée a plus de 376,1 millions de
tonnes, pour un niveau de surface de 18 millions d’hectares (FAO, 2021). Cette production a
augmenté de 10% par an jusqu'au début des années 2023. Les principales régions productrices
de la pomme de terre sont I'Asie avec 197,5 millions de tonnes, I'Europe avec 102,5 millions de
tonnes, et I'Afrique avec 28 millions de tonnes. La FAO estime que la production mondiale
pourrait atteindre 750 millions de tonnes d'ici 2030, mais les échanges internationaux de pomme
de terre resteront marginaux. La mondialisation de I'industrie de la pomme de terre pourrait étre
favorisée par I'expansion des usines de transformation pour produire des produits comme les

frites, les cubes, la fécule et les chips, exportables dans le monde entier.

La pomme de terre, originaire de la cordillére des Andes, a été introduite a Madagascar au XIXe
siécle, probablement par des missionnaires francais (FRANCOIS, 1924). La pomme de terre
est une production importante pour les revenus monétaires des ménages agricoles des zones de
production et en particulier les zones d’altitude sur les Hautes Terres centrales de Madagascar.
Il s’agit en effet d’un produit avec une forte demande sur les marchés domestiques, en frais

comme en transformé (BELIAIRE, 2020).

Aujourd'hui, la pomme de terre est I'un des produits maraichers les plus populaires a
Madagascar, occupant la sixiéme place en termes de superficie cultivée. Elle joue un role crucial
dans la sécurité alimentaire des populations rurales et contribue a la diversification alimentaire
en milieu urbain. Les principales régions de production de la pomme de terre sont le
Vakinankaratra, I'ltasy et I'Analamanga. Le Vakinankaratra, en particulier, consacre 50 000
hectares a la culture de la pomme de terre (CEFFEL, 2012).

En 2018, la production totale de pomme de terre a Madagascar était estimée a 650 000 tonnes,
provenant de superficies cultivées estimées a 68 000 hectares. Ces chiffres témoignent d'une
augmentation significative de la culture de la pomme de terre dans le pays. Cette augmentation
de la production découle de plusieurs facteurs, notamment la croissance démographique,
l'augmentation du nombre de producteurs dans les zones de haute altitude des régions

d'Analamanga et d'ltasy, ainsi que I'expansion des superficies cultivées. Cette forte progression



de la production est principalement alimentée par la demande croissante sur le marché intérieur,

car les exportations sont presque inexistantes (BELIAIRE, 2020).

Dans les principales zones de production, la pomme de terre, a la fois une culture vivriére et
une culture commerciale, est une ressource stratégique pour la sécurité alimentaire et le revenu
des exploitants agricoles. Sa production est essentiellement (79%) orientée vers les marchés
locaux et une grande partie des exploitations agricoles (25%), qui sont de petite taille, la
produisent pour I’alimentation du ménage (BELIERE, 2020).

Malgré I’expansion continue de la culture de pomme de terre, cette culture fait face notamment
a de fortes contraintes sanitaires dont la bactériose ou flétrissement bactérien causé par le
complexe d’espéce Ralstonia solanacearum et le mildiou causé par I’oomycéte Phytophtora
infestans (RAHETLAH et al., 2016 ; BELIERE, 2020). Ralstonia solanacearum constitue un
des principaux facteurs limitant le développement de la pomme de terre, en provoquant le
flétrissement soudain des feuilles, le jaunissement des tiges et finalement la mort rapide de la
plante. Les tubercules de pomme de terre peuvent également étre affectés, entrainant des pertes
significatives de rendement (ELPHINSTONE, 2005).

Il est a rappeler que le flétrissement bactérien causé par les différents sous-groupes de Ralstonia
solanacearum est une principale maladie de cultures d’importance économique notamment la
tomate et la pomme de terre dans les pays tropicaux, subtropicaux et quelques pays tempérés
chauds. Il constitue un complexe d’espéce qui, est génétiquement structuré en 4 phylotypes,
correspondant aux souches originaires de I’Asie (phylotype I), du continent américain
(phylotype II), de I’ Afrique incluant Madagascar et 1a Réunion (phylotype III) et de I’Indonésie,
Japon et Australie (phylotype 1V) (PIOR et GUIDOT et al., 2007 ; FEGAN et PRIOR, 2005).

La bactérie est particuliérement redoutée en raison de sa capacité a survivre dans le sol pendant
de longues périodes et a infecter diverses especes végétales d’environ 400 especes végétales
cultivées et sauvages appartenant a plus de 50 familles botaniques (EPPO, 2005). Parmi les
plantes plus sensibles, se trouvent la pomme de terre, le tabac, la tomate, 1’aubergine, le piment,
le poivron ainsi que 1’arachide et les Cucurbitacées (FRENCH et al., 1982 ; PRIOU et ALEY,
2002). Les souches de R. solanacearum sont subdivisées en 5 races et sur la base de leurs

caractéristiques biochimiques, en 6 biovars (HE et al., 1983).

Le contr6le de ce pathogéne demeure toujours limité a des mesures prophylactiques. La
désinfection du sol n'est jamais complete en raison, d'une part, de la difficulté de sa mise en

ceuvre et, d'autre part, de l'induction de souches résistantes (HERVAS et al., 1997 ;
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ARUNODHAYAM et al., 2014). Etant donné I'absence de lutte chimique (FRENCH, 1982),
les mesures de contrble généralement utilisées a Madagascar a titre préventif sont reposées
principalement sur l'utilisation de variétés supposées résistantes et la rotation des cultures
(FRENCH, 1982 ; FAO, 2008). Plusicurs auteurs s’accordent sur la nécessité de sélectionner
des cultivars tolérants et résistants pour offrir une alternative de contrdle durable et bon marché
(DESLANDES, 1997 ; GRIMSLEY et HANSON, 1997 ; MARCO et al., 2005 ; WANG et al.,
1997 ; SIDIKOU, 2002 et SIDIKOU et al., 2005). Cependant, la résistance des variétés de
pomme de terre est spécifique aux souches de Ralstonia solanacearum et est influencée par les
conditions agro-pédo-climatiques. De plus, la rotation des cultures est peu efficace car les
souches de Ralstonia solanacearum peuvent survivre longtemps dans les profondeurs du sol ou

sur les systéemes racinaires de nombreuses mauvaises herbes.

Des résultats prometteurs ont été également observés aussi bien pour les traitements de sol a
base d’amendement organique a haute teneur en azote tels que les engrais verts et les composts
que pour I’exploitation des potentialités des microorganismes antagonistes (RHOADES, 1964 ;
LEMAGA et al., 2001 ; CARDOSO et al., 2006).

La mise au point d'une méthode intégrée combinant la lutte génétique ou la sélection variétale
ciblée sur une résistance spécifique aux souches de Ralstonia solanacearum, les pratiques
culturales raisonnées, 1’utilisation des microorganismes antagonistes apparait ainsi comme
alternative impérieuse pour lutter efficacement contre Ralstonia solanacearum de la pomme de
terre a Madagascar. Ces approches semblent étre fiables et respectueuses de I'environnement
ainsi que de la santé des consommateurs, en particulier dans le contexte de la culture de la

pomme de terre.

1. OBJECTIF ET HYPOTHESES DE LA RECHERCHE

L'objectif général de cette thése est de développer une approche intégrée de protection
agroécologique de la pomme de terre contre le flétrissement bactérien, causé par le complexe
d’espéce Ralstonia solanacearum afin de garantir la sécurisation durable de 1’alimentation et
des revenus des ménages agricoles. Pour atteindre cet objectif, la recherche s’est focalisée sur
I’exploration de la propriété assainissante du sol de deux espéces de Crotalaires, adaptées
localement ainsi que la propriété antagoniste des souches natives d'actinomycétes contre
I’action agressive de souches de Ralstonia solanacearum afin de reduire I'incidence et la
séveérité du flétrissement bactérien et promouvoir une production durable de pomme de terre de

haute qualité. Les axes stratégiques de la these sont divisés en quatre chapitres. Le Chapitre |
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présente la revue de la littérature respectivement sur I'importance économique de la filiere
pomme de terre & Madagascar, le flétrissement bactérien causé par le complexe d’espéce
Ralstonia solanacearum, les moyens de lutte adoptés ainsi que les rhizobactéries promotrices
de la croissance des plantes ou PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) incluant les
actinomycetes et la zone d’¢tude. Le Chapitre II se rapporte a 1’étude réalisée en milieu réel, de
facon participative portant sur la bioprotection de la pomme de terre contre le flétrissement
bactérien d & Ralstonia solanacearum basée sur I’utilisation des plantes assainissantes du sol
(Crotalaria grahamiana et Crotalaria spectabilis) dans deux sites du district de Betafo, dans la
région Vakinankaratra. Le Chapitre Il présente respectivement une étude portant sur
I’évaluation de I’activité antagoniste in-vitro, in-vivo (sous serre) et au champ, en milieu paysan
des souches d'actinomycetes natives isolées a partir de sols rhizosphériques de cultures de
pomme de terre. Le Chapitre 1V présente une expérimentation en milieu réel portant sur une
approche agroécologique de contréle du flétrissement bactérien de la pomme de terre intégrant
la combinaison de I’utilisation d’une plante assainissante du sol Crotalaria grahamiana et de
bioinoculant & base de souches natives d'actinomycétes antagonistes de Ralstonia

solanacearum.

Les objectifs spécifiques (OS) correspondant aux trois derniers chapitres de la thése

sont :

OS1: Evaluer le potentiel de biocontréle des plantes assainissantes du sol (Crotalaria
grahamiana et Crotalaria spectabilis.) contre le flétrissement bactérien de la pomme de terre

dia au complexe d’espéce Ralstonia solanacearum.

OS2 : Evaluer le potentiel de bioprotection de la pomme de terre contre la maladie de
flétrissement bactérien des souches d’actinomyceétes antagonistes aux souches locales de

Ralstonia solanacearum.

0S3: Evaluer en milieu réel I’efficacité de la combinaison de I’utilisation des plantes
assainissantes du sol avec I’inoculation du sol par les souches d’actinomycétes antagonistes aux
souches de Ralstonia solanacearum sur le contrdle du flétrissement bactérien de la pomme de

terre.



De ces objectifs, découlent trois principales hypothéses (H) :

H1 : L’intégration des plantes assainissantes du sol dans les systémes de culture de la pomme
de terre permet de réduire I’incidence et la sévérit¢ du flétrissement bactérien tout en

augmentant le rendement en tubercules.

H2 : Des souches d’actinomycetes isolées a partir des sols rhizosphériques de la pomme de
terre possédant des propriétés antagonistes aux souches de Ralstonia solanacearum in-vitro
présentent un potentiel de bioprotection in-vivo et au champ de la pomme de terre contre le

flétrissement bactérien.

H3 : La combinaison de l'utilisation de la plante assainissante du sol Crotalaria grahamiana
avec l'inoculation par les souches d’actinomyceétes antagonistes a Ralstonia solanacearum
permet de renforcer la bioprotection de la pomme de terre contre le flétrissement bactérien tout

en augmentant le rendement en tubercules.



CHAPITRE 1. SYNTHESES
BIBLIOGRAPHIQUES



Planche 1: Différents Domaines de la recherche
A : pomme de terre (Source : Auteur), B : semence tubercules de pomme de terre (Source : Auteur), C : Souche
de Ralstonia solanacearum sur milieu de culture (Source : Auteur), D : Flétrissement du plant causé par
Ralstonia solanacearum (Source : Auteur), E : Plante assainissante du sol (Source : Auteur), F : Actinomycétes
sur milieu de culture (Source : http://juenvmicrobiotech.co.in/actinobacteria/)



l. L’IMPORTANCE ECONOMIQUE DE LA PRODUCTION DE
LA POMME DE TERRE
La pomme de terre est originaire de la région andine, en Amérique du Sud. Elle est arrivée en
Europe au XVle siécle et s’est répandue dans le monde entier, elle représente bien plus qu’une
source de nourriture car elle vient en quatriéme position apres le blé, le riz et le mais qui
constituent la base de I’alimentation humaine. (FAOSTAT, 2015).

La pomme de terre revét une importance capitale dans les stratégies visant a fournir des aliments
nutritifs et abordables, tout en renforgant les moyens de subsistance, surtout dans les zones
rurales et autres regions ou les ressources naturelles telles que les terres arables et I'eau sont
limitées, et ou les intrants agricoles sont colteux. Sa polyvalence et sa capacité a prospérer dans
des conditions variées en font un choix de culture extrémement avantageux. En outre, la culture
de la pomme de terre est respectueuse du climat, étant donné qu’elle génére peu d’émissions de

gaz a effet de serre par rapport a d’autres cultures.

Ces dix dernieres années, la production mondiale de pommes de terre a augmenté de 10%,
entrainant une croissance de I’emploi et des revenus, mais il reste encore beaucoup a faire pour
tirer pleinement parti du potentiel de cette culture dans le cadre de la lutte contre la faim et la

malnutrition dans le monde.

La pomme de terre se caractérise par une grande diversité, avec plus de 5 000 variétés
améliorées et variétés d’agriculteurs ou variétés locales, dont bon nombre ne se trouvent que
sur leur lieu d’origine en Amérique latine. Les 150 especes sauvages apparentées a la pomme
de terre cultivée présentent une grande variation génétique, avec toute une série de particularités
qui les distinguent, comme la capacité a s’adapter a différents environnements de production,
la résistance aux organismes nuisibles et aux maladies ou encore les différentes caractéristiques
des tubercules. Elles constituent un réservoir de caractéres héritables permettant de poursuivre
I’amélioration génétique de cette plante, qui pourra ainsi s’adapter a des conditions
environnementales en constante évolution, & de nouveaux biotypes d’organismes nuisibles et
de maladies et aux préférences des consommateurs. Environ 2/3 de la population mondiale
consomme des pommes de terre comme aliment de base ; prés de 50% des pommes de terre
sont utilisees comme aliment de base ou légume par les ménages. La pomme de terre est
résistante a la sécheresse, au froid et aux terres arides, avec une grande capacité d'adaptation.
La base de données FAOSTAT de la FAO, comprend des statistiques sur la production de
pommes de terre jusqu'en 2022. Les données révélent qu'environ 375 millions de tonnes de

pommes de terre ont été produites mondialement en 2021, la Chine (95,5 millions de tonnes) et
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I'Inde (56 millions de tonnes) étant les principaux producteurs. L'Allemagne a produit 10,6
millions de tonnes, la France 8 millions de tonnes, les Pays-Bas 6,9 millions de tonnes, le
Royaume-Uni 4,8 millions de tonnes, la Belgique 3,6 millions de tonnes. La Russie a produit
18,9 millions de tonnes, et I'Ukraine 20,9 millions de tonnes. Les Etats-Unis ont produit 17,8
millions de tonnes, et le Canada 6,2 millions de tonnes. L'Argentine a produit 2,2 millions de
tonnes, et I'Australie 1,1 million de tonnes. L'Egypte a produit 6,1 millions de tonnes, et
I'Afrique du Sud 2,5 millions de tonnes.

® Chine ® Bangladesh

@ Inde ® France
376 Mt @ Ukraine ® Pologne
en 2021 i i Russie ® Pays-Bas

@ Etats-Unis ® Autres

@ Allemagne

* Plants y compris.

Source : FAO.

Figure 1: Principaux producteurs mondiaux de pomme de terre

Source : FAO, 2021

A Madagascar, la pomme de terre est cultivée sur trois saisons dont deux en culture pluviale et
une en contre saison sur riziere. Ce qui explique la présence de pomme de terre sur les marchés
presque toute I’année. La culture de pomme de terre est dans la plupart des cas pratiquée avec
de I’engrais minérale ou au moins du fumier biologique ou du compost. En rotation culturale,
la pomme de terre s’avere un bon précedent du riz en procurant une augmentation de rendement

du riz de I’ordre de 30%. Les rendements varient d’une saison a I’autre et d’une région a I’autre.

En 2018, la production totale de pommes de terre a Madagascar est estimée a 650 000 tonnes,

provenant de superficies cultivées estimées a 68 000 hectares (BELIAIRE, 2020).

Cependant, la réussite de la production de pommes de terre est souvent entravée par la présence
des maladies de cultures dont Ralstonia solanacearum, un pathogene redoutable responsable
du flétrissement bactérien. Dans cette deuxiéme partie, nous examinerons de plus prés la
biologie, le cycle de développement, la caractérisation, 1’épidémiologie, I’écologie et les

symptomes et degats de cette maladie.



1. LE FLETRISSEMENT BACTERIEN DE LA POMME DE
TERRE CAUSE PAR Ralstonia solanacearum

I1.1. Biologie et cycle du développement

La bactérie Ralstonia solanacearum affecte plus de 400 espéces végétales cultivées et sauvages
(EPPO, 2005). Parmi les plus sensibles, se trouvent la pomme de terre, le tabac, la tomate,
I’aubergine, le piment, le poivron ainsi que I’arachide (MARTIN et FRENCH, 1985 ;
MURIITHI, 2000 ; PRIOU et ALEY, 2002), les Cucurbitacées (MIAN et al., 2003). La bactérie
est Gram négatif, en forme de bacille ou batonnet, de 1,5 um de long sur 0,5 pum de large en
moyenne, asporulante, mobile par cils polaires. Elle est aérobie stricte, possédant toujours une
oxydase et ne synthétise pas de pigments fluorescents. Elle appartient a la famille des
Pseudomonadacées. La plupart des souches oxydent généralement le glucose et accumulent des
réserves énergétiques sous forme de granules lipidiques (poly-B-hydroxybutyrate)
(HAYWARD, 1990).

I1.2. Caractéristiques des races, Biovars et Phylotypes

Ralstonia solanacearum appartient a un groupe taxonomique complexe subdiviser de maniére
informelle en cing (5) races sur la base du premier héte affecté ou en 5 Biovars sur la base du
catabolisme de trois sucres et trois alcools de sucre (MACIEL et al., 1997 ; SEAL et al., 1992).
Les principaux critéres biochimiques utilisés pour identifier I’espéce Ralstonia solanacearum
sont présentés dans le Tableau 1.

Tableau 1: Caractéristiques différentielles utilisés pour identifier des souches
bactériennes appartenant a ’espéce Ralstonia solanacearum par des tests biochimiques

Test Résultat attendu
Production de pigments fluorescents -

Inclusions de poly-R-hydroxybutyrate +

Test d’oxydation/fermentation (O/F) O+/F-

Activité de la catalase +

Test de I’oxydase de Kovac
Réduction du nitrate

Utilisation du citrate

Croissance & 40 °C -
Croissance dansdu Cl a 1 % +
Croissance dans du Cl a 2 % -
Activité de la dihydrolase d’arginine -
Liquéfaction de la gélatine -
Hydrolyse de I’amidon -
Hydrolyse de I’esculine -
Production de levane -

+ + +

Source : KLEMENT et al., 1990
+: test positif, - : test negatif, 0+ : oxydation positif, F-: Fermentation negative
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Il s’agit de déterminer des caractéristiques phénotypiques, systématiquement présentes ou
absentes chez Ralstonia solanacearum, pour identifier I’espéce Ralstonia solanacearum
suivant les tests biochimiques de KLEMENT et al. (1990) et SCHAAD (2001).

11.2.1. Caractéristiques des phylotypes

La diversité observée au sein du complexe d’espéces Ralstonia solanacearum est rendue plus
perceptible grace au schéma de classification hiérarchique proposé par FEGAN et PRIOR
(2005). 1l comprend les phylotypes I, I, 111, IV et V caractérisés par le nombre et la position
des amplicons (en paire de bases ‘pb’) sur le gel de migration des ADN des souches en question
(PRIOR, 2003 ; FEGAN et PRIOR, 2005). Le travail de taxonomie réalisé par FEGAN et
PRIOR (2005), fournit une nomenclature correcte des sous-groupes de Ralstonia solanacearum
afin d’aider les sélectionneurs, les pathologistes et inspecteurs phytosanitaires a classifier des
souches selon leur épidémiologie, leur 38 pathogénicité, 1’étendue de la gamme de leurs hotes
et de leur provenance géographique. La technique permettant de différencier les phylotypes est
la réaction en chaine par polymérase appelée PCR multiplexe qui utilise 4 amorces de téte, dont
une spécifique de chacun des phylotypes ainsi qu'une amorce finale, spécifique de 1’espéce
Ralstonia solanacearum. Les caractéristiques des amorces sont présentées dans le tableau 2.

Tableau 2: Amorces spécifiques utilisées en PCR-multiplexe pour le diagnostic de
I’espéce Ralstonia solanacearum du phylotype d’appartenance

Amorce Séquence (5’ 37) Phylotype Taille de I’amplicon
Nmult : 21 :1F CGTTGATGAGGCGCGCAATTT I 144 pb
(Asiaticum)
Nmult : 21 :2F AAGTTATGGACGGTGGAAGTC I 372 pb
(Americanum)
Nmult : 23 :AF ATTACSAGAGCAATCGAAAGA i 91 pb
TT (Africain)
Nmult: 22 :InNF ATTGCCAAGACGAGAGAAGTA v 213 pb
(Tropical)
Nmult : 22 :RR TCGCTTGACCCTATAACGAGTA  Tout phylotype Non applicable
(amorce reverse)
759 R GTCGCCGTCAACTCACTTTCC R. 280 pb (marqueur
760 F GTCGCCGTCAGCAATGCGGAA interne)
TG

Source : FEGAN et PRIOR, 2005

Le phylotype | est équivalent a la division 1 de COOK et al. (1989). Il comprend toutes les
souches appartenant aux biovars 3, 4 et 5 isolées pour la premiere fois des régions asiatiques.
Le phylotype 11 équivaut a la division 2 et est constitué des souches appartenant aux biovars 1,
2 et 2T initialement isolées d’Amérique. Le phylotype Il inclut aussi, la race 3 de Ralstonia
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solanacearum, pathogéne de la pomme de terre et qui est disséminée a travers le monde, ainsi
que la race 2 pathogéne du bananier plantin. Le phylotype 111 se compose de souches originaires
d’Afrique et des iles environnantes. Il s’agit des souches appartenant aux biovars 1 et 2T. Le
phylotype IV est constitué de souches indonésiennes appartenant aux biovars 1, 2 et 2T de
Ralstonia solanacearum. Certaines de ces souches ont aussi récemment été retrouvées en
Australie et au Japon. Pseudomonas syzygii et la souche responsable de la maladie de sang de
la banane (BDB) sont considérées comme des souches apparentées de celles du phylotype V.
39 La planche 4 présente les positions des bandes de migration des quatre phylotypes (I, I, 1lI,
IV) de Ralstonia solanacearum ainsi que les souches MLG24, MLG25 et MLG28 spécifiques
des bananiers, sur le gel d’Agarose d’aprés PRIOR (2003) ; FEGAN et PRIOR (2005).
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372
e e
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e @ 2200b
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L
- 30
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- s w4 pb
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Figure 2: Gels caractéristiques de PCR multiplex des quatre principaux groupes génétiques décrits
chez Ralstonia solanacearum, ainsi que des groupes RFLP 24, 25 et 28.

Source : FEGAN et PRIOR, 2005
Sur le gel de gauche (Figure 2), la ligne continue représente la bande spécifique de 1’espéce
Ralstonia solanacearum et qui se situe a 280 pb. Les phylotypes I, II, Ill, IV se situent
respectivement a 144 pb, 372 pb, 91 pb et 213 pb. Sur le gel de droite, ’amplicon de 220 pb
caractérise les souches MLG 25 pathogénes du bananier (P). Les souches MLG 25 ne
fournissant pas ce produit PCR sont considérées non pathogénes du bananier (NPB). Ces
derniéres ont été récemment isolées sur anthurium et melon flétris a la Martinique (PRIOR,
2003). Les analyses moléculaires de réaction en chaine par polymérase utilisant la technique de
I’élément palindromique extragénique répété ou Repetitive Extragenic Palindromic Element
(REP-PCR) et la technique du polymorphisme de longueur des fragments de restriction ou

Resctricted Fragment Length Polymorphism (PFLP-PCR) classent les souches en trois groupes
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ayant 70% de similitudes. Les souches de gingembre sont reparties en groupes | et Il
génétiquement distincts ; celles de pomme de terre sont du groupe 1. Il a aussi été observé
100% de similitudes malgré la diversité des provenances des souches de gingembre. Il existe
donc une faible diversité génétique entre les souches a cause de 1’origine clonale du pathogeéne
qui est distribué par les rhizomes a travers les localités et les saisons dans une méme localité.
En plus de I’analyse des effecteurs de type III qui permet de caractériser des souches et analyser

leur pathogénie (Figure 3).

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

heliconia

Bv1 « Antillais »

Bv1 « Americain »
et Moko MLG 28

Phylotype 1
« Asiaticum »
* (Bv3 réunionnais)

MLG 25 Moko SFR/A
MLG 24 Moko H/B 3¢

«'race 3 » Pdt

Phylotype 3
Bv1 « Africain »

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

.

Phylotype 4
« Tropical »

Figure 3: Diversité génétique et phylogénie chez le complexe d’espéces Ralstonia solanacearum,
basées sur le polymorphisme de séquence du géne de I’endoglucanase

Source : FEGAN et PRIOR, 2005
11.2.2. Caractéristiques des Biovars

Le complexe Ralstonia solanacearum comprend cing (5) biovars sur la base du catabolisme de
trois disaccharides notamment, le Cellobiose, le Lactose et le Maltose et trois alcools de sucre
a savoir le Dulcitol, le Mannitol et le Sorbitol (MACIEL et al., 1997 ; SEAL et al., 1992).
HAYWARD (1964) a défini les quatre premiers biovars. Le biovar 1 n’utilise pas les
disaccharides et n’oxyde pas les alcools de sucres ; Le biovar 2 utilise les disaccharides mais
n’oxyde pas les alcools de sucres ; Le biovar 3 utilise les disaccharides et oxyde les alcools de
sucres ; Le biovar 4 n’utilise pas les disaccharides mais oxyde les alcools de sucres. HE et al.,

1983 ont mis en évidence le biovar 5 qui se caractérise par |’utilisation des disaccharides,
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I’oxydation du Mannitol mais pas celui du Dulcitol ni du Sorbitol. Le tableau 3 présente les

caractéristiques des 5 biovars suivant les réactions du test de HAYWARD en 1964.

Tableau 3: Différenciation des biovars de Ralstonia solanacearum a I’aide de tests
biochimiques basés sur I’aptitude a ’utilisation de 6 hydrates de carbone

Produits testés Biovars

1 2 3 4 5
Disaccharides
Cellobiose - + + - +
Lactose - + + - +
Maltose - + + - +
Alcools de sucre
Mannitol - - + + -
Sorbitol - - + + +
Dulcitol - - + + -

Source : HAYWARD, 1964

11.2.3. Caractéristiques différentielles des races

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

terre (Solanum tuberosum).

> La race 1: affecte une large gamme de solanacées incluant la pomme de terre, plusieurs
adventices. Certaines souches affectent le bananier diploide, le tabac, la tomate, la pomme
de terre, l'aubergine, les bananiers diploides et de nombreuses autres cultures comme
I’arachide et le gingembre ainsi que des Solanacées adventices. Cette race présente un
optimum de croissance a température élevée (35-37°C). La race 1 de Ralstonia
solanacearum est considérée comme endémique. Elle se maintient bien dans le sol et dans
la rhizosphere de nombreuses plantes ne présentant pas de symptdmes, y compris les
mauvaises herbes (HAYWARD, 1991 ; LEROUX, 2003).

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

» La race 3 affecte principalement la pomme de terre et occasionnellement la tomate. Elle
est sans grande virulence sur les autres cultures de Solanées et présentant un optimum de

croissance a une température plus faible (27°C), en zones de hautes altitudes a climat froid.
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Les souches de la race 3 posseédent un spectre d’hote plutdt étroit, la pomme de terre et la
tomate. Elles persistent moins bien dans le sol et peuvent disparaitre a la suite de pratiques
phytosanitaires et culturales adaptées. Chez la pomme de terre, les tubercules peuvent étre
contaminés de facon externe et surtout interne (forme latente) et transmettent le germe a un
sol indemne. Cette caracteristique confere a la race 3, le remarquable pouvoir 42 de
dissemination notamment sur de longues distances par le jeu des échanges commerciaux de
tubercules (LEROUX, 2003).
> Larace 4 affecte le Gingembre (Zingiber officinale) en Asie.

> Larace 5 est principalement inféodée au mdrier (Morus spp.) en Chine.

Il n’existe pas de corrélation stricte entre les races et biovars, excepté pour la race 3
correspondant au biovar 2, la race 5 au biovar 5, tous deux inféodés au Mdrier en Chine
(HAYWARD, 1983).

11.2.4. Répartition géographique des souches

Les analyses moléculaires utilisant la technique du polymorphisme de longueur des fragments
de restriction ou Resctricted Fragment Length Polymorphism (RFLP-PCR) ont permis la
répartition des souches en groupes génétiquement homogeénes ou division ayant des préférences
géographiques (Tableau 4).

Tableau 4: Répartition des races, biovars et divisions des souches de Ralstonia
solanacearum par rapport a la gamme d’hdtes et la région géographique

Race Hote () Région Biovar (s)  Division
1 Cosmopolite Asie, Australie 3,4 I
Amériques 1 I

2 Bananier Autres Musa  Caraibes, Brésil, Philippines 1 I
spp.

3 Pomme de terre, Monde entier 2 1
Tomate

4 Gingembre Asie 3,4 I

5 Mdrier Chine 5 I

Source : SCHAAD et al,, 2001

Les races et biovars ont été répartis en deux groupes génétiques ou divisions, en fonction de
I'analyse par méthode génétique Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) par
COOK et SEQUEIRA (1994). Les souches asiatiques de la race 1 (biovars 3, 4, 5) sont

rassemblées en un groupe, les souches ameéricaines de la race 1 (biovar 1), la race 2 (biovar 1)
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et la race 3 (biovar 2) dans un autre. Les quatre phylotypes (I, I, 11l et IV) constituent la
structure génétique du complexe d’espéces Ralstonia solanacearum (REMENANT et al.,
2010). Ils représentent par ailleurs, les principales origines des biovars de 1’espece. La figure 3
illustre parfaitement les origines Asiatique, Americaine, Africaine et Tropicale des principaux

biovars et races actuellement connus dans le monde (Figure 3).

11.3. Ecologie

Selon MURIITHI (2000), Ralstonia solanacearum survit en régions froides notamment en
zones d’altitude sous climat tropical. La race 3 (biovar 2) d’ordinaire inféodée aux climats
chauds est en train de s’adapter au climat frais d’Europe. Le biovar 2 est aussi présent dans les
cours d’eau européens (Espagne, Angleterre et Pays-Bas), a des concentrations faibles variant
de 10 a 80 cfu/ml, aux températures comprises entre 9 et 20 °C selon CARUSO et al. (2004).
D’aprés ELPHINSTONE et al. (2006), la souche de phylotype 11, séquévar 1 (race 3, biovar 2)
de Ralstonia solanacearum est capable de causer des symptomes de pourriture brune sur des
tubercules et un flétrissement sur des plants de pomme de terre a travers le monde.
L’homogénéité de cette souche refléte la faible pression de sélection dont elle fut I’objet au sein
de son habitat traditionnel caractérisé par le mode de propagation végétatif de la plante ainsi
que la dispersion relativement récente de la pomme de terre a partir de I’ Amérique du Sud, suite

aux échanges commerciaux mondiaux.
11.4. Epidémiologie

La survie de Ralstonia solanacearum dans les sols est trés controversée. En effet, GRANADA
et SEQUEIRA (1983) ont observé que Ralstonia solanacearum ne survivait pas plus de 24
semaines dans un mélange de sol plus du sable. Il semblerait que la bactérie ne survit pas dans
le sol lui-méme, mais dans les racines de plantes hétes ou dans la rhizosphere des plantes non-
hotes. Selon HAYWARD (1991) certains sols peuvent étre réceptifs a Ralstonia solanacearum,
d’autres en revanche peuvent étre suppressifs de par leurs caractéristiques physico-chimiques.
La survie a long terme de différentes souches de Ralstonia solanacearum est en étroite
corrélation avec leur habileté a infecter les racines d’une espece végétale donnée (GRANADA
et SEQUEIRA, 1981b). L’humidité et la température du sol sont aussi des facteurs déterminant
dans la survie du germe dans le sol. BUDDENHAGEN et KELMAN (1964) ont constaté que
la bactérie survit mieux dans un sol humide et bien drainé que dans un sol sec et inondé. Selon

les mémes auteurs, I’optimum de température de Ralstonia solanacearum se situe entre 30 et
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35°C, sauf pour les souches de la race 3 (biovar 2) pour lesquelles 1’optimum se trouve aux

environs de 23°C.

L’inoculum est disséminé de différentes maniéres, notamment par 1’utilisation de tubercules
infectés comme semences, la culture sur sol contenant des débris végétaux non décomposes
(Figure 4). Le systeme racinaire et la rhizosphére de plusieurs plantes hotes cultivées ou non,
ainsi que I’eau d’irrigation contaminée sont aussi des moyens de dissémination (PRIOU et

ALEY, 2002).

En Europe, la plupart des épidémies naissent a partir des plantes aquatiques telles 1’espece
sauvage de pomme de terre ou Morelle douce-amére et I’adventice Urtica dioira toutes deux

reconnues comme réservoirs de la bactérie (CARUSO et al., 2004).

2. Prolifération bacterienne
dans les tissus du xyléme
restriction hydrique

{ou infection latente)

3. Apparition de symptémes
y Flétrissement, épinastie,
| brunissement du collet

(détournement de la plante]

(retourau sof)

1. Adhésion et pénétration
par les racines &
chimiotactisme, flagelle,
pilus de type IV

Vie saprophyte
Rhisosphére et sol

Figure 4: Cycle de développement de Ralstonia solanacearum

Source : https://www.semanticscholar.org/paper/Description-des-%C3%A9cotypes-du-phylotype-II-

Il est en outre observé une facile pénétration des bactéries dans les racines des plantes grace
aux blessures causées par les outils, les nématodes et les insectes du sol (PRIOU et ALEY,
2002). Mais CELLIER et PRIOR (2010) ont observé que chez la tomate et 1’aubergine,

I’agressivité des souches des phylotypes I et III dépendait essentiellement de la température.
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LEROUX-NIO et al. (2008) ont travaillé sur plusieurs genérations successives de tubercules de
pomme de terre, ils ont démontré que des épidémies de pourriture brune pouvaient avoir pour

origine une contamination initiée plusieurs années auparavant (Figure 4).

Le test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) sur membrane nitrocellulosique
NCMELISA est une bonne méthode de contréle épidémiologique notamment en ce qui
concerne la survie et la dispersion du pathogéne (CARUSO et al., 2004 ; PRIOU et ALEY,
2002 ; SIDIKQU, 2002 ; SIDIKOU et al., 2005). 11 s’agit de techniques immunologiques mises

en ceuvre pour I’identification et la détection des bactéries phytopathogenes.

I1.5. Symptdmes et dégats de la maladie

Les symptdémes de la maladie peuvent étre observés aussi bien sur les parties aériennes que

souterraines de la pomme de terre.

Sur les parties aériennes, les symptdmes se caractérisent par un flétrissement, des taches, un
jaunissement du feuillage. Le flétrissement est rapide et un exsudat laiteux est observable au
niveau des vaisseaux de la tige (MARTIN et FRENCH, 1985). Selon PRIOU et ALEY (2002),
le flétrissement peut étre unilatéral ou total, similaire aux symptémes causés par un manque
d’eau. Les faisceaux vasculaires apparaissent bruns lorsque ’on enleve le cortex de la tige. En

cas de flétrissement soudain, il n’y a pas de jaunissement (Figure 5).

Sur tubercules, en cas d’infection sévere, on observe des exsudats bactériens au niveau des yeux
avec adhérences de sol (Figure 6). Une coupe transversale montre un brunissement de la région
vasculaire. Le tubercule entier peut étre désagrégé (MARTIN et FRENCH, 1985 ; PRIOU et
ALEY, 2002).

11.6. Diagnostic de la maladie

Au champ, il se réalise par la recherche d’exsudats au niveau de la région vascularisée de la
tige ou des tubercules des plants montrant des symptdmes typiques de flétrissement bactérien.
Un nuage de cellules bactériennes peut étre observé en trempant un bout de tige ou un morceau
de tubercule issus d’un plant infecté dans un vers d’eau claire (PRIOU et ALEY, 2002). Selon
MARTIN et FRENCH (1985), une autre méthode rapide consisterait a placer 2 ou 3 gouttes de
KOH 3% (Hydroxyde de potassium) sur une lame, transférer un peu d’exsudat bactérien a 1’aide
d’un cure dent en bois puis mélanger par des mouvements circulaires rapides pendant 5 a 15

secondes. La présence de la maladie est marquée par la formation d’un fil laiteux.
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Il est important de détecter les infections latentes au niveau des tubercules qui seront utilisés

comme semences, on y parvient par la PCR (LE PENNEC, 1991).

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

propagation.
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Figure 5: Plant de la pomme de terre flétri au Champs Figure 6: Tubercule de pomme de
Source : Auteur terre a exsudats bactériens
Source : Auteur

Ayant examiné en détail les caractéristiques et les effets dévastateurs de Ralstonia
solanacearum, nous nous tournerons maintenant vers les divers moyens de lutte visant a

contrdler la propagation de cette maladie et a protéger les cultures de la pomme de terre.

I1l. LUTTE CONTRE LE FLETRISSEMENT BACTERIEN DE LA
POMME DE TERRE

Le contrble du flétrissement bactérien représente un défi de taille, nécessitant une approche
multifacette intégrant plusieurs techniques. Ces stratégies sont regroupées dans le cadre d'un
programme de lutte intégrée, comprenant notamment la mise en ceuvre de mesures préventives
telles que la gestion du sol et I'apport de matieres organiques, la pratique de la solarisation,
I'utilisation de variétés de pommes de terre résistantes génétiquement, ainsi que la mise en place
de rotations culturales et d'associations de cultures. De plus, I'emploi d'agents biologiques,
d'inducteurs de résistance et de plantes non hotes ou antagonistes des parasites identifiés s'avere

étre des approches prometteuses pour contréler cette maladie.
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I11.1. Lutte préventive

La lutte contre cette maladie présente dans les sols dépend largement d'une bonne gestion du
sol. Cela comprend des pratiques telles que I'incorporation de compost ou de fumier dans le
sol, le contr6le du pH du sol en utilisant de la chaux pour élever le pH a un niveau compris
entre 6 et 7. Il est également important d'éviter l'irrigation par inondation ou par sillons, ainsi
que de lutter contre les nématodes a galles, car ils peuvent aggraver cette maladie. 1l est crucial
de prévenir la propagation de la maladie en évitant le transport d'outils, d'équipements ou d'eau
d'un sol infecté a un sol non infecté. Changer la date de plantation peut également étre
nécessaire pour eviter des températures élevées du sol (>24°C) et une trop grande humidite.
L'utilisation de variétés tolérantes ou résistantes, la greffe sur un porte-greffe résistant et
I'utilisation de tubercules et de graines provenant de cultures exemptées de maladies au cours
des deux dernieres saisons sont des pratiques recommandées. Il est essentiel d'éviter
d'endommager les racines, car des racines endommagées facilitent I'infection par des
pathogénes. Eviter la rotation avec d'autres plantes hotes telles que les solanacées, l'arachide
ou le tabac, et enlever les plantes hotes de la maladie telles que les mauvaises herbes
solanacées et les repousses de tomates/pommes de terre sont également des mesures
importantes a prendre pour contrbler la propagation de la maladie, la désinfection
systématique du matériel (outils, chaussures, matériel d’irrigation) doivent étre

impérativement adoptées pour diminuer le potentiel infectieux du sol. (CABI, 2016).

Un inconveénient de cette lutte contre la maladie du flétrissement bactérien réside dans le fait
qu'elle nécessite une gestion intensive du sol et une surveillance constante pour maintenir les
conditions optimales et prévenir l'infection. L’utilisation de compost ou de fumier, peuvent
étre colteuses en main-d'ccuvre et en ressources. De plus, le contréle du pH du sol peut
nécessiter des ajustements fréquents et I'application réguliére de chaux, ce qui peut étre
contraignant pour les agriculteurs, surtout dans les zones ou les ressources sont limitées. En
outre, bien que ces mesures contribuent a réduire les risques d'infection, elles ne garantissent
pas une protection totale contre la maladie, surtout dans les conditions environnementales

favorables a la propagation de Ralstonia solanacearum.

111.2. Lutte genétique

La plupart des flétrissements causes par les bactéries ne peut étre contr6lée par des pesticides
chimiques. Plusieurs auteurs s’accordent sur la nécessité de sélectionner des cultivars résistants

pour offrir une alternative de contrdle durable et bon marché (DESLANDES et al., 1997 ;
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GRIMSLEY et HANSON, 1997 ; MARCO et al., 2005 ; WANG et al., 1997b. Selon SIDIKOU,
2002 et SIDIKOU et al., 2005).

L’inconvenant de cette technique est I’instabilité de la variété ainsi il est crucial de maintenir
cette résistance au fil du temps. Les pathogénes ont la capacité de s'adapter et de contourner la
résistance des plantes, ce qui nécessite une surveillance continue et éventuellement des efforts
pour introduire de nouvelles sources de résistance. La concentration excessive sur un petit
nombre de variétés résistantes peut réduire la diversité génétique des cultures de pommes de
terre. Cela rendrait les cultures plus vulnérables aux maladies et aux ravageurs qui pourraient

évoluer pour contourner la résistance génétique.

111.3. Lutte mécanique

Il s’agit d’enlever et détruire les plantes infectées ainsi que les résidus de récolte. Cette méthode
consiste a enlever completement les plantes infectées du champ. Cela implique de déraciner les
plantes en incluant leurs racines et la terre qui les entoure. Les plantes infectées sont ensuite
transportées hors du champ dans un sac en plastique fermé pour éviter la propagation de la
maladie. Ces plantes peuvent étre brilées ou enterrées a une profondeur d'au moins un metre

loin du champ pour empécher la propagation de la maladie.

Une autre méthode est I’inondation le sol, elle consiste a inonder le sol pour une période
prolongée, généralement pendant au moins six mois. Cela peut aider a réduire la population
de pathogenes dans le sol. (CABI, 2016).

I11.4. Lutte agronomique

L’irrigation, la rotation culturale, I’association culturale, et la fertilisation comme méthodes

permettant de réduire les maladies bactériennes (OKON.,1990).

L’aspersion et la submersion sont des techniques d’irrigation favorisant la dispersion des
bactéries d’un plant a un autre. L’effet de I’irrigation sur les maladies est probablement
variable pour les parties aeriennes (tiges et feuilles) que celles souterraines. Le maintien d’une
période de sécheresse du sol et de la rhizosphére de 20 jours aprés 26 semaines (8 mois) de

culture, réduit les populations bactériennes a un niveau non infectieux.

La survie a long terme de R. solanacearum peut dépendre de I’infection d’une grande variété
de plants supposés non hotes tels que le mais et la canne a sucre. L’abondance des populations

de R. solanacearum pathogenes dans la rhizosphére des plantes non hétes, rend leur contréle
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trés fastidieux car, une faible concentration bactérienne de 1’ordre de 10°CFU/g de sol peut

potentiellement déclencher une épidémie si les conditions environnementales sont favorables.

Dans le domaine de la fertilisation minérale, il faut noter que 1’exceés d’azote favorise une
infection a Ralstonia solanacearum par 1’accroissement de la transpiration et de 1’ouverture
des stomates alors que le potassium accroit la résistance des plantes aux maladies
bactériennes. L’ influence du phosphore est plutot controversée ou variable. En fait, il ne s’agit

pas de la présence seule d’un nutriment, mais plutot de sa proportion relative.

La rotation culturale permet de réduire efficacement les sources et la quantité d’inoculum.
Toutefois, la forte dépendance économique des petits maraichers africains rend irréaliste la
pratique des longues rotations (GILDEMACHER et al., 2006). Parmi les plantes en
association ou en rotation de culture, il existe les plante assainissante du sol ou les plantes de

services.

111.4.1. Plantes de services a potentiel assainissant

Les plantes assainissantes regroupent une grande diversité de familles botaniques pouvant étre
employées pour optimiser la fertilisation (engrais verts), la structure et la conservation du sol
(plantes de couverture), la diversité microbienne et la gestion des bioagresseurs (plantes
pieges ou plantes assainissantes vis & vis de ravageurs, parasites et adventices). Si de
nombreux travaux sont déja rapportés dans la littérature sur 1’utilisation des Plante de service
dans la lutte contre les nématodes, on trouve moins de données sur la lutte contre les
microorganismes pathogénes telluriques. L’utilisation de plante de service en cultures
associées, mulch ou biofumigation dans le cadre d’une lutte agroécologique contre R.
solanacearum est étudiée depuis plusieurs années en Martinique par le CIRAD avec des
résultats prometteurs. On distingue deux voies d’action des plantes de service dans la lutte

contre les bioagresseurs telluriques : directes et indirectes.

Les plantes de services sont les especes implantées avant ou pendant une culture principale,
dans la parcelle ou a proximité et qui sont destinées a fournir un ou plusieurs avantages
(services écosystémiques) a la culture en place ou aux suivantes dans la rotation. Au-dela de
réguler les maladies, les plantes de services peuvent également réguler d’autres bioagresseurs
(adventices et ravageurs), améliorer la structure et la stabilité du sol, boucler le cycle des
éléments nutritifs ou réguler le climat (stockage du carbone). Eventuellement, la biomasse
produite peut étre utilisée pour la fourniture d’aliments ou de combustibles. Elles n’ont

toutefois pas une finalité productive, les services d’approvisionnement n’y sont pas recherchés
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en priorité. La mise en place de plantes de services pour lutter contre les organismes
phytopathogénes d’origine telluriques et les viroses transmises par les nématodes repose sur

plusieurs mécanismes dont 1’allélopathie et la Biofumigation.

> Allélopathie

L’exsudation racinaire de certaines especes de plantes dans un couvert d’interculture permet de
limiter les maladies transmises par les nématodes du sol, en sécrétant des composés répulsifs,
inhibiteurs ou biocides. L’action sur le microbiote racinaire est permise par I’activité biologique
du sol, elle-méme favorisée par les couverts. Cela permet, par la présence de champignons utiles
de type decomposeurs ou mycorhiziens voire de champignons antagonistes, de lutter contre les

microorganismes pathogenes.
» Biofumigation

C’est une technique culturale biologique permettant de lutter contre les maladies du sol avec un
couvert d’interculture qui a la capacité de libérer une grande quantité de composés biocides lors

de sa destruction. L’effet de dilution ou de barriére perturbe les flux des spores.

111.4.1.1. Crotalaires
Les crotalaires sont des plantes appartenant a la famille des Fabaceae ou Fabacées, appelées
également Légumineuses. Cette famille regroupe 650 genres et 18 000 especes réparties dans
monde entier. Leurs représentants peuvent étre des plantes herbacées, des arbustes, des lianes
ou de grands arbres. La présence des nodules fixateurs d’azote atmosphérique sur leurs racines
leurs permettent d’étre classé dans la sous-famille des Faboideae anciennement appelés

Papilionacées.

Les crotalaires sont des plantes dicotylédones, vivaces ou annuelles, érigées, buissonnantes
souvent utilisés en tant qu’engrais vert. Elles sont originaires d’Inde et trés répandues en
Afrique. Madagascar en a jusqu’a une quarantaine especes de crotalaires dont plus de la moitié
sont endémiques. Elles sont distribuées de facon hétérogene dans diverses zones géographiques
dans la grande Tle. Les crotalaires sont des plantes photopériodiques du fait que leur cycle de
vie est calé sur la longeur du jour. Leur intervalle de floraison varie entre 65 a 120 jours. Le
systeme racinaire profond difficile a arracher manuellement. Il est constitué d’un pivot tres
puissante et plutdt court muni de tres nombreuses racines latérales. Ces racines comportent une
importante quantités de nodules actifs en forme de coraux allant jusqu’a 2,5 centimétres de

diamétre.
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Parmi les Légumineuses utilisables comme engrais vert, les crotalaires occupent une place
importante dans I'agriculture tropicale. Elles ont donc été I'objet d'études de la part des services
agricoles et de recherches agronomiques. Dans 1’agriculture tropicale, les crotalaires sont parmi
les Légumineuses les plus utilisées en tant qu’engrais vert. A Madagascar, une étude menée a
Moramanga a montré que les crotalaires sont largement employées par les agriculteurs en tant
qu’engrais vert, a savoir C. retusa, C. sericea, C. juncea et C. fulva (PELTIER, 1959). Plusieurs
études ont montré aussi que les crotalaires produisent des métabolites secondaires appelées
« alcaloides ». Ce produit leurs confére la propriété « nématicides ». De ce fait, les crotalaires
sont dotees de caractere répulsif des nématodes nématofuges et tres connues dans la lutte contre
I’attaque de ces bioagresseurs. Différentes espéces de crotalaires agissent sur les vers
Meloidogyne sp en rendant les femelles stériles et provoque ainsi la suppression de la génération

suivante.

Les crotalaires ont aussi la capacité d’améliorer la structure du sol et occupe un role non
négligeable pour la production d’azote organique. Le systéme racinaire dense facilite le
drainage et permet la filtration et I’infiltration jusqu’au aux horizons supérieurs du profil. En
tant que légumineuse, les crotalaires sont capables de filtrer 1’azote atmosphérique (N;). Ce
mécanisme se réalise a travers la symbiose des racines avec les rhizobiums du sol. Aprés la
dégradation du couvert (engrais vert), 1’azote capté par la plante sera minéralisé par les

microorganismes et sera de nouveau restitué et disponible.

Les crotalaires sont des plantes antiérosives a croissance rapide et dont les semences ont des
fortes capacités de germination et de levée. Grace a leur port érigé, les crotalaires sont capables
de dominer rapidement la strate herbacée. Aprés deux mois de plantation, ils fournissent un
ombrage selon leur densité, qui inhibe le développement de la majorité des adventices. Ce
mécanisme de contréle des mauvaises herbes est d0 a la concurrence aux ressources surtout

lumineuse. Leur couvert permet également de prévenir les effets des fortes pluies sur les sols.

111.5. Lutte biologique

Au cours de ces dernieres années, il y a eu relativement peu d’études par rapport a 1’utilisation
de bactéries dans la lutte contre les maladies bactériennes. RANDRIANANGALY (2003), a
montré que les bactéries Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas putida isolées a partir de
bouillie bouse bovine sont efficace contre la maladie Ralstonia solanacearum de géranium par
la production de I’antibiotique 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), ainsi que la production de
sidérophores.
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Selon SCHROTH et BAHME (1990), dans la nature, les microorganismes sont en interaction
continuellement, excepté lorsqu’ils sont en état de dormance. Certains sont antagonistes a
d’autres dans des conditions environnementales particuliéres. Une bonne utilisation du controle
biologique nécessite la compréhension de 1’écologie des antagonistes et les mécanismes par
lesquels ils régulent les pathogenes (antibiose, prédation, parasitisme et compétition pour des
sources de nutriments). Pour KEMPE et SEQUEIRA (1983), une résistance peut se perdre sous
certaines conditions environnementales, notamment des températures supérieures a 30°C, c’est
pourquoi elle est couplée a la lutte biologique. La bonne technique consiste a introduire
I’antagoniste bactérien directement dans le systeme vasculaire des tubercules a protéger avant
leur exposition a 1’agent pathogeéne. En effet, il a été noté que I’application de bactéries
antagonistes aux racines ou aux tubercules de semences, est souvent inhibée par des conditions
adverses du sol, notamment la présence d’autres microorganismes. Pour lutter contre une
souche virulente de Ralstonia solanacearum, ces deux auteurs ont essayé d’induire une
résistance a quelques cultivars de pomme de terre en utilisant comme antagonistes, une souche
avirulente de Ralstonia, une souche pathogene mais incompatible a la pomme de terre ainsi

qu’une souche saprophyte.

Des recherches dans le cadre de projet PARURE a Madagascar en 2013, les chercheurs ont
révelé que 4 souches d’actinomycetes endophytes, six souches d’actinomycetes telluriques et
deux souches de Pseudomonas fluorescens isolés sur les cultures de pomme de terre en contre-

saison sont actives sur 24 isolats de R. solanacearum.

IV. PLANT GROWTH PROMOTING RHIZOBACTERIA et
ACTINOMYCETES

Le développement des végétaux est étroitement lié au fonctionnement du sol. Il leur sert a la
fois d’ancrage (racines) et de réserve d’alimentation en eau, en oxygene et en éléments nutritifs.
Les micro-organismes jouent un role important dans 1’aptitude du sol a répondre aux besoins

des plantes.

Les microorganismes sont des organismes vivants qui ne peuvent étre observés qu’a I’aide d’un
microscope. lls sont représentés essentiellement par des bactéries et des champignons et sont
impliqués par exemple dans la minéralisation des matiéres organiques, le cycle de I’azote, la
disponibilité du phosphore et également dans la régulation de la croissance racinaire. Dans le
cas des PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Ce sont des Rhizobactéries qui

colonisent les racines et qui stimulent leur croissance. Elles colonisent la rhizosphere en
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utilisant les exsudats racinaires comme substrat nutritif, mais a la différence des autres bactéries
rhizosphériques elles ont, en retour, un effet bénéfique sur la plante via une multitude de
mécanismes. En effet, la relation plante-PGPR : une relation mutualiste « gagnant-gagnant ».
Les exsudats racinaires fournissent une nutrition carbonée aux bactéries PGPR en germination
pour leur développement. En retour, la bactérie PGPR forme un biofilm (sorte de gel) sur les
racines et génére des composés biologiquement actifs qui stimulent la croissance racinaire et la

résistance des plantes.

IV.1. Intéréts des PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)
L’utilisation des PGPR présentent principalement les avantages ci-apres :

(i) Amélioration de la disponibilité des éléments nutritifs (azote, phosphore, fer...) en chélatant
le fer, en solubilisant et/ou minéralisant le phosphore du sol qui est souvent indisponible pour
la plante car sous forme de phosphore organique et/ou de phosphore minéral insoluble dit

rétrogradé en sels de phosphates.

(if) Régulation de la production de phytohormones. La plante produit naturellement du
tryptophane (TRP) qui est un acide aminé précurseur de 1’auxine. Les bactéries détectent le
tryptophane émis dans les exsudats racinaires et excretent a leur tour dans le biofilm des

substances équivalents auxines. Ces équivalents auxines stimulent ainsi la croissance racinaire.

(iii) Augmentation de la tolérance aux stress abiotiques (froid, chaleur, manque d’eau). La
combinaison d’un plus grand volume racinaire et de nutriments plus assimilables donne des
plantes qui valorisent mieux les ressources nutritives du sol et qui sont mieux a méme de résister

aux stress.
(iv) Compétition avec les bio agresseurs par occupation de 1’espace dans le sol.

(v) Amélioration de la qualit¢ de la plante (enracinement, densité...). Pour les cultures
annuelles, la phase critique est a la levée, quand la plante doit puiser ses premiers nutriments.
Il faut donc qu’elle ait la possibilit¢ de développer au plus tot son systéme racinaire. En
s’implantant rapidement, elle dépassera plus vite le stade de sensibilit¢ aux attaques des
ravageurs et couvrira mieux le sol, laissant moins de fenétre de développement aux adventices.
Un systéme racinaire plus dense, plus profond, avec des racines plus épaisses a aussi son intérét

plus tard dans le cycle, si des épisodes de stress surviennent.
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IV.2. Actinomyceétes dans les sols de rhizospheres de plantes

La majorité des actinomycétes sont trouvés dans divers types de sols tels que les champs
agricoles, les foréts tropicales et les grottes naturelles (GOMES et al., 2000 ; NAKAEWET et
al., 2009). Certains des actinomycetes sont distribués dans les parties rhizosphériques du sol.
Le terme de rhizosphére, tout d'abord utilisé par Martin et Kemp (HILTNER ,1904) et défini
comme une zone du sol qui entoure les racines des plants. La densité de ces derniers est plus
élevée dans cette zone que dans les sols dépourvus de racines. Cette différence est liée a la
sécrétion des petits composés organiques par les racines sous forme d’exsudats qui fournissent
la nutrition et les sources d’énergie pour la croissance microbienne (SODERBERG et BAATH,
1998). On sait depuis longtemps que les exsudats contiennent des acides organiques, des acides
aminés, des acides gras, des vitamines et des monomeres des glucides ; la composition et la
quantité des exsudats racinaires varie selon les espéces végétales et les conditions abiotiques
tels que de la température et I'numidité de sol (MARTIN et KEMP ,1980). Cette flore
microbienne de la rhizosphére comprend principalement les bactéries, les champignons et les
actinomycetes. Les interactions entre les microorganismes procaryotes et les racines des plantes
peuvent avoir des effets bénéfiques, nuisibles ou neutres sur la plante en fonction du type
d'interaction symbiote et les conditions de sol (SMITH et READ, 1997).

IV.3. Importances des actinomycetes

Les actinomycetes ont une importance considérable en tant que producteurs d'antibiotiques
(BERDY, 2005). En plus de ces derniers, ils sont la source de métabolites a différentes activités
biologiques comme les enzymes, les antitumorales, les insecticides, les pesticides, les
herbicides et les immunomodulateurs (SUJATHA et al., 2005 ; SMAOUI, 2010). Dans le
domaine agronomique En plus de la production d’un grand nombre de métabolites d’importance
commerciale, les actinomycétes possédent d’autres potentiels intéressants tels que leur
implication dans le processus de recyclage. En effet, ils sont vitaux pour le recyclage des
nutriments et comptent parmi un nombre réduit d’organismes utilisés en bioremédiation,
capable de dégrader des composés organiques complexes tels que la chitine (ZAITLIN et
WATSON, 2006) et grace a un potentiel enzymatique riche ainsi que des spores résistantes a la
dessiccation (PIZZUL, 2006). Ils ont la possibilit¢ de s’adhérer aux interfaces non miscibles a
I’eau en raison de I’hydrophobicité de leur paroi cellulaire. Ils sont aussi capables de dégrader
des hydrocarbures chlorés ainsi que des composés organiques complexes (EL-SHATOURYET
al, 2004).
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IV.4. Actinomycétes contre le flétrissement bactérien R. solanacearum

Les Actinomycétes sont bien connus pour la libération d'enzymes actives contre les
microorganismes phytopathogénes, y compris les chitinases, les glucanases, les amylases, les
cellulases, les lipases et les protéases (JOG et al., 2016). Ainsi, beaucoup de recherches sur la

gestion des maladies de cultures ont été réalisées en utilisant des souches d’ Actinomycetes.

Une espéce d’actinomycéte appelée Streptomyces cavourensis SY 224 produisant des chitinases
et des glucanases a contr6lé la maladie de I'anthracnose chez le poivre (LEE et al., 2012). S.
halstedii et S. griseus ont produit des chitinases antifongiques trés actives et sont des agents
biologiques efficaces pour la protection des cultures (JOO, 2005). Actinoplanes campanulatus
et Micromonospora chalcea produisant des glucanases ont protégé le concombre de Pythium
aphanidermatum en conditions de serre (EL-TARABILY et al., 2009). Streptomyces sp. MT7,
en tant que souche chitinolytiqgue, a montré une activité antagoniste contre plusieurs
champignons pourrissant le bois, notamment Phanerochaete chrysosporium, Coriolus
versicolor, Polystictus versicolor et Schizophyllum commune, les agents causaux de la
pourriture blanche, ainsi que Gloeophyllum trabeum, Postia placenta, Polyporus agaricans et
Polyporus friabilis, les agents causaux de la pourriture brune (NAGPURE et al., 2014).
Gopalakrishnan et al. (2011) ont rapporté que les souches de Streptomyces ont réduit le
flétrissement fusarien chez le pois chiche via la production de plusieurs métabolites en concert,

comprenant non seulement les enzymes cellulase et protéase mais aussi le cyanure d'hydrogéne.

Plusieurs auteurs ont également trouvé que les actinomycetes peuvent lutter contre Ralstonia
solanacearum. JUNWEI et al., 2019 ont identifié¢ une souche d’actinomycéte, Streptomyces
sporangiiformans sp. nommée souche NEAU-SSA 1T antagonistes dans le sol du mont Song.
Elle présentait une activité inhibitrice contre la bactérie phytopathogéne Ralstonia
solanacearum, a été isolée et soumise a une analyse taxonomique polyphasique. LE et al., 2022
ont verifié que la souche Streptomyces peut jouer d’agent de biocontrole contre R.
solanacearum de la tomate en libérant des enzymes actives contre les microorganismes
phytopathogénes, y compris les chitinases, les glucanases, les amylases, les cellulases, les
lipases et les protéases. A Madagascar, des études ont été réalisée sur la Contréle intégré du
flétrissement bactérien (Ralstonia solanacearum) de la pomme de terre dans la région du
Vakinankaratra (RAHETLAH et al., 2016). Des actinomycetes telluriques, des actinomycetes
endophytes et de Pseudomonas fluorescens ont été identifiee antagoniste de R. solanacearum

au laboratoire et en serre.

28



29



V. PRESENTATION DE LA ZONE D’ETUDE

V.1. Localisation géographique de la zone d’étude

L’expérimentation en milieu réel a été réalisée dans la région Vakinankaratra (Figure 7).

. La région de Vakinankaratra

A

Figure 7: Carte de la région du Vakinankaratra

Source : https://www.researchgate.net/figure/Carte-de-la-region-du-Vakinankaratra-
Source_figd 356890561

V.2. Climat

La Région de Vakinankaratra dispose d’un régime climatique tropical d’altitude, supérieure a
900 metres. Elle est caractérisée par une température moyenne annuelle inférieure ou égale a
20°C (Figure 8). Les températures ne présentent pas trop de risque pour les diverses
spéculations agricoles, sauf pour quelques dégats de gel au niveau des zones de hautes altitudes.
La moyenne des pluies annuelles est environ de 1500 mm en 110 jours. La répartition annuelle,
qui comporte parfois des mois secs trop longs au début de la saison (septembre a novembre) ne
permettent pas un bon démarrage de la campagne agricole, surtout pour les rizicultures de bas-
fonds.
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Figure 8: Diagramme ombrothermique de la région de Vakinankaratra

Source : weatherspark.com

V.3. Culture de la pomme de terre dans la région

La région de Vakinankaratra se distingue comme le principal centre de production de pommes
de terre a Madagascar. Elle contribue a plus de 56% de la production nationale de ce tubercule
et bénéficie d'un avantage concurrentiel remarquable. Son sol volcanique fertile, idéal pour la
culture en altitude, combiné a la possibilité d'irrigation dans certaines zones durant la saison
séche, permet jusqu'a trois cycles de culture par an. De longue date, les petits producteurs locaux
perpétuent une tradition bien établie dans la production de pommes de terre. Avec un rendement
moyen d'environ 10 tonnes par hectare, soit le double de la moyenne nationale, la région jouit
d'une position privilégiée dans le secteur. Néanmoins, environ plus de la moitié de la superficie

de la région est constituée de sols ferralitiques lessivés.

Le centre de recherche principal sur la pomme de terre a Madagascar, FIFAMANOR, est
également basé dans cette région, offrant un soutien technique précieux aux exploitants locaux.
Gréace a l'utilisation de la technologie in vitro, le centre multiplie rapidement et sans maladie
les semences, permettant ainsi la création de nouvelles variétés mieux adaptées aux conditions

locales et a la demande du marché.

La synthese bibliographique souligne I'importance cruciale de développer des stratégies
efficaces pour contrdler R. solanacearum, une menace majeure pour les cultures de pommes de
terre. L'utilisation d'actinomycetes et des plantes assainissantes émerge comme une approche
prometteuse dans cette lutte, offrant des perspectives encourageantes pour une gestion
agroécologique intégrée de cette bacteriose. Cette thése se positionne ainsi au ceeur de ce défi,
visant a explorer ces solutions novatrices pour protéger les cultures de pommes de terre dans la

région de Vakinankaratra.
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CHAPITRE 2. EVALUATION DES PLANTES
ASSAINISSANTES DU SOL CONTRE LE
FLETRISSEMENT BACTERIEN (Ralstonia

solanacearum) DE LA POMME DE TERRE DANS
LA ZONE DE BETAFO
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Planche 2: Expérimentation aux champs sur I’association culturale pomme de terre et Iégumineuse
Crotalaria
A : Epandage d’engrais organique et semis de pomme de terre (Source : Auteur), B : plant de pomme de terre flétris (Source :
Auteur), C : développement végétatif de la pomme de terre (Source : Auteur), D : association culturale pomme de terre et
Crotalaria spectabilis (Source : Auteur), E : association culturale pomme de terre et Crotalaria grahamiana (Source : Auteur).
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Une partie de ce chapitre a été publié dans le journal FARA Research Report (FRR) Volume 7 :

Andriamiarisoa L. D, Fanjaniaina C, Rakotoarimanga N, Rahetlah V.B. (2023) Effects of
Mulching/Green Manuring and Intercropping with Crotalaria grahamiana on Growth and Yield
Parameters of Potato in the Vakinankaratra Region, Madagascar. FARA Research Report Vol 7(15)
:134-141. https://doi.org/10.59101/frr072315.

Une partie de ce chapitre a fait 1’objet d’une communication scientifique orale réalisée a 1’ Akademia
malagasy, du 18 Janvier 2024 :

Andriamiarisoa Lovaniaina Dinanirinal, Fanjaniaina Chantal®, Tendro Radanielina?, Nirina
Rakotoarimanga®, Volatsara Baholy Rahetlah®. Utilisation de Crotalaria spectabilis contre le
flétrissement bactérien (Ralstonia solanacearum) de la pomme de terre dans la zone de Betafo.

l. RESUME

A Madagascar, le flétrissement bactérien causé par le complexe d’espéce Ralstonia
solanacearum est une maladie majeure de la pomme de terre. L’étude visait a évaluer le
potentiel de biocontréle des plantes légumineuses assainissantes du sol Crotalaria grahamiana
(mulching, engrais vert) et Crotalaria spectabilis en systeme associé en ligne simple contre
Ralstonia solanacearum sur la pomme de terre de la variété Meva. L'essai est réalisé dans 2
sites du district de Betafo (andosol), dans la région Vakinankaratra. Le dispositif expérimental
est un bloc aléatoire complet a 4 traitements et 4 répétitions avec T1: systéme monoculture de
pomme de terre, T2: association Crotalaria grahamiana (mulching) avec la pomme de terre,
T3: association Crotalaria grahamiana (engrais vert) avec lapomme de terre et T4 : association
Crotalaria spectabilis avec la pomme de terre.

Les résultats ont révélé une augmentation significative des rendements en tubercules totaux et
en tubercules commercialisables de 107% et de 85% pour T4,de 144% et de 78% en T2, ainsi
que de 107% et de 79% pour T3 par rapport au témoin T1. De plus, une diminution significative
de Il'incidence et de la sevérité du flétrissement bactérien a été observée pour les traitements
associes par rapport aux témoins, avec des réductions de moins de 71% et de 63% T4, de moins
de 50% et de 48% pour T2, et de moins de 26% et de 36% pour T3 par rapport au témoin T1.

Mots-clés : Plantes légumineuses assainissantes du sol, Crotalaria spectabilis, Crotalaria

grahamiana, flétrissement bactérien Ralstonia solanacearum, lutte culturale, pomme de terre.

Il.  INTRODUCTION

Le flétrissement bactérien, provoqué par le complexe d'especes Ralstonia solanacearum, une

bactérie d'origine tellurique, représente une menace sérieuse pour la culture de la pomme de
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terre dans divers environnements, notamment dans les régions tropicales, subtropicales et
tempérées chaudes (HAYWARD, 1991).

A Madagascar, cette maladie constitue un obstacle majeur a la production de pommes de terre,
en particulier dans les principales zones de culture comme les Tanety, surtout pendant la saison
chaude et pluvieuse. Cette maladie entraine une réduction significative du rendement et de la
qualité des récoltes, en raison du flétrissement des plants de pomme de terre pendant la
croissance et de la pourriture des tubercules pendant la récolte ou le stockage. AUTEUR

La gestion du flétrissement bactérien, une maladie d'origine tellurique, s'avére complexe. La
lutte chimique est absente, les producteurs pratiquent généralement a des mesures préventives
telles que I'utilisation de variétés de pommes de terre supposées résistantes et la rotation des
cultures (FRENCH, 1982). Cependant, la résistance des variétés est spécifique aux souches de
Ralstonia solanacearum et dépend des conditions agro-pédo-climatiques. De plus, la rotation
des cultures est souvent inefficace car les souches de Ralstonia solanacearum peuvent persister
longtemps dans les profondeurs du sol ou sur les systémes racinaires de nombreuses mauvaises
herbes. Face a ces défis, les stratégies actuelles de gestion privilégient une approche intégrée
combinant des mesures génétiques, biologiques et agronomiques.

Dans cette perspective, notre étude se concentre sur I'utilisation des plantes de services comme
moyen de lutte contre Ralstonia solanacearum. Les plantes de services regroupent une grande
diversité de végétaux utilisés pour améliorer la fertilité, la structure et la conservation du sol,
ainsi que pour lutter contre les ravageurs, les maladies et les mauvaises herbes. Parmi eux existe
les plantes assainissantes du sol contre les maladies telluriques.

L'objectif de cette recherche est d'évaluer une méthode de lutte agroécologique basée sur
I'utilisation des plantes légumineuses assainissantes du sol en association avec la pomme de
terre. Nous avons sélectionné deux types de plantes Iégumineuses pour évaluer leur capacité a
réduire le potentiel infectieux des sols lié a Ralstonia solanacearum notamment Crotalaria

spectabilis et Crotalaria grahamiana.

I1l. MATERIELS ET METHODES
I11.1. Sites expérimentaux

L'expérimentation a été conduite en milieu réel pendant une campagne culturale, s'étendant de
novembre 2020 a mai 2021, dans deux sites situés respectivement dans les communes rurales
de Mandritsara (19°49°39°’S ; 46°53°19”°E, 1,576 m) et d’Alakamisy anativato (19°53°01°°S ;
46°54°20"’E, 1524m), localisés dans le district de Betafo, dans la région Vakinankaratra, sur
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les Hautes Terres centrales de Madagascar. Les parcelles, qui sont cultivées en pomme de terre

depuis plusieurs années, ont été sélectionnées pour cette étude.

Le type de climat est tropical d’altitude avec deux saisons bien distinctes, une saison seche et
fraiche allant de Mai a Septembre avec une température journaliére de 7,1°C a 22,8°C et une
saison chaude et pluvieuse allant d’Octobre a Avril, avec une température journaliére de 13,2 a
26°C. Les mois les plus pluvieux sont les mois de janvier, février et mars et les moins pluvieux

les mois de juin, juillet et ao(t et la pluviométrie moyenne annuelle est de 1728 mm (Figure 9).

Précipitations (mm) Température (°C)
450 50,0
400 45,0
350 40,0
300 35,0
250 30,0
200 25,0
150 20,0
100 15,0
50 10,0
0 50
Jul Aout Sept Oct Nov Dec Jan Fev Mar Avr Mai Juin
w=Précipitations [mm) ——Température [°C)

Figure 9: Valeurs moyennes de la précipitation et de la température mensuelle dans le district de
Betafo (1981-2020)
Source : DGM
Dans les deux sites d’essai, le type du sol est brun tropical, produit d’un volcanisme récent.
L’analyse chimique du sol a révélé qu’il s’agit d’un sol a pH acide a Iégerement acide,
relativement riche en carbone, en azote, avec un rapport C/N satisfaisant, moyennement riche

en phosphore et en potassium avec une texture limono-sableux (Tableau 5).

Tableau 5: Propriétés chimiques du sol dans les sites expérimentaux

Site pH C% N% C/N P (Bray II) ppm K (meq/100g)
Mandritsara 4,82 4,20 0,270 13,9 3,50 0,209
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Alakamisy 526 6,54 0,423 15,5 6,00 0,216

Anativato

pH : potentiel hydrogéne, C% : Pourcentage en Carbone, C/N : rapport entre carbone et azote, P (Bray Il)
ppm : extraction de phosphore dans les acides en 1 mg/kg. , K(meq/100g) : Kalium en milliéquivalent par
100g du sol.

Source : Auteur

I11.2. Traitements et dispositifs expérimentaux

3.2.1. Pomme de terre

La variété de pomme de terre utilisée était la variété Meva, une des variétés les plus appréciées
par les producteurs. Elle s’affiche une sensibilit¢ moyenne au flétrissement bactérien est
appréciée par les producteurs notamment pour ses caractéristiques agronomiques dont sa
précocité de 150 jours de cycle cultural, son aptitude a la friture, et au stockage ainsi que sa
haute valeur marchande (Annexe 1). Les tubercules-semences de cette variéte ont été fournis

par une coopérative spécialisée dans la production de semences de base.

3.2.2. Plantes assainissantes du sol

Deux espéces de plantes assainissantes ont été sélectionnées pour étre évaluées en conditions
réelles quant a leur capacité a réduire I'infestation par Ralstonia solanacearum dont Crotalaria
spectabilis (Figure 10) et Crotalaria grahamiana (Figure 11). Ces deux especes appartiennent
a la famille des Fabacées et sont originaires d'Asie. Elles sont désormais largement répandues
dans les zones tropicales et subtropicales, notamment en Afrique. Outre leur capacité a fixer
I'azote atmosphérique et a améliorer la fertilité du sol.

Du point de vue agronomique, elles offrent différents avantages (WANG et al., 2002)

mentionnés ci-dessous :

- Leur capacité intrinséque en tant que Iégumineuses a établir une symbiose avec des

bactéries fixatrices d'azote atmosphérique les distingue comme des engrais verts ;

- Leur adaptation a une variété de types de sol, leur tolérance a la sécheresse, leur croissance
rapide et leur production de biomasse élevée en font des plantes de couverture efficaces

pour lutter contre la pression des adventices et les phénomenes érosifs.

- Lasynthese et la libération de la monocrotaline, un alcaloide pyrrolizidinique connu pour

sa toxicité envers les nématodes (WANG et al., 2002), les désignent comme des cultures
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intercalaires assainissantes dans les systémes vulnérables aux nématodes tels que les

plantations de bananiers et d'ananas.
- o -~ X :

Figure 10: Plant de Crotalaria spectabilis Figure 11: Plant de Crotalaria grahamiana

Source : Auteur

3.2.3. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est un bloc aléatoire complet avec quatre traitements et quatre
répétitions constitués par :

T1 : monoculture de pomme de terre (témoin),

T2 : mulching + association Crotalaria grahamiana avec pomme de terre (ligne alternée
simple),

T3 : engrais vert + association Crotalaria grahamiana avec pomme de terre (ligne alternée
simple)

T4 : association Crotalaria spectabilis avec pomme de terre (ligne alternée simple).
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3.2.4. ltinéraire technique

Un travail du sol a été effectué avant le semis des plantes assainissantes du sol. Les graines de
Crotalaires préalablement traitées par trempage dans 1’eau chaude pendant 12 heures ont été
semees entre les lignes de pomme de terre, espacée de 0,7m respectivement a la dose de 18 et

20kg/ha, 12 semaines avant la plantation de la pomme de terre.

Apres 8 semaines de plantation, la biomasse aérienne de Crotalaria grahamiana a été pesée et
découpée finement d’environ Scm, mais le systéme racinaire est laissé poursuivre ses effets
dans le sol. Cette biomasse a €té par la suite restituée entierement au sol, soit sous-forme de
paillis a la surface de la parcelle (Mulching), soit sous forme incorporée au sol (Engrais vert),
et laissée se décomposer pendant 4 semaines avant la plantation de la pomme de terre entre les
lignes de crotalaire en association en ligne alternée simple (Figure 13). Pour Crotalaria
spectabilis, les plants sont laisses en association culturale en ligne alternée simple de la pomme
de terre (Figure 12).

Figure 12: Association culturale Figure 13: Association culturale pomme de terre et

pomme de terre et Crotalaria Crotalaria grahamiana
spectablis

Source : Auteur

Quarante (40) tubercules semences de pomme de terre ont été plantés dans chaque parcelle
élémentaire a écartements de 0,7m x 0,3 m et la méme dose de fertilisation de fond composée
de 10 t ha de fumier de ferme et de 300kg ha™ d’engrais minéral NPK 11-22-16 ainsi que la
méme dose de fumure de couverture (urée) de 46kg ha ont été respectivement apportées a la

plantation et au premier buttage (15-20cm) de la pomme de terre (Figure 14).
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Figure 14: Semis de tubercules semences de pomme de terre et épandage de fertilisation
Source : Auteur

111.3. Paramétres agronomiques retenus

3.3.1. Parametres de croissance et de rendement de la pomme de terre

Les parametres de croissance, tels que la hauteur des plants, le poids et le nombre de tiges par
pied, ainsi que les mesures de rendement, incluant le nombre et le poids frais total des tubercules
par pied incluant le nombre et le poids frais des tubercules commerciaux (diameétre > 28 mm),

ont été évalués sur 12 plants sélectionnés au centre de chaque parcelle élémentaire.

3.3.2. Incidence et sévérité du flétrissement bactérien de la pomme de terre

Dans chaque parcelle élémentaire, ’incidence du flétrissement bactérien ou le pourcentage de
plants flétris a été suivie pendant la plantation de la pomme de terre (WINSTEAD et KELMAN
(1952), selon la formule :

Incidence (100%) = X plants flétris x 100 / nombre total des plants

La sévérité du flétrissement bactérien a été suivie en utilisant une échelle de notation de 1 a 5
(1 =aucun symptébme, 2 = flétrissement de quelques feuilles jeunes au sommet, 3 = deux feuilles
flétries, 4 = quatre ou plus de feuilles flétries et 5 = mort du plant) et la formule est suivante :
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Sévérité (100%) = X (pn) x 100/ PN [17]

Avec (p) = nombre de plants avec le score correspondant a la notation (n), P = la notation la plus élevée, N= nombre total de
plants flétris

3.3.3. Isolement et caractérisation biochimique des souches présumées de R.

solanacearum aux champs
a) Isolement des souches de R. solanacearum

Les souches bactériennes ont été isolées a partir des échantillons de tiges et de tissus vasculaires
de tubercules de plants de pomme de terre présentant les symptdmes caractéristiques du
flétrissement bactérien préleves aux champs. Des dilutions en série ont été effectués avant
I’isolement sur milieu semi-sélectif SMSA (modified Sequiera Medium South Africa)
(ELPHINSTONE, 1996) et milieu de Kelman (casamino acide-peptone-glucose CPG) au
chlorure de triphényl tetrazolium (TZC) (KELMANN, 1954) (Annexe 3). Les colonies
présumées de R solanacearum, blanches au centre légérement rose, fluides, de forme irréguliere
ont été repiquées et purifiées sur le milieu TZC.

L’aspect macroscopique des isolats de R. solanacearum est déterminé sur milieu CPG
(YABUUCHI et al., 1996). L’aspect macroscopique (couleur, forme, consistance) des colonies

est observé apres 48 heures d’incubation a 30°C.

Des tests biochimiques ont été réalisés pour 1’identification des souches bactériennes dont la

coloration Gram, test de KOH et la recherche d’oxydase.

b) Détermination du type de biovars
Elle est basée sur des tests biochimiques en lien avec les capacités des souches a utiliser et/ou
a oxyder trois disaccharides, notamment le maltose, le lactose et la cellobiose, ainsi que trois
hexoses alcools, le mannitol, le sorbitol et le dulcitol.
Le milieu de base utilisé est constitué de 1 g Bacto-peptone, 1 g de NH4H2PO4 (Ammonium
dihydrogéne phosphate), 0,2 g de KCI (Chlorure de potassium), 0,2 g de MgSO4, 7H20
(magnésium sulphate), 0. 03 g de Bleu de Bromothymol, 3 g d’ Agar dans un litre d’Eau distillée
1.000 ml (HAYWARD, 1964 et 1976).
Le pH est ajusté a 7-7.1 en y ajoutant quelques gouttelettes de solution de NaOH 40%
poids/volume. Le milieu ainsi obtenu a une coloration vert olive.
Le milieu de culture est reparti dans des bécher en aliquotes de 90 ml correspondant au nombre

d’hydrates de carbone a tester avant autoclavage a 121°C pendant 21 minutes.
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Dix millilitres (10 ml) d'une solution d'hydrates de carbone a 1 % composée de lactose, maltose,
cellobiose, mannitol, sorbitol et dulcitol sont préparés puis versés dans des tubes a vis stériles.
Toutes les solutions de sucres sont stérilisées par filtration (a l'aide de membranes a millipores
de 0,22 microns) dans des tubes a essai préalablement stérilisés. Les solutions sont ensuite
chauffées a 100°C pendant 20 minutes. Environ 10 ml de chaque solution de 10 % d'hydrate de
carbone sont ajoutés a 90 ml du milieu de base refroidi a 60°C afin d'obtenir une concentration
finale de 1 %. Cette solution est ensuite répartie a 1'aide d'une pipette de précision de 200 pl par
puits dans les 96 puits stériles des boites de culture, en gardant une rangée par sucre.

L'inoculum est une culture bactérienne de 48 heures. Les puits contenant les différents sucres
sont ensemenceés en prélevant des colonies des souches pures a l'aide de cure-dents stériles. Il y
a trois répétitions par sucre (sur la méme ligne) et par souche. Un témoin négatif ainsi que deux
témoins positifs, constitués des souches GMI 1.000 et 19-76, sont inclus. Les plaques sont
ensuite incubées a 27°C et examinées a 48 heures et 72 heures. Un résultat positif du test est
marqué par une variation du pH acide, se manifestant par un changement de couleur du vert
olive au jaune. Selon MARTIN et al. (1982) ; SCHAAD et al. (2001), chez les alcools de sucre,
la réaction survient entre 3 et 5 jours, tandis que pour les disaccharides, elle est un peu plus

longue. La Figure 15 synthétise les différentes étapes d’isolement de R. solanacearum.

~ N
/
Echantillon de Testd gxsudat c.u.lture sur coloration Test KOH, Determination
tiges malades bacterien (Eau milieu SMSA, GRAM oxydase de Biovars
distillé) CPG
< “
' L L L L —

Figure 15: Etapes microbiologiques pour l'identification de R. solanacearum
Source : Auteur

3.3.4. Caractérisation moléculaire des souches présumees de R. solanacearum

Les souches isolées précédemment ont été sélectionnées pour une caractérisation plus

approfondie, a savoir la caractérisation moléculaire. Il s’agit d’un outil fiable et preécis,

42



développé pour la classification et I’identification des bactéries. L’identification moléculaire a
été realisée au laboratoire de Plant Moleculary Biology Lab, au niveau de Mention Biologie et
Ecologie Végétale, Faculté des Sciences, Université d’Antananarivo. Cette identification se

divise en plusieurs étapes :

a) Extraction d’ADN
Un aliquote (1ul) de chaque colonie de souche présumée de R solanacearum en culture sur le
milieu casamino acide-peptone-glucose (CPG) est mis en suspension dans 100ul d’eau distillee

stérile et porté a ébullition a 95°C pendant 15 minutes sur un thermocycleur pour 1’extraction

d’ADN (WELLER,1988).

b) Amplification des genes

L’ADN extrait est amplifi¢ par réaction en chaine par polymérase (PCR) a I’aide d’un couple
d’amorces spécifiques du complexe d’espéce R solanacearum 759/760 (OPINA et al., 1997).
La détermination du phylotype est réalisée par amplification a 1’aide de PCR multiplexe qui
utilise simultanément 4 couples d’amorces de téte respectivement spécifiques de chaque
phylotype : N: mult21:1F (phylotype I), N: mult21:2F (phylotype I1), N:mult23:AF (phylotype
Il), N:mult22:InF (phylotype IV) et un couple d’amorces finales spécifiques de 1’espéce
Nmult22:RR (FEGAN et PRIOR , 2005). Les conditions de réalisation des cycles de la réaction
en chaine par polymérase sont dénaturation initiale de 15 minutes a 95°C ; 30 cycles de 30
secondes a 94°C, 1 minute & 59°C et 1 minute & 72°C et une extension finale de 10 minutes a
72°C. Les réactifs, les volumes et le protocole de la réaction en chaine par polymérase ont été
préparés selon la description ’ABDURAHMAN et al., (2019).

c) Electrophorése sur gel d’agarose
Les produits de PCR ont été révélés par électrophorése en gel d’agarose 1,5%, apres application
d’un courant électrique de 90 volts pendant 40 minutes. Les bandes ont été ensuite

photographiées avec un systéeme de capture digitale (Bio Imagine System).

I11.4. Analyses chimiques des échantillons de plant et de sol

Aprés 10 semaines de la plantation, des échantillons de la partie végétative aérienne des plants
de pomme de terre ont été prélevés en vue de 1’analyse au laboratoire des teneurs en maticre
seche, en azote, en phosphore et en potassium.

A la fin de I’expérimentation (12 semaines apres la plantation de la pomme de terre), des

échantillons de sol ont été prélevés dans les horizons de 5 a 20 cm en vue de la détermination
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de la concentration respective en carbone, en matiere organique, en azote, en phosphore et en

potassium.

I11.5. Evaluation participative des systémes de culture

Apres 10 semaines de la plantation de la pomme de terre, 1’essai agronomique a fait 1’objet
d’évaluation participative par des représentants des acteurs de la filiere pomme de terre dans la
région du Vakinankaratra. L’essai a ét¢ évalué sur une échelle de notation de 1 a 5 la base de 4
criteres : (i) efficacité technique; (ii) praticabilité; (iii) codt ; (iv) préservation de
I’environnement (exemple : 1 : non efficace, 2 : peu efficace, 3 : moyennement efficace, 4 :

efficace, 5 : tres efficace).

111.6. Analyse statistique

Les données paramétriques ont été soumises a 1’analyse de la variance suivie par la séparation
des moyennes selon la méthode de Tukey (p<0.05). Pour les données non paramétriques, le test
de Kruskal-Wallis et le test de comparaison des pairs ont été effectués (a = 0.05) au moyen du
logiciel XLSTAT.

IV. RESULTATS ET INTERPRETATIONS

IVV.1. Effets de I’association sur les paramétres agronomiques

4.1.1. Hauteur, nombre de tige et biomasse aérienne

A 10 semaines aprés la plantation de la pomme de terre, la hauteur des plants variait
significativement (p<0.05) entre les sites, les traitements et leurs interactions.

Dans le site de Mandritsara, la hauteur des plants dans le systéme associé était significativement
(p<0.05) plus haute de 43% dans le lot traité T2 (mulching + association avec Crotalaria
grahamiana), de 30% dans le lot traité T3 (engrais vert + association Crotalaria grahamiana)

et de 27% dans le lot traité T4 (association avec Crotalaria spectabilis).

Dans le site Alakamisy anativato, la hauteur des plants dans le systeme associé était
significativement (p<0.05) plus haute de 99 % dans le lot traité T3, de 87% dans le traité T4 et
de 59% au le lot traité T2. Sur la moyenne des deux sites, un écart positif, significatif (p<0.05)
de I’ordre de 51 a 65% de la hauteur des plants est enregistré entre les lots traités a base d’espéce
de Crotalaria et le lot témoin. L’optimum de hauteur moyenne est donc observé pour le lot
traité T2 (Tableau 6).

44



Dans le site d’Alakamisy anativato, le nombre moyen de tige le plus élevé est enregistré dans
T4, de 83% significativement supérieur par rapport au témoin (p<0,05). Les autres traitements
ont montré un nombre de tige plus élevé de 79% pour T2 et de 51% pour T3.

Le poids frais de la partie aérienne végétative est évalué dans le site Mandritsara, il était de
208% significativement (p<0,05) plus elevé dans T2, 111% plus élevé dans T4 et 42% dans T3
(Tableau 6).

4.1.2. Nombre et poids de tubercules totaux par pied de pomme de terre

A la récolte, 12 semaines apres la plantation de la pomme de terre, le nombre et le poids frais
de tubercules totaux de pomme de terre par pied étaient significativement (p<0.05) différents
entre les sites, les traitements et leurs interactions.

Dans le site de Mandritsara, le nhombre de tubercules totaux avec le systéme associé est
significativement (p<0,05) plus éleve respectivement de 44%, 52% et 63% (T2, T3 et T4) par
comparaison au lot témoin (Tableau 7). Dans le site d’Alakamisy anativato, le nombre de
tubercules totaux étaient respectivement 74%, 77% et 96% plus élevées dans les systemes

associees (T2, T3 et T4) par rapport au lot témoin.

Dans le site d’Alakamisy anativato, le poids frais maximal des tubercules totaux est observé
pour le lot traité T4 et T2. Un écart positif et significatif (p<0.05) de 168% et de 170% du poids
frais des tubercules totaux est enregistré pour ces lots (T4 et T2) par rapport au lot témoin. Dans
le lot traité T3, le poids frais des tubercules est significativement plus élevé de 112 % par rapport
au lot témoin, mais significativement moins élevé de 26 et 32 % entre T2 et T4 (Tableau 7).
En moyenne entre les deux sites, une augmentation du poids frais de tubercules totaux de 144%
pour le lot T2, de 107% pour le lot traité T3 et de 128% pour T4 a été enregistrée.
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Tableau 6: Evolution des paramétres de croissance des plants et du nombre de tiges par pieds de pomme de terre

Traitement Hauteur des plants* Augmentation Nombre de Augmentation Biomasse Augmentation
de sol (cm) (%0)** tiges par pied* (%) ** aérienne (%0)**
Pied * (g)
Site Mandritsara Alakamisy Moyenne 1 2 M Alakamisy Anativato Mandritsara
anativato
T1 40,81+1,26¢c 3464+126b 37,73+0,96b 2,44 +0,17 b 22,04+£3,50c
T2 58,22+1,30a 5831+1,77a 5827+1,09a 43 59 51 4,36 £0,23a 79 67,79+ 7,77a 208
T3 52,64+1,05b 62,67+202a 57,65+1,28a 30 99 65 3,69+0,30a 51 38,17 £ 5,43 bc 42
T4 51,72+0,80b 64,69+203a 58,21+1,09a 27 87 57 4,47+0,28a 83 46,67 £ 5,32 ab 112
p-value (site) - - <0,0001 - -
p-value <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
(traitement)
p-value (site - - <0,0001 - -
X

traitement)

* Données collectées a 10 semaines de la plantation de la pomme de terre, les moyennes avec les mémes lettres de I'alphabet ne different pas significativement a p 2 0,05

** Augmentation des valeurs (nombre, poids) traités par rapport au témoin

T1: monoculture de pomme de terre (témoin), T2 : mulching + association Crotalaria grahamiana x pomme de terre (ligne alternée simple), T3 : engrais vert + association Crotalaria grahamiana
x pomme de terre (ligne alternée simple) T4 : association Crotalaria spectabilis x pomme de terre (ligne alternée simple), 1: Abréviation du site Mandritsara, 2 : Abréviation du site Alakamisy
Anativato, M : Moyenne
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Tableau 7: Nombre et poids frais de tubercules totaux par pied de pomme de terre selon les traitements du sol

Traitement Nombre de tubercules totaux/pied* Augmentation (%) ** Poids frais de tubercules totaux/pied (g)* Augmentation (%) **

du sol

Site Mandritsara  Alakamisy Moyenne 1 2 M Mandritsara Alakamisy Moyenne 1 2 M
Anativato Anativato

T1 6,61+0,80b 553+047b 6,07+046b 243,67 +2644c 273,06 +21,34c 258,37 + 16,96 ¢

T2 10,06 £ 0,68 a 9,61+0,76 a 9,84+0,51a 44 74 62 533,75+ 32,72 a 731,94 +41,03 a 632,85 + 28,58 a 119 112 144

T3 10,78+ 0,88a 9,81+0,99a 10,30+ 0,66 a 52 77 68 491,94 +31,80ab 578,61+47,08b 535,28 + 28,67 b 102 168 107

T4 9,50+ 0,54 a 10,83+ 0,60 a 10,17+0,41a 63 96 70 420,39 + 27,38 b 761,39 +4160a 590,89 £ 31,95 ab 72 170 128

P-value - - ns - - <0,0001

(site)

P-value 0,001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

(traitement)

P-value - - ns - - <0,0001

(site X

traitement)

*Données collectées pendant la récolte de la pomme de terre, les moyennes avec les mémes lettres de 1’alphabet ne différent pas significativement a p > 0,05

** Augmentation de nombre de tubercules par plants traités par rapport au témoin

T1 : monoculture de pomme de terre (témoin), T2 : mulching + association Crotalaria grahamiana x pomme de terre (ligne alternée simple), T3 : engrais vert + association Crotalaria grahamiana x
pomme de terre (ligne alternée simple) T4 : association Crotalaria spectabilis x pomme de terre (ligne alternée simple)

1 : Abréviation du site Mandritsara, 2 : Abréviation du site Alakamisy Anativato, M : Moyenne

ns : non significative
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4.1.3. Nombre et poids de tubercules commercialisables

Le nombre de tubercules commercialisables (diameétre supérieur ou égal a 28mm) variait
significativement (p< 0,05) entre les traitements du sol et non entre les sites et 1’interaction
site*traitement (Tableau 8).

Dans le site de Mandritsara, les trois lots traités aux espéces de crotalaires affichent le méme
nombre de tubercules commercialisables, qui est de 57% supérieur par rapport au lot témoin.
Dans le site d’ Alakamisy anativato, les mémes effets sont observés pour les traitements a base
d’especes de crotalaire, avec un accroissement significatif (p<0,05) du nombre de tubercules
commercialisables de 1’ordre de 124% pour le traitement T4, de 115% pour le lot traité T3 et
de 108% T2 (Tableau 8). Sur la moyenne des deux sites, une augmentation du nombre de
tubercules commercialisables de I’ordre de 78, 79 et 85% est observé dans les lots a base de
crotalaire par rapport au lot témoin, le maximum étant observé pour le traitement T4.
Concernant le poids frais des tubercules commercialisables par pied, une différence trés
significative (p<0,05) est observée entre les sites, entre les traitements et entre les interactions

site et traitement.

Dans le site de Mandritsara, les meilleurs rendements sont respectivement observés pour le lot
traité T2, avec une augmentation significative (p<0.05) de 129% et le lot traité T3, avec une
augmentation significative (p<0.05) de 108% suivi par le lot traité T4 avec un écart positif
significatif (p<0,05) de 82% (Tableau 8).

Dans le site d’Alakamisy anativato, les meilleurs rendements sont observés pour le lot traité T2
(p<0.05) et le lot traité T4, avec une augmentation respective de 214% et 210%, suivi par le lot
traité T3 avec une augmentation significative (p<0.05) de 144% de poids frais en tubercules par

rapport au lot témoin (Tableau 8).

Sur la moyenne des deux sites, le poids frais de tubercules commercialisables varie de fagon
marquée (p<0.05) entre les lots & base de Crotalaria et le lot témoin, les valeurs le plus élevées
étant observeées pour le lot T2 avec une augmentation significative (p<0.05) de 171% , suivi
par le lot traité T4, avec une augmentation significative (p<0.05) de 159% et finalement par le
lot traité T3 avec une augmentation significative (p<0.05) de 98% de poids frais en tubercules

par rapport au lot témoin (Tableau 8).
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Tableau 8: Nombre et poids de tubercules commercialisables par pied de pomme de terre selon les traitements du sol

Traitement Nombre de tubercules commercialisables /pied* Augmentation (%) ** Poids frais de tubercules commercialisables /pied (g)* Augmentation (%) **

du sol

Site Mandritsara  Alakamisy Moyenne 1 2 M Mandritsara Alakamisy Moyenne 1 2 M
Anativato Anativato

Tl 422+047b 3,06+£0,32b 3,64+0,29Db 210,61+£23,33b 198,61 +1853¢c 204,61 14,81 ¢

T2 6,61+0,36a 6,36x045a 6,49+0,29a 57 108 78 482,14 +£32,12a  623,61+39,36a 552,88 + 26,58 a 214 129 170

T3 6,61+0,49a 6,44+0,65a 6,53+0,40a 57 115 79 437,11+30,8la 484,72+41440b 460,92 £ 25,79 b 114 82 98

T4 6,61+0,37a 6,86+0,46a 6,74+0,30a 57 124 85 383,53 +£27,40a 615,83 £36,72a 499,68 * 26,60 ab 210 144 159

P-value - - ns

(site)

P-value <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

(traitement)

P-value - - ns - - <0,0001

(site*traitem
ent)

*Données collectées pendant la récolte de la pomme de terre, les moyennes avec les mémes lettres de 1’alphabet ne différent pas significativement a p > 0,05

** Augmentation de nombre de tubercules par plants traités par rapport au témoin

T1 : monoculture de pomme de terre (t¢émoin), T2 : mulching + association Crotalaria grahamiana x pomme de terre (ligne alternée simple), T3 : engrais vert + association Crotalaria
grahamiana x pomme de terre (ligne alternée simple) T4 : association Crotalaria spectabilis x pomme de terre (ligne alternée simple)
1 : Abréviation du site Mandritsara, 2 : Abréviation du site Alakamisy Anativato, M : Moyenne
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1VV.2. Effets de I’association sur ’incidence et la sévérité du flétrissement bactérien de la

pomme de terre d0 a R. solanacearum
4.2.1. Incidence et la sévérité de R. solanacearum

L’incidence et la sévérité du flétrissement bactérien ont été suivis dés I’apparition des

symptomes jusqu’avant le fanage de la partie aérienne végetative (Tableau 9).

Dans les deux sites, 1’incidence et la séverité flétrissement bactérien croissent avec le temps.
Toutefois, un retard d’environ une semaine de I’apparition des symptomes du flétrissement et
un faible pourcentage de plants flétris ont été observés dans les systemes associés.

Au pic de la maladie, a 8 semaines de la plantation, I’incidence cumulée du flétrissement
bactérien était significativement différente (p<0,05) entre les sites, les traitements et leurs
interactions.

Pour le traitement T4, le pourcentage de pieds flétris était 67% et 74% moins élevé,
respectivement pour le site de Mandritsara et d’ Alakamisy anativato. Pour le traitement T2, le
pourcentage de pieds flétris est moins de 47% et 53%, respectivement pour le site d’ Alakamisy
anativato et de Mandritsara. Pour le traitement T3, le pourcentage de pieds flétris est moins de

26% et 27%, respectivement pour le site d’ Alakamisy anativato et de Mandritsara.

Sur I’ensemble des deux sites, T4 et T2 affichent des pourcentages moyens de pieds flétris les
plus bas, avec un écart négatif, significatif (p<0,05) de 71% et de 50%, respectivement par
rapport au lot témoin. Un écart négatif, significatif (p<0,05) de moins 26% du pourcentage de

pieds flétris est également observé entre le lot traité T3.

Dans le site de Mandritsara, une réduction significative (p<0,05) de la sévérité du flétrissement
bactérien par rapport au lot témoin, est observée pour les lots traités aux deux espéces de
crotalaire. La seveérité de la maladie est reduite de moins de 36% dans le traitement T3, de moins
de 50%, dans le lot traité T2 et de moins 65% dans le lot traité T4(Tableau 9). Dans le site
d’ Alakamisy anativato, une baisse significative (p<0,05) de la sévérité de la maladie par rapport
au lot témoin de 1’ordre de moins de 46% pour le lot traité T2 et de moins de 62% le lot traité

T4 a été enregistrée.

Pour la moyenne de deux sites, la réduction de la sévérité de R. solanacearum est enregistrée
sur T4 avec une réduction de 63%, ensuite, le traitement T2 avec une reduction 48 %, et enfin
le traitement T3 de 36%.

50



Tableau 9: Pourcentage de l'incidence et sévérité du flétrissement bactérien par traitement

Traitement Pourcentage de pieds flétris (%) Reduction (%) ** Pourcentage de sevérité du flétrissement bactérien (%) Reduction (%) **

du sol

Site Mandritsara  Alakamisy Moyenne 1 2 M Mandritsara Alakamisy Moyenne 1 2 M
Anativato Anativato

T1 1250+ 1,44a 15,83+2,20a 1417+139a 10,67 + 0,88 a 1367+1,76a 12,17+111a

T2 583+0,83bc 8,33+0,83bc 7,08 £ 0,77 be 53 47 50 5,33 +0,33 bc 7,33+0,74 b 6,33 £ 0,58 bc 50 46 48

T3 9,17+0,83ab 11,67+1,67ab 10,42+ 1,00 b 27 26 26 6,83+0,44Db 9,17+ 1,20 ab 8,00+10,77b 36 36 36

T4 4,17+083c 4,17x0,83¢c 4,17 +0,53 ¢ 67 74 71 3,75+0,72 ¢ 521+1,37b 448 +076 c 65 62 63

P-value - - 0,002 - - 0,008

(site)

P-value 0,002 0,003 <0,0001 <0,0001 0,0011 <0,0001

(traitement)

P-value - ns - - ns

(site*traitem
ent)

* Données collectées a 8 semaines de la plantation de la pomme de terre, les moyennes avec les mémes lettres de I'alphabet ne différent pas significativement a p > 0,05
**Reduction de pourcentage de plants flétris sur chaque traitement
T1: monoculture de pomme de terre (témoin), T2 : mulching + association Crotalaria grahamiana x pomme de terre (ligne alternée simple), T3 : engrais vert + association Crotalaria grahamiana

x pomme de terre (ligne alternée simple) T4 : association Crotalaria spectabilis x pomme de terre (ligne alternée simple)

1: Abréviation du site Mandritsara, 2 : Abréviation du site Alakamisy Anativato, M : Moyenne
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4.2.2. Pourcentage de tubercules pourris

Le pourcentage de tubercules pourris a la récolte est significativement (p<0,05) différent entre
les traitements et non entre les sites, ni entre I’interaction site et traitement (Tableau "10).
Dans le site de Mandritsara, une baisse significative (p<0,05) de 84%, 89% et 91% du
pourcentage de tubercules pourris par rapport au témoin est respectivement enregistrée pour les
traitements T3, T2 et T4. Aucune différence significative du pourcentage de tubercules pourris

n’est observée entre les lots traités aux especes de crotalaires (Tableau "10).

Dans le site d’ Alakamisy anativato, les systémes associés avec crotalaires affichent également
des taux en tubercules pourris significativement (p<0,05) plus bas par rapport au lot témoin,
avec un écart négatif, respectif de 61%, 80% et 96% pour T3, T4 et T2. Sur I’ensemble des
deux sites, un écart significatif (p<0,05) et négatif de moins de 76%, 87% et 92% du
pourcentage moyen de tubercules pourris est observé dans pour T3, T4 et T2 par rapport au lot

témoin.

Tableau 10: Pourcentage de tubercules pourris a 12 semaines de la plantation de la pomme de terre

Traitement Pourcentage de tubercules pourris (%0) Reduction (%)
du sol

Mandritsara  Alakamisy Moyenne 1 2 M

anativato
T1 1353+1,82a 8,47+597a 11,00 +
3,01a

T2 133+1,33b 0,38+0,38a 0,86+0,66b 84 96 92
T3 2,10+2,10b 328+166a 269+123b 89 61 76
T4 122+1,22b 168+168a 145+0,93b 91 80 87
P-value
(traitement) - - ns

P-value (site * - - -
traitement)

* Données collectées pendant la récolte de la pomme de terre, les moyennes avec les mémes lettres de I'alphabet ne
different pas significativement a p 2 0,05 ,**Reduction de pourcentage de plants flétris sur chaque traitement

T1 : monoculture de pomme de terre (témoin), T2 : mulching + association Crotalaria grahamiana x pomme de terre (ligne
alternée simple), T3 : engrais vert + association Crotalaria grahamiana x pomme de terre (ligne alternée simple) T4 :
association Crotalaria spectabilis x pomme de terre (ligne alternée simple)

1: Abréviation du site Mandritsara, 2 : Abréviation du site Alakamisy Anativato, M : Moyenne
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1VV.3. Evolution des propriétés physico-chimiques du sol

A la fin de I’expérimentation (12 semaines apres la plantation de la pomme de terre), un léger
accroissement des concentrations en carbone (12,2%), en matiere organique (39%) et en azote
(17,9%) a été observeé dans le sol du systéme associé par comparaison au sol de la monoculture

de pomme de terre.

IV.4. Caractérisation biochimique et détermination du type de biovars des souches

présumées de R. solanacearum

Les résultats des tests biochimiques ont révélé que dans les deux sites d’essai agronomique, les
bactéries isolées sont de GRAM négatif, a catalase positif, oxydase positif et test de KOH
positif.

Les isolats bactériens sont capables d’utiliser les disaccharides maltose, lactose, cellobiose et
les hexoses alcools mannitol, sorbitol, dulcitol excepté 1’inositol et appartiennent ainsi au

biovars 3.

IV.5. Caractérisation moléculaire des souches présumées de R. solanacearum

Le profil €lectrophorétique sur gel agarose du produit issu respectivement de 1’amplification
par PCR et par Multiplex PCR des souches bactériennes isolées dans les sites d’essai a généré
le fragment de 280pb, spécifique au complexe d’espéce Ralstonia solanacearum et le fragment

144pb correspondant au phylotype I, originaire d’ Afrique (figures 16 et 17).

Mprs+ rs-11 18191222 M

500
400
300
200
100

Figure 16 : Profil électrophorétique sur gel agarose du produit d’amplification par PCR des
isolats bactériens
M : marqueur de taille, RS+ : souche référence de R. solanacearum, RS- : souche négative de R. solanacearum,
18 : souche de R. solanacearum isolée dans le site d’Alakamisy anativato, Betafo, 22 : souche de Ralstonia
solanacearum isolée dans le site de Mandritsara, Betafo.
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RS+RS- 11 18 19 12 22 M
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Figure 17 : Profil électrophorétique du produit d’amplification par Multiplex PCR des isolats
de Ralstonia solanacearum
M : marqueur de taille, RS+ : souche référence de Ralstonia solanacearum, RS- : souche négative de Ralstonia
solanacearum, 18 : souche de Ralstonia solanacearum isolée dans le site d’Alakamisy anativato, Betafo, 22 :
souche de Ralstonia solanacearum isolée dans le site de Mandritsara, Betafo

IV.6. Evaluation participative des systemes de culture

Les systémes de culture de la pomme de terre & base de crotalaire pérenne (Crotalaria
grahamiana) ont fait 1’objet d’évaluation participative par des acteurs locaux (producteurs,
transformateurs, techniciens, décideurs...) répartis dans 5 Districts (Betafo, Antsirabe II,

Antanifotsy, Ambatolampy, Faratsiho) de la région Vakinankaratra.

Sur les 145 participants a cette évaluation, dont 44% sont de sexe féminin, 75% ont évalué ces
systemes de culture comme tres efficaces, hautement praticables, économiquement profitables

et trés respectueux de 1’environnement.

V. DISCUSSION

L’association de la pomme de terre avec la légumineuse a permis de stimuler la croissance de
la pomme de terre. La hauteur moyenne de tige est de 21 % et de 57 % plus élevée que le
systeme monoculture. Le poids frais des tiges des plants de pomme de terre a 10 semaines de
la plantation sont respectivement supérieurs de 43 % et 208 % dans le lot associé par rapport a
la monoculture. Les effets positifs de I’association se reflétent également sur le nombre et le
poids frais de tubercules totaux et de tubercules commercialisables de la pomme de terre. En
moyenne, le poids frais de tubercules totaux est de 107 et 144% et de tubercules
commercialisables est 98% et 170% plus élevés dans le lot associé par rapport a la monoculture
(Tableau 11).
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La stimulation de la croissance de la pomme de terre peut s’expliquer par des effets positifs de
I’association sur les propriétés physico-chimiques du sol conduisant a une amélioration de
I’absorption de nutriments. En effet, I’absorption d’azote, de phosphore et de potassium dans
les parties aériennes a ce stade sont plus élevées dans le lot associé par rapport a la monoculture.
En outre, les concentrations en matiere organique et en azote de sol sont Iégérement plus élevees
dans le sol du lot associé¢ a la fin de 1’expérimentation.

Des effets positifs de I’association de la pomme de terre avec des Iégumineuses sur la croissance
des plants de pomme de terre résultant d’une amélioration des propriétés physico-chimiques du
sol ont été rapportés par d’autres auteurs (GITARI et al., 2018 ; GITARI et al., 2019;
NAYAWADE et al., 2019).

Par ailleurs, I’association de la pomme de terre avec Crotalaria a révélé des effets protecteurs
contre le flétrissement bactérien causé par R solanacearum phylotype I, biovar 3. Au niveau de
I’association avec Crotalaria spectabilis, un retard de I’apparition des symptomes a été
constaté, une baisse significative de I’incidence jusqu’a 71% et de la sévérité, jusqu’a 63% du
flétrissement bactérien des plants de pomme de terre en cours de végétation ainsi qu’une
réduction marquée du taux de tubercules pourris a la récolte jusqu’a 87% ont été observees. Au
niveau de 1’association avec Crotalaria grahamiana, un retard de 1’apparition des symptomes
a été également constaté, une baisse significative de I’incidence jusqu’a 50% et de la sévérité,
jusqu’a 48% du flétrissement bactérien des plants de pomme de terre en cours de végétation
ainsi qu’une réduction marquée du taux de tubercules pourris a la récolte (92%) ont été

observées (Tableau 11).

Tableau 11: Pourcentage moyenne de I’augmentation de production et la réduction de
l'infestation du flétrissement bactérien sur les systemes associés dans les deux sites

Augmentation (%) Reduction (%)
Traitem  Ht. Nb. Biom. Tubs totaux Tubs com Inc Sév Tub
ent Tige Nb Poids Nb Poids pourris
T2 51 79 208 62 144 78 170 50 48 92
T3 65 51 43 68 107 79 98 26 36 76
T4 57 83 112 70 128 85 159 71 63 87

T2 : mulching + association Crotalaria grahamiana x pomme de terre (ligne alternée simple), T3 : engrais vert +
association Crotalaria grahamiana x pomme de terre (ligne alternée simple) T4 : association Crotalaria spectabilis

x pomme de terre (ligne alternée simple

Ht : hauteur de tige, Nb tige : nombre de tige par pied, Biom, : biomasse aérienne par pied, tubs totaux : tubercules
totaux, Nb: nombre, Tubs.com : tubercules commercialisables, Inc: incidence, Sév: sévérité, Tub pourris:

tubercules pourris.
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Ces observations corroborent celles d’une expérimentation réalisée sur un champ
endémiquement infesté de flétrissement bactérien en Ouganda portant sur I’évaluation des
effets de Crotalaria falcata valorisé en tant que jachére ou culture associée de la pomme de
terre. Une réduction significative de 85% de I’incidence du flétrissement bactérien au cours de
la végétation et de 94% du pourcentage de tubercules pourris a la récolte a été reportée avec la
jacheére de Crotalaria falcata. En outre, une suppression d’infection latente dans les tubercules
fut observée aprés 6 a 12 mois d’association de la pomme de terre avec cette espece de
Crotalaire (KAKUHENZIRE et al., 2013).

Par ailleurs, une expérimentation au champ réalisée a la Martinique a révélé des effets
protecteurs de la culture de Crotalaria spectabilis et de Crotalaira juncea en précédent cultural
contre le flétrissement bactérien de la tomate, se manifestant par un retardement de 25 jours
I’apparition des symptomes et la réduction jusqu’a 70% du taux d’incidence de la maladie
(DEBERDT et al., 2014).

Outre I’amélioration des caractéristiques physico-chimiques du sol, les espéces de Crotalaria
spp sont également reconnues pour leur effet suppressif sur les nématodes phytoparasites
(OPINA et al., 1997). En effet, ces espéces sont généralement des hotes non privilégiés ou des
non hotes d’un grand nombre de nématodes phytoparasites, sécrétant un composé
allélopathique (pyrolizidine), toxique pour les nématodes et les bactéries (JOOSTEN et al.,
2011 ; WAGURA et al., 2011). De plus, ils sont capables de stimuler la croissance de
microorganismes antagonistes des nématodes, prévenant ainsi I’infection du flétrissement
bactérien via les blessures occasionnées par les morsures des nématodes (DESAEGER et RAO,
2000).

Par ailleurs, d’autres travaux ont rapporté que I’augmentation de la matiere organique du sol
est corrélée avec la croissance de bactéries facultatives telles que Clostridium sp, et Bacillus sp
qui entrent en compétition avec les souches de R solanacearum (MESSIHA et al.,2007 ;
NGUYEN et al., 2010).

Mais au niveau des deux espéces, 1’espeéce Crotalaria spectabilis a donné un bon résultat par
rapport au Crotalaria grahamania au niveau de poids, au niveau de nombre de tubercules et la
protection de la pomme de terre. Ceux-ci peuvent étre due aux qualités de composition
allélopathique de Crotalaria spectabilis et aux éléments nutritifs apportés par chaque espece.
Ces effets protecteurs de Crotalaria contre le flétrissement bactérien de la pomme de terre
peuvent €tre associés d’une part a I’amélioration de la résistance de la variét¢ Meva de pomme
de terre en relation avec 1’amélioration de la nutrition et d’autre part a des effets inhibiteurs de

la croissance de R. solanacearum dans le sol a travers la modification de la diversité et de la
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composition des communautés microbiennes du sol et/ou la stimulation de la croissance de

souches antagonistes spécifiques a R solanacearum (ELPHINSTONE, 2005).

V. CONCLUSION PARTIELLE

La présente expérimentation a permis de mettre en évidence le potentiel de biocontrole contre
le flétrissement bactérien dit au complexe d’espece Ralstonia solanacearum de la Iégumineuse
de couverture Crotalaria spectabilis et Crotalaria grahamiana cultivée en association culturale
avec la pomme de terre sur andosol. Le systeme associé a permis de réduire respectivement
I’incidence et la sévérité du flétrissement bactérien au cours de la végétation de la pomme de
terre et le pourcentage de tubercules pourris lors de la récolte, le systéme associé avec
Crotalaria spectabilis a permis de réduire I’incidence, la sévérité et de poids de tubercules
pourris. L’effet protecteur contre le flétrissement bactérien semble étre couplé a un effet
améliorant de la structure du sol et de 1’absorption en nutriments des plants de pomme de terre
conduisant a une amélioration de nombre et poids de tubercules. Le systeme associé avec
Crotalaria grahamiana (mulching) a montré la meilleure augmentation de 144% pour poids de

tubercules totaux et de 170% pour tubercules commercialisables.
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CHAPITRE 3. EVALUATION DU POTENTIEL
DE BIOCONTROLE DE SOUCHES NATIVES
D’ACTINOMYCETES CONTRE LE
FLETRISSEMENT BACTERIEN (Ralstonia
solanacearum) DE LA POMME DE TERRE
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’'évaluation des souches d’actinomycétes contre le flétrissement
bactérien Ralstonia solanacearum

Planche 3: Différents étapes pour |

A : Test des bioformulation a base d’actinomycetes sur la culture de la pomme de terre en serre, B : Culture
d’actinomycetes sur boite de pétri, C : souche de Ralstonia solanacearum., D : formulation pestagranule. E :
Mise en place du dispositif expérimental au champs, F : plant de pomme de terre flétris au champs, G :
Développement de la pomme de terre en plein champs, H : Récolte d’un pied de pomme de terre.

59



Une partie de ce chapitre a ét¢ soumise et communiquée oralement a I’ Akademia Malagasy le 21 Mars
2024.

« Evaluation du potentiel de biocontrole de souches d’actinomycetes contre le flétrissement bactérien
(Ralstonia solanacearum) de la pomme de terre. »

Andriamiarisoa Lovaniaina Dinanirina !, Rakotoniaina Andry Mampionona 2, Radanielina Tendro #,

Nirina Rakotoarimanga ? , Volatsara Baholy Rahetlah °.

l. RESUME

A Madagascar, le flétrissement bactérien causé par le complexe d’espéce Ralstonia
solanacearum est une maladie grave de la pomme de terre. Des souches natives
d’actinomycetes ont été isolées a partir de sols rhizosphériques de pomme de terre a des fins de
production de biopesticides microbiens. Sur 84 souches d’actinomycetes isolées qui se sont
averées antagonistes aux souches de R solanacearum, 4 souches ont affiché la plus forte activité
antagoniste in-vitro avec un diamétre d’halo d’inhibition jusqu’a 30mm.

Lors d’une expérimentation en serre, un bioinoculant a base terreau et de souche unique
d'actinomycete antagoniste (A1S13, B7S5, D2S9) et capable de solubiliser le phosphate a été
évaluées. L’application de ce bioinoculant a montré des effets protecteurs contre le
flétrissement bactérien de la variété Mevamena de pomme de terre, avec une réduction
respective jusqu'a 60% et 76% du taux de flétrissement, en plus d'un effet positif sur la
croissance, avec une augmentation jusqu'a 54% du rendement en tubercules totaux.

Les souches les plus prometteuses (A1S13, B7S5) ont été testées sur le terrain, dans le District
d'Ambatolampy, région de Vakinankaratra. L'application de bioinoculants & base de souche
unique d'actinomycéte antagoniste A 1S13 et des souches consortiums a révélé des effets
protecteurs contre le flétrissement bactérien de la variété Mevamena de pomme de terre, avec
une baisse allant respectivement jusqu'a 70% et 58% du taux de flétrissement, associée a une

augmentation respectivement jusqu'a 57% et 43% du rendement en tubercules.

Mots-clés : antagoniste, biopesticide, biostimulant, flétrissement bactérien, lutte biologique,
pomme de terre, Ralstonia solanacearum.
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II.  INTRODUCTION

Le flétrissement bactérien causé par le complexe d’espéce Ralstonia solanacearum est une
importante maladie des cultures maraicheres dans les régions tropicales, subtropicales et
tempérées chaudes (BUDDENHAGEN et al., 1962). A Madagascar, cette maladie est un
facteur limitant de la production des Solanacées maraichéres telles que la pomme de terre, la
tomate, 1’aubergine mais également d’autres cultures d’importance économique dont le
géranium (IPHINSTONE, 2005). Elle est devenue endémique dans de nombreuses zones de
production de la pomme de terre sur les Hautes Terres provoquant des dégats considérables et
des pertes pouvant atteindre 100% de la récolte (CEFFEL, 2012).

La lutte chimique contre cette maladie est absente, I’efficacité de la lutte génétique est limitée
par la variabilité génétique de R solanacearum et le caractere instable des propriétés de
résistance de la plante hote résultant d’une interaction complexe entre 1’hote, le pathogene et

I’environnement (HAYWARD, 1964).

Ces derniéres années, une multitude de microorganismes antagonistes des maladies végétales
ont été identifiés (WHIPPS et LUMSDEN, 1991). Parmi eux, les actinomycétes se distinguent
en tant qu'agents potentiels stimulant la croissance et controlant les maladies des plantes
(BAKER, 1988). Leur capacité a synthétiser des phytohormones et a solubiliser le phosphore
les classe parmi les biostimulants reconnus. De plus, ils agissent en tant qu'agents de biocontrole
pour gérer diverses maladies du sol, en produisant des composés antibiotiques, des
sidérophores, du cyanure d'hydrogéne (HCN) et des enzymes hydrolytiques (EL-TARABILY
etal., 2009 ; DE-OLIVEIRA et al., 2010 ; PASSARI et al., 2015).

Il est indéniable qu'il serait extrémement bénéfique de pouvoir compter sur des actinomycétes
a la fois protecteurs contre le complexe Ralstonia solanacearum et stimulant la croissance de
la pomme de terre. Les résultats que nous nous proposons de présenter démontrent qu'il est

effectivement possible de trouver de telles souches.

C'est dans ce contexte que s'inscrit la présente étude, qui vise a évaluer in vitro, in vivo et en
milieu réel le potentiel des souches natives d'actinomycétes contre le flétrissement bactérien de

la pomme de terre cause par le complexe d'especes Ralstonia solanacearum.
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I11. MATERIELS ET METHODES

111.1. Isolement et caractérisation des souches du flétrissement bactérien Ralstonia

solanacearum

La souche bactérienne de Ralstonia solanacearum est isolée a partir de tubercules pourris de la
pomme de terre, codee F 18 provenant du site Mandritsara du District de Betafo de la région de
Vakinankaratra. L’isolement a été effectué au sein du laboratoire de Phytopathologic de la

Direction de la Protection des Végétaux.

L’inoculum utilis¢ est issu d’une culture 4gée de 48h au plus, incubée a 28°C +2°C, avec une
concentration d’environ 2,54 x 10° CFU/ml (Figure 14). Les différentes étapes de culture ont

été déja détaillées dans le chapitre Il (Figure 19).

Colonies isolées de R. solanacearum
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Figure 18: Culture pure de la souche bactérienne Ralstonia solanacearum de pomme de terre
Source : Auteur

111.2. Isolement des souches d’actinomycétes a partir de sols rhizosphériques de pomme

de terre

Les souches d’actinomyceétes se trouvent en grande quantité au niveau des sols rhizosphériques
de culture des pommes de terre au niveau de racine, indemne de Ralstonia solanacearum. Ainsi
des échantillons de sols ont éte préleveés sur différentes zones de culture de pomme de terre de
la région de Vakinankaratra. L’isolement et la sélection des actinomycétes antagonistes de
Ralstonia solanacearum a partir d'échantillons de sols de la région ont été réalisées au niveau

de Laboratoire de microbiologie de CNRE Madagascar.
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3.2.1. Echantillonnage des sols rhizosphériques

Les échantillons de sols rhizosphériques de la pomme de terre ont été collectés répartis dans
cing sites situés dans les quatre districts de la Région Vakinankaratra. Pour chaque échantillon,
500g de sol ont été prélevés a une profondeur de 10 cm a 20 cm, au niveau de la rhizospheére.
Les sites d’échantillonnage est donc composé de Antsirabe II (A), Betafo (B), Antanifotsy (C)

et Faratsiho (D) avec des sols de Tanety et bas fond.
3.2.2. Isolement des souches d’actinomycétes

A P’arrivé au laboratoire, les sols collectés sont séchés a ’air libre puis tamisés a 2 mm apres
broyage. 5g de sol rhizosphérique pour chaque échantillon, ont été pesés et placés dans 45 ml
d'eau distillée stérilisée pour créer une suspension bactérienne. Cette suspension a été
homogéneéisée sur un agitateur magnétique pendant 15 minutes, constituant ainsi une dilution
de 101, Ensuite, aprés agitation, 100ul de la dilution 10 ont été prélevés et mélangés avec
900pl d'eau distillée stérilisée pour obtenir une dilution de 1072, Ce processus de dilution en
cascade a été répété jusqu'a atteindre une dilution de 10* (RAKOTOARIMANGA et al., 2014).

Chaque solution diluée a 10 et 10 a ensuite été ensemencée et étalée sur le milieu de culture
Waksman (Annexe 2), spéecifique pour actinomycete. Les boites de Pétri ont ensuite été
incubées a 28°C pendant 7 jours. Les isolats ont été observés macroscopiquement pour leur
identification et leur différenciation, en tenant compte de leur forme, aspect, taille, couleur du
mycélium végétatif, couleur du mycélium aérien, ainsi que d'autres caractéristiques telles que
la production de pigment diffusible (WILLIAMS et al., 1971). Un numéro de code attribué a

chaque colonie d’actinomyceéte observée a permis de désigner chaque souche.

Apres I'observation macroscopique, chaque colonie d'isolat d'actinomycetes a été repiquée sur
le milieu de culture a l'aide d'un cure-dent stérilisé. Toutes les boites ont été ensuite incubées

dans une étuve a 30°C pendant 7 jours.

111.3. Test d’antagonisme au laboratoire

Il est primordial d’évaluer in vitro du potentiel bioprotecteur des souches d’actinomyceétes
contre le flétrissement bactérien de la pomme de terre avant les différentes expérimentations en

serre et au niveau de milieu réel.
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3.3.1. Technique par inondation ou culture en nappe

La surface entiére du milieu Yeast Pepton Glucose Agar (YPGA) solide dans une boite de pétri
a été inondée par 10ml de I’inoculum de 108UFC/ml de R. solanacearum. La culture a été
incubée dans une étuve a 30°C pendant 15mn afin que les souches puissent adhérer a I’intérieur
du milieu. Puis, I’exces de liquide a été aspiré a I’aide d’une pipette graduée stérilisée et le
milieu a été séché pendant 15mn dans une étuve a 30°C. Ensuite, les isolats d’actinomycéte ont
été déposes en spots a la surface des boites de Pétri. Les boites ont été incubées a 30°C pendant
72h. Aprés incubation, la présence de zone d’inhibition (zone claire sans coloration rosatre
autour des isolats testés) a été notée et le diametre d’inhibition a été mesuré a I’aide d’une régle

graduée millimétrée (Figure 20). Les résultats ont été exprimés suivant les normes ci-apres

(Tableau 12).
Développement de la
\ bactérie sur gélose
@ @ Zone d’inhibition
@ @ Actinomycetes
Boite de pétri

Figure 19: Test antagonisme des actinomycetes
Source : https://microbiologie-clinigue.com/antibiogramme.html

Tableau 12: Normes utilisés pour la méthode de diffusion sur gélose

Diamétre du halo d’inhibition Sensibilité du germe Résultat
(X)
X<10mm Assez sensible +
X>10mm Sensible ++

(ADESINA et al., 2007)

3.3.2. Capacité des actinomycetes a synthétiser des auxines

Les actinomycetes peuvent synthétiser les auxines en particulier 1’ Acide Indol Acétique (AIA)

a partir du tryptophane par différentes voies bien que le mécanisme général de sa synthese soit
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essentiellement le métabolisme du tryptophane (BHATTACHARYYA et al., 2012). La
principale auxine active AIA est impliquée dans la formation des racines, la division et
I’accroissement des cellules (SALISBURY, 1994) Cette capacite peut permettre de classer les
actinomycetes comme Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) ou Rhizobactérie
promotrice de la croissance de la plante. La production de I’AIA par les souches
d’actinomycetes est testée selon le protocole de (BRIC et al.,1991), la fermentation était réalisee
en utilisant le milieu LB (annexe 3) additionné de 500ug/ml de tryptophane, dans un volume
de 50 ml. Le milieu est ensemencé par 100 ul d’une culture d’actinomycétes jeune, les flacons
sont incubés a 30°C pendant 96 h avec 100 rpm,. Apreés incubation, 10 ml de chaque culture
sont centrifugés pendant 20 min a 3800 rpm, 1 ml du surnageant est additionné a 3 ml du réactif
de Salkowski (annexe 4). Une demi-heure plus tard d’incubation a [’obscurité, Le

développement d’une couleur rose indique la production de I’ AIA.

3.3.3. Test de solubilisation du phosphate

Des souches d’actinomycétes ont été ensemencées par touches sur milieu PVK
(PIKOVSKAYAS, 1948) solide contenant le (CasPO4)2 comme source de phosphate a raison
de 4 souches par boite de pétri. Les boites ont été incubées a 30°C pendant une semaine. Apres
incubation, le diamétre d’ halo ainsi que la colonie d’actinomycétes ont été mesurées (Figure
21).

Figure 20: Technique de mensuration de diamétre de halo sur la solubilisation de phosphore
C = diametre de colonie bactérienne (mm), Z = diameétre de zone ou halo (mm)

La mesure des diamétres des halos est réalisée par 1’équation suivante :

Diametre total = Diamétre de la colonie + Diameétre du halo

Donc : Diameétre de halo = Diameétre total - Diamétre de la colonie
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3.3.4. Conservation des actinomycétes
Pour chaque souche d’actinomycétes antagonistes obtenue, une copie a été conservée afin
d’assurer leur disponibilité en cas de contamination en cours de manipulation ou bien pour les

utilisations ultérieures.

Dans des tubes vissés contenant le milieu AIA incliné a 45°, les isolats d’actinomycétes
antagonistes ont été repiqués par des stries d’épuisement paralleéles de maniére a avoir des
colonies abondantes. Les couvercles des tubes de collection ont ensuite été scellés a I’aide d’un
parafilm. L’incubation a été effectuée a 30°C jusqu’a I’apparition des colonies puis, les tubes
ont été stockés a +4°C. Cette méthode permet de garder les isolats viables jusqu’a plusieurs

mMOis sans repiquage et sans mutation.

I11.4. Bioformulation des souches d’actinomycétes

Le processus de formulation joue un role crucial dans I'efficacité des produits en améliorant la
survie et I'efficacité de I'agent microbien (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2016).

Trois formulations ont été préparées pour cette étude dont la formulation liquide avec de I’eau
peptonée, la formulation solide format pestagranules avec farine et argile verte et la formulation

solide avec la carriére terreau. (Annexe 2).

3.4.1. Test de pureté et viabilité des Isolats d’actinomycétes dans les bioformulations
La pureté des souches d’actinomycetes sur les différentes bioformulations a été vérifiée apres

les processus de formulation.

Une quantité de 0,2 g de chaque formulation a été mélangée dans 4 ml d'eau distillée stérile
pendant 1 minute pour obtention de suspension de spores. 0,1 ml de cette suspension a été
inoculé sur milieu Actinomyces Isolation Agar (AlA), qui a ensuite été incubé a 30°C pendant
7 jours. Apres d'incubation, les cultures ont été examinées pour détecter toute contamination

microbienne.

La viabilité des spores formulées a été déterminée a des intervalles d'un mois pendant une
période de stockage de huit mois. Les spores viables des souches d'actinomycetes cultivées sur
milieu AlA ont été déterminées en comptant le nombre de colonie CFU/g a l'aide de la méthode
de la plaque de comptage (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2016), trois répétitions ont été

réalisées pour chaque formulation.
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I11.5. Expérimentation en serre

Une expérimentation a été menée dans la serre de la Direction de la Protection des VVégétaux
pour tester 1’efficacité de la bioformulation terreau avec les isolats d’actinomycétes. Elle s’est
déroulée en mars 2023, sur une période de quatre mois. Les conditions environnementales de
la serre ont été maintenues a une température constante entre 28 et 30°C, recreéant ainsi un climat
propice a la croissance des plantes. La serre a bénéficié de I'éclairage naturel du soleil pendant
la journée, procurant aux végétaux les conditions lumineuses nécessaires a leur développement

optimal.

3.5.1. Préparation du sol

Le sol utilisé dans cet essai provient du site expérimental de la DPV ou il n’y pas de
contamination de Ralstonia solanacearum. Pour éviter la contamination des autres
microorganismes du sol, le sol a été préalablement tamisé a 5 mm et stérilisés sous étuve a 80°C

pendant une heure.
3.5.2. Inoculation de Ralstonia solanacearum

Elle a été faite artificiellement car la quantification précise de la densité d’inoculum bactérien
est difficile a évaluer dans les sols naturels. L’inoculum de Ralstonia solanacearum utilisé est
un liquide légerement trouble conditionné dans des erlenmeyers de 11. Il s’agit de 9,9 litres
d’eau permutée stérile ayant une concentration de 8 %o de chlorure de sodium (NaCl). Il y est
ajouté 100 ml de bouillon constitué de 99 ml d’eau physiologique et 1 ml d’une culture de la
souche codée F18, une souche de Ralstonia solanacearum provenant du site Mandritsara sur
milieu liquide LPGA (Annexe 3).

Avant le semis, les sols (témoins positifs) sont d’abord inoculés par la souche Ralstonia
solanacearum avec une quantité de 5ml de solution trouble de Ralstonia solanacearum
contenant 2,5 X 10° UFC/ml dans chaque pot.

3.5.3. Choix et inoculation de bioformulation

Les formulations solides avec la carriére-terreau a utilisée pour 1’essai en serre parce que par
rapport au formulation liquide, la formulation solide est facile a stocker et a transporter, ainsi

que de leur durée de conservation est prolongée (TAMREIHAO et al., 2016).

Dans le processus de préparation de la bioformulation, une suspension d'actinomycéte
contenant 2,4 x 10° CFU a été mélangée avec 80g de terreau. La préparation de la formulation

terreau ne requiert pas de préparation complexe, mais simplement une stérilisation par UV.
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3.5.3. Variété de pomme de terre et semis

La variété Meva a été sélectionnée en raison de ses caractéristiques distinctives. Cette variété
est particulierement appréciée par les producteurs en raison de ses qualités agronomiques,
notamment sa précocité avec un cycle cultural de 150 jours, son aptitude a la friture, sa capacité
de stockage et sa haute valeur marchande. La variété Meva présente une sensibilité moyenne

au flétrissement bactérien. La caractéristique de la variété est détaillée sur Annexe 1.

Les tubercules-semences de cette variété ont été fournis par une coopérative spécialisée dans la

production de semences de base a Antsirabe.
3.5.5. Dispositif expérimental et traitement

Les dispositifs est un bloc aléatoire complet composée de 8 traitements avec des témoins
négatifs sans inoculum de Ralstonia solanacearum et des témoins positifs avec inoculum
Ralstonia solanacearum (Figure 22). Les plants flétris pendant 1’expérimentation ont été
remplacés surtout pour les plants témoins pour la mesure de la hauteur et les rendements des

plants par traitement.

Repl Rep2 Rep3 Repd RepS Rep6 Rep7 Reps Repd Repld Les traitements sont constitués de :

20cm

o
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souche d’actinomycéte A1S13
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souche d’actinomycéte B7S5
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Figure 21 : Dispositif expérimental en serre
Source : Auteur
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3.5.6. Evaluation de ’efficacité des souches d’actinomycete sur la croissance production

de pomme de terre

Les parametres de croissance ont été mesurés a la fin de la période végétative, jusqu'au stade
de maturation des tubercules. Chaque traitement a été soumis a des mesures de la hauteur des

plants et pesage des tubercules.

3.5.7. Evaluation de I’efficacité de I’actinomycéte sur la lutte contre Ralstonia
solanacearum

L’incidence de la maladie (IM) des plantes inoculées par Ralstonia solanacearum ont été
réalisés sur une période 8 semaines a compter du premier jour de plantation de pomme de terre.
L’incidence de la maladie (IM) a été calculée par la formule suivante (WINSTEAD et
KELMAN,1952)

IM (%) = (nombre de plantes infectées / nombre total de plantes) x100

La sévérité du flétrissement bactérien a été suivie en utilisant une échelle de notationde 1 a5

avec 1 = aucun symptome, 2 = flétrissement de quelques feuilles jeunes au sommet, 3 = deux feuilles flétries, 4 =

quatre ou plus de feuilles flétries et 5 = mort du plant)

La formule de sévérité est :

Sévérité (100%) = X (pn) x 100/ PN

Avec (p) = nombre de plants avec le score correspondant a la notation (n), P = la notation la plus élevée, N=
nombre total de plants flétris
Les tubercules pourris sur chaque traitement ont été aussi comptée pour savoir la protection

des souches d’actinomycetes jusqu’a la récolte.

3.5.8. Evaluation du potentiel infectieux de la bactérie Ralstonia solanacearum a partir
des plants inoculés

Les plants présentant des symptoémes de flétrissement ont été analysés en laboratoire afin de
confirmer que les symptémes de flétrissement observés pendant leur développement végeétatif
sont dus aux infestations de Ralstonia solanacearum. Cette vérification a été effectuée a partir
des plants de pomme de terre malade en serre, en isolant a nouveau la bactérie sur milieu CPG
(contenant 1 g de casamino-acide, 10 g de peptone, 5 g de dextrose, 15 g d'agar dans 1 litre
d'eau distillée), suivie de sa purification sur milieu LPGA (contenant 7 g de levure, 7 g de
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peptone, 7 g de glucose, 15 g d'agar dans 1 litre d'eau distillée stérile) et les caractérisations

biochimiques des souches obtenues (Coloration GRAM, Biovar).
111.6. Expérimentation en plein champs

3.6.1. Site expérimental

L’essai en milieu réel a ¢été conduit dans un site, localis¢ dans le Fokontany
d’Antanimbarilehibe (19°20°57°°’S ; 47°26°05”’E, 1584m), dans la commune rurale de
Manjakatompo, dans le district d’Ambatolampy, dans la région Vakinankaratra, sur les Hautes
Terres de Madagascar au cours d’une campagne culturale (Novembre 2022 a Mars 2023). La
précipitation et la température mensuelle moyenne sur 40 ans pour le district d’Ambatolampy
sont présentées dans la figure 1. Les mois les plus pluvieux et les plus chauds sont les mois de
janvier, février et décembre qui a comptent a eux seuls 60,4% de toutes les précipitations
annuelles (1310mm). Les mois les plus secs et les plus frais sont les mois de juin, juillet et aoGt
(Figure 23).

Le type de climat est tropical d’altitude avec deux saisons bien distinctes, une saison seche et

fraiche allant de Mai a Septembre et une saison chaude et pluvieuse allant d’Octobre a Avril.

Précipitations (mm) Température (*(
350 50,0
300 45,0
50 40,0
35,0
200 30,0
150 25,0
20,0

100
15,0
50 10,0
0 5,0

Jul Aout 5ept Oct Nov Dec Jan Fev Mar Avr Mail Juin
==Précipitations [mm) ——Température (°C)

Figure 22: Valeurs moyennes de la précipitation et de la température mensuelle dans le district
d’Ambatolampy
Source : DGM

Le type de sol dans le site d’essai est un sol ferralitique, relativement riche en carbone et en
azote, avec un rapport C/N satisfaisant et pauvre en phosphore et en potassium avec une texture

limono-sableux (Tableau 13).
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Tableau 13: Propriétés chimiques du sol dans le site expérimental

Site pH C% N% C/N P (Bray II) ppm K (meq/100g)
Antanimba 4,77 3,93 0,305 13,0 2,5 0,204
rilehibe

3.6.2. Souches d’actinomycétes utilisées contre le flétrissement bactérien de la pomme de
terre

Dans le cadre de cette expérimentation, deux souches d’actinomycetes, codifiées
respectivement Bioinoculant A1S13 et Bioinoculant B7S5 ont été choisies, disposant deux
activités caractéristiques des Rhizobactéries favorisant la croissance des plantes ou Plant
Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR), a savoir I’activité antagonistique vis-a-Vvis des agents
phytopathogenes et I’activité de production de phytohormones stimulant la croissance et le
développement de la plante hote, en particulier 1’acide indol-3-acétique ou I’activité de

solubilisation des phosphates du sol ou d’amélioration de leur biodisponibilité.

3.6.3. Traitements et dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est un bloc aléatoire complet avec 6 traitements et a 3 répétitions.
Les traitements sont constitués par :

Témoin : témoin, lot de pomme de terre fertilisé mais non inoculé,

Te_A1S13 : lot de pomme de terre inoculé avec 400kg ha? de bioinoculant A1S13 et non
fertilisé,

Te_ B7S5: lot inoculé avec 400kg ha* de bioinoculant B7S5 et non fertilisé,

A1S13 : lot inoculé avec 400kg ha* de bioinoculant A1S13 et fertilisé,

B7S5 : lot inoculé avec 400kg ha* de bioinoculant B7S5 et fertilisé

Consortium : lot inoculé avec 400kg ha™ de consortium d’inoculants A1S13 et B7SS.

La variété de pomme de terre Meva, une des variétés les plus adaptées et les plus appréciées
par les producteurs du District d’Ambatolampy a été adoptée pour I’expérimentation. Cette
variété qui se préte particulierement a la friture affiche une sensibilité moyenne au flétrissement
bactérien dd aux souches de R. solanacearum.

Dans chaque parcelle élémentaire de 0,3 x 2,8 m?, 40 plants de pomme de terre ont été plantés
a écartements de 0,7 x 0,3 m. La fertilisation standard (fumure de fond : 10 t ha* de fumier de
ferme et 300kg ha! d’engrais minéral NPK 11-22-16 ; fumure de couverture : 100kg ha* d’urée
46%) a éte uniformément apportée dans les parcelles, excepte pour les lots inoculés mais non
fertilisés T2 et T3.
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Dans les lots inoculés et fertilisés (T2, T3, T4 et T5), les doses de bioinoculants a base de souche
unique d’actinomyceéte ont été apportées localement et en deux fractions, respectivement a la
plantation et avant le premier buttage (6 semaines) de la pomme de terre.

Au cours de I’expérimentation, dans chaque parcelle élémentaire, les plants de pomme de terre
présentant les symptdmes typiques du flétrissement bactérien ont été arrachés au fur et a

mesure, aprés confirmation au laboratoire de 1’agent responsable de la maladie.

3.6.4. Isolement et caractérisation des souches de R. solanacearum a partir
d’échantillons de plant et de tubercules de pomme de terre infectés

Des échantillons de plants flétris et de tubercules pourris de pomme de terre ont été
respectivement prélevés a 8 semaines et a 12 semaines de la plantation. Les différentes étapes
sont identiques a celles décrite sur le chapitre 11 dont :

- Isolement des souches R. solanacearum sur milieu semi-sélectif SMSA (modified Sequiera
Medium South Africa) et milieu de Kelman (casamino acide-peptone-glucose CPG) au TZC
(chlorure de triphényl tetrazolium).

- Purification des isolats bactériens

- Caracteérisation biochimique, identification de biovar

3.6.5. Extraction d’ADN a partir d’isolats présumés de R solanacearum

Pour D’extraction d’ADN, un aliquot (1ul) de chaque colonie d’isolat présumé de R
solanacearum sur le milieu de culture Kelman est mis en suspension dans 100ul d’eau de
biologie moléculaire et porté a ébullition a 95°C pendant 15 minutes sur un thermocycleur
(WELLER, 1988).

3.6.6. Détection par PCR du complexe d’espéce Ralstonia solanacearum et identification
du phylotype

L’identité du complexe d’espéce R solanacearum a été vérifiée aprés amplification de 1’extrait
d’ADN par réaction en chaine par polymérase (PCR) a 1’aide d’un couple d’amorces
spécifiques 759/760 (OPINA et al., 1997). Le phylotype a été déterminé par amplification de
I’extrait d’ADN a I’aide de PCR multiplexe qui utilise simultanément 4 couples d’amorces de
téte respectivement spécifiques de chaque phylotype: N: mult21:1F (phylotype I), N: mult21:2F
(phylotype 1), N:mult23:AF (phylotype I111), N:mult22:InF (phylotype V) et un couple
d’amorces finales spécifiques de I’espece Nmult22:RR selon la description de FEGAN ET
PRIOR (2005). Les conditions de réalisation des cycles de PCR sont constituées d’une
dénaturation initiale de 15 minutes a 95°C, suivie de 30 cycles de 30 secondes a 94°C, d’une

(1) minute a 59°C, d’une (1) minute a 72°C et d’une extension finale de 10 minutes a 72°C. Les
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réactifs, les volumes et le protocole de la réaction en chaine par polymérase ont été préparés
selon la description d’ABDURAHMAN et al. (2019).
La révélation des produits de PCR a été réalisée apres €lectrophorése en gel d’agarose (1,5%),

aprés application d’un courant électrique de 90 volts pendant 40 minutes.

111.7. Analyse statistique

Les données obtenues pour chaque traitement ont fait I’objet d’analyses statistiques sur logiciel
R Studio, version 4.3.1, les packages utilisées sont Ggplot2, Tydiverse, dplyr. Des analyses de
la variance (ANOVA) ont été effectuées. Le test de Tukey est utilisé pour comparer les

moyennes pour ces paramétres a chaque fois que le F calculé était significatif.

IV. RESULTATS
IV.1. Nombre et caractéristique d’isolats d’actinomycétes isolées

Au total, 643 isolats d'actinomycetes sont isolés a partir des sols rhizosphériques de culture de

pommes de terre saines collectés dans les 4 districts de la région Vakinankaratra (Tableau 14).

Tableau 14: Souches d'actinomycétes isolées au laboratoire a partir des sols rhizosphériques

Code localité Nombre d’isolats obtenus Code Isolats
Al 41 A1S1...A1S841
A2 63 A2S1...A2S63
A3 11 A3S1...A3S11
Bl 40 B1S1...B15S40
B2 21 B2S1....B2S21
B3 21 B3S1...B3S21
B4 55 B4S1...B4S55
B7 38 B7S1...B7S38
C1 33 C1S1...C1833
C2 34 C2S1...C2S34
C3 66 C3S1...C3S66
C4 44 C4S1...S44
C5 32 C5S1...C5832
D1 11 DI1S1...D1S11
D2 74 D2S1...D2S74
D4 9 D4S1...D4S9
D5 31 D5S1....D5S31
D6 19 D6S1...D6S19
Total 643

A : Antsirabe Il, B : Betafo, C : Antanifotsy, D : Faratsiho
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Les 643 souches d’actinomycétes isolées sont morphologiquement identiques ¢’est-a-dire que
les colonies sont opaques, de formes arrondies, de petite taille, a bords irréguliers et incrustés
dans le milieu de culture. Les isolats se différencient par la couleur du myceélium aérien et du

myceélium végétatif ainsi que par la taille et la production de pigments (figure 24).

Figure 23: Aspect morphologique des isolats d’actinomycéte

A : souches d’actinomycetes produisant différents pigments de couleur différente, B : souches pures
d’actinomycetes a couleur de mycélium végétatif rose , C : souches pures d’actinomycetes a couleur du
mycélium végétatif blanche

IV.2. Test de confrontation des isolats d’actinomycétes aux isolats de Ralstonia

solanacearum

Aprés 72h d’incubation, les résultats obtenus ont montré que sur les six cent quarante-trois
(643) souches d’actinomycétes quatre-vingt-quatre (84) inhibent le développement de

Ralstonia solanacearum (Figure 25).

Figure 24: Inhibition des souches de R. solanacearum par les isolats d’actinomyceétes antagonistes

A : antagonisme sur les souches d’actinomycetes provenant de Betafo, C : antagonisme sur les souches
d’actinomycetes provenant t de Betafo, C : Antagonisme sur les souches d’actinomycetes Faratsihoet D :
Antagonisme sur souche d’actinomycetes provenant de Antsirabe II.
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Ces résultats ont donc permis de choisir les souches d’actinomycétes A1S13, B7S3, B7S5 et
D289 pour le test d’efficacité pour la solubilisation de phosphore, la production d’AIA et le test

in vivo.
1V.3. Effet des isolats d’actinomycétes produisant sur la production d’AIA

Les isolats d’actinomycétes présentant d’halo d’inhibition enlevé pendant le test
d’antagonismes ont été testés sur leurs capacite a produire d’AIA. L’intensité de la couleur rose
indique la concentration d’AIA libérée par isolat en présence son précurseur D-Tryptophane.
Les résultats ont montré que parmi les 84 isolats d’actinomycétes antagonistes de Ralstonia
solanacearum choisis, trois souhes seulement sont capables de produire de 1’acide indole-3-
acétique AIA. Les quantité enlevées d’AIA de sont donc enregistrées sur les isolats A1S13,
B7S5, D2S9 (Figure 26).

Figure 25: Test positif des souches d’actinomycétes A1513, B7S5 et D2S9 sur la production d’AlA et
le témoin(T)

Source : Auteur

IVV.4. Effet des isolats d’actinomycetes sur la solubilisation du phosphate

L’efficacité de la solubilisation du phosphate par les isolats des actinomycetes dépend, de la
souche. La plupart des colonies forment un halo clair dans le milieu PVK, elles ont donc la
capacite de solubilisation du phosphate. Le milieu PVK permet d’observer un halo transparent
autour de chaque colonie. Quatorze souches forment un halo clair dans le milieu ISP2 ou le plus
grand diamétre (0,8 cm) est observé autour de la souche B7S5 (Figure 27).
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Halo de solublisation

Souche d’actinomycétes

Figure 26: Halo transparent autour des souches d’actinomycetes sur le milieu PVK
Source : Auteur

Les souches testés A1S13, D2S9 et B7S5 proviennent de trois sites différents alors que B7S3,
B7S5 proviennent du méme site. La diversité de I’origine des souches permet de voir les
différents comportements des souches et leurs adaptations. Ainsi, la souche B7S3 a été éliminéee

pour les prochains tests in vivo.

IV.5. Pureté et viabilité des souches des actinomycetes

La pureté microbienne des isolats d'actinomycetes dans les trois formulations a été vérifiée. Les
suspensions de spores des actinomycetes obtenues a partir de la formulation pestagranule,
composée d'argile verte, de farine, de terreau et d'eau peptonée, ont montré des cultures pures

de souche et aucune contamination microbienne n'a été observée (Figure 28).

Les cinétiques des comptages de spores viables, évalués a des intervalles d'un mois pendant
huit mois, sont présentées (Figure 29), montrant un taux de 8,75% de spores mortes au niveau
des pestagranules et de 9,16% au niveau de la formulation liquide. Cependant, la densité de
spores viables aprés stockage dans le terreau a montré le taux de mortalité le plus éleve,
atteignant 11,3% de spores morte. L’analyse statistique ne montre pas de différence

significative entre les trois formulations (p >0,05).
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Figure 27: Isolats d’actinomyceétes A1S13 rajeunis sans contamination
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Figure 28: Evolution des colonies d'isolats d'actinomycéte dans les différentes formulations a

10°UFC

1V.6. Effet des souches d’actinomycetes sur I’infestation de R. solanacearum en serre

L’incidence du flétrissement bactérien a été suivi dés le semis et ensuite tous les 10 jours jusqu’a

0 60 jours ou il y a le pic de la maladie (Figure 30). De maniére générale les plants traités par

les actinomycétes ont de faible plant infesté par Ralstonia solanacearum par rapport au témoin.

L’analyse statistique entre les traitements montre une différence significative (p<0,05).
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Figure 29: Evolution de l'incidence de Ralstonia solanacearum sur les plants de pomme de terre en

serre par traitement

Pour les plants traités avec les souches d'actinomycete, plusieurs tendances distinctes sont
observées. Pour le traitement A1S13, l'incidence de Ralstonia solanacearum observée est la
plus faible, aucun plant est infesté jusqu'a 20 JAS, suivie d'une légére recrudescence de
I'infestation de la maladie a 30 JAS (10%) et une stabilisation a 20% a 50 JAS et 60 JAS. Pour
le traitement B7S5, l'incidence est a 10% a 10 JAS et augmente a 20% a 20 JAS. Une
augmentation est ensuite observée a 40 JAS, atteignant 40%, mais cette valeur se stabilise
jusgu'a 60 JAS. En ce qui concerne le traitement D2S9, I'incidence débute a 10% a 10 JAS, puis
augmente a 20% a 30 JAS. Une augmentation significative est observée a 40 JAS, atteignant
50% et cette valeur continue d'augmenter pour atteindre 60% a 60 JAS. Le traitement A1S13
semble offrir donc la meilleure protection a court et moyen terme, tandis que les traitements
B7S5 et D2S9 montrent une augmentation progressive de l'incidence des maladies, avec des

périodes critiques a 40 JAS et au-dela.

Les plants témoins avec terreau présentent une progression rapide et importante de I'incidence
des maladies, avec une augmentation constante au fil du temps. Dés 10 JAS, une incidence de
20% est observée. Cette incidence augmente rapidement a 50% a 20 JAS, ce qui suggére une
propagation rapide des maladies A 30 JAS, l'incidence atteint 70%, signalant une augmentation
continue de la maladie. Cette tendance a la hausse se poursuit avec 80% d'incidence a 40 JAS.
Le pic est atteint a 50JAS et 60JAS, ou I'incidence des maladies atteint son maximum de 100%.

A 60JAS, les plants flétris du traitement témoin atteint le 100%. L’incidence des plants inoculés
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par A1S13 ne dépassaient pas le 20%, I’incidence du Ralstonia solanacearum est
significativement (p<0,05) reduit de 80% par rapport au témoin. Au niveau du traitement B7S5,
I’incidence du flétrissement bactérien est réduite de 60% par rapport au témoin. L’infestation
est plus élevée au niveau du traitement D2S9 a 50%, il y a quand méme une réduction

d’incidence de 50%, méme si la différence n’est pas significative(p>0,001).

Le suivi de la sévérité de la maladie du flétrissement bactérien a été effectué des I'apparition
des premiers symptémes, soit a partir du 15JAS, et ce, jusqu'a la fin de la période d'observation
a 90JAS. La Figure 31 présente de maniére evolutive l'intensité du flétrissement bactérien
observé en conditions de serre. A 90JAS, la sévérité moyenne du flétrissement bactérien a été

analysée.

T ——

Figure 30: Différentes sévérités du flétrissement bactérien en serre

A : pomme de terre saine, sans attaque de maladie, B : pomme de terre malade a sévérité de 50%, C : Pomme
de terre morte a sévérité de 100%.

La Figure 32 récapitule ainsi la sévérité Ralstonia solanacearum en fonction des différents
traitements. Il est observé que le lot des plants non inoculés d’actinomyceétes présente des
niveaux de sévérité significativement plus élevés (34%) comparativement aux traitements
inoculés avec une réduction de 70,5% pour A1S13, de 53% pour B7S5 et 47% pour D2S9.
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Figure 31: Sévérité de flétrissement bactérien en fonction de traitement

Pendant la récolte, le nombre de tubercules pourris infesté par R solanacearum par plant sont
évalués, la figure 33 résume le nombre moyen de tubercule par plant par traitement. L’analyse
de variance a montré de différence significative entre les traitements (p<0,001). Les lots des
plants non traité (Témoin) ont beaucoup plus de tubercules pourris par rapport aux lots de plants
traitées par des actinomycetes, une réduction de tubercules pourris par plant de 76% est constaté
sur le traitement A1S13, de 65% au niveau de B7S5 et 41% au niveau de D2S9 (Figure 33).
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Figure 32: Tubercules pourris en fonction des traitements
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IV.7. Effet des isolats d’actinomycéte sur la croissance et la production de pomme de
terre en serre

4.7.1. Hauteurs des plants

L'analyse statistique montre des variations significatives (p< 0,05) de la hauteur des plants de
pomme de terre parmi les différents traitements (figure 35). Les plants inoculés avec 1’isolat
d’actinomycete ont montré une augmentation significative de leur hauteur moyenne par rapport

aux témoins (figure 34).

Au niveau des lots de plants témoins negatifs de Ralstonia mais inoculées d’actinomycétes, les
lots des plants du traitement Te A1S13 ont présenté des hauteurs plus élevées avec une
augmentation de 41% par rapport au témoin. Pour les lots de plants traités avec Te_B7S5, une
augmentation de 20% par rapport au témoin a été observée. Le traitement Te_D2S9 a montré

des hauteurs modéreées, elle est de 6% plus élevé par rapport au témoin.

Au niveau des témoins positifs, les lots de plants inoculés avec des souches A1S13 ont
manifesté une croissance significativement plus élevée (p< 0,05) de 17 % par rapport au témoin.
Pour les deux autres traitements, le traitement B7S5 a montré une augmentation significative
(p< 0,05) de 14% par rapport au témoin et le traitement D2S9 montrait une augmentation de

5% par rapport au témoin.

Ces résultats indiquent donc que I'inoculation avec la souche A1S13 conduit a la plus forte
augmentation de la hauteur moyenne des plants de pomme de terre par rapport au témoin, suivie
par le traitement B7S5, tandis que les traitements D2S9 montrent également des améliorations

significatives mais de moindre importance et ne different pas significativement du témoin.

En comparant les traitements négatifs non inoculés par Ralstonia solanacearum et les témoins
positifs inoculés par Ralstonia solanacearum, les témoins négatifs ont des hauteurs plus élevées
de 4% par rapport au témoin positif au niveau des traitements. L’analyse statistique ne montrait
pas de différence significative. Ceci peut conclure que I’inoculation a permet de protéger les

plantes face aux infestations de Ralstonia solanacearum.
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Figure 33: Croissance en hauteur des plants de pomme de terre en serre
Source : Auteur

4.7.2. Poids de tubercules

Le figures 36 montre la variation de poids de tubercules en fonction des traitements.
L'utilisation des isolats d'actinomycétes a conduit a une nette amélioration du poids des

tubercules par pot par traitement (p < 0,05).

Pour les lots de plants non infestés par Ralstonia solanacearum et inoculés par les
actinomycetes, le poids des tubercules a augmenté de maniére significative, avec une
augmentation respectivement de 54% pour Te_A1S13. Les deux souches d'actinomycétes ont
également entrainé une augmentation de la production de tubercules par rapport au témoin, bien
que de maniére moins prononcée, avec une hausse respective de 20% pour Te_D2S9 et
respectivement de 29% pour Te_ B2S7 comparativement au groupe témoin terreau seul.

Pour les lots positifs infestés par R. solanacearum, le poids des tubercules a augmenté de
maniere significative de 46% sur les lots de plants traité par A1S13, de 20% pour B7S5 et
del15% pour D2S9. En comparant les poids de tubercules au niveau des plants inoculés par les
souches d’actinomycétes, infestés et non par Ralstonia solanacearum, il a une faible reduction
poids de tubercules de 1,68% au niveau des lots des inoculés par la souche A1S13, de 1% pour
B7S5 et 8% pour D2S9.

82



Hauteur cm

140 e

- -
H &0 .
" - -
l - »
- -
130 - .
- -
. m - ]
- L]
. e - ° -
-
- - L] -
-e o -
- . - LI - ><| °
- - % ..- -
- M = B0 L . s - - LR
- ' l - .
120 . - - = - = * - - . =
- | & L) -
- s o 2 -
- =]
T. :. o - - aw - LR
. L. i
i L] L] w e
o -
110 bd - % 40 ™ - &

100
Te Terreau Te_A1S13 A1S13 Te_B7S5 B7S5 Te_ D259 D259 Te  Temeau Te A1813 A1S13 Te B7S5 B/S5  Te D289 D239
- Traitement - Traitement
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1VV.8. Essai en milieu réel

4.8.1. Evolution des paramétres de rendement de la pomme de terre selon les traitements
du sol

Douze semaines apres la plantation de la pomme de terre, le rendement en tubercules totaux
varie significativement (p<0.05) entre les différents traitements du sol. Le lot témoin absolu,
non fertilisé et non inoculé n’a donné aucun rendement (figure 37). Pour le reste des lots, le
rendement le plus bas (5,78t/ha) et le plus élevé (8,61t/ha) sont respectivement observés pour
le lot témoin non fertilisé mais inoculé avec I’inoculum B7S5 et le lot fertilisé et inoculé avec
I’inoculum A1S13 (figure 38). Le rendement en tubercules totaux est significativement
(p<0,05) plus ¢leveé de 49 fois dans le lot fertilisé et inoculé avec I’inoculum A1S13 et de 39
fois dans le lot fertilisé et inoculé avec le consortium comparativement au lot témoin fertilisé
mais non inoculé. 1l est 27 fois plus élevé dans le lot fertilisé et inoculé avec I’inoculum B7S5
par rapport au lot T1 mais la différence n’est pas significative. En outre, le rendement en
tubercules totaux est statistiquement comparable entre les lots témoin non fertilisé mais

respectivement inoculé avec I’inoculum A1S13 et I’inoculum B7S5 (Figure 38).

Parcelle temoin
absolu

Figure 36: Site expérimental démontrant le non développement des plants sur le témoin absolu
Source : Auteur
Le rendement en tubercules commercialisables (avec diametre > 28mm) est significativement
différent entre les traitements du sol. La valeur minimale (1,70 t/ha) et la valeur maximale
(8,14t/ha) sont respectivement enregistrées pour les traitements Te_B7S5 et A1S13 (Figure 39).
Le rendement en tubercules commercialisables est significativement 57 fois supérieur dans le

lot fertilisé et inoculé avec I’inoculum A1S13 par rapport au témoin fertilisé mais non inoculé.
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Il est respectivement 43% et 27% plus élevé dans le lot fertilisé et inoculé avec le consortium
et le lot fertilisé et inoculé avec I’inoculum B7S5 par rapport au lot t¢émoin fertilisé mais I’écart

de rendement n’est pas significatif.
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Figure 37: Rendement en tubercules totaux de  Figure 38: Rendement en tubercules
pomme de terre selon les traitements du sol commercialisables de pomme de terre selon les

traitements du sol

4.8.2. Incidence et sevérité du flétrissement bactérien

Les symptomes typiques du flétrissement bactérien sur pomme de terre ont fait leur apparition
a partir de 5 semaines aprées la plantation dans les différents lots de traitement du sol.
L’incidence du flétrissement bactérien est significativement différente entre les traitements tout
au long de I’expérimentation. Au pic de la maladie, a 8 semaines de la plantation de la pomme
de terre, le cumul du pourcentage de plants flétris le plus élevé (36,25%) et le plus bas (8,75%)
sont respectivement observés pour le lot témoin fertilisé mais non inoculé témoin et le lot
témoin non fertilisé mais inoculé avec I’inoculum A1S13 (figure 39). Dans les lots fertilisés et
inoculés respectivement avec 1’inoculum A1S13 et le consortium, I’incidence du flétrissement
bactérien est significativement (p<0,05) réduite de 66 et 58% par rapport au lot témoin fertilisé
mais non inoculé. Dans le lot fertilisé et inoculé avec I’inoculum B7S5, I’incidence du
flétrissement est significativement (p<0,05) réduit de 24% par rapport au lot témoin (Figure
38). Concernant la séverité du flétrissement bactérien, elle varie également de facon
significative entre les traitements du sol tout au long de I’expérimentation. A 8 semaines de la

plantation de la pomme de terre, le flétrissement bactérien est le plus sevéere (32%) dans le lot
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témoin fertilisé mais non inoculé et le moins sévere (6%) dans le lot témoin non fertilisé et
inoculé avec I’inoculum A1S13 (Figure 40). Le degré de sévérité de la maladie est
significativement (p<0,05) moins élevé de 56 a 81% dans les autres lots inoculés (B7S5,

A1S13) par rapport au lot témoin (Figure 41).
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Figure 39: Incidence du flétrissement bactérien
de la pomme de terre a 8 semaines de la
plantation selon les traitements du sol

Figure 40: Sévérité du flétrissement bactérien
de la pomme de terre a 8 semaines de la
plantation selon n les traitements du sol
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Figure 41: Pourcentage de tubercules pourris de pomme de terre a la récolte selon les traitements

86



Par ailleurs, le pourcentage de tubercules pourris a la récolte varie de facon marquée entre les
traitements du sol. La valeur maximale (24,3%) est observée pour le lot témoin fertilisé mais
non inoculé alors que la valeur minimale (4,6%) est enregistrée pour le lot témoin non fertilisé
mais inoculé avec I’inoculum Al1S13. Le pourcentage de tubercules pourris est
significativement réduit de 70 a 80% dans les autres lots par rapport au lot témoin fertilisé non
inoculé (Figure 42). Le tableau 16 recapitule les pourcentages moyens sur I’augmentation de
production sur les lots des plants inoculés par les actinomycetes et la diminution de 1’infestation

de R. solanacearum aux champs.
1V.9. Isolement et caractérisation des souches de R. solanacearum

4.9.1. Détermination du biovar des isolats de R. solanacearum

Les résultats des tests biochimiques ont révélé qu’en serre et dans le site d’essai agronomique,
les isolats bactériens sont capables d’utiliser les disaccharides maltose, lactose, cellobiose et les

hexoses alcools mannitol, sorbitol, dulcitol excepté 1’inositol et appartiennent ainsi au biovar 3.

4.9.2. Confirmation de ’espéce et détermination du phylotype des isolats de R.
solanacearum

Le profil électrophorétique sur gel agarose du produit issu respectivement de 1’amplification
par PCR et par Multiplex PCR des souches bactériennes isolées dans les sites d’essai a généré
le fragment de 280pb, spécifique au complexe d’espéce Ralstonia solanacearum et le fragment

144pb correspondant au phylotype I, originaire d’ Afrique (Figures 43 et 44).

Mprs+ rs-11 18191222 M
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Figure 42: Profil électrophorétique sur gel agarose du produit d’amplification par PCR des isolats
bactériens

M : marqueur de taille

RS+ : souche référence de R. solanacearum

RS- : souche négative de R. solanacearum

11 : souche de R. solanacearum isolée dans le site d’Antsoantany, Antsirabe 11
12 : souche de R. solanacearum isolée dans le site d’Andraokavato, Antsirabe II

87



18 : souche de R. solanacearum isolée dans le site d’Alakamisy anativato, Betafo
19 : souche de R. solanacearum isolée dans le site d’ Antanimbarilehibe, Ambatolampy
22 : souche de R. solanacearum isolée dans le site de Mandritsara, Betafo
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Figure 43: Profil électrophorétique du produit d’amplification par Multiplex PCR des isolats de
Ralstonia solanacearum

M : marqueur de taille

RS+ : souche référence de R. solanacearum

RS- : souche négative de R. solanacearum

11 : souche de R. solanacearum isolée dans le site d’Antsoantany, Antsirabe Il

12 : souche de R. solanacearum isolée dans le site d’Andraokavato, Antsirabe Il

18 : souche de R. solanacearum isolée dans le site d’Alakamisy anativato, Betafo

19 : souche de R. solanacearum isolée dans le site d’Antanimbarilehibe, Ambatolampy
22 : souche de Ralstonia solanacearum isolée dans le site de Mandritsara, Betafo

V. DISCUSSIONS

Dans le cadre de la présente expérimentation, les résultats de I’évaluation in-vitro de I’activité
antagoniste des souches d’actinomycétes vis-a-vis des souches de Ralstonia solanacearum sont
consistants avec ceux de 1’évaluation en serre et en milieu réel du potentiel de biocontrdle de
ces souches contre le flétrissement bactérien de la pomme de terre. Le test d’antagonisme au
laboratoire a montré que quatre souches d’actinomycétes sont capables de lutter contre R.
solanacearum avec des halos d’inhibition jusqu’a 30 mm de diamétre. Ces souches ont été
formulées avec des sol riche ou terreau pour étre facilement incorporées dans le sol. Lors de
I’expérimentation en serre, le traitement du sol par application localisée de souches
d’actinomycetes a permis de déceler un effet protecteur contre le flétrissement bactérien des
plants de pomme de terre. L’effet protecteur des bioinoculants contre le flétrissement bactérien
se manifeste par la baisse généralement significative du pourcentage de plants flétris et de
I’ampleur de la sévérité de la maladie jusqu’a la fin de la plantation de la pomme de terre ainsi

que du pourcentage de tubercules pourris a la récolte dans tous les lots inoculés par rapport au
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lot t¢émoin non inoculé et substrat terreau uniquement. Tous les isolats d’actinomycetes testées
ont tous des potentiels a réduire 1’incidence de la maladie puisqu’en fin de culture le
pourcentage de plantes infesté est de 100 % dans le traitement témoin alors que sur les plants
inoculés par les actinomyceétes, le taux d’infestation est réduit de 80% pour le traitement A1S13,
de 60% pour B7S5 et de 40% pour D2S9 (Tableau 15).

Tableau 15: Récapitulatif de I’augmentation de production et la réduction de I'infestation du
flétrissement bactérien sur les lots des plants traités par les actinomyceétes par rapport au
témoin en serre

Augmentation (%) Reduction (%)
Traitement Hauteur Poids totaux Incidence Sévérité  Tub pourris
(9)
Te-A1S13 41 54
Te_B7S5 17 46
Te D259 20 29
A1S13 14 20 80 70,5 76
B7S5 6 20 60 53 65
D259 5 15 40 47 41

Te-A1S13 : Témoin négatif avec sol inoculé de la souche d’actinomycéte A1S13, Te-D2S9 : Témoin négatif avec sol inoculé
de la souche d’actinomycéte D2S9, Te-B7S5 : Témoin négatif avec sol inoculé de la souche d’actinomycéte B7S5. A1S13 :
Témoin positif avec sol inoculé de la souche d’actinomyceéte A1S13, D2S9 : Témoin positif avec sol inoculé de la souche
d’actinomycéte D2S9, B7S5 : Témoin positif avec sol inoculé de la souche d’actinomycéte B7S5.

Lors de I’expérimentation en milieu réel, le traitement du sol par application localisée et
fractionnée de bioinoculants a base de souches d’actinomycetes a permis de déceler un effet
protecteur contre le flétrissement bactérien se manifestant par la baisse généralement
significative du pourcentage de plants flétris et de ’ampleur de la sévérité de la maladie jusqu’a
8 semaines de la plantation de la pomme de terre ainsi que du pourcentage de tubercules pourris
a la récolte dans tous les lots inoculés par rapport au lot témoin non inoculé (Tableau 16). Par
ailleurs, les effets protecteurs les plus marqués contre le flétrissement bactérien did a R.
solanacearum ont été observés pour les lots inoculés avec I’inoculum A1S13 (moins de 66%)
suivi par le lot inoculé avec le consortium formé par la combinaison de I’inoculum A1S13 avec

I’inoculum D2S9 (moins de 58%).
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Tableau 16: Récapitulatif sur I’augmentation de production et la réduction de l'infestation du
flétrissement bactérien sur les lots des plants traités par les actinomyceétes par rapport au
témoin aux champs

Augmentation (%o) Reduction (%)
Traitement Tub totaux Tub commercialisables Incidence Sévérité Tub
(9) (9) pourris

Te-A1S13

Te_B7S5

A1S13 49 57 66 34 80
B7S5 39 43 24 81 76
Consortium 27 27 58 56 70

Te-A1S13 : Témoin négatif avec sol inoculé de la souche d’actinomycete A1S13, Te_ B7S5 : Témoin négatif avec sol
inoculé de la souche d’actinomycéte B7S5. A1S13 : Témoin positif avec sol inoculé de la souche d’actinomycete A1S13,
B7S5 : Témoin positif avec sol inoculé de la souche d’actinomycete B7S5, Consortium : Témoin positif avec sol inoculé
par la combinaison des souches A1513 et b7S5

Le potentiel de bioprotection des microorganismes associés aux racines (rhizo-microbiome)
incluant les actinomycetes contre les maladies du flétrissement bactérien a été rapporté par de
nombreux travaux (LE et al., 2022 ; SOLANKI et al., 2016 ; NGUYEN et al., 2010;
KHEIRANDISH et HARIGHI., 2015, KUARABACHEW et al., 2007). Différents mécanismes
agissant individuellement ou en combinaison peuvent étre a 1’origine des effets protecteurs
contre le flétrissement bactérien des souches d’actinomycetes, dont le phénomene d’antibiose
ou sécrétion de métabolites secondaires volatiles et des antibiotiques inhibiteurs de la croissance
bactérienne, la production d’enzymes hydrolytiques pour dégrader les parois bactériennes, la
competition de niche écologique ou compétition pour l’espace et la nutrition ainsi que
I’induction de résistance systémique chez la plante hdote ou la mise en place d’une immunité
pour les infections futures dans I’ensemble de la plante ( KURABACHEW et WYDRA., 2013 ;
CHEN et al., 2014; TREJO-ESTRADA et al., 1998 ; NAKKEERAN et al., 2006 ;
SESSITSCH, et al., 2004).Ces mécanismes peuvent ainsi favoriser directement ou
indirectement la croissance de la plante hote.

D’une maniére générale, au champs le taux de flétrissement est le plus eleve dans les lots
fertilisés mais inoculés par rapport aux lots témoins non fertilisés mais inoculés. Cet
accroissement du taux de flétrissement peut étre li¢ a I’apport de la fertilisation, en particulier
du fumier de ferme, fourni par les paysans qui pourrait constituer une source d’inoculum de R
solanacearum. Dans ce contexte, la fortification de la fertilisation organique par les inoculants
d’antagonistes a R. solanacearum est une alternative intéressante. Des effets protecteurs sous

serre et au champ contre le flétrissement bactérien du tabac de fertilisants organiques fortifiés
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par des inoculants de bactérie (Bacillus sp) antagonistes a R solanacearum furent rapportes. A
ces effets sont corrélés une sécrétion de divers métabolites secondaires par la bactérie
antagoniste conduisant a une réduction significative de la dynamique de la population de R.
solanacearum dans le sol et une modification des communautés microbiennes du sol associées
aux racines (YUAN, 2014).

Une réduction de trois a quatre fois ’incidence du flétrissement bactérien du tabac par
I’application au champ de bactéries (Pseudomonas sp, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
artrophaeus) antagonistes a R solanacearum (production de substances volatiles contre R
solanacearum (TTAHIR, 2017).

Par ailleurs, une diminution de la sévérité du flétrissement bactérien sur des plants de pomme
de terre et de tomate inoculés par des agents de biocontrble a été rapportée par
CHANDRASEKARAN (2015).

Il a été observé au cours de la présente expérimentation que les effets de biocontréle contre le
flétrissement bactérien et de stimulation de la croissance des plants de pomme de terre de
I’inoculation simple sont plus marqués avec 1’inoculation simple qu’avec la co-inoculation de
souches d’actinomycete antagonistes. Ceci corrobore les résultats trouvés par certains auteurs
(RAMESH et PHADKE, 2012 ; SARMA et al., 2015 : SOLANKI, 2019). Toutefois, d’autres
auteurs recommandent notamment la co-inoculation d’especes différentes en particulier de
bactérie et de champignon pour le contréle biologique du flétrissement bactérien (STILING et
CORNELISSEN, 2005).

Dans le cadre de la présente étude, des résultats consistants furent obtenus quant a ’efficacité
in-vitro et en milieu réel des effets protecteurs des souches d’actinomycétes contre le
flétrissement bactérien. Ce qui n’est pas le cas pour certaines études, qui ont révélé une
performance significativement réduite des isolats des agents de biocontrdle contre R.
solanacearum en milieu réel comparé aux conditions in-vitro et sous-serre (STILING et
CORNELISSEN, 2005 ; LIU, 2011)

La réduction de la performance au champ des agents de biocontrdle est géneralement attribuée
a divers facteurs abiotiques (propriétés physico-chimiques du sol...) et biotiques tels que la
capacité de colonisation du milieu, de compétition vis-a-vis des autres microorganismes du sol
STILING et CORNELISSEN, 2005 ; Yuan et al., 2014 ; SARMA et al., 2015).

Les souches d’actinomycete sont particulicrement connues pour leur forte capacité de
colonisation du milieu et de compétition vis-a-vis des autres microorganismes du sol
(SOLANKI et al., 2016).
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Les actinomycetes ont montré des effets positifs sur la stimulation de la croissance de pomme
de terre. Au laboratoire, les souches d’actinomycétes (A1S13, B7S5, D2S9) ont démontré une
capacité de solubilisation in-vitro des phosphates et une capacité de production in-vitro de
phytohormone de croissance dont 1’acide indole acétique.

In vivo, les souches d’actinomycétes possedent respectivement la propriété de promoteur de
croissance des plantes, une stimulation de la hauteur des plants de pomme de terre de 41% a été
observé pour traitement Te_A1S13 et de 20% pour le traitement Te_B7S5 par rapport au
témoin, ainsi que I’accroissement du rendement en tubercules de 54% pour les témoins positifs
avec A1S13.

Aux champs, Le rendement en tubercules totaux le plus élevé est observé sur les plants
fertilisées et traités par la souche A1S13, atteignant jusqu’a 8,61t/ha.

Lorsque les inoculants ont été apporté seuls, sans fertilisation, ils ont permis d’obtenir
respectivement 2,19 et 3,35t/ha de rendement en tubercules totaux de pomme de terre par
opposition au lot témoin absolu, non fertilisé et non inoculé qui ne produisait aucune récolte.
Différents auteurs ont montré que les actinomycétes sont capables de stimuler la croissance des
plants en produisant d’auxine et en solubilisant des phosphore (BAKER, 1988 ;
LUGTENBERG et al., 2002 ; SOMERS et al., 2004 ; VESSEY, 2003).

La caractérisation des souches bactériennes, responsable du flétrissement de la partie végétative
aérienne et le pourrissement des tubercules de pomme de terre dans le site expérimental a révélé
qu’elles appartiennent au phylotype | et biovar 2 du complexe d’espéce Ralstonia
solanacearum. La distribution des différents phylotypes, biovars confirme les observations de
PLENER et al. (2008) selon lesquelles Ralstonia solanacearum est capable de se développer
dans différentes niches écologiques car il dispose pour cela d’un systéme de régularisation trés
complexe pour intégrer les signaux environnementaux et s’adapter aux conditions dans

lesquelles il se trouve.
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VI. CONCLUSION PARTIELLE

Le flétrissement bactérien est causé par un complexe de souches de Ralstonia solanacearum
qui s’attaquent a plus de 400 espéces végétales sur tous les cinq continents. La faible effectivité
des stratégies classiques de lutte chimique, agronomique et variétale de controle efficace de ce
pathogene en évolution constante oriente la recherche vers la lutte biologique qui est a la fois
¢conomique et protége 1’environnement. L’application des inoculants d’actinomycéte dans le
cadre de la présente expérimentation a permis d’obtenir une baisse jusqu’a 70% de I’incidence
du flétrissement bactérien di a R solanacearum couplée a un accroissement de 57% des
rendements en tubercules commercialisables de pomme de terre. Malgré I’écart significatif, les
rendements en tubercules totaux de pomme de terre obtenus demeurent inférieurs aux
rendements potentiels des variétés améliorées de pomme de terre sous fertilisation standard, la
présente ¢tude mérite ainsi d’étre approfondie afin d’optimiser les performances agronomiques
observées.

L’importance socio—économique croissante de la culture de la pomme dans les productions
maraichéres et la réduction de la pauvreté semble menacée par le développent d’épidémies de
flétrissement bactérien Les résultats de ce test ‘efficacité des souches d’actinomyceétes face a
une souche locale de R. solanacearum de pomme de terre constituent une base d’éléments de

décision dans la gestion rationnelle de cette maladie bactérienne.
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CHAPITRE 4. EVALUATION EN MILIEU REEL
DE LA COMBINAISON DES PLANTES
ASSAINISSANTES DU SOL AVEC LES

SOUCHES NATIVES D’ ACTINOMYCETES SUR
LE CONTROLE DU FLETRISSEMENT

BACTERIEN DE LA POMME DE TERRE
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Planche 4: Différents étapes sur I’évaluation en milieu réel de la combinaison des plantes
assainissantes du sol avec les souches natives d’actinomycétes sur le contréle du
flétrissement bactérien de la pomme de terre

A : Plant de Crotalaria grahamiana (Source : Auteur), B : Inoculation du sol avec la souche actinomycete
A1S13(Source : Auteur), C : Tubercule de pomme de terre (Source : Auteur), D : Suivi phytosanitaire des plants
de pomme de terre (Source : Auteur), E : pomme de terre en stade de floraison (Source : Auteur).
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l. RESUME

Le flétrissement bactérien, causé par Ralstonia solanacearum, est une bactérie phytopathogene
majeure responsable de la premiére bactériose mondiale. Des résultats intéressants ont été
obtenus précédemment sur l'utilisation individuelle de Crotalaria et d'actinomycetes.
Cependant, malgré ces résultats prometteurs, I'efficacité de I'application simultanée de ces deux
agents biologiques n'avait pas été explorée jusqu'a présent. Dans le cadre de la présente étude,
nous avons cherché a évaluer I'effet de I'association de I’inoculation du sol avec une souche
d’actinomycete A1S13 et I’application de Crotalaria grahamiana en tant qu'engrais vert sur la
suppression de Ralstonia solanacearum et sur 1’amélioration du rendement de la pomme de
terre. Une expérimentation au champ a été menée en utilisant des plants de pomme de terre avec
trois traitements : un témoin avec fertilisation standard (T1), un traitement avec fertilisation
standard et un engrais vert Crotalaria grahamiana (T3), et un traitement avec fertilisation
standard et la combinaison des deux méthodes : engrais vert Crotalaria grahamiana et
I’inoculation de la souche d’actinomycéte A1S13 (T2). Les résultats agronomiques ont
démontré des différences significatives dans plusieurs paramétres de rendement de la pomme
de terre en fonction des trois traitements appliqués. L'association des deux méthodes a conduit
a de meilleures performances agronomiques, avec une augmentation du nombre de tubercules
et du rendement en tubercules totaux de respectivement de 20% et 66%, ainsi qu'une
augmentation du nombre et du rendement en tubercules commercialisables notamment de 66%
et de 102% par rapport au témoin. Pour I’effet bioprotecteur contre R. solanacearum, une
réduction de I’incidence de 79 % a été observée.

Mots-clés : antagoniste, biostimulant, flétrissement bactérien, lutte biologique, pomme de
terre, combinaison, C. grahamiana, actinomycetes, Ralstonia solanacearum

II.  INTRODUCTION

Le flétrissement bactérien, causé par Ralstonia solanacearum, est une bactérie phytopathogene
majeure responsable de la premiere bactériose mondiale (COUPAT, 2008). Cette
protéobactérie posséde une gamme d'hotes étendue, couvrant plus de 50 familles botaniques
dans les zones tropicales et intertropicales (CELLIER et PRIOR, 2010). En Europe, Ralstonia
solanacearum est classée comme un "organisme de quarantaine™, ce qui signifie que sa présence
n'est pas tolérée sur le territoire et qu'elle fait I'objet d'une surveillance stricte concernant son
introduction, sa détention et sa manipulation (EPPO, 2001). Aux Etats-Unis, Ralstonia

solanacearum est répertoriée comme un agent de "bioterrorisme" en raison de sa large gamme
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d'hdtes, de sa variabilité génétique, phénotypique et écologique exceptionnelle (WICKER et
PRIOR, 2010).

A Madagascar, il s'agit de la maladie bactérienne la plus préoccupante observée sur la culture
de lapomme de terre, avec une perte estimée a 30 % de la production en tubercules et tubercules
semences (FAOSTAT, 2016). Cette maladie peut entrainer des pertes économiques importantes

et menacer la sécurité alimentaire dans les régions touchées.

La lutte contre les microorganismes phytopathogenes telluriques sans recours aux pesticides est
devenue une priorité majeure dans l'agriculture, en raison des préoccupations croissantes
concernant I'impact néfaste de ces produits chimiques sur I'environnement, la santé humaine et
la durabilité a long terme des systémes de production alimentaire. Face a ce défi, il est impératif
de développer des stratégies alternatives et durables pour contréler cette bactériose. Dans cette
perspective, un programme de lutte intégrée est recommandé, combinant différentes techniques

de luttes pour maximiser I'efficacité tout en minimisant les impacts négatifs.

Les études antérieures ont démontré I'efficacité individuelle des plantes assainissantes du sol
(Crotalaires) et des souches natives d’actinomycétes contre le flétrissement bactérien (Ralstonia
solanacearum) de la pomme de terre. Suite aux succes individuels, il reste encore a explorer la
possibilité de combiner ces deux stratégies pour une approche plus complete et efficace. Dans
cette optique, la présente étude vise a évaluer les effets combinés des souches d’actinomycétes
et de Crotalaria grahamiana sur la production de la pomme de terre et le contrdle de

I'infestation de Ralstonia solanacearum en milieu réel.

I11. MATERIELS ET METHODES

Ce chapitre représente encore une étude préliminaire visant a explorer l'efficacité de la
combinaison de deux approches prometteuses dans la lutte contre le flétrissement bactérien de
la pomme de terre : 'utilisation de Crotalaria grahamiana, une espéce de plantes assainissantes
du sol, et la souche native d'actinomycete A1S13, qui a démontré les meilleurs résultats en
termes de croissance et de protection des plants de pomme de terre, ainsi que d'amélioration du

rendement en tubercules.

I11.1. Site expérimental

L’essai en milieu réel a été conduit dans un site, localisé dans le Fokontany d’lhazolava (altitude

1572m, latitude -192655°, longitude 47,2447°), dans la commune rurale d’Antanifotsy, dans le
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district d’ Antanifotsy, dans la région Vakinankaratra, sur les Hautes Terres de Madagascar au
cours d’une campagne culturale (Novembre 2022 a Mars 2023).

Le type de climat est tropical d’altitude avec deux saisons bien distinctes, une saison seche et
fraiche allant de Mai a Septembre et une saison chaude et pluvieuse allant d’Octobre a Avril.
La précipitation et la température mensuelle moyenne sur 40 ans pour le district d’ Antanifotsy
sont présentées dans la figure 1. Les mois les plus pluvieux et les plus chauds sont les mois de
janvier, février et décembre qui a comptent a eux seuls 60,4% de toutes les précipitations
annuelles (1310mm). Les mois les plus secs et les plus frais sont les mois de juin, juillet et ao(t
(figure 45).

Précipitations (mm) Température (°C)
350 50,0
300 45,0
e 40,0
- 35,0
200 30,0
150 25,0

20,0

15,0

50 10,0
0 5,0

Jul Aout Sept Oct Nov Dec Jan Fev Mar Avr Mai Juin

Précipitations [mm) Température (°C)

Figure 44: Valeurs moyennes de la précipitation et de la température mensuelle dans le district
d’Antanifotsy (1981-2020)
Source : DGM

Le type de sol dans le site d’essai est un sol ferralitique, acide, relativement riche en carbone et
en azote, avec un rapport C/N satisfaisant et pauvre en phosphore et en potassium avec une

texture limono-sableux (Tableau 17).

Tableau 17: Caractéristique chimique du sol

pH C% N% CIN P K (meqg/1009)

(Bray II) ppm
4,86 8,06 0,532 15,2 2,5 0,262
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111.2. Matériels végétaux

La variété de pomme de terre Meva a été utilisée pour cette étude. Elle est moyennement
sensible & Ralstonia solanacearum (voir Annexe 1), plus adaptée au District d’ Antanifotsy et

plus appréciee par les producteurs.

Pour la plante assainissante du sol, Crotalaria grahamiana a été sélectionnée, en se basant sur
une évaluation multicritére issue de recherches antérieures. Les résultats de ces études ont
démontré que Crotalaria grahamiana présente un effet notable de suppression du flétrissement
au cours de la phase de culture, ainsi qu'une réduction significative des tubercules pourris. Elle
a également et conduit & une augmentation appreciable du rendement (Voir Chapitre 1l). Des
itinéraires spécifiques ont été optimisés, seules les parties aériennes des plantes de Crotalaria
grahamiana ont été coupées et utilisées comme engrais vert, incorporées mécaniquement dans
le sol. Les parties souterraines, notamment les systemes racinaires n'ont pas été prélevées, ce
qui a permis de maintenir l'intégrité structurale du sol et d'éviter toute perturbation qui

pourraient compromettre les effets bénéfiques observés précédemment.

I11.3. Souches d’actinomycétes

La souche native d’actinomycétes codée A1S13 a été choisie pour ’essai en milieu paysan. Elle
dispose des activités caractéristiques favorisant la croissance des plantes ou PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria).

Rappelons que cette souche est originaire d’ Antsirabe II, dans la région de Vakinankaratra. Elle
est capable de produire des phytohormones, en particulier I'acide indol-3-acétique AlA, qui est
bénéfique pour le développement végétal, présente une activité de solubilisation des phosphates
du sol (améliore leur biodisponibilité pour les plantes), ainsi qu'une capacité antagoniste vis-a-

vis des au Ralstonia solanacearum (Voir Chapitre 3).

L’inoculation des parcelles d’expérimentation est réalisée par traitement du sol avec la

bioformulation liquide & base d’eau peptonée contenant la souche d’actinomycetes A1S13.

I11.4. Souches de Ralstonia solanacearum

Le sol utilisé pour l'essai est déja infesté par Ralstonia solanacearum, éliminant ainsi la
nécessité d'inoculer les plantes avec cette bactérie pathogene. Des souches de Ralstonia
solanacearum ont été préparées en laboratoire au cas ou aucune maladie n'apparaitrait
naturellement dans les parcelles expérimentales. Dans ce cas, une inoculation artificielle serait

nécessaire pour simuler l'infestation par Ralstonia solanacearum.
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I11.5. Traitement et dispositif expérimental

Le dispositif d'essai est un bloc aléatoire complet comprenant 3 traitements et 3 répétitions.
Chaque parcelle élémentaire mesure 3 métres de large sur 2,8 métres de long, avec 4 lignes de
semences-tubercules de pomme de terre plantées a un espacement de 0,3 metres entre les rangs
et de 0,7 métres entre les tubercules au sein d'une méme ligne, soit un total de 40 semences-

tubercules par parcelle élémentaire (Figure 46).

Les traitements sont séparés les uns des autres par des allées de 0,5 métre, tandis que les blocs
ou répétitions sont séparés par des allées de 1 métre. Ainsi, la superficie totale de I'essai est de
9,4 metres de large sur 11 métres de long, ce qui équivaut a une superficie totale de 1,034 ares.
Tous les traitements ont recu de fertilisation standard composés de 1 soubique bien rempli de
fumier par parcelle (8 a 17kg) (10 a 20t/ha) + 300kg/ha d’engrais NPK (11-22-16)
(250g/parcelle élémentaire) + 100kg/urée (46N) au premier buttage (4 a 5 semaines apres la
plantation). Les traitements sont constitués de :T1 : témoin avec fertilisation standard, T2 :
fertilisation standard + Crotalaria grahamiana + inoculant A1S13, T3 : fertilisation standard

+ Crotalaria grahamiana seule.

Crotalaria grahamiana

Pomme de terre

Figure 45: Technique d’association la pomme de terre et Crotalaria grahamiana
Source : Auteur

111.6. Suivi des paramétres agronomiques de la pomme de terre

3.6.1. Parametres de rendement de la pomme de terre

A la maturité des tubercules de pomme de terre (12 semaines apres la plantation), dans chaque
parcelle élémentaire, le rendement respectif en tubercules totaux et en tubercules
commercialisables (avec diameétre > 28 mm), a été calculé a partir de la pesée des tubercules de

I’ensemble des pieds ramenée a 1’hectare.
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Le nombre de tubercules totaux et de tubercules commercialisables ont été aussi suivi pendant

la récolte pour chaque traitement.
3.6.2. Incidence et séverité du flétrissement bactérien de la pomme de terre

Dans chaque parcelle élémentaire, I’incidence du flétrissement bactérien ou le pourcentage de
plants de pomme de terre flétris a été suivie depuis 1’apparition des symptomes jusqu’a 4

semaines de la plantation (WINSTEAD et KELMAN,1952), selon la formule :

Incidence (100%) = X plants flétris x 100 / total des plants levés

La sévérité du flétrissement bactérien a été suivie en utilisant une échelle de notation de 1 a 5
avec 1 = aucun symptdme, 2 = flétrissement de quelques feuilles jeunes au sommet, 3 = deux feuilles flétries, 4 =

quatre ou plus de feuilles flétries et 5 = mort du plant) La formule est :

Sévérité (100%) = = (pn) x 100/ PN

Avec (p) = nombre de plants avec le score correspondant a la notation (n), P = la notation la plus élevée, N=

nombre total de plants flétris
3.6.3. Isolement et caractérisation des souches de Ralstonia solanacearum a partir des
plants flétris et de tubercules de pomme de terre infectés
Des échantillons de plants flétris et de tubercules pourris de pomme de terre ont été
respectivement prélevés a 8 semaines et a 12 semaines de la plantation pour vérifier I’infestation
de Ralstonia solanacearum.
La vérification est faite par I’isolement des souches bactériennes sur milieu sur milieu semi-
sélectif SMSA (modified Sequiera Medium South Africa) et milieu de Kelman (casamino
acide-peptone-glucose CPG) au chlorure de triphényl tetrazolium (TZC) suivie de la
purification sur milieu LPGA (levure 7 g, peptone 7 g, glucose 7 g, agar 15g, eau permutée 1
litre) (BUDDENHAGEN, 1962). Le test de caractérisation biochimique des isolats bactériens
purifiés a été réalisé sur le milieu basal de Ayers ajouté respectivement de trois hexoses alcools
(mannitol, sorbitol, dulcitol) et trois disaccharides (cellobiose, lactose and maltose) comme

source de carbone.

111.7. Analyse statistique

Les données parametriques collectées sur les parameétres agronomiques de la pomme de terre
ont ét¢ soumises a 1’analyse de la variance suivie par la séparation des moyennes selon la

méthode de Tukey et Fisher (p<0.05). Le test de Kruskal-Wallis et le test de comparaison des
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pairs ont été effectués (a = 0.05) pour les données non-paramétriques au moyen du logiciel R

Studio, version 4.3.1, les packages utilisées sont Ggplot2, Tydiverse, dplyr.

IV. RESULTATS

IV.1. Effet de la combinaison de Crotalaria grahamiana et de la souche d’actinomycete
A1S13 sur le rendement en tubercules

4.1.1. Rendement en tubercules totaux

Douze semaines apres la plantation de la pomme de terre, le rendement en tubercules totaux en
tonne par hectare (t/ha) présente une variation significative (p < 0.05) entre les différents
traitements du sol (Figure 47).

Les résultats ont révélé une augmentation significative de 66% du rendement dans le traitement
combinant la Crotalaria grahamiana et la souche d'actinomycéte A1S13 (T2) par rapport au
témoin (T1), et une augmentation de 8% par rapport au traitement Crotalaria grahamiana seule
(T3). Ces observations suggeérent un effet positif de la combinaison de Crotalaria grahamiana
et de la souche d’actinomycétes A1S13 sur le rendement en tubercules de la pomme de terre

(Figure 47).

4.1.2. Rendement en tubercules commercialisables
Le rendement en tubercules commercialisables (avec un diametre > 28 mm) varie de maniére

significative (p < 0.05) entre les différents traitements du sol (Figure 48).

La combinaison de la Crotalaria grahamiana et de la souche d'actinomycete A1S13 conduit a
une production de tubercules commercialisables significativement plus élevée, avec une
augmentation de 102% par rapport au témoin et de 59% par rapport a l'utilisation de la
Crotalaria grahamiana seule. Ces résultats suggeérent que la combinaison des deux moyens de
lutte contribue a améliorer la qualité des tubercules de pomme de terre, en produisant des grands

tubercules répondant aux normes commerciales en termes de diamétre.
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Figure 46: Rendement en tubercules Figure 47: Rendement en tubercules
totaux de la pomme de terre commercialisables (diamétre 2 28 mm) de la

pomme de terre

T1 : témoin avec fertilisation standard, T2 : fertilisation standard + Crotalaria grahamiana + inoculant A1513,
T3 : fertilisation standard + Crotalaria grahamiana seule

4.1.3. Nombre de tubercules totaux

Le traitement combinant Crotalaria grahamiana et la souche d’actinomycéte A1S13 présente
un nombre de tubercules plus élevé par rapport aux deux autres traitements, avec une
augmentation de 20% par rapport au témoin et de 18% par rapport a I'utilisation de la Crotalaria
grahamiana seule. Bien que ces différences ne soient pas statistiquement significatives, elles
suggerent une tendance vers une augmentation du nombre de tubercules dans le traitement
combiné, ce qui pourrait indiquer un potentiel d'amélioration de la productivité en utilisant cette

combinaison de méthodes (Figure 49).
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Figure 48: Nombre de tubercules totaux par Figure 49: Nombre de tubercules
parcelle pour chaque traitement commercialisables par parcelle pour chaque

traitement
T1 : témoin avec fertilisation standard, T2 : fertilisation standard + Crotalaria grahamiana + inoculant A1513,
T3 : fertilisation standard + Crotalaria grahamiana seule

4.1.4. Nombre de tubercules commercialisables

Pour le nombre de tubercules commercialisables, le traitement combinant la Crotalaria
grahamiana et la souche A1S13 la souche d’actinomycéte (T2) présente un nombre
significativement (p < 0,05) plus élevé de tubercules commercialisables (Figure 50). En effet,
ce traitement affiche un nombre plus élevé de 91% par rapport au traitement témoin avec la
fertilisation standard (T1), ainsi gqu'une augmentation de 4% par rapport au traitement utilisant

uniquement la Crotalaria grahamiana en plus de la fertilisation standard (T3).

Ces résultats mettent en evidence I'efficacité de la combinaison des deux méthodes pour
améliorer le nombre de tubercules répondant aux normes commerciales, ce qui pourrait avoir

un impact positif sur la rentabilité et la qualité de la récolte de la pomme de terre.

IV.2. Vérification des souches de Ralstonia solanacearum sur les plants de pomme de

terre flétris et tubercules pourris

Les résultats des tests biochimiques ont révéelé que dans les plants flétris et pomme de terre

pourris dans 1’essai agronomique sont infestés par Ralstonia solanacearum Biovar 3.

Les isolats bactériens sont capables d’utiliser les disaccharides maltose, lactose, cellobiose et

les hexoses alcools mannitol, sorbitol, dulcitol excepté 1’inositol.
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1V.3. Effet de 1a combinaison sur I’incidence et sévérité de la maladie

L'incidence du flétrissement bactérien a été surveillée dés I'apparition des symptémes, c'est-a-
dire dés la premiére semaine de culture jusqu'a la quatrieme semaine (Figure 49). Dans tous les
traitements, une augmentation de l'incidence du flétrissement bactérien a été observée au fil du
temps. Cependant, un retard d’une semaine d'apparition des symptomes de flétrissement a été
constatée le systeme associé (T2). Au pic de la maladie, a quatre semaines apres la plantation,
I'incidence cumulée du flétrissement bactérien était significativement différente (p < 0,05). Le
taux d'infestation était de 13,5% pour le traitement témoin, tandis qu'il était de 7,5% pour le
traitement combinant la Crotalaria grahamiana et la souche A1S13, et de 11,4% pour le

traitement utilisant uniquement la Crotalaria grahamiana (Figure 51).

Ces résultats indiquent que la combinaison de la Crotalaria grahamiana et de la souche A1S13
a un effet significatif sur la réduction de I'incidence de 79% du flétrissement bactérien par
rapport au témoin. Ce systeme associé semble offrir une certaine protection contre cette
maladie, ce qui pourrait avoir des implications positives pour la santé des plants de pomme de

terre et le rendement.
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Figure 50: Incidence du flétrissement Figure 51: Sévérité de la maladie par
bactérien de la pomme de terre a 8 semaine au niveau de chaque traitement.

semaines de la plantation selon les
traitements
T1 : témoin avec fertilisation standard, T2 : fertilisation standard + Crotalaria grahamiana + inoculant A1513,
T3 : fertilisation standard + Crotalaria grahamiana seule

Pour la sévérité du flétrissement bactérien au niveau des plants de pomme de terre, des
variations significatives entre les traitements du sol ont été également observées tout au long de
I'expérimentation. En premiere semaine de suivi, La sévérité est encore faible au niveau des

traitements allant de 0% pour T2 et5 % pour T3 ainsi que 8,5% pour le témoin (Figure 52).
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Deux semaines apres la plantation, la sévérité du flétrissement bactérien est la plus élevée dans
le lot témoin, atteignant 56%, tandis qu'elle est la moins sévére dans le traitement combiné T2,
avec seulement 4%, et modérée dans le traitement T3, avec 24%.

Au cours de la troisieme semaine, la sévérité du flétrissement bactérien reste relativement stable
dans le traitement T2, mais augmente a 44% au pic de la maladie, soit a la quatrieme semaine.
Dans les deux autres traitements, T1 et T3, la sévérité atteint respectivement 60% et 56% au
pic de la maladie. (Figure 52)

A la récolte, les tubercules pourris ont été triés dans chaque traitement, et la Figure 49 illustre
le nombre de tubercules affectés pour chaque plante. Une différence significative entre les
traitements a été observée (p < 0,05). Les parcelles traitées T2 ont présenté une réduction de
pourcentage de tubercules infectés par Ralstonia solanacearum de 49% par rapport au témoin,

et moins de 27% par rapport a la présence de Crotalaria grahamiana seule (Figure 53).
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Figure 52: Pourcentage de tubercules pourris par traitement.
T1 : témoin avec fertilisation standard, T2 : fertilisation standard + Crotalaria grahamiana + inoculant A1513, T3
: fertilisation standard + Crotalaria grahamiana seule

V. DISCUSSION

Dans le cadre de la présente étude, nous avons cherché a évaluer l'effet de I'association de
I’inoculation du sol d'une souche d’actinomycéte A1S13 et I’application de C. grahamiana en
engrais vert sur la suppression de Ralstonia solanacearum et sur I’amélioration de rendement
de la pomme de terre. Une expérimentation au champ a été menée utilisant des plants de pomme
de terre avec trois traitements, un témoin avec fertilisation standard (T1), un traitement avec

fertilisation standard et un engrais vert Crotalaria grahamiana (T3) et un traitement avec
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fertilisation standard et la combinaison de deux methodes engrais vert C. grahamiana et la
souche d’actinomycéete A1S13 (T2).

Les resultats agronomiques ont démontré des différences significatives dans plusieurs
parametres de rendement de pomme de terre en fonction des trois traitements appliqués.
L'association des deux methodes a conduit a des meilleures performances agronomiques avec
augmentation de rendement en tubercules totaux et tubercules commercialisables en t/ha et le
nombre en tubercules totaux et tubercules commercialisables en comparaison avec le témoin et
les plants traités et C. grahamiana seule. Mais la plus marquant est I’augmentation respective

jusqu’a 91% et 102% le nombre et le poids de tubercules commercialisables.

Les résultats confirment I'efficacité du traitement combiné T2 dans la réduction de la sévérité
du flétrissement bactérien par rapport aux autres traitements. Cette observation souligne
I'importance de la combinaison de la Crotalaria grahamiana et de la souche A1S13 pour
atténuer I'impact négatif de cette maladie sur les plants de pomme de terre.

Les reésultats soulignent I'efficacité de la combinaison de la Crotalaria grahamiana et de la
souche A1S13 pour réduire l'incidence des tubercules pourris causés par Ralstonia
solanacearum. Cette combinaison semble offrir une protection significative contre cette
maladie, ce qui peut avoir des implications positives pour la qualité et le rendement des

tubercules de la pomme de terre.

L’utilisation de Crotalaria grahamiana comme plante de couverture peut améliorer la structure
du sol. Elle apporte des matiéres organiques au sol et qui vont ensuite décomposer par les
microorganismes par minéralisation. De plus, la présence d’un pivot associé a un réseau de
racines latérales dense de Crotalaria grahamiana va favoriser les capacités de filtration et
d’infiltration dans les horizons supérieurs du profil, les capacités de drainage en seront aussi
améliorées. FERNANDES et al., (2014) a montré que Crotalaria grahamiana peut apporter en
moyenne 3 a 5 tonnes/ha de matiére séche en deux mois, correspondant a un apport d’azote de

3,3 % de la plante entiére soit 100 a 165 kg/N.

Les actinomycetes se caracterisent aussi par leur aptitude a dégrader les matiéres organiques du
sol grace a de nombreuses enzymes hydrolytiques extracellulaires, participant ainsi activement
a la formation de I'numus, des molécules complexes, ainsi que des substances récalcitrantes. En
particulier la cellulose, la lignocellulose, le xylane et la lignine, qui jouent un réle important
dans les processus de décomposition de la matiére organique du sol (PETROSYAN et al.,
2004).

107



Par conséquent, I’augmentation de biomasse microbienne par C. grahamiana peut favoriser les
activités microbiennes des microorganismes du sol dont les actinomycétes et plus
particulierement A1S13 du sol. A1S13 peut stimuler la minéralisation de la matiere organique

et permettre d’accroitre la biodisponibilité des nutriments pour les plants de la pomme de terre.

Les souches actinomycétes sont aussi caractérisees par leurs effets PGPR vis-a-vis des plantes.
L’apport de la souche A1S13 peut favoriser donc la production d’auxine qui va stimuler le
développement racinaire des plants de la pomme terre, favorisant ensuite 1’absorption racinaire
des nutriments. L’AIA peut aussi montrer des actions sur la solubilisation des phosphates.
CRAWFORD et al., 1993 a démontré que les actinomycétes (Streptomyces) produisent des
substances qui favorisent la croissance des plantes, la solubilisation des phosphates et la
compétition avec les agents phytopathogenes pour le substratum et les nutriments
(CRAWFORD et al., 1993). Les actinomycetes ont aussi la promotion de la croissance des
plantes (HOSTER et al., 2005).

Par conséquent, I’inoculation d’actinomycétes A1S13 avec la légumineuse Crotalaria
grahamiana pourrait apporter de nutriment au sol, favoriser la minéralisation du sol, stimuler

le développement racinaire par la synthése d’AIA et favoriser la solubilisation des phosphates.

En ce qui concerne l'incidence de la maladie, nos résultats ont également révelé des tendances
intéressantes. Les plants de pomme de terre traités avec la combinaison des deux agents
biologique C. grahamiana et I’actinomycéte A1S13 ont montré une réduction significative de
I'incidence de Ralstonia solanacearum par rapport au traitement témoin et avec C. grahamiana
seule. Les différences possibles dans I'incidence et la gravité du flétrissement bactérien apres
I'essai ne seraient probablement pas attribuées a des différences de fertilité, bien que I'on sache
que les sols fertiles réduisent I'incidence et la gravité du flétrissement bactérien dans la pomme
de terre en améliorant la vigueur des plantes (LEMAGA, 2001 ; LEMAGA et al., 2005 ;
MESSIHA et al., 2007b ; FONTEM et N'TCHORERE, 2009).

En 2002, WANG et al. (2002) ont démontré que I’introduction de crotalaires entre les cycles
de culture d’ananas avait un effet positif sur la réduction de populations de nématodes
Rotylenchulus reniformis (WANG (b), SIPES, & SCHIMTT, 2002). La crotalaire
favoriserait, d’apreés cette étude, le développement de champignons capables de piéger
Rotylenchulus reniformis, permettant ainsi un contréle de ces populations. Dans une étude
similaire, WANG et al. (2002) ont également décrit que les crotalaires developpent
naturellement des champignons piégeant les nématodes, mais elle libere également un
composé ayant des effets allélopathiques sur les nématodes durant les premiers jours de sa
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décomposition dans le sol. Les tissus des parties aériennes d’un couvert de crotalaire enfouis
diffusent de la monocrotaline qui s’avere étre 1étale pour les nématodes (WANG, SIPES, et
SCHMITT, 2001). Des recherches montrent des effets similaires sur les populations de
nématodes, aussi bien en couvert végétal et en enfouissement de C. grahamiana. Une des
substances toxiques actives pour C. grahamiana a été déterminée comme étant de la

Pyrolizidine, dérivé de I'ornithine et du monocrotaline (LUC et al., 2005.)

NASSAR et al. (2003) ont montré que les actinomycetes, en plus d'agir comme décomposeurs
de matiere organique, ces microorganismes ont un grand potentiel en tant qu'agents de lutte
contre les agents pathogénes des plantes. Ceci est dl a leur capacité a produire des antibiotiques,

des sidérophores, des enzymes qui ont une activité antimicrobienne.

Les résultats de cette étude démontrent que la combinaison des actinomyceétes et de la
Crotalaria grahamiana entraine une croissance et un rendement accrus en poids de
tubercules de pomme de terre, tout en réduisant considérablement I'infestation par Rastonia
solanacearum et en atténuant la sévérité de la maladie. Cette combinaison présente une
synergie positive, dépassant les effets observés avec les traitements simples utilisant
uniquement Crotalaria grahamiana. Ces résultats soulignent I'importance d'adopter une
approche intégrée pour la gestion des maladies des plantes, en tirant parti des interactions
bénéfiques entre les microorganismes du sol, les plantes assainissantes et les plantes hétes.
En intégrant cette combinaison dans les pratiques agricoles, il est possible d'améliorer a la
fois la productivité des cultures et la résistance aux maladies, contribuant ainsi a une

agriculture plus durable et plus résiliente.

Les résultats obtenus pendant I’expérimentation ne montrent pas des effets antagonistes entre
les deux methodes, les plantes se développement tres bien. WANG, 2023 a montré que la
croissance des plante assainissantes n'impacte pas négativement les communautés
microbiennes (phase de végétation), contrairement a la culture de la tomate et au sol nu. Si
des mécanismes biocides étaient mis en jeu par ces plantes, ils ne se traduisent en tous cas
pas de maniére générale sur les populations microbiennes. Il est possible méme d’observer
méme un accroissement des bactéries Gram+ pour l'ensemble des plantes ainsi gqu'un
accroissement des champignons utiles. De méme, la phase de décomposition rapide aprés
enfouissement de la biomasse se traduit par un accroissement rapide et massif de certains
groupes microbiens. Mais chaque espece a un effet différencié sur les communautés ainsi

stimulées.
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V.. CONCLUSION PARTIELLE

Nos résultats mettent en évidence I'efficacité potentielle de la combinaison de la Crotalaria
grahamiana et des actinomycetes dans la gestion de I'incidence et de la sévérité de Ralstonia
solanacearum chez les plants de pomme de terre. Cette approche combinée a montré des
avantages significatifs par rapport aux traitements individuels et aux témoins, suggérant un
potentiel synergique entre la Crotalaria et les actinomycétes dans la protection des cultures
contre cette maladie.

De plus, cette combinaison a également favorisé la croissance des plants de pomme de terre,
surtout au niveau de tubercules commercialisables, soulignant son intérét pour une gestion
intégrée des maladies tout en améliorant les rendements agricoles. Ces résultats offrent des
perspectives prometteuses pour le développement de stratégies durables de lutte contre les
maladies des cultures, contribuant ainsi a la sécurité alimentaire et a la durabilité
environnementale. Des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents de cette interaction et pour évaluer son potentiel dans d'autres

contextes agronomiques.

111



DISCUSSION GENERALE

Les actinomyceétes, ainsi que les légumineuses assainissantes comme C. grahamiana et C.
spectabilis, ont été largement étudiés pour leur potentiel de contrdle de Ralstonia
solanacearum, I'agent pathogéne responsable du flétrissement bactérien dans de nombreuses
cultures, notamment la pomme de terre. Plusieurs études antérieures ont souligné leur capacité
a réduire partiellement I'incidence de cette maladie (WANG et al., 2002 ; GERMANI et
PLENCHETTE, 2004 ; VOS et al., 2012a ; KOFFI et al., 2013a ; ANENE et al., 2013).

Pendant notre premiére expérimentation, l'association de la pomme de terre avec les
Iégumineuses Crotalaria grahamiana et Crotalaria spectabilis, a démontré des effets positifs
significatifs sur la croissance et le rendement de la pomme de terre. Une augmentation notable
de la hauteur et du poids frais des tiges des plants de pomme de terre associés, ainsi qu'une
augmentation substantielle du nombre et du poids frais des tubercules totaux et
commercialisables ont été observées par rapport a la monoculture de pomme de terre. Ces
avantages agronomiques peuvent étre attribués a I'amélioration des propriétés physico-
chimiques du sol, liées a ’apport de matiere organique, en particulier a une amélioration de la
structuration (stabilisation des agrégats, conservation de I’humidité...) et une stimulation du
recyclage des nutriments (carbone, azote, phosphore, potassium...) et de 1’activité biologique
du sol favorisant une meilleure disponibilité des nutriments. En effet, une augmentation de
I'absorption d'azote, de phosphore et de potassium dans les parties aériennes des plants de
pomme de terre associés a été constatée, en plus d'une légere augmentation des concentrations
en matiere organique et en azote dans le sol. Des effets positifs de I’association de la pomme
de terre avec des lIégumineuses sur la croissance des plants de pomme de terre résultant d’une
amélioration des propriétés physico-chimiques du sol ont été rapportés par d’autres auteurs
(GITARI etal., 2018 ; GITARI et al., 2019 ; NAYAWADE et al., 2019).

De plus, l'association avec Crotalaria grahamiana et Crotalaria spectabilis a démontré des
effets protecteurs significatifs contre le flétrissement bactérien causé par Ralstonia
solanacearum. Ces effets comprennent un retard dans l'apparition des symptémes, une
réduction importante de l'incidence et de la sévérité du flétrissement bactérien pendant la
végétation des plants de pomme de terre, ainsi qu'une réduction marquée du pourcentage de
tubercules pourris a la récolte. Ces observations sont cohérentes avec d'autres études qui ont
également rapporté des effets protecteurs similaires des légumineuses, notamment les
crotalaires, contre le flétrissement bactérien dans diverses cultures (KAKUHENZIRE et al.,
2013 ; DEBERDT et al., 2014).
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Par ailleurs, I'utilisation de souches d'actinomyceétes comme agents de biocontréle a également
montré des résultats prometteurs dans la suppression du flétrissement bactérien de la pomme
de terre. Les expériences in vitro et en milieu réel ont respectivement montré une réduction
significative de l'incidence de la maladie et du pourcentage de tubercules de pomme de terre
pourris a la récolte dans les lots traités avec les inoculants d'actinomycétes par rapport au lot
témoin. Ces effets positifs peuvent étre attribués a une sécrétion de divers métabolites
secondaires par les souches d’actinomycétes conduisant d’une part & une répression de
I’agression des souches de Ralstonia solanacearum couplée d’une modification des
communautés microbiennes du sol associées aux racines (propriété d’antagoniste) et d’autre
part a la stimulation de la croissance des plants de pomme de terre a travers la solubilisation
des phosphates et/ou la production de phytohormones de croissance (propriété de promoteur de

croissance des plantes).

Le potentiel de bioprotection des microorganismes associés aux racines (rhizo-microbiome)
incluant les actinomycetes contre les maladies du flétrissement bactérien a été rapporté par de
nombreux travaux (LE et al., 2022 ; SOLANKI et al., 2016 ; NGUYEN et al., 2010;
KHEIRANDISH et HARIGHI., 2015, KUARABACHEW et al., 2007). Différents mécanismes
agissant individuellement ou en combinaison peuvent étre a 1’origine des effets protecteurs
contre le flétrissement bactérien des souches d’actinomycetes, dont le phénomene d’antibiose
ou sécrétion de métabolites secondaires volatiles et des antibiotiques inhibiteurs de la croissance
bactérienne, la production d’enzymes hydrolytiques pour dégrader les parois bactériennes, la
competition de niche écologique ou compétition pour I’espace et la nutrition ainsi que
I’induction de résistance systémique chez la plante hdote ou la mise en place d’une immunité
pour les infections futures dans I’ensemble de la plante ( KURABACHEW et WYDRA., 2013 ;
CHEN et al, 2014 ; TREJO-ESTRADA et al., 1998; NAKKEERAN et al., 2006 ;
SESSITSCH, et al., 2004).Ces mécanismes peuvent ainsi favoriser directement ou
indirectement la croissance de la plante hote.

D’une maniére générale, au champs le taux de flétrissement est le plus eleve dans les lots
fertilisés mais inoculés par rapport aux lots témoins non fertilisés mais inoculés. Cet
accroissement du taux de flétrissement peut étre li¢ a I’apport de la fertilisation, en particulier
du fumier de ferme, fourni par les paysans qui pourrait constituer une source d’inoculum de R
solanacearum. Dans ce contexte, la fortification de la fertilisation organique par les inoculants
d’antagonistes a R. solanacearum est une alternative intéressante. Des effets protecteurs sous

serre et au champ contre le flétrissement bactérien du tabac de fertilisants organiques fortifiés
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par des inoculants de bactérie (Bacillus sp) antagonistes a R solanacearum furent rapportes. A
ces effets sont corrélés une sécrétion de divers métabolites secondaires par la bactérie
antagoniste conduisant a une réduction significative de la dynamique de la population de R
solanacearum dans le sol et une modification des communautés microbiennes du sol associées
aux racines (YUAN, 2014).

Une réduction de trois a quatre fois ’incidence du flétrissement bactérien du tabac par
I’application au champ de bactéries (Pseudomonas sp, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
artrophaeus) antagonistes a R solanacearum (production de substances volatiles contre R
solanacearum (TTAHIR, 2017)

Par ailleurs, une diminution de la sévérité du flétrissement bactérien sur des plants de pomme
de terre et de tomate inoculés par des agents de biocontrble a été rapportée par
CHANDRASEKARAN, 2015.

Il a été observé au cours de la présente expérimentation que les effets de biocontréle contre le
flétrissement bactérien et de stimulation de la croissance des plants de pomme de terre de
I’inoculation simple sont plus marqués avec 1’inoculation simple qu’avec la co-inoculation de
souches d’actinomycete antagonistes. Ceci corrobore les résultats trouvés par certains auteurs
(RAMESH et PHADKE, 2012 ; SARMA et al., 2015 : SOLANKI, 2019). Toutefois, d’autres
auteurs recommandent notamment la co-inoculation d’especes différentes en particulier de
bactérie et de champignon pour le contréle biologique du flétrissement bactérien (STILING et
CORNELISSEN, 2005).

Dans le cadre de la présente étude, des résultats consistants furent obtenus quant a ’efficacité
in-vitro et en milieu réel des effets protecteurs des souches d’actinomycétes contre le
flétrissement bactérien. Ce qui n’est pas le cas pour certaines études, qui ont révélé une
performance significativement réduite des isolats des agents de biocontréle contre R
solanacearum en milieu réel comparé aux conditions in-vitro et sous-serre (STILING et
CORNELISSEN, 2005 ; LIU, 2011).

La réduction de la performance au champ des agents de biocontrdle est géneralement attribuée
a divers facteurs abiotiques (propriétés physico-chimiques du sol...) et biotiques tels que la
capacité de colonisation du milieu, de compétition vis-a-vis des autres microorganismes du sol
STILING et CORNELISSEN, 2005 ; Yuan et al., 2014 ; SARMA et al., 2015).

Les souches d’actinomycete sont particulicrement connues pour leur forte capacité de
colonisation du milieu et de compétition vis-a-vis des autres microorganismes du sol
(SOLANKI et al., 2016).
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Enfin, la combinaison de I’inoculation du sol avec des souches d’actinomycetes avec le
traitement du sol par 1’apport d’engrais vert et I’association de la pomme de terre avec la
Crotalaire pérenne Crotalaria grahamiana a montré une synergie positive, entrainant une
augmentation significative du poids des tubercules de pomme de terre récoltés et une
bioprotection renforcée contre le flétrissement bactérien se manifestant par, une réduction
importante de l'incidence du flétrissement bactérien et une atténuation de la sévérité de la
maladie. FERNANDES et al., (2014) a montré que Crotalaria grahamiana peut apporter en
moyenne 3 a 5 tonnes/ha de matiere seche en deux mois, correspondant a un apport d’azote de

3,3 % de la plante entiere soit 100 a 165 kg/N.

Les actinomycetes se caractérisent aussi par leur aptitude a dégrader les matiéres organiques du
sol grace a de nombreuses enzymes hydrolytiques extracellulaires, participant ainsi activement
a la formation de I'hnumus, des molécules complexes, ainsi que des substances récalcitrantes. En
particulier la cellulose, la lignocellulose, le xylane et la lignine, qui jouent un réle important
dans les processus de décomposition de la matiere organique du sol (PETROSYAN et al.,
2004).

Par rapport aux résultats obtenus, nous pouvons conclure que les hypothéses formulées dans

I'introduction ont été vérifiées.

L'intégration des plantes assainissantes du sol dans les systemes de culture de la pomme de
terre a permis de réduire de maniére significative I'incidence et la sévérité du flétrissement
bactérien, tout en entrainant une augmentation notable du rendement en tubercules. Cette
observation confirme I'efficacité des plantes assainissantes du sol dans la protection contre cette

maladie et souligne leur potentiel dans les pratiques agricoles durables.

Les souches d'actinomyceétes isolées a partir des sols rhizosphériques de la pomme de terre,
présentant des propriétés antagonistes aux souches de Ralstonia solanacearum in vitro, ont
démontré un potentiel de bioprotection in vivo et sur le terrain de la pomme de terre contre le
flétrissement bactérien. Ces résultats confirment le réle bénéfique des actinomycétes en tant

qu'agents de biocontréle dans les systémes agricoles.

La combinaison de l'utilisation de la plante assainissante du sol Crotalaria grahamiana avec
I'inoculation par les souches d'actinomycetes antagonistes a Ralstonia solanacearum a renforcé
de maniére significative la bioprotection de la pomme de terre contre le flétrissement bactérien.
Cette constatation souligne lI'importance de I'intégration de differentes approches de biocontrdle

pour maximiser l'efficacité dans la protection des cultures contre les maladies.
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CONCLUSION GENERALE

Le flétrissement bactérien causé par le complexe d’espece Ralstonia solanacearum est une
maladie grave de cultures maraichéres d’importance économique dont la pomme de terre dans
les régions tropicales, subtropicales et tempérées chaudes. A Madagascar, cette maladie est
devenue endémique dans nombreuses zones de production sur les Hautes Terres centrales, en
particulier dans la région Vakinankaratra, la principale zone de production. A I’instar des
maladies d’origine tellurique, les stratégies de lutte contre le flétrissement bactérien,
uniquement a titre préventif, s’appuient sur la combinaison de différentes méthodes de lutte

(génétique, culturale, agronomique, mécanique) afin de réduire son incidence et sa sévérite.

Cette these a permis de tester 1’efficacité d’une méthode intégrée de bioprotection de la pomme
de terre contre le flétrissement bactérien basée respectivement sur 1’exploration des propriétés
assainissantes du sol de deux espéces de Crotalaire dont C. grahamiana et C. spectabilis,
adaptées localement et les propriétés antagonistes aux souches de R. solanacearum et
promotrices de la croissance des plants, de souches d’actinomycetes endogenes isolées a partir

de sols rhizosphériques de plants de pomme de terre.

La thése a contribué a I’apport de connaissances sur les déterminants de I’efficacité de la
bioprotection de la pomme de terre contre le flétrissement bactérien assurée par les plantes
assainissantes du sol (Crotalaria grahamiana, Crotalaria spectabilis). Ces plantes, exploitées
tant comme précédents culturaux, cultures associées, engrais verts que paillis végétaux, ont
démontré leur potentiel remarquable dans I'amélioration des rendements et la réduction des
maladies dans les cultures de pommes de terre. Les résultats obtenus ont mis en évidence une
augmentation significative du développement des parties aériennes des plants de pomme de
terre ainsi que des rendements en tubercules totaux et commercialisables dans les systéemes de
culture associée, par rapport a la monoculture. De plus, une diminution notable du pourcentage
de plants malades et de tubercules pourris a été observée, soulignant ainsi I'impact positif de

ces pratiques agroécologiques sur la santé et la productivité des cultures de pommes de terre.

Les souches d'actinomyceétes isolées des sols rhizosphériques de la region de Vakinankaratra
ont présenté des capacités remarquables au laboratoire, avec des halos d'inhibition éleves contre
R. solanacearum, ainsi qu'une capacité a solubiliser les phosphates et a produire de l'acide
indole-3-acétique (AIlA). Les résultats des expérimentations en serre et sur le terrain ont
corroboré ceux obtenus en laboratoire, en mettant en évidence une réduction significative de

I'infestation par R. solanacearum, ainsi qu'une augmentation notable de la croissance et des
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rendements en tubercules totaux et commercialisables. Ces conclusions renforcent l'idée que
ces souches d'actinomycétes peuvent jouer un rdéle important dans la gestion durable des
cultures de pommes de terre, offrant ainsi des perspectives prometteuses pour leur utilisation

future.

La bioformulation utilisant un terreau riche en nutriments a été efficace pour favoriser la
croissance active des actinomycetes, et aucun cas de contamination n'a été observeé lors du suivi
en laboratoire. Cependant, il reste crucial de mettre au point des formulations plus économiques
et facilement accessibles en grande quantité pour les actinomycetes, tout en conservant leur
efficacite. Ces formulations devraient étre concues de maniere a étre facilement appliquées par
les producteurs sur le terrain, offrant ainsi une solution pratique et abordable pour I'amélioration

des cultures de pommes de terre et d'autres cultures agricoles.

Outre leur efficacité dans la lutte contre le flétrissement bactérien, le traitement du sol par
inoculation avec les souches d’actinomycétes avec association a Crotalaria grahamiana ont
également eu des effets positifs sur la croissance et le rendement des plants de pomme de terre.
Les plants traités ont présenté une croissance plus vigoureuse et des rendements en tubercules
plus élevés, en particulier pour les tubercules commercialisables, par rapport aux plants non

traités.

Cette observation suggere que ces approches de biocontrdle peuvent non seulement protéger la
culture de pomme de terre contre R. solanacearum, mais également stimuler leur
développement et leur productivité. L’intégration des plantes assainissantes du sol dans les
systemes de culture, le traitement du sol par inoculation avec des souches d’actinomycetes
antagonistes ou la combinaison de ces traitements offrent ainsi des perspectives intéressantes
pour une approche intégrée de la gestion des maladies du flétrissement bactérien, en tirant parti
des interactions bénéfiques entre les micro-organismes du sol et les plantes hétes. En intégrant
ces pratiques dans les systémes de productions agricoles sur les Hautes Terres, il est possible
de promouvoir une agriculture plus durable et résiliente, alliant accroissement de la productivité
agricole, sécurisation alimentaire et préservation et régénération des ressources de

I’environnement.

Malgré les résultats prometteurs obtenus dans cette étude, il est important de reconnaitre

certaines limites qui peuvent influencer l'interprétation et l'applicabilité des résultats. Tout

d'abord, cette recherche a été menée dans un contexte spécifique, ce qui souléve la question de

se genéraliser a dautres régions ou conditions environnementales. De plus, la durée

relativement courte de I'étude limite notre capacité a évaluer pleinement les effets a long terme
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des pratiques de biocontrdle sur la santé des sols et la durabilité des systemes agricoles. De plus,
les variations naturelles et les limitations techniques peuvent avoir influencé les résultats et
nécessitent une approche prudente dans leur interprétation. Enfin, le manque de données a long
terme sur l'efficacité et la durabilité des pratiques de biocontréle souligne la nécessité de
poursuivre les recherches dans ce domaine pour mieux comprendre leur impact sur les

rendements agricoles et I'environnement.

Au regard de tout ce qui précéde, nous pouvons affirmer en toute modestie avoir atteint les

principaux objectifs que nous nous sommes fixés au début de la présente étude, a savoir :

- Evaluer le potentiel de biocontrdle des plantes assainissantes du sol (Crotalaria grahamiana
et Crotalaria spectabilis.) contre le flétrissement bactérien de la pomme de terre di au
complexe d’espéce Ralstonia solanacearum.

- Evaluer le potentiel de bioprotection de la pomme de terre contre la maladie de flétrissement
bactérien des souches d’actinomycetes antagonistes aux souches locales de R
solanacearum.

- Evaluer en milieu réel Defficacit¢ de la combinaison de I’utilisation des plantes
assainissantes du sol avec I’inoculation du sol par les souches d’actinomycetes antagonistes
aux souches de Ralstonia solanacearum sur le contréle du flétrissement bactérien de la

pomme de terre.

Ces approches de biocontrdle offrent des alternatives prometteuses aux pesticides chimiques
traditionnels et peuvent contribuer a une agriculture plus durable et respectueuse de
I'environnement. En exploitant la synergie entre les micro-organismes bénéfiques et les plantes
de couverture, il est possible de développer des stratégies de lutte intégrées qui protégent les
cultures tout en préservant la santé des sols et de I'environnement. Ces résultats fournissent une
base solide pour de futures recherches et pour la mise en ceuvre de pratiques agricoles

innovantes visant a assurer la sécurité alimentaire et la durabilité des systemes agricoles.

Les résultats de cette thése ouvrent des perspectives de recherche dans le domaine de la
protection des cultures contre les maladies. Des études supplémentaires seront nécessaires pour
mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de la bioprotection contre le flétrissement
bactérien observée et pour évaluer I’efficacité de ces approches sous d’autres conditions agro-

pédo-climatiques dont :

- Poursuivre la recherche pour développer des formulations de biocontréle des actinomycetes

plus économiques, faciles a produire a grande échelle et simples a appliquer sur le terrain.
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Etendre les études sur Il'utilisation des actinomycétes en biocontrole & d'autres cultures
sensibles aux maladies bactériennes, en évaluant leur efficacité et leur impact sur la
croissance et le rendement.

Explorer des méthodes d'inoculation plus efficaces pour garantir une colonisation optimale
des actinomycetes dans le sol et sur les racines des plantes, améliorant ainsi leur efficacité
en tant qu'agents de biocontrole.

Etudier les synergies entre l'utilisation des actinomycétes en biocontrole et d'autres
pratiques agricoles durables telles que la rotation des cultures, la gestion de l'eau et
I'utilisation d'engrais organiques, pour développer des approches holistiques de gestion des
maladies des cultures.

Faciliter le transfert des connaissances et des technologies des laboratoires de recherche
vers les agriculteurs en fournissant une formation et un accompagnement technique, ainsi
qu'en favorisant I'acces aux produits et aux équipements nécessaires a la mise en ceuvre des

pratiques de biocontrdle.
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ANNEXES



ANNEXE 1 : DESCRIPTION DE LA VARIETE MEVA

Nom . — Nature Obtenteur Année de .
Nom commun scientifique Dénomination génétique (code) diffusion Mainteneur
CIP
Pomme de Solanum (377.957.6) FIFAMANOR
terre tuberosum i e iz FIFAMANOR ek /CP

C30

CARACTERES MORPHOLOGIQUES

TUBERCULE

Tubercules [ Forme . arrondie

L] Couleur de la peau : creme

o Couleur de la base de I’ceil : jaune

® Couleur de la chair © jaune moyenne

° Profondeur des yeux © moyenne

FLEUR

® Couleur : rouge claire

FEUILLE

® Couleur © verte

CARACTERES AGRONOMIQUES

° Cycle (& maturité) : 85-95 jours
[ Hauteur : 40-55cm
L] Rendement moyen : 20-25t/ha

Coupe transversale - gros tubercules élevé
- tubercules moyens VD
) .
'-‘ - petits tubercules (écarts) IO
‘ ° Longueur de la dormance ©  moyenne

Comportement vis-a-vis des
bioagresseurs
° Mildiou (Phytophtora infestans) : moyennement sensible

. . . moyennement sensible
[ Alternariose (Alternaria solani) Y

o Bactériose vasculaire (Ralstonia . sensible
solanacearum)

° Enroulement de la pomme de terre © moyennement résistante
(PRLV)

CARACTERES TECHNOLOGIQUES

° Teneur en matiére seche . assez bonne
L] Transformation : bonne pour frites et chips
®  Aptitude au stockage : tres bonne



ANNEXE 2 : PREPARATION DE PESTAGRANULES

1- Préparation de bioformulation pestagranule

1. Ingrédients

- Farine de blé : 800 g

- Argile verte : 200 g

- Eau distillée stérile

Stériliser a I’autoclave (121°C pendant 20 minutes)

(\érifier la capacité de rétention en eau de ce mélange a partir de la différence entre le poids

d’un aliquote sec du mélange et d’un aliquot imbibé d’eau jusqu’a saturation du mélange).

2. Apres refroidissement, selon la capacité de rétention en eau, ajouter 200 a 400ml de
suspension de souches d’actinomycétes contenant 10 ° Cfu/ml.

3. Bien mélanger a ’aide de gants stériles jusqu’a la formation de pate cohésive. Ensuite,
malaxer et plier la pate plusieurs fois, en utilisant un rouleau a patisserie jusqu’a 1’obtention

d’une lame mince de 1mm d’épaisseur.

4. La lame de pate de Imm d’épaisseur est placée sur un écran (ou papier aluminium) et laissée

se sécher a ’air sous hote a flux laminaire.

5. La lame de pate de Imm séchée est brisée en morceaux, broyé a I’aide d’un mortier et pilon

préalablement désinfecté (sterilise).
6. Tamiser (2mm) le broyat de lame de pate séchée pour obtenir une taille uniforme.

7. Placer les granules dans des sachets plastiques en polyéthylene stériles et conserver a

température ambiante (22 + 2°C).

8. Aprés 13 a 14 jours de maturation, la teneur en eau de la bioformulation doit étre ajustée a
30-50%.

9. Vérifier la concentration bactérienne dans la bioformulation préte pour 1’application au

champ.

10. Un exemplaire de la bioformulation est laissée a la température ambiante pour le suivi

régulier jusqu’a 8 mois de la survie des souches bactériennes.



ANNEXE 3 : COMPOSITION DE MILIEU DE CULTURE

1) MILIEU LB (g/l)

10g.cceiiiiiiinnn, Peptone
50 i, Extrait de levures
109 .o, NaCl

2) MILIEU PIKOVSKAYA

109, .o, Glucose

050 i (NH4)2S04
0,20 .civviiiiinnnn NaCl

0,19 .cccivininnnn. MgSO47h20
020 iiiiiininnnnn. KCI

050 i, Extrait de levure
0,002g.......ccuen... MnSO4,7H20
0,002g.......ccvvnen. FeSO4,7H20

50 i Ca3(PO4)2

150 .0, Agar, pH=7

3) EAU PEPTONEE
109 i, Peptone
5g (R R R R R R R R R R R R R R R R R RRRERRRER) NaCIl pH:712

4) Milieu SMSA

100 i, acide casaminique,

100g .cciiiiiiii, Bacto-peptone,
50ml.c Glycérol,

1500 cciiiiiii, Bacto-Agar

S5mMgeiiiiiii Violet cristallisé (Sigma

100mg ..o, Sulfate de polymixine-B
25mMg..iiiiii Bacitracine

S5MEeeiiiiii Chloramphénicol

0,5mg ..o Pénicilline-G

50 g iiiiiii Chlorure de 2, 3, 5-triphényltétrazolium



5) MILIEU KELMAN avec TZC

LOgeeii i acide casaminique,
10,0 g ceeeiiiiiiii, Bacto-peptone,
50ml.....ooiiil Glycérol,

150g ciiiiiiiiii, Bacto-Agar
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