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A. Contexte du projet

, 07 1 AOCAT A ABrowA 6t (RaistéhiAd Eoardcearunphylotype IIB-1) AO AT I D1 AgA AB6AO
Ralstonia solanacearunfceRs)dans les bassins de cultures maraicheres des Hautes terres centrales de
Madagascarest confirmég et constitue comme la principale cause de la forte chute de la production de

pomme de terre vers 2014, 6 ET AEAAT AA AAAOOA AO &1 1 OOEOOAI AT O AA
AO ATiT1T A EI 1T6AQEOOA PAO AOEIT Ge0ds Sotobes rephcBenti@ E OAT AT
capablesA 8 ET FAA QA O AdspetedAv@getiles)| aled iin®dkdihte de dispersion vers les régions
voisinesdu SOOlors des échanges de matériel végétal, bien que ces souches soient déja présdies

AR AT 1T OA@OAR 1600CAT AA OdedEstrdsde@réviertion ét belardle dRIAT O 1 S E
AEOCOiI I ET ACETT AA 168ET T /A5@dysilélazare S@AIAGO 11A50de8AAE A AAE TAT
Brown rot a Madagascar

#dast dans e cadre que le projet EpiBigDl « Epidémiosurveillance régionale et Biocontrole des

bioagresseurs majeurs des filieres végétales £omposante 4 : Epidémiosurveillare régionale- Action 1
: Maladies et ravageurs de la pomme de terrepere, danda phase | du projet

B. Objectifs et strat ®gi es doli

, 8AOOAET EOQOAI AT O AO 001 AE AA O MMadeadck @t lBAA DI

sensibilisation/information/ éducationa la préventonOA B O1 OAT OA  ldélddphadea bubprojet AEAAOE
et constitue une priorité stratégique. %1 A £FA Oh A pefrétnt d@ rédueQs pévaléndd e

1 8 ET AMEA AT6AEA EAAQET T  IgsiierventioBs@ibel EipladeAidednd Alikiterdodte

bl OOEAEI EOi AA OAPOEOA AA 1T A OOAT OI EOQOEIT AA 18ET /

i AOOOA A1l GOOOdonckrded: T AEAAOCEAO AEQI O

- Des campagnesA 6 E1 Al &uf 1A Qdiatid du flétrissement bactériende sensibilisation a la
prévention et éducationauxmesures prophylactiquesvis-a-vis du flétrissement bactérien;
bactérien sur la pomme de terre etlépistage des souches de ceRs

- La conception et lamise au point de paquets techniquegonstitués de fiche technique, outil
pédagogique, guide de diagnostigutil moléculaire de détection, gide de bonnes pratiques et
mesures prophylactiques

- Le diagnostic du ceRsur le stock de tuberculessemencesde pomme de terreissus du Centre
FIFAMANORproducteur national de semences de préase etde base

Par ailleurs, un intérét particulier est porté surla capacité des souches ceRs phylotypkl et | & faire une
infection latente, au méme titre que le phylotype IIBL. Dans cette optiquela présenceod | T A8 ET £AAQE
latente dans lestuberculesde pomme de terre est mise en évidence.



C. Reéalisation s et résultats

1. COMMUNICATION SCIENTIFIQUE RESTITUTION DE RESULTATS DE RECHERCHE SUR LA
$)6%23)4% ' %. %4)15% %4 , B5%0)S$% )/, /"' )% $%3 3/ 5#(
BASSINS DE PRODUCTION DE CULTURE DE POMME DE TERRE DES HAUTES TERRES CENTRALES

Trois (03) restitutions ont été réaliséesaupres du @ntre national de développement rural et de

recherche appliquée/FIFAMANOR (14 Décembre 2016), du Centre national de recherche appliquée au
développement rural/FOFIFA Q03 Mars 2017), et pendant lab¢me édition du Forum de la Recherche

consacré a lac Biodiversitéet développement durablez NOE O6AOO OAT O U .11 OAT AT A«

Encadré 1 : Synthese des messages véhiculés lors des restitutions

Les aspects de la diversité génétiqgue du ceRs dans les basdmgproduction des Hauts plateaux a été

Aol i 0i 0O 16AEAA AA | AONOA O Qaétidudsddenfolt lAzedohcde , 6 AT A
trois phylotypes a Madagascarphylotypes |, Ill décrits auparavant eintroduction du phylotype IIB-1 a

Madagasar. 0 AO AEIT 1 AOOOhde déériie @A pgrofilsAépidBriicidbidues contrastés du

phylotype 1IB-1 (épidémique) et phylotype Ill (endémique). Le phylotype IBp A OO AADAAI A AGE
latente dans les tubercules de pomme de terre donc se transnpalr les tubercules et a une vocation a faire

unA i PEAT T EA8h Al T OOAEOATI AT O AO PEUIT OUPA-1Ia )8 &AA
priorité immédiate O1 OEAA AAT O dustdckoratbial dE 2mdehdeddt 18 sensibilisation aux
meDOAO DPOI PEUI AACENOAO AOOAT GEAT T AOG PI OO 1 EIi EOAOD 1
lutte intégrée.

Figure 1: Restitution
apres des chercheurs

du FIFAMANOR
GOOOAT O bpi C
production de la

pomme de terre

(14 Décembre 2016)




Forum de la recherehe -1G-15-16 juin 2017 - Autananarivo

FORUM DE LA RECHERCHE
« BIODIVERSITE ET OBJECTIFS DU DEVELOPPEMENT DURABLE »
14-15-16 juin 2017 —Antananarivo
Programme du Forum de la Recherche

Horaires GESTION DURABLE DE LA BIODIVERSITE
Analyse de la filiére Crocodylus niloticus en vue de sa  Les feux de brousse & Madagascar et leur
1 a 9 cartograp : o g
g ROBSOMANITRANDRASANA Eric José et al. M. RATIANARIJAONA
1 . i ] = Ecole Doctorale Gestion des Ressources Naturolios ot (IRD GRED).G Serpantié (IRD GRED), A Rakotoninna
Figure 2: PartICIpatlon = Développement, Université o’ Antanananivo, ESSA-Foréts, (GRET), A.Serpantié (IRD GRED), K. Rajaona (IRD )
Université o’ Antanananvo GRED), F. Andriamahefazafy (CIEDM), J.F.Girres (UM3
au Forum de la ~4
ala ot au Le regard d'un p sur la sité ot
Recherche du ot offi avec e awlopp‘mom'ouublo : De l'usage des marqueurs A
Cherch h se d rapp xp pour la de la diversité du &
ercheur chargee au g RANDRIANASOLO Lalasoa @ e te preseacianl soutziod
. . P
projet EPIBIO au sein % Centre Interuniversitaire en Recherche et D 9
du centre EOFIFA & (CRED) = Boie Nomkile Sypirieies RAVELOMANANTSOA SantatraHerilalaina et al. -
Laboratoire de Pathologie Végétale, DRA, FOFIFA, > =
(17 JUIn 2017) UMR PVBMT, CIRAD, Saint-Pyerre, La Réunion, France =
ANSES, Saint Pierro, La Réunion, France : CNRE W
PAUSE x
Projet SuLaMa, un modéle de recherche pour la Le développement social en contexte de conservation
deo de la biodiversité en milieu rural malgache: a la fois }
g Goum Ononamandimby ANTSONANTENAINARIVONY  YN® 8PP pour le de Fepprop
= et al des populations locales et une finalité §
ﬁ "Universté & Antananarivo. Département de Biologie el SOLO Serge .
o Ecologie végétales, ‘Univorsity of Kassel, Organic Plant WWF Madagascar Country Offico
Production and Agroecosystems Research in the Tropics
and Subtropics, Germany
Formalisation et analyse de la chaine d'actions dans Contribution & la gestion et 3 la valorisation des
la gestion des ressources a Po t des foréts de tapia—
2 Madagascar C Rurale d'A jaka
L GANOMANANA Thierry ot al Dr RAKOTONIAINA RANAIVOSON Naritiana et al.
g UMR 220 GRED, IRD Montpeoiter, Ecole Doctorale Institit Supéniewr de Technologie d’Ambositra

Modéiisation-informatique / Université de Flanarantsoa,
Ecole Doctorale Gouvernance el Société en mutation /
Université de Flanarantsoa

21 4%, ) %2 $06). &/ 2-14)/ . 352 , %ZBCHANGE BURIASITWATION" | # 4 %:
ACTUELLE DE LA MALADIE EDUCATIONET SENSIBILISATIOM LA PREVENTION

Au total, huit (08) ateliers ont été réalisés a

- Antsirabe: FIFAMANOR (29 Novembre 2016fentre d'Expérimentation et de Formation en Fruits
et Légumes CEFFEL (16 Févrie6 et 07 Septembre 2017)Direction Régionak de I'Agriculture et
de I'Elevagez DRAEVakinankaratra (23 Juillet 2017)

- Miarinarivo : DRABtasy (13 Juin 2017)

- Antananarivo: DRAEAnalamanga (25 Juillet 2017)Agence Nationale deContrble Officiel des
Semences et plantg ANCO$31 Juillet 2017)

Les ateliers ont regroupé

- Desreprésentants deproducteurs de pomme de terre etmultiplicateurs de semences qui sont
i AT A OA Oasshdrtidhol coopérativeissus des régions ltasy, AhaAi AT CAh i 1T OT1
Vakinankaratra;

- Des conseillers agricoles provenant duCH-FEL, Centre de Formation et d'Application du
Machinisme Agricoleg CFAMAFIFAMANOR, FOFIFEentre de Services AgricolesCSAMinistere
de 'Environnement, de I'Ecologé et des Forétg MEEF IltasyDRAE taOUh ! T AT AT AT CAh I |
Mania etVakinankaratra)

- Desinspecteurs en phytosanitaire de |@irection de la Protection des VégétaugDPV, du Service de
la QuarantaineVégétaleg SQMA O 1 8! . #/ 38

6 E



Encadré 2 : Thématiques abordés au cou rs des ateliers A6 E1 Al @ échaddel/ Education /

sensibilisation

Ces ateliers visaient a mettre a la disposition principaux acteurs du développement agricole et du monde

rural des informations clés surg, laiversité des suches(phylotypes I, IIB-1 et lll) pouvant affecter le

fiétrissement bactérienOOO AAO AOI 6O60AO AA piii A AA OAOOAR E I
ABEOAOh E 1T A Oi PAOOEOETT Cil COADEENOA AAdeterle, AEOAOG
E 1 A0 11 MAIEE GidMudeddOOAT Of EOOET T AO AA AEODPAOOEITT AA
a faire des infections latentes, notamment pour les souches 4fBQ Hes ifpacts agronomiques et

O1T AET 1 AT 11 1 ENOAIés difédentsimathoded de AlidgRoBtide & maladieZ 1 Asdes | A
prophylactiques,A Qes Bglementations sur les semencesn vigueur.

DRAE Vakinankaratra

F !
CEFFEL

Figure 3: lllustraon AAO AOAI EAOO AGET & Of AGET 1 Ori1 AEAT CATi AGAA

LesAEOAOQOOET T O A0 ishAkedes @sans dydcHtdursht drmAisQIE fedueillir leurs
pratiques culturales, et de déceleren conséquencejuelquesmodes de contamination et dedispersion de
18ETTAOI Oi A3OT A PAORAUI AT A ADA GkARDEBAd pehitiddde R ODEE L |
AR 1 0EAD AMAKI A&&lok DAOAAITIT A
- L@&chat et utilisationde tubercules semences non certifiéeademnes de ceRs
- L6 OOE I dé tGbkréuted idsus de cultures infectéegautoproduction de semencesppreés triage,
des tuberculesqui ne présentent pas de symptéme de pourriture (infection latente)
- Les mauvaises pratiques commenterrer les tuberculesinfectés sur la méme parcelle eutiliser
ensuite la béche contaminéepour le sarclage ou pour la récolte jeter les fanes de cultures et
tubercules infectéssur les parcelles voisineseR AT O 1 AO AAT AO@ ABEOOECAOQEI
mauvaises herbs (hotes potentiels)sur la parcelleapressarclage



Figure 4: llustration AA NOA1T NOAO
haut: apres le triage, les tubercules malades sontjetés daesA AT AO@ ABEOOECAOQOEIT AO 0
sont utilisés comme semences. En baka béche est utilisée poutrancher les tuberculespendant le diagnostic de la

i Al AAEA AO T86A00 DAO AT OOEOA Ai AldidpaAdele]l i Ah A0 1 A OOAA
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3.ATELIERCOLLECTIF DE REFLEXION ET DE CONCERTATION SUR LES STRATEGIES DE LUTTE ET
DE GESTION EFFICACE DU FLETRISSEMENT BACTERIEN DE LA POMME DE TERRE

Apresded AAT DPACT AO AGET Al Ol uh OB atdlier Bofiectifdd corodithtionieshteny EOA OE |
a Antananarivo le 13 Septembre 201, 2&n vue de réfléchig une stratégie nationale de gestiode la maladie,

Adi 1 Ei ER A Odatidiide Ta €ouche épidémiquede définir les activités prioritaires de lutte ; et

Aditiculer les activités menées par les différents services concernés.

3100 1 A DAOOAET ACA AO -EIEOOI OA AOPOI O AA 1A 00i OF
1 GAOAI EAO A OACOI 0bi O A OET COAET A ctibis deDRGREAEDAT O
161 CAT AA . AOEI 1 Al des Serhencesiel féxde] Chntrel FEXEEAEntion et de

Formation en Fruits et Légumes 1 AO AEOAAQETAGEA OO iOOIAT AlChicabidh Al 61 961 ! AX
"1 17 OAT Aultubedlu NIPBE, ILpEfdrme pomme de terre ; et les organisations de producteurs de

tubercules semences issus de 5 régions : Vakinankaratra, Iltasy, Analamanga,@ind 6 E - AT EA AO
Matsiatra.



TableautPr ogr amme de | dat el i e stratégiesdé gestidn efffcacalde fiétdseementbactériet i on s

Heure | Activités

09 h 00 | Accueil des participants

09 h 30 | Discoursz Introduction z Ouverture z Présentation

10 h 00 | Présentation 1 :Epidémie du flétrissement bactérien de la pomme de terrea  Madagascar
Situation actuelle, impacts et Perspectives (Dr. Santatra Ravelomanantsoa, FOFIFA)

10 h 30 | Discussion : Echange dinformations, Questiongéponses

11 h 00 | Présentation 2: Politique et stratégies de contréle phytosanitaire appliquée a Madagascar :
Surveillance sanitaire, réglementation en vigueur et stratégiesvis -2OEO AA 1 § AC
pourriture brune de la pomme de terre  (Direction de la protection des végétaux et Service
deQuarantaine)

11 h 15 | PauseCafé

11 h 40 | Présentation 3: Contréle et certification des semences et des plants : Réglements techniques
de la production, du contrble et de la certification en vigueur et reglementation vis ~ -a-vis du
ceRs(Agence Nationa de Contrble Officiel des Semences et plants)

11 h 55 | Présentation 4: Systeme de production de semences de pomme de terre et contrble sanitaire
appliquée par le Centre FIFAMANOR (FIFAMANOR

12 h 15 | Présentation 5: Systeme de production de semences de pomme de terre et contrble sanitaire
appliquée par le Centre CEFFEL(CEFFEL)

12 h 30 | Discussion : Echange dinformations, Questiomgéponses

13 h 00 | Pause Déjeuner

14 h 30 | Travaux de groupe 1Réflexion sur les stratégies de gestion et éradication dela souche
épidémique et articulation des activités menées par les différents services concernés
Travaux de groupe 2Systéme de production, inspection, contréle et certification des
semences de pomme de terre : harmonisation du systéme et amélioration des différentes
procédures

16 h 00 | Restitution des travaux de groupe

16 h 30 | Bilan et recommandations

17h 00 | Cléture

Cette rencontre a ainsi eu le méritee réunir les principaux acteurs de la filiere semences pomme de terre,
A 1 0i DPOEOEIiCEi A AOOAT O 1 6A0AT EAO AAO PAOI AOOAT O
parties prenantes! 1 SABROA @G AOAT EAO

- LBAT CACAT AT O A Adht ék dberiuateOmpaytde I@drinuiatdnA 6 01T AOAEO AA
A8 A Xrhiekell);

- Lesysteme de production, de controle et de certification de semences a gieisé : le dépistage du
ceRs est inséré dans les étapes de production de semences aux champs

Lesrecommandationssuivantessur les proc&duresde production de semencepour assurer la qualité des
semences produiteont été également formuléesa savoir :

- LonEcription des variétésde pomme de terrediffusées parFIFAMANORIans le catalogue nationg

- L&nfegistrement des producteurs multiplicateurs de semé AAO BT OO AcCOi i AT O b,
(structuration etréglements);

- La déclaration de culture dédiée a la production de tubercules semencest le respect des
réglementations techniques

- LamiOA AT DI AAA A8 O cotimec Quiekt Kaliskddau @OMGERFEIE | E O



Figure 5: llustration OO0 1 6 AOAT E AEh hautAdegAuiche A dradeODk. Gantatta Ravelomanantsoa,
charge du projet EPIBIO au sein du FOFIF-Aes vingtaines de participants et Mr. Lucien Ranarivelo, Directeur
CiTi OAT A AA 1 6 !Eqbalds @drtiCpartAn pkidtravaldx desupe

4. RENFORCEMENT DE CAPACITES EN MATIERE DE DIAGNOSTIC DU FLETRISSEMENT BACTERIEN
ET DETECTION DES SOUCHES DU CERS

1 Deux (02) ateliers d e formation sur la prophylaxie et diagnostic du flétrissement bactérien de la
pomme de terreont été réalisées le 05 et 06 Septembre 2017.

Les ateliers ontregroupé des techniciens et conseillers agricoles, des multiplicateurs de tubercules
semences dgpomme de terreissus de 6 régions productrices de pomme de terré/akinankaratra,

)y OAOGUh 'iTOITT8E -ATEAR (AOOA .- AOOEAOOAR ) ET OT I A
La formation a été axéesur A OUI DOT I AOT 1 T CEAh T A AET 1T CEA AA
simples de diagnostic de la maladie pendant différentes étapes : avant installation, pendant

I 5ET OOAT 1 AGETTH AT Al 000 A-fécold (sOckadel Crnel leest D AT AAT 1
A3 ABOOAMOED 146 ET AOA A OE izBo°Clpdmant & derhaind Bl OROE 1 (E OAWE T 1
plantes indicatrices, etc.



Figure 6: lllustration des travaux pratiques de diagnostic du flétrissement bactérien sur terrain.

9 Deux (02) ateliers de renforcement de capacitésur les technigues de diagnostic du ceRsit été
réaliséesle 01 et 02 Aot D17.

Les ateliers ont regroupé des inspecteurdu service de protection des végétaux ele quarantaine,
descontroleurs de qualité de semencedes centres multiplicateurs desemences de base comme
FIFAMANORet CEFFEL.

La formation a été axée surobservation des symptomedgstestsrapidesde diagnostic aux champs,
les méthodes daliagnostic au laboratoire : isolement sur milieu sélectif, test PCR phylotypage



Figure 7: lllustration des ateliers de renforcement de capacités en diagnostic du flétrissement bactérien.

5. ELABORATION DE PAQUET TECHNOLOGIQUE ADAPTPOUR LES AGRICULTEURS,
TECHNICIENS AGRICOLES, INSPECTEURS DU SERVICE DE LA QUARANTAINE VEGETAL ET LA
PROTECTION DES VEGETAUXT CONTROLEURSE SEMENCES

LeAu total,six (06) documents version francaise et/ou malgachesont €laboréset distribués aux
consdllers et techniciens agricoles, inspecteurset controleurs de semences. Le paquet
technologiqueconcernent:

- Lareconnaissance desymptoémes du flétrissement bactérien de la pomme de teriEigure 8) ;

- ,AO 11 AATEOI AO A6 ET AABpoEdn turceR§FUrea®N AT OI EOOET T AO

- Laméthode dediagnosticrapide du fiétrissement bactérien(Figure 10) ;

- Lesdifférentes méthodes de détection des souches du ceR#I champ au laboratoird Annexe 2);

- Le schéma dwystéme de production et decontrdle de tubercules semenceau sein du centre
FIFAMANORFigure 11) ;

- Les bonnes pratiques et mesures prophylactiques vavis du flétrissement bactérien(Annexe 3)



UNION EUROPEENNE
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ARETINA FANDAZ
Fomba fisehon’'ny fandazo amin’ny ovy

Ahitana tsiranoka fotsy Miloko volon-tany matroka
feno mikroba ny ati-taho ny ati-taho rehefa
rehefamihombonyaretina  mihombo ny aretina

Miorina ny ravina ary
malazo maitso ny voly

Fahalovan'ny hoditra Misy tsiranoka fotsy feno Misy faritra boribory miloko

ivelan'ny ovy ary misy mikroba hita eo amin'ny volon-tany matroka sy

tsiranoka fotsy mandray mason’ovy rehefamihombo  ahitana tsiranoka fotsy

vovo-tany ny aretina amin’ny ovy nosilahina
Namolavola ny fisy : Dr. Santatra R: S ba ny Fambolena

D
FOFIFA/CENRADERU - +261 34 13 927 83 — rakotoarisoaravel@amail com

Sary - S Ravelomanantsoa (FOFIFA), G. Cellier (ANSES) Copyright - FOFIFA, Décembre 2017
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SYMPTOMES DU FLETRISSEMENT BACTERIEN

Agent pathogéne : Complexe d’espéces Ralstonia solanacearum

Coloration brune de I'intérieur
d’une tige coupée en deux
(stade avancé de la maladie)

Présence d’exsudat bactérien a
I'intérieur d'une tige sectionnée
(stade avance de I'infection)

Flétrissement et épinastie
(port tombant) des feuilles

Coloration brune de I'anneau
vasculaire et présence

Présence d’exsudat bactérien au
niveau des yeux du tubercule

Pourriture sur tubercule
(stade avancé de I'infection)

(stade avancé de l'infection) d’exsudat bactérien (stade
avance de I'infection)
Réalisation de la fiche - Dr. Santatra R: Chercheur - D des R (DRA)

FOFIFACENRADERU - +261 34 13927 83 - rakotoarisoaravel@gmail com
Crédits photos - S. Ravelomanantsoa (FOFIFA), G. Cellier (ANSES) Copynght : FOFIFA, Décembre 2017

Figure 8: Fiches de reconnaissance des symptomdu flétrissement bactérien sur la pomme de terre.
A gauche version malgachea droite : version frangaise
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Cycle infectieux du
Complexe d’espéces Ralstonia solanacearum

Gl Symptome

de flétrissement

ncdonigation
du Xyleme

multiplication dans ¥’
I'hdte sensible

Flétrissement irreversible
Mort de la plante

au niveau de L racine -

Infection latente g \
Dispersion

plante apparemment saine
eau, outils infectés...

ration

dans Ie sol ou sur les débris
Infection latente
plante apparemment saine

ﬂlnoculum primaire
Survie dans le sol, I'eau, les plantes réservoirs,

FOFIFACENRADERU —+261 34 1392783 les résidus de culture; infection latente dans les
i@gmad.com ; et de

Fiche réalisée par
Dr Santatra Ravelomanantsoa - Chercheur

Copyright: FOFIFA, Décembre 2017
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Figure 9: FichesA O AUAIT A ET /A A OE A ®astoAddolandcéamrbhdzdadkoming de@iel A A O
Agauche: version malgachea droite : version francgaise



Figure 10: Fiche sur le
dépistage rapide du
ceRs au champ et sur les
tubercules destinés

pour la semence,
adaptée pour les
paysans agriculteurs
(version malgache)
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o @cirad

Angalanasantionany
10santimetatrany
tahon'ovy naltana
sontraretmafandazo

Tapahinar

FOMBA FITILIANA TSOTRA
NY ARETINA FANDAZO

« Fitiliana eny amin’ny toeram-pambolena

nytahio 10sm

(malany tany, miakatra)

« Fitiliana ny zanak’ovy atao masomboly

sary 1,2,3,4: Teknikanovalaolany nuﬂuwucm‘u.:uukauix Antsirdbe

- Makaveramadioary
fenomaranomacio
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1 Par ailleurs,dans le but de renforcer les capacités de Madagascar en diagnostic du flétrissement
bactérien causé par le complexd 6 AODBT AAO 2A1 OOT T EA OI1 AT AAAAOOI
disposition des services de contrble phytosanitaire et de certification des semences de pomme de
terre, un outil de diagnostic rapide et sensible pouvant étre utilisé en routine utilisable sur teain
et au laboratoire.La détection précoce des souches bactériennes faciliterait la prévention de la

AEOCOiI I ET ACETT AA 18ETTAOI OI PAO 1A AEAEO AA OOC
asymptomatique, et faciliterait également la prise de déion sur le déploiement de stratégies de
gestionde lamaladie, AO 1 i OET AAO AGAI bl EAEAAOQOEI T EOI OEAOI

Mediated Amplification) et la technique RPA (Recombinase Polymerase Amplification) sont deux
méthodes sensibles et spéfiques pouvant étre développées pour la détection rapide des agents

pathogénes au laboratoire et pouvant étre déclinées sous forme de kits de détection utilisables
directement sur la parcelle.

Dans ce contexte,en collaboration avec le CIRABP (SaintPierre, La Réunion), une

appropriation de la méthode LAMP jointe & des travaux préliminaires demise au point de la

technique LAMP, et unei OOAA DOi 1 Ei ET AEOA 00O 1 6kl EOAOQEI
entreprises le25 Mars 2017 au 15 Avril 2017 aCirad-3Ppar la postdoctorante chargée du projet

Les premiers résultatsont été peu concluant car nous avons rencontré desgblémes récurrents

de faux positifs donananque de sensibilit§Figure 7). De plus, & durée de la réaction pour obtenir

Ol OAOO bPi OEOEAEA AOGAA 1 AO O OAEAO Oiiipbesi bi OE«
probléemes de ce gare ont été fréquemment évoqués, néanmoindans la littérature (Kuboki et al,

2003 ; Senarath et al., 2014 ; ¥g et al., 2015 ; Suleman et al., 2016). Comme la technique LAMP

AOGO A@O0Ooi AT AT O OAT GEAT Ah 1A ZEAO@ DI OEOGELE DI OO
par aérosols ou autres choses qui restent encore a déterminer. En résumé, I'amplification non

spécifique constitue un facteur limitant dans I'apli cabilité de la méthode LAMP. Leompte-rendu

demissionA OO PO OAT Oi AAT O 16!1T1AQGA 18
Sur suspension bactérienne Sur macérat de pomme de terre infecté par ceRs
Extrait de pommede terre sain Témoins négatifs
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Figure 12: Détection des souches du ceRs par la méthode LAMP. A gaugkmiltat concluant en utilisart des
suspensions bactériennes pures. A droitfaux positifs sur les extraits de pomme de terre sain.

Le développementh 6 | OOET O AA AEACI T OOEA OO0 OEOAPOIT O bI
avec la mise au point de la méthode LAMP et de la imgdle RPA. Ae sujet, 101 échantillons de

macérat de tubercules semences sont envoyés au CIR2® La Réunion pour validation des

méthodes LAMP et RPA développées.



6. DIAGNOSTIMU CERS SUR LE STOCK DE TUBERCULES SEMENCES DE POMME DE TERRE ISSUS
DUCENTRE PRODUCTEUR NATIONAL DE SEMENCES DEBASE ET DE BASE FMANOR

Comme les souches II& se transmettent par les semences, le premier facteur a respeqgeur limiter la
AEODPAOOET lcondiste & utiisékdad sériences saines indemnes deeRsDans ce contextenous

avons procédé au diagnostic du ceRs sur le stock de tubercules semences débasé et de base produits

par le centre FIFAMANORCes tubercules semences qui seront ensufeA OOE EFET AO BPAO 1 81! .
pour la multiplication de semences dbase et de culture par le centre CEFFEL, semencesulire par les

centres multiplicateurs de semencet pour la production de pomme de terre pouta corsommation par

les agriculteurs (Figure 13).
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METHODOLOGIE
La détection du ceRs a été réalisée sliR1 lots de tubercules semences de pré-base, et est procédé
comme suit :

Incubation des tubercules a 28°C pendant une semaine

Désinfection de surface des tubercules

Prélévement du faisceau vasculaire

yI T AOOETT AAT O AA 18AAO AEOOEITi1 A 001 O
Il DPOT O pE ABEI | Adutmbckrdith O AOPiT OAQEIT 1

Isolement sur milieu Kelman

Purification

PCRphylotypage: suspension bactérienne (matrice 1)nacérat (natrice 2)
. Migration su gel

10. Révélation au BET

©oNOA®ODNRE

Figure 14: lllustration des manipulations aur le diagnostic du ceR sur 121 lots de tubercules
semences
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RESULTATS
Comme résultat du diagnostic, 4 lots sur 16221 ont été positifs a la présence de ceRs {IBDes
recommandations ont étéémises, voire lafiche i OO1 O A O ©suivadtey(figéd 168):0 A

AN AN
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cannAnomu_ RESULTATS D’ANALYSE

DE RECHERCHE
APPLIQUEE AU Objet : Diagnostic du Complexe d’espéces Ralstonia solanacearum
DEVELOPPEMENT
RURAL #1 CLIENT
LABORATOIRE DE Nom : FIFAMANOR Andranomaletra, Antsirabe
PATHOLOGIE Mail : it.fifamanor@moov.mg
VEGETALE Tel : 0340727902
Ambatobe
101 Antananarivo #2 ECHANTILLON
Madagascar
Date de réception : 14 Novembre 2017
Nature : Tubercules (semences)
Conditionnement : mis dans sac plastique es
Nombre : 121 lots (sachets)
nt
#3 PRISE EN CHARGE
Controdleur : Dr. Santatra Ravelomanantsoa 3
Manipulateur(s) : Dr. Santatra Ravelomanantsoa
Mlle. Harena Razafindrazaka ches
#4 MANIPULATIONS
irre

B Nettoyage a |'eau et stérilisation de surface avec |'alcool 70°C
- Prélevement du faisceau vasculaire a
- Préparation de la matrice : immersion du tissu dans |’eau distillée stérile (1h)

- Isolement et purification sur milieu gélosé : Kelman

B PCR-phylotypage : Témoin phylotypes |, 11B-1, IlI

- Migration sur gel

E Révélation au BET

B Conservation du macérat (1 mois, pour d’éventuelle utilisation ultérieure)

#5 RESULTATS

Quatre (04) lots de semences sur les 121 lots sont testés : ceRs IIB-1 positifs.
N° des lots positifs : 125, 152, 154 et 179

#6 RECOMMANDATION

Les 4 lots positifs : 125, 152, 154 et 179 ne peuvent pas é&tre utiliser comme semences.

Il est recommandé :

- La destruction des lots de tubercules par autoclavage (120°C pendant 20 min).

- L’assainissement des serres/parcelles, des locaux d’entreposage ou chaque lot positif a été
cultivé/entreposé : enlévement total et stérilisation du substrat (Température > 120°C pendant 20 min),
stérilisation du sol (dallage) par immersion avec du désinfectant bactéricide comme I'eau de javel, le crésyl.
En effet, le ceRs peut se conserver dans les mottes de terre se trouvant sur sol et sur les locaux d’entreposage
et constituer ainsi un pouvoir de contamination non négligeable.

- Solarisation du sol a I'aide d’un film plastique transparent plaqué sur un sol humidifié pendant 6 a 8
semaines. C’est une technique de désinfection thermique du sol utilisant I’énergie solaire

- D’avoir de bonnes mesures d’hygiéne au sein de ’exploitation.

Fait au FOFIFA-LPV, le 11 Décembre 2017

plogiste
034 13 927 83 - srakotoari‘oaravel @ gmail com

Figure 17: Fiche «RésultatsA 8 AT ADiagh@s#ic du ceRs sur tubercules
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POMME DE TERRE CHEZE SOUCHES DU CERS PHYLOTNIPE

La question est de savoir des souches ceRs phylotypell fat A8 ET AZAAOET T 1 AOA&OA AAT C
méme titre que les souches IIA. Cette étudesesitue en premier lieu au niveau académique permettant

de compléter les connaissances sie phylotype I8 il 2 &itDAO A8 ET AAihénEdevenir inA OAT OA
iTATT A Adi OOAA DI OO Al I POAT AOA TAO 1 i AAeneilAO 111
vslIB-1).

Cdte étude sera valorisée par umémoire de Master Il ( Faculté desSciehAOh 5T EOAOOEOT Ad! 1
par Mlle. Harena Razafindrazaka, Responsable du Controle des semences du FIFADRAN

Figure 19: Mlle. HRazafindrazaka en train de faire des manipulations pour son Master ||



METHODOLOGIE
$A0 POI OPAAGEI T O AO AOGOGAEODO A i EOA A1 1 OEAAT AA
le phylotype IlI ont été effectués

FEManipulation 1 : Détection des souches phylotype Il sur tubercules, a partir des cultures au champ
supposées naturellement infectées par ceRs phylotype III.

- ldentification et piquetage des plants de pomme de terre présentant un flétrissement bactérien au
stade de floraism (supposée période d'apparition des symptdmes causés par le phylotype Ill)

- Préléevementdetige issu de plantde pomme de terre présentant le symptdme de flétrissement au
stade de floraison (au champ) stade de floraison, période avant défanage

- Reécoltedes tubercules en fin de cycle de développement

- Détection du ceRs phylotype Il sur tige et tuberculesincubation des tubercules a 28°GPCR

phylotypage

¥ Manipulation 2 : Inoculation de plants de pomme de terre issu de vitroplants (testé indemnes deRs)
par des souches phylotype Ill (essai sotgerre)

- Production de vitroplants indemnes de ceR& variétés: Meva et Maneva30 plants par souche
production A 8 O1 de@00 Pldnisa inoculen

- Production dinoculum de souches suspensions bactérienes phylotypes |, 1IBL et Il
(concentration : 107 cfu/ml)

- Inoculation des souches au niveau des ras blessées

- Notation des symptdmes tous les 7 jours

- Prélévement des tubercules formées a la maturation

- Détection du ceRs phylotype Il sur tuberculesincubation des tubercules a 28°C, isolement sur
milieu Kelman, PCFphylotypage

Fgure20d, 0 OT AOAOGET T AAO DI AT 6O AAOGOGETi O bpI 6O
ceRs sur plants de pomme de terre

F Manipulation 3 : Inoculation de tubercules de pomme € terre saineset évaluation de la durée de vie
des souches dans les tubercules (protocole adaptée de Milling et al, 2009)

AA



- Acquisition des tuberculesissu d'une cuture certifiée indemnes de ceR& variétés utilisées:
Meva et Maneva 5 tubercules par soche a inoculer; au total,120 tubercules a inoculer)

- Production d'inoculum de souches phylotype Ikt témoins (phylotypes IIB-1 et I) (concentration :
109 cfu/ml)

- Inoculation des suspensions bactériennes dans les tubercules

- Prélévement périodique: tous les 10 jours et pendant 1,Bnois (période équivalent au temps de
stockage et production de plants germés)

- Détection du ceRs phylotype Ill sur tuberculesincubation des tubercules a 28°C, isolement sur
milieu Kelman, PCFphylotypage

La tubercule étant de tres petit calibrepous avons injecté lasuspension bactérienne dans la tubercules.

#ADAT AAT Oh 1 86AECOEIT A AA 1T A OAOET COA OA Al OAEA OAE
créé des blessures sur les tubercules, tamnment au niveau des yeuset les tubercules sont ensuite

mmergés dans la suspension bactérienne pendant 10 minutes.

01 60 AgAil OOA 1 86AEEADO ARG AT 1 OA
cela pourraitcréerunbiaisA 8 ET OAODOT OAOEIT T gh
avant le prélévement des tissus.

10 AT OOOA&AAAZ

i El
T AGiTO pOT Ai A1 U

Figure 21: lllustration de la manipulation 2(22 au 23 Novembre 2017) De gauche a droiteProduction de
1 8 ET T A Olingibh bagté@edr@)blidoculation des souches ceRs dans les tubercules (injection dans la
tubercules/ création de blessure)

RESULTATS

FRésultat 1 :47 échantillons de tiges prélevés au stade de floraison, 47 échantillons de tiges prélevés avant
le défanage et 47 échantillons de tubercules issus des plants flétris ont été testés (au total 141 échantillons)

, A0 T AEATOGEI 1110 0110 PIi OEGEAO U 18E1T AAAOELT AA O
$AT O AA AT 1 OA ok htteindie Aote objeatih. GT AT TBEAI Oh 11 60 bi 60110
AEAi Ph 1T A bi OEl AA ABAPPAOCEOEIT AO OUI POEI A AA A i
OADI AT AT O U yofpeil.EZAAGCET T AO DPE

Note EUDT OE1T OA ifexton &kl feu plus tBrédau inideau des racnes AEO 111 EOOOA |

infection latente dans les tubercules soit il y a eu infection latentedans le tuberculemais le pouvoir
DACEI CiTA ABDO ORODEEAOODOLSE bl OO OAOAS8 oite@andlaphriteDl Ah 1 &



OAT O AEEAO PAOGET CiTA EOONOoU AA NOBGEI AOOAECI A O A
biofilm) (Annous et al., 2009)

Au vu des résultats,l serait préférable de faire des échantillonnages dans les zones agricoleu le

phylotype Ill est majoritaire comme dans la zone agricole de Faratsiho, Antanifotsy ou Ambatolampy
(Ravelomanantsoa, 2016), 6 i OOAA OAOA OADPOEOA Al bi -SdwierRB8)AA AOI (
sur des cultures sur tanety ou nous pourronavoir plus de cas de fiétrissement causé par les souches ceRs

phylotype Il

Figure 22: Profil
électrophorétigue montrant la
présence de phylotype Il dans
les échantillons de tiges et
tubercules prélevées au
champ (manipulation 1)

FRésultat2:,  ADBAEAT DI AAAarA® Al 1DIAKDT AAALDOESET T AOI AGET T
entrevu la formation de tubercule surquelques plants (Figure21). Ce qui va créer un biais dans

1 6ET OAODPOT OAOQEIT 1 wfiitde nouvearépiquadgesgitroplant©de pofnté de Brre

AO 1T6ETTAOI AGETT OAOA DPOi OOA OAOO T A Ai ABGO AO 11 E

Figure 23: Photo montrant la
présence de microtubercules sur le
bl AT OO0 AOGAT O 16
souche
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D. Bilan

et des semences de pomme de terre. Cette approch€xié¢ A @1 A OO O sthémaidégrodicio A OET 1
de contrdle etAAOOEAEAAQET T AOAA Oi OE FEdkAlddehtds étdods dd 18 1 OAO
production doublée de formationsaux principaux acteurs impliquées dans la filiere semences de pomme

de terre.

Une premiére approche a été réaliséan phase | du projet EPIBIG@DLAA Qi A OO0 1 8 AOOAET EOQOOA
;
(

, A DOT EAO A AAT OEnréskicOAT AT A i O0i A@gi AGOI 8
1 16 ateliers ont été réalisés avec lparticipation actives de 177 participants issusde 7 régions
productrices de pomme de terre, dont
- 25 coopératives et associationfaitieres couvertes
- 49 conseillers agricoles et techniciens informés/sensibilisés/formés
- 63 multiplicateurs de semences sensibilisés/formés
- 3 projets de développement rural touchés
- 15 inspecteurs et contrdleus phytosanitaires sensibilisés
- Chercheurs informés pendant le forum de la Recherche
- Au niveau du MPAEla DGAJesCSAlesDRAEJaDPV ete MEEF informés/sensibilisés
1 06 fiches techniquesnt été élaborées

A travers les différenes actions présentées plus haut

1 Les actions prioritaires & entreprendreAAT O 1 6 AOOAET EOOAT AT O AA 1T A A
terre ont été concertéeset la répartition des tachesA i £FET EAO | O én@nnéxd1) b1 AT A&/

T ,A OUOOIT A AA POI AOGAOCEIT AA OAI AT AAO AA piiilA
entités productrices pour chaque catégorie de semences (Annexe 1)

1 Les étapes de contrble et dépistage du ceRs ont été définis et insérés danshiéraa de contrle et
de certification des semencesCela soudend une mise a jour du protocole de contrble et de
certification des semences de pomme de terre.

1 Le stock de tubercules semences (121 lots) produits par FIFAMANOR sont contr6lé47 lots
testés négatifs au ceRs, et 4 lots testés positifs et sont immédiatement détruits.

1 Des fiches technigues de diagnostic du flétrissement bactérien sont disponibles pour $esvices
de contrdlesdesemence8 O &) &! - ! ./ 2h AA 18! . #rabe. AO ADO 3A0OE
Ces services ne sont toutefois pas opérationnels pour réaliser un diagnostic impliquant les tests
microbiologique (isolement sur milieu sélectif), sérologique (kit de détection) et moléculaire (PCR
phylotypage) en raison notamment de manque de resarces financiéres pour acheter les réactifs
et la non disponibilité de certains équipements et matériels

1 Une collaboration entre le Centre National de Recherche Appliqguée au Développement rural
FOFIFA, l&Centre d'Expérimentation et de Formation en Frits et LegumeqCEFFEL), la Direction
ARG 001 OAAOGETIT AAO 6iCci OAODZ js$06qh 1 AO S$EOAAOD
(DRAE), des centres de services Agricoles (CSA) et le centre FIFAMANOR est développé en matiere



i DPEAT I ET O @eR® A MddagdstaA A es Adhpétences techniques du FOFIFA sont
00i 66 OI 11 EAEOI O AT 1 AGET OA AA AEACI T OOEA AOd

U/

O Ou

A
o
1 Les centresHFAMANOR et CEFFEL se sont engagéar vulgariser les bonnes pratiques et les

mesures préventives ; pour améliorerle systeme de production de semences : adtontrble

OAT EOAEOA AAO OAI AT AAOGh 1T EOA AT bl AAA A601 OUO
1 Les compétences des agriculteurs, techniciens et conseillers agricoles du CSA, du CEFFEL et de

FIFAMANOR sur le diagnostic du flétsement bactérien sont renforcées. A ce propaggsguides

pratiques de reconnaissancedes symptomes du flétrissement bactérien et de test rapide de

dépistage du ceRs sortisponibles. lisdisposent ainsidd | O OUE ineDer ®dléur tour des actions

de sensRET EOAOET T AO AGET & Oi AGETT 0060 1A 11O0EII

dispositions et les pratiques poututter contre le flétrissement bactérien

f Les instances communale, régionale et nationabet pris conscience ded 1 EAO@ AA OA Al OR
stratégie nationale sur 'assainissement de la filiére pomme de terre et la lutte intégrée contre le
flétrissement bactérien.

1 Les paysans agriculteursprésents de chaque atelieront pris conscience des enjeux et
conséquences de la maladie. lls se sont également rendu conglies leurs mauvaises pratiques
AAOT OEOAT O 1 A AE OsnAmsude dorrigér A ObndBisrier| lefrd prafidues A O
culturales en se basat aux recommandations préconisédans cecontexte, les enquétes menées
auprés des agriculteurs depuis la formation ont permis de constater que prévalence du
flétrissement bactérien pendant la période de contresaison a sensiblement diminué
DOT AAAT AT AT O AEEAO Didéseddndes shihed aprdstapplichtioh di te6sO OE 1 E C
ABET AOAAOGETT U AEAOA AAO OAI AT ARG OOAAOAOGI A0 A
1 Les différentes services et entités représentées lors des différentateliers ont exprimé leur
satisfactionaussi bien sur la forme des ateliers queur le contenu et les supports pédagogiquest
souhaitent OT A AT 1T OET OEOi AAO AAOEOEOi O AA OAT OEAEI E
zone rurale.

E. Perspectives

Etant donné quedes souches phylotypes | et lll sont présentes & Madagascar etapti aussi montré des

dégats sur les Solanacées (aubergine...) et culturds rente (géranium, haricot...)les perspective s

A8 A Odulpij@ portent sur la collection et le typage des souchadu complexe d'espéceRalstonia
solanacearumprésentes dans le autres zones non prospectée@Nord, Ouest,Est, Centre et Sud de
MadagascayA EET A&7 OAl OAO 1 AO OEONOAOG BI OO 1 A0 E£EI Ei OAC
piment, pomme de terre, etc.gt d'autres cultures d'importance économiqueComme leceRshéberge des

Ol OAEAO cCciTi OENOGAI AT O AO pPEiT1 OUPENOAI AT O 001 O At
gamme de planteses prospections serontombinéesavec des prélevements sur les plantes soupgonnées

A3 00A O1 Oi OAOOT EO b1 OAT OEAI AGET T AOI Oi 8



Une typologie de la distribution de la diversité génétique des souchds ceRsa Madagascar parait
indispensable afin de continuer a établir la structure des papations de ce complexe d'especes
Madagascar. Ces données serviront de référentmdur des futures études sur lalynamique des
populations des souches au niveau national, sur leur dispersion au niveau de la zone SOOI et également
1 67 OA1 OA OEdortemehtAu chafaPvida-vis bes espéces hotes.
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Restitution Travaux de Groupe 1 Réflexion sur les stratégies de gestion et éradication de la souche

épidémique et articulation des activités menées par les différents services concernés
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Restitution Travaux de Groupe : Systeme de production, inspection, contrdle et certification des semences
de pomme de terre : harmonisation du systeme et amélioration des  différentes procédures

1/ Inscription des variétés dans le catalogue
variétale nationale

2/ Recensement des établissements producteurs
de semences, des paysans multiplicateurs de
semences par zone

Attribution des activités :

- DRAE :suivi et conseil technique

- FIFAMANOR, CEFFEL, Paysan Multiplicateur
(PM)

- DPV

3/ Agrément des producteurs/multiplicateurs
demande a envoyé au niveau du DRAE, ensuite
ANCOS

4/Orientation a la certification semenciére assurée
par ANCOS régional et central: inspection et
contréle au champ, au stockage et a la vente

5/Recherche de partenariats et financement
pouvant subventionner les PM, colt de la
certification)

6/Collaboration avec la DRAE (Responsable des
protections des végétaux, ANCOS, et DPV) pour
obtenir les base des données (fonctionnelles,
opérationnelles, disponibles)

7/ Faire au préalable un planning de production
semenciere

8/ Application de sanction pour ceux qui ne
suivent pas les reglementations en vigueur

9/Mise en place d’un systéme de tragabilité

10/Dotation des services de contrdle de semences
(ANCOS) de matériels et équipements
nécessaires pour le diagnostic du ceRs

11/Aider FIFAMANOR a trouver des parcelles
indemnes de ceRs pour la production de
semences de pomme de terre

12/Construction de magasins de stockage/banques
de semences collectifs par zone et région de
production, qui seront gérées par |'Etat

Répartition sur la production de
catégories de semences

Producteur Catégorie Génération | Inspectionet | Certification
de contrdle
semences
FIFAMANOR Souche
Pré-base FO,F1,F2,F3 DPV ANCOS
Base
FIFAMANOR,
CERPELEG Base F1,F2,F3 DPV ANCOS
Robens
FIFAMANOR,
Paysans
multplicateurs Certifiées F4,F5,F6 DPV ANCOS
agréés




ANNEXE 2 LES DIFFERENTES METHODES DE
DETECTION DES SOUCHES DU CBRBCHAMP
AU LABORATOIRE

DIAGNOSTIC DE LA MALADIE

1. Examen visuel au champ, test
d’exsudation

Materiels

7




* Les symptomes caractéristiques du FB
sur les plants de pomme de terre

Epinatsie ';
foliaire

* Prélevement
d’une portion
de tige (10 cm)

Exsudat
bactérien

Exsudat
bactérien

Coloration
brunedu
Xyléme




* Les symptomes sur la tubercule

Jambe noire ou pourriture molle
Dickeya et Pectobacterium

DIAGNOSTIC DE LA MALADIE

2. Test rapide de dépistage
Test sérologique (champ, labo)




Test sérologique

Kit de diagnostic abordable, rapide, facile a
utiliser, MAIS sensibilité a 105 cfu

* KitRs ImmunoStrip
Test
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DIAGNOSTIC DE LA MALADIE

3. Isolement sur milieu sélectif
Milieux Kelman et Sequeira

* Nettoyage des échantillons

* Obtention de la bactérie

= S

Repos 5aiomn Incubationa 28-30°C







