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A. Contexte du projet

L’émergence des souches Brown rot (Ralstonia solanacearum phylotype 1IB-1) du complexe d’especes
Ralstonia solanacearum (ceRs) dans les bassins de cultures maraichéres des Hautes terres centrales de
Madagascar est confirmée, et constitue comme la principale cause de la forte chute de la production de
pomme de terre vers 2014. L'incidence accrue du flétrissement bactérien (FB) est extrémement sérieuse,
et comme il n'existe pas aujourd’hui de traitement curatif, la dispersion de ces souches représente dans le
long terme une menace potentielle pour la filiére pomme de terre et d’autres cultures (car elles sont
capables d'infecter un large éventail d’espéces végétales), avec une crainte de dispersion vers les régions
voisines du SOOI lors des échanges de matériel végétal, bien que ces souches soient déja présentes. Dans
ce contexte, I'urgence réside sans doute dans l'instauration de mesures de prévention et de controle de la
dissémination de I'inoculum au plan national et entre les pays de la zone SOOI vers I'éradication de souche
Brown rot a Madagascar.

Cest dans ce cadre que le projet EpiBio-Ol « Epidémiosurveillance régionale et Biocontrdle des
bioagresseurs majeurs des filiéres végétales » - Composante 4 : Epidémiosurveillance régionale - Action 1
: Maladies et ravageurs de la pomme de terre" opére, dans la phase I du projet.

B. Objectifs et stratégies d’intervention

L’assainissement du stock de semences de pomme de terre a Madagascar et la
sensibilisation/information/éducation a la prévention représente l'ultime objectif de la phase I du projet
et constitue une priorité stratégique. En effet, c’'est un préalable permettant de réduire la prévalence et
I'incidence de l'infection a un niveau acceptable. Les interventions mises en place visent ainsi a limiter toute
possibilité de reprise de la transmission de I'infection.

Les stratégies d’actions entreprises par le Département des Recherches Agronomiques du FOFIFA pour
mettre en ceuvre les objectifs fixés concernent :

- Des campagnes d'information sur la maladie du flétrissement bactérien, de sensibilisation a la
prévention et éducation aux mesures prophylactiques vis-a-vis du flétrissement bactérien ;

- Des renforcements de capacités en matiére d'inspection sanitaire : diagnostic du flétrissement
bactérien sur la pomme de terre et dépistage des souches de ceRs ;

- La conception et la mise au point de paquets techniques constitués de fiche technique, outil
pédagogique, guide de diagnostic, outil moléculaire de détection, guide de bonnes pratiques et
mesures prophylactiques ;

- Le diagnostic du ceRs sur le stock de tubercules semences de pomme de terre issus du Centre
FIFAMANOR, producteur national de semences de pré-base et de base

Par ailleurs, un intérét particulier est porté sur la capacité des souches ceRs phylotypes Ill et I a faire une
infection latente, au méme titre que le phylotype IIB-1. Dans cette optique, la présence ou non d’infection
latente dans les tubercules de pomme de terre est mise en évidence.



C. Reéalisations et résultats

1. COMMUNICATION SCIENTIFIQUE - RESTITUTION DE RESULTATS DE RECHERCHE SUR LA
DIVERSITE GENETIQUE ET L’EPIDEMIOLOGIE DES SOUCHES CERS PREVALENTES DANS LES
BASSINS DE PRODUCTION DE CULTURE DE POMME DE TERRE DES HAUTES TERRES CENTRALES

Trois (03) restitutions ont été réalisées auprés du Centre national de développement rural et de
recherche appliquée/FIFAMANOR (14 Décembre 2016), du Centre national de recherche appliquée au
développement rural/FOFIFA (03 Mars 2017), et pendant la 5éme édition du Forum de la Recherche
consacré a la « Biodiversité et développement durable » qui s’est tenu a Antananarivo (15 juin 2017).

Encadré 1: Synthese des messages véhiculés lors des restitutions

Les aspects de la diversité génétique du ceRs dans les bassins de production des Hauts plateaux a été
exploré a I'aide de marqueurs moléculaires. L'analyse des données génétiques a démontré la présence de
trois phylotypes a Madagascar : phylotypes I, III décrits auparavant et introduction du phylotype IIB-1 a
Madagascar. Par ailleurs, 'étude a permis de décrire deux profils épidémiologiques contrastés du
phylotype 1IB-1 (épidémique) et phylotype Il (endémique). Le phylotype IIB-1 est capable d’infection
latente dans les tubercules de pomme de terre donc se transmet par les tubercules et a une vocation a faire
une épidémie., contrairement au phylotype III. Face a 'émergence des souches de quarantaine IIB-1, la
priorité immédiate réside dans I'assainissement du stock national de semences et la sensibilisation aux
mesures prophylactiques essentielles pour limiter la dispersion de I'inoculum, bases de raisonnement de
lutte intégrée.

Figure 1 : Restitution
apres des chercheurs
du FIFAMANOR
ceuvrant pour la
production de la
pomme de terre
(14 Décembre 2016)
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2.ATELIER D’INFORMATION SUR LE FLETRISSEMENT BACTERIEN - ECHANGE SUR LA SITUATION
ACTUELLE DE LA MALADIE - EDUCATION ET SENSIBILISATION A LA PREVENTION

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

Antsirabe : FIFAMANOR (29 Novembre 2016), Centre d'Expérimentation et de Formation en Fruits
et Légumes - CEFFEL (16 Février, 06 et 07 Septembre 2017), Direction Régionale de I' Agriculture et
deI'Elevage - DRAE Vakinankaratra (23 Juillet 2017)

Miarinarivo : DRAE Itasy (13 Juin 2017)

Antananarivo : DRAE Analamanga (25 Juillet 2017), Agence Nationale de Controle Officiel des
Semences et plants - ANCOS (31 Juillet 2017)

Les ateliers ont regroupé :

Des représentants de producteurs de pomme de terre et multiplicateurs de semences qui sont
membres d'une association ou coopérative issus des régions Itasy, Analamanga, Amoron'’i Mania,
Vakinankaratra ;

Des conseillers agricoles provenant du CEFFEL, Centre de Formation et d'Application du
Machinisme Agricole - CFAMA, FIFAMANOR, FOFIFA, Centre de Services Agricoles — CSA, Ministere
de I'Environnement, de 1'Ecologie et des Foréts - MEEF Itasy, DRAE (Itasy, Analamanga, Amoron’i
Mania et Vakinankaratra)

Des inspecteurs en phytosanitaire de la Direction de la Protection des Végétaux - DPV, du Service de
la Quarantaine Végétale - SQV et 'ANCOS.
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Encadré 2 : Thématiques abordés au cours des ateliers d'information / échange / éducation /
sensibilisation

Ces ateliers visaient a mettre a la disposition principaux acteurs du développement agricole et du monde
rural des informations clés sur:  la diversité des souches (phylotypes I, IIB-1 et III) pouvant affecter le
flétrissement bactérien sur des cultures de pomme de terre, ¢ la capacité a affecter une large gamme
d’hotes, ¢ la répartition géographique de la diversité, ¢ les symptomes de la maladie sur la pomme de terre,
¢ les mécanismes de d’infection, le mode de transmission et de dispersion de I'inoculum incluant sa capacité
a faire des infections latentes, notamment pour les souches IIB-1), e les impacts agronomiques et
socioéconomiques de la maladie, » les différents méthodes de diagnostic de la maladie, ¢ les mesures
prophylactiques, et » les réglementations sur les semences en vigueur.

CEFFEL

FIFAMANOR e CEFFEL

Figure 3 : Illustration des ateliers d’informations/échange/éducation/sensibilisation réalisés.

Les discussions et échanges d'informations avec les paysans agriculteurs ont permis de recueillir leurs
pratiques culturales, et de déceler en conséquence quelques modes de contamination et de dispersion de
I'inoculum d’une parcelle a une autre, d'une région a une autre, et d'identifier les raisons de la persistance
de I'inoculum au sein d’'une parcelle, a savoir :

- L’achat et utilisation de tubercules semences non certifiées indemnes de ceRs ;

- L'utilisation de tubercules issus de cultures infectées (autoproduction de semences) apres triage,
des tubercules qui ne présentent pas de symptome de pourriture (infection latente) ;

- Les mauvaises pratiques comme enterrer les tubercules infectés sur la méme parcelle et utiliser
ensuite la béche contaminée pour le sarclage ou pour la récolte, jeter les fanes de cultures et
tubercules infectés sur les parcelles voisines et dans les canaux d'irrigation, laisser les débris des
mauvaises herbes (hotes potentiels) sur la parcelle apres sarclage.



Figure 4 : lllustration de quelques mauvaises pratiques favorisant la dissémination et la persistance de I'inoculum. En
haut : apresle triage, les tubercules malades sont jetés dans les canaux d’irrigation et les tubercules apparemment sains
sont utilisés comme semences. En bas : la béche est utilisée pour trancher les tubercules pendant le diagnostic de la
maladie et n’est pas ensuite décontaminée, et le tubercule malade est enterré dans la parcelle.

3. ATELIER COLLECTIF DE REFLEXION ET DE CONCERTATION SUR LES STRATEGIES DE LUTTE ET
DE GESTION EFFICACE DU FLETRISSEMENT BACTERIEN DE LA POMME DE TERRE

Apreés des campagnes d’information et de sensibilisation, un (01) atelier collectif de concertation est tenu
a Antananarivo le 13 Septembre 2017, en vue de réfléchir a une stratégie nationale de gestion de la maladie,
d’élimination ou d’éradication de la souche épidémique ; de définir les activités prioritaires de lutte ; et
d’articuler les activités menées par les différents services concernés.

Sous la parrainage du Ministére auprés de la Présidence en charge de I'Agriculture et de 'Elevage (MPAE),
I'atelier a regroupé une vingtaine de participants représentant la Direction des Protections des végétaux,
I'’Agence Nationale de Controle Officiel des Semences et plants, le Centre d'Expérimentation et de
Formation en Fruits et Légumes, les directions régionales de I'’Agriculture et de 'Elevage, la Direction
Générale de I’Agriculture du MPAE, la plateforme pomme de terre ; et les organisations de producteurs de
tubercules semences issus de 5 régions : Vakinankaratra, Itasy, Analamanga, Amoron’i Mania et Haute
Matsiatra.



Tableau 1 : Programme de I’atelier collectif de concertation sur les stratégies de gestion efficace du flétrissement bactérien

Heure | Activités

09h 00 | Accueil des participants

09h 30 | Discours - Introduction - Ouverture - Présentation

10h 00 | Présentation 1 : Epidémie du flétrissement bactérien de la pomme de terre 3 Madagascar :
Situation actuelle, impacts et Perspectives (Dr. Santatra Ravelomanantsoa, FOFIFA)
10h 30 | Discussion: Echange d'informations, Questions-réponses

11h 00 | Présentation 2 : Politique et stratégies de contréle phytosanitaire appliquée a Madagascar :
Surveillance sanitaire, reglementation en vigueur et stratégies vis-a-vis de I'agent de la
pourriture brune de la pomme de terre (Direction de la protection des végétaux et Service

de Quarantaine)

11h 15 | Pause-Café

11h 40 | Présentation 3 : Controle et certification des semences et des plants : Réglements techniques
de la production, du contrdle et de la certification en vigueur et reglementation vis-a-vis du
ceRs (Agence Nationale de Contrdle Officiel des Semences et plants)

11h55 | Présentation 4 : Systéme de production de semences de pomme de terre et controle sanitaire
appliquée par le Centre FIFAMANOR (FIFAMANOR)

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

12h 30 | Discussion: Echange d'informations, Questions-réponses

13h 00 | Pause Déjeuner

14 h 30 | 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

Travaux de groupe 2. Systéme de production, inspection, controle et certification des
semences de pomme de terre : harmonisation du systéme et amélioration des différentes
procédures

16h 00 | Restitution des travaux de groupe

16 h 30 | Bilan et recommandations
17h 00 | Cloture

Cette rencontre a ainsi eu le mérite de réunir les principaux acteurs de la filiere semences pomme de terre,
tous concernés par le probléme du flétrissement bactérien de la pomme de terre. L’approche participative
a été privilégiée durant I'atelier car permettant d’aboutir a des solutions concertées et I'implication des
parties prenantes. A l'issue de I'atelier :

- L'engagement des acteurs présents ont été obtenus accompagné de la formulation d'un draft de plan
d’action (Annexe 1) ;

- Le systeme de production, de controle et de certification de semences a été révisé : le dépistage du
ceRs estinséré dans les étapes de production de semences aux champs ;

Les recommandations suivantes sur les procédures de production de semences pour assurer la qualité des
semences produites ont été également formulées, a savoir :

- L'inscription des variétés de pomme de terre diffusées par FIFAMANOR dans le catalogue national ;

- L'enregistrement des producteurs/multiplicateurs de semences pour agrément par I'ANCOS
(structuration et réglements) ;

- La déclaration de culture dédiée a la production de tubercules semences et le respect des
réglementations techniques ;

- Lamise en place d’'un systéme de tragabilité comme ce qui est réalisée au sein du CEFFEL.



Figure 5 : lllustration sur 'atelier de concertation. En haut, de gauche a droite : Dr. Santatra Ravelomanantsoa,
chargé du projet EPIBIO au sein du FOFIFA ; les vingtaines de participants ; et Mr. Lucien Ranarivelo, Directeur
générale de I'Agriculture du MPAE. En bas, les participants en plein travaux de groupe.

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

o Deux (02) ateliers de formation sur la prophylaxie et diagnostic du flétrissement bactérien de la
pomme de terre ont été réalisées le 05 et 06 Septembre 2017.

Les ateliers ont regroupé des techniciens et conseillers agricoles, des multiplicateurs de tubercules
semences de pomme de terre issus de 6 régions productrices de pomme de terre : Vakinankaratra,
[tasy, Amoron’i Mania, Haute Matsiatra, lhorombe et Alaotra Mangoro.

La formation a été axée sur la symptomatologie, la biologie de I'agent pathogeéne, et les techniques
simples de diagnostic de la maladie pendant différentes étapes : avant installation, pendant
I'installation, en cours de végétation, pendant la récolte et post-récolte (stockage), comme le test
d’exsudation, le test d’'incubation des tubercules a 28 - 30°C pendant une semaine, l'utilisation de
plantes indicatrices, etc.



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

o Deux (02) ateliers de renforcement de capacités sur les techniques de diagnostic du ceRs ont été
réalisées le 01 et 02 Aoiit 2017.

Les ateliers ont regroupé des inspecteurs du service de protection des végétaux et de quarantaine,
des controleurs de qualité de semences des centres multiplicateurs de semences de base comme

FIFAMANOR et CEFFEL.

La formation a été axée sur I'observation des symptomes, les tests rapides de diagnostic aux champs,
les méthodes de diagnostic au laboratoire : isolement sur milieu sélectif, test PCR phylotypage.



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

5. ELABORATION DE PAQUET TECHNOLOGIQUE ADAPTE POUR LES AGRICULTEURS,
TECHNICIENS AGRICOLES, INSPECTEURS DU SERVICE DE LA QUARANTAINE VEGETAL ET LA
PROTECTION DES VEGETAUX, ET CONTROLEURS DE SEMENCES

LeAu total, six (06) documents version francaise et/ou malgache sont élaborés et distribués aux
conseillers et techniciens agricoles, inspecteurs et controleurs de semences. Le paquet
technologique concernent :

- Lareconnaissance des symptomes du flétrissement bactérien de la pomme de terre (Figure 8) ;

- Les mécanismes d’infection, de transmission et de dispersion du ceRs (Figure 9) ;

- Laméthode de diagnostic rapide du flétrissement bactérien (Figure 10) ;

- Lesdifférentes méthodes de détection des souches du ceRs : du champ au laboratoire (Annexe 2) ;

- Le schéma du systéme de production et de controle de tubercules semences au sein du centre
FIFAMANOR (Figure 11) ;

- Lesbonnes pratiques et mesures prophylactiques vis-a-vis du flétrissement bactérien (Annexe 3).
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SYMPTOMES DU FLETRISSEMENT BACTERIEN

Agent pathogéne : Complexe d’espéces Ralstonia solanacearum
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Figure 8 : Fiches de reconnaissance des symptomes du flétrissement bactérien sur la pomme de terre.

A gauche : version malgache, a droite : version frangaise
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Figure 9 : Fiches du cycle infectieux du Complexe d’espéces Ralstonia solanacearum chez la pomme de terre.

A gauche : version malgache, a droite : version frangaise
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e Parailleurs, dans le but de renforcer les capacités de Madagascar en diagnostic du flétrissement
bactérien causé par le complexe d’espéces Ralstonia solanacearum, il est prévu de mettre a
disposition des services de controle phytosanitaire et de certification des semences de pomme de
terre, un outil de diagnostic rapide et sensible pouvant étre utilisé en routine utilisable sur terrain
et au laboratoire. La détection précoce des souches bactériennes faciliterait la prévention de la
dissémination de I'inoculum par le biais de tubercules semences infectées ou de matériel végétal
asymptomatique, et faciliterait également la prise de décision sur le déploiement de stratégies de
gestion de la maladie. Les méthodes d’amplification isotherme tels que la technique LAMP (Loop-
Mediated Amplification) et la technique RPA (Recombinase Polymerase Amplification) sont deux
méthodes sensibles et spécifiques pouvant étre développées pour la détection rapide des agents
pathogenes au laboratoire et pouvant étre déclinées sous forme de kits de détection utilisables
directement sur la parcelle.

Dans ce contexte, en collaboration avec le CIRAD-3P (Saint-Pierre, La Réunion), une
appropriation de la méthode LAMP jointe a des travaux préliminaires de mise au point de la
technique LAMP, et une étude préliminaire sur l'utilisation de la méthode RPA ont été
entreprises le 25 Mars 2017 au 15 Avril 2017 au Cirad-3P par la post-doctorante chargée du projet.
Les premiers résultats ont été peu concluant car nous avons rencontré des problemes récurrents
de faux positifs donc manque de sensibilité (Figure 7). De plus, la durée de la réaction pour obtenir
un test positif avec les souches témoin positif a nécessité plus d'une heure de temps. Des
problémes de ce genre ont été fréquemment évoqués, néanmoins, dans la littérature (Kuboki et al,
2003 ; Senarath et al, 2014 ; Wang et al,, 2015 ; Suleman et al,, 2016). Comme la technique LAMP
est extrémement sensible, le faux positif pourrait étre causé par une légére contamination d’ADN
par aérosols ou autres choses qui restent encore a déterminer. En résumé, I'amplification non
spécifique constitue un facteur limitant dans I'applicabilité de la méthode LAMP. Le compte-rendu
de mission est présenté dans I'’Annexe 4.
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Figure 12 : Détection des souches du ceRs par la méthode LAMP. A gauche : résultat concluant en utilisant des
suspensions bactériennes pures. A droite : faux positifs sur les extraits de pomme de terre sain.

Le développement d’outils de diagnostic sur site sont poursuivis par I'équipe EpiBio du CIRAD-3P
avec la mise au point de la méthode LAMP et de la méthode RPA. A ce sujet, 101 échantillons de
macérat de tubercules semences sont envoyés au CIRAD-3P La Réunion pour validation des
méthodes LAMP et RPA développées.



6. DIAGNOSTIC DU CERS SUR LE STOCK DE TUBERCULES SEMENCES DE POMME DE TERRE ISSUS
DU CENTRE PRODUCTEUR NATIONAL DE SEMENCES DE PRE-BASE ET DE BASE FIFAMANOR

Comme les souches IIB-1 se transmettent par les semences, le premier facteur a respecter pour limiter la
dispersion d'inoculum consiste a utiliser des semences saines indemnes de ceRs. Dans ce contexte, nous
avons procédé au diagnostic du ceRs sur le stock de tubercules semences de pré-base et de base produits
par le centre FIFAMANOR. Ces tubercules semences qui seront ensuite certifiées par 'ANCOS et destinées
pour la multiplication de semences de base et de culture par le centre CEFFEL, semences de culture par les
centres multiplicateurs de semences, et pour la production de pomme de terre pour la consommation par
les agriculteurs (Figure 13).
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Figure 13 : Organisation de la production de semences et plants certifiés de pomme de terre



METHODOLOGIE
La détection du ceRs a été réalisée sur 121 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

Immersion dans de I'eau distillée stérile

Apreés 1h d'immersion, récupération du macérat
Isolement sur milieu Kelman

Purification

PCR-phylotypage : suspension bactérienne (matrice 1), macérat (matrice 2)
. Migration su gel
10. Révélation au BET

© PNV W

Figure 14 : Illustration des manipulations sur le diagnostic du ceRs sur 121 lots de tubercules
semences



RESULTATS

Comme résultat du diagnostic, 4 lots sur les 221 ont été positifs a la présence de ceRs IIB-1. Des

recommandations ont été émises, voire la fiche « Résultats d’analyse » suivante (figure 15):

CENTRE NATIONAL
DE RECHERCHE
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LABORATOIRE DE
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RESULTATS D’ANALYSE

Objet : Diagnostic du Complexe d’espéces Ralstonia solanacearum
#1 CLIENT

Nom : FIFAMANOR Andranomaletra, Antsirabe

Mail : it.fifamanor@moov.mg

Tel : 0340727902

#2 ECHANTILLON

Date de réception : 14 Novembre 2017
Nature : Tubercules (semences)
Conditionnement : mis dans sac plastique

Nombre : 121 lots (sachets)

#3 PRISE EN CHARGE

Controdleur : Dr. Santatra Ravelomanantsoa
Manipulateur(s) : Dr. Santatra Ravelomanantsoa
Mlle. Harena Razafindrazaka

#4 MANIPULATIONS

B Nettoyage a |'eau et stérilisation de surface avec |'alcool 70°C

- Prélevement du faisceau vasculaire

- 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 « Résultats d’analyse : Diagnostic du ceRs sur tubercules »
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Figure 18: Gel d’électrophorese sous UV: Détection du profil ceRs phylotype I dans les
échantillons testés

7. MISE EN EVIDENCE DE LA PRESENCE OU NON D’INFECTION LATENTE DANS LE TUBERCULE DE
POMME DE TERRE CHEZ LES SOUCHES DU CERS PHYLOTYPE III

La question est de savoir si les souches ceRs phylotype IIII fait d'infection latente dans les tubercules, au
méme titre que les souches IIB-1. Cette étude se situe en premier lieu au niveau académique permettant
de compléter les connaissances sur le phylotype Il S'il ne fait pas d'infection latente, il peut devenir un
modele d’étude pour comprendre les mécanismes moléculaires qui gouvernent les infections latentes (111
vs1IB-1).

Cette étude sera valorisée par un mémoire de Master II (Faculté des Sciences, Université d’Antananarivo)
par Mlle. Harena Razafindrazaka, Responsable du Controle des semences du FIFAMANOR.

Figure 19 : Mlle. H. Razafindrazaka en train de faire des manipulations pour son Master I



METHODOLOGIE
Des prospections et essais de mise en évidence de la présence d'infection latente dans les tubercules chez
le phylotype Il ont été effectués :

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

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

- Prélévement de tige issu de plant de pomme de terre présentant le symptome de flétrissement au
stade de floraison (au champ) : stade de floraison, période avant défanage

- Récolte des tubercules en fin de cycle de développement

- Détection du ceRs phylotype III sur tige et tubercules : incubation des tubercules a 28°C, PCR-

phylotypage

« Manipulation 2 : Inoculation de plants de pomme de terre issu de vitroplants (testé indemnes de ceRs)
par des souches phylotype III (essai sous-serre)

- Production de vitroplants indemnes de ceRs (2 variétés : Meva et Maneva ; 30 plants par souche ;
production d'un total de 200 plants a inoculer)

- Production d'inoculum de souches: suspensions bactériennes phylotypes I, 1IB-1 et III
(concentration : 107 cfu/ml)

- Inoculation des souches au niveau des racines blessées

- Notation des symptomes tous les 7 jours

- Prélévement des tubercules formées a la maturation

- Détection du ceRs phylotype III sur tubercules : incubation des tubercules a 28°C, isolement sur
milieu Kelman, PCR-phylotypage

Figure 20 : Production des plants destinés pour I'essai d'inoculation des souches
ceRs sur plants de pomme de terre

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



- Acquisition des tubercules issu d'une culture certifiée indemnes de ceRs (2 variétés utilisées :
Meva et Maneva ; 5 tubercules par souche a inoculer ; au total, 120 tubercules a inoculer)

- Production d'inoculum de souches phylotype III et t¢émoins (phylotypes I[IB-1 et ) (concentration :
109 cfu/ml)

- Inoculation des suspensions bactériennes dans les tubercules

- Prélévement périodique : tous les 10 jours et pendant 1,5 mois (période équivalent au temps de
stockage et production de plants germés)

- Détection du ceRs phylotype III sur tubercules : incubation des tubercules a 28°C, isolement sur
milieu Kelman, PCR-phylotypage

La tubercule étant de tres petit calibre, nous avons injecté la suspension bactérienne dans la tubercules.
Cependant, I'aiguille de la seringue se bouche rapidement par la chair de pomme de terre. Ainsi, nous avons
créé des blessures sur les tubercules, notamment au niveau des yeux et les tubercules sont ensuite
mmergés dans la suspension bactérienne pendant 10 minutes.

Pour exclure I'effet des contaminations en surface en ceRs lors des prélevements des tissus vasculaires (car
cela pourrait créer un biais d'interprétation), nous avons procédé ala stérilisation de surface des tubercules
avant le prélevement des tissus.

Figure 21 : [llustration de la manipulation 2 (22 au 23 Novembre 2017). De gauche a droite : Production de
I'inoculum (suspension bactérienne) ; Inoculation des souches ceRs dans les tubercules (injection dans la
tubercules /création de blessure)

RESULTATS

» Résultat 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).
Les échantillons sont positifs a I'infection de souches du ceRs mais ils sont infectés par le phylotype IIB-1.
Dans ce contexte, nous n’avons pas pu atteindre notre objectif. Néanmoins, nous pouvons émettre qu’au
champ, la période d’apparition du symptéme de flétrissement au stade de floraison n’est pas associée
seulement a I'infection du phylotype IIL

Notre hypothese est que soit I'infection a eu lieu plus tard au niveau des racines mais non issue d'une
infection latente dans les tubercules; soit il y a eu infection latente dans le tubercule mais le pouvoir
pathogéne des souches s’est manifesté plus tard. Par exemple, 'agent pathogéne peut croitre dans la plante



sans effet pathogéne jusqu'a ce qu'il atteigne une certaine concentration (quorum sensing et production de
biofilm) (Annous et al., 2009).

Au vu des résultats, il serait préférable de faire des échantillonnages dans les zones agricoles ou le
phylotype III est majoritaire comme dans la zone agricole de Faratsiho, Antanifotsy ou Ambatolampy
(Ravelomanantsoa, 2016). L'étude sera reprise en période de culture pluviale (vers Janvier-Février 2018)
sur des cultures sur tanety ot nous pourrons avoir plus de cas de flétrissement causé par les souches ceRs

phylotype IIL

Figure 22 : Profil
électrophorétique montrantla

présence de phylotype Il dans
les échantillons de tiges et
tubercules prélevées au
champ (manipulation 1)

o Résultat 2 : L'essai mis en place n’a pas abouti car au moment de I'inoculation des plants, nous avons
entrevu la formation de tubercule sur quelques plants (Figure 21). Ce qui va créer un biais dans
I'interprétation des résultats. Nous avons refait de nouveau repiquages de vitroplants de pomme de terre
etl'inoculation sera prévue vers le début du mois de Janvier 2018.

Figure 23 : Photo montrant la
présence de microtubercules sur les
plants avant I'inoculation des
souche

o Résultat 3: L'essai est en cours de réalisation. Des préléevements périodiques (5 tubercules par
traitement sont prélevés tous les 10 jours) sont réalisés. L'essai se terminera mi-janvier 2018.



D. Bilan

Une premiére approche a été réalisée en phase I du projet EPIBIO-0], basée sur I'assainissement de la filiére
etdes semences de pomme de terre. Cette approche a été axée sur 'amélioration du schéma de production,
de controle et certification avec vérification de I'état sanitaire des plants aux différentes étapes de la
production doublée de formations aux principaux acteurs impliquées dans la filiere semences de pomme
de terre.

Le projet a dans I'ensemble été exécuté. En résumé,
o 16 ateliers ont été réalisés avec la participation actives de 177 participants issus de 7 régions
productrices de pomme de terre, dont :
- 25 coopératives et associations faitiéres couvertes
- 49 conseillers agricoles et techniciens informés/sensibilisés/formés
- 63 multiplicateurs de semences sensibilisés/formés
- 3 projets de développement rural touchés
- 15 inspecteurs et contréleurs phytosanitaires sensibilisés
- Chercheurs informés pendant le forum de la Recherche
- Auniveau du MPAE :la DGA, les CSA, les DRAE, la DPV et le MEEF informés/sensibilisés
o 06 fiches techniques ont été élaborées

A travers les différentes actions présentées plus haut :

e Les actions prioritaires a entreprendre dans l'assainissement de la filiere semences pomme de
terre ont été concertées et la répartition des taches définies (voir le plan d’action en Annexe 1).

e Le systéme de production de semences de pomme de terre a été révisé avec l'identification des
entités productrices pour chaque catégorie de semences (Annexe 1)

o Lesétapes de controle et dépistage du ceRs ont été définis et insérés dans le schéma de controle et
de certification des semences. Cela sous-tend une mise a jour du protocole de controle et de
certification des semences de pomme de terre.

e Le stock de tubercules semences (121 lots) produits par FIFAMANOR sont contrdlés: 117 lots
testés négatifs au ceRs, et 4 lots testés positifs et sont immédiatement détruits.

e Des fiches techniques de diagnostic du flétrissement bactérien sont disponibles pour les services
de controles de semences du FIFAMANOR, de 'ANCOS et du Service de la Quarantaine.
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 ressources financiéres pour acheter les réactifs
etla non disponibilité de certains équipements et matériels.

e Une collaboration entre le Centre National de Recherche Appliquée au Développement rural
FOFIFA, le Centre d'Expérimentation et de Formation en Fruits et Légumes (CEFFEL), la Direction
des Protection des Végétaux (DPV), les Directions Régionales de I'Agriculture et de I'Elevage
(DRAE), des centres de services Agricoles (CSA) et le centre FIFAMANOR est développé en matiere



d’épidémiosurveillance du ceRs a Madagascar. Les compétences techniques du FOFIFA sont
surtout sollicités en matiére de diagnostic et d'épidémiologie.

e Les centres FIFAMANOR et CEFFEL se sont engagés pour vulgariser les bonnes pratiques et les
mesures préventives ; pour améliorer le systtme de production de semences : auto-controle
sanitaire des semences, mise en place d'un systéme de tracabilité...

o Les compétences des agriculteurs, techniciens et conseillers agricoles du CSA, du CEFFEL et de
FIFAMANOR sur le diagnostic du flétrissement bactérien sont renforcées. A ce propos, des guides
pratiques de reconnaissance des symptomes du flétrissement bactérien et de test rapide de
dépistage du ceRs sont disponibles. Ils disposent ainsi d’outils pour mener a leur tour des actions
de sensibilisation et d'information sur la notion de contamination du ceRs, son enjeu, les
dispositions et les pratiques pour lutter contre le flétrissement bactérien

e Lesinstances communale, régionale et nationale ont pris conscience des enjeux de se doter d’'une
stratégie nationale sur l'assainissement de la filiere pomme de terre et la lutte intégrée contre le
flétrissement bactérien.

e Les paysans agriculteurs présents de chaque atelier ont pris conscience des enjeux et
conséquences de la maladie. Ils se sont également rendu compte des leurs mauvaises pratiques
favorisant la dispersion de I'inoculum et ont prévu de corriger et d’améliorer leurs pratiques
culturales en se basant aux recommandations préconisés. Dans ce contexte, les enquétes menées
aupres des agriculteurs depuis la formation ont permis de constater que la prévalence du
flétrissement bactérien pendant la période de contre-saison a sensiblement diminué;
probablement effet positif concernant I'utilisation de semences saines apres application du test
d’incubation a chaud des semences tubercules avant le semis.

o Les différentes services et entités représentées lors des différents ateliers ont exprimé leur
satisfaction aussi bien sur la forme des ateliers que sur le contenu et les supports pédagogiques, et
souhaitent une continuité des activités de sensibilisation, d'accompagnement et de formation en
zone rurale.

E. Perspectives

Etant donné que des souches phylotypes I et IIl sont présentes a Madagascar et qui ont aussi montré des
dégats sur les Solanacées (aubergine..) et cultures de rente (géranium, haricot..), les perspectives
d’avenir du projet portent sur la collection et le typage des souches du complexe d'espéces Ralstonia
solanacearum présentes dans les autres zones non prospectées (Nord, Ouest, Est, Centre et Sud de
Madagascar) afin d’évaluer les risques pour les filiéres de production de Solanacées (tomate, aubergine,
piment, pomme de terre, etc.) et d'autres cultures d'importance économique. Comme le ceRs héberge des
souches génétiquement et phénotypiquement tres diverses et qui sont capables d’infecter une large
gamme de plantes, ces prospections seront combinées avec des prélevements sur les plantes soupgonnées
d’étre un réservoir potentiel d'inoculum.



Une typologie de la distribution de la diversité génétique des souches du ceRsa Madagascar parait
indispensable afin de continuer a établir la structure des populations de ce complexe d'especesa
Madagascar. Ces données serviront de référentiel pour des futures études sur ladynamique des
populations des souches au niveau national, sur leur dispersion au niveau de la zone SOOI et également
I'évaluation de leur comportement au champ vis-a-vis des especes hotes.
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ANNEXE 1 : DRAFT DE PLAN D’ACTION

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

~ NSAKL BACOTERA o/

1= |
i A«Cﬁ\ﬁfﬂ e | qux;::&?%j/;y.a
s Awr adfruwes Ao Dpens Totma Ny _ Teayp!
Py ST/C\XE\KW&%M‘ s du fdiens | RAL g Wiw
ymﬁ} o Tlon medllo WAL DRAE . FohifA-
watie FRadaor
V- / lé&‘ WGW? L&m e N6, /QA,A\\OLQ\_AA.)T DAL
W Faumalton A _Laxtads M‘L §B5
Telhlgel A W\WC@W gﬁ:& Lﬁ?a WAL - DRAE
/,««Ym, Do aneledia /.LL R —
. Rnakimw do 9 "
m&:}cam A‘:,A)?L/%:h;ﬁm ity FoFRa
U %meg
" N o thjc&& MPke - Mot
5" . @Q%QUV\M\T /A&, t%s\.\.x, RX&?&M&A\.% .,Q,Jt }&th\/(f\ .

I



41‘9‘ }M‘\/@VAX&L QQ

<X Vo=
Reclanche

Yoploabeken A _Lanky
4{.‘ WQ’_& -):"w\_AM\M

\PAaL

QMQ&\WM

NPae

e




Restitution Travaux de Groupe 2 : Systéme de production, inspection, contréle et certification des semences
de pomme de terre : harmonisation du systéme 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 CERS : DU CHAMP
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

OCKET" —y
DIAGNOSTIC
| | ¥f’ x

Plant disease test kits § gt

-0y
. "
Ragid Posi}ive/Negative results % u

in the field or laboratory B
/ ‘ @i ’

T ¢ T C
% —p (D Resur C D
Positive Negative




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




Vitroplants

Lacérationdes plants

Composition du milieu Kelman

* Préparation des milieux sélectifs

Compositiondu milieu

(pour 1 litre) Sequeira modifié (pour 1 litre)
* Pastone 11 g Mili Kelman
e Agar 18 g ! |e+u € a
= Glycerol 639 * Cristalviolet 3mg
e NaOH,N 1,7 ml )
* Polymyxine B Sulfate 10 mg
* Eau 1l .
« Tyrothricine 20mg
Autoclavage (120°, 20 min) « Chloramphénicol 5mg
¢ Chlorure de Triphényltetrazolium 25 mg e Pénicilline 20 unités
e Tilt 8o ul
* Coulage du milieu

Sceller avec du film ou parafilm
Conservation au frais




« Etalement par épuisement, méthode des cadrans

TECHNIQUE D'ISOLEMENT PAR
LA METHODE DES CADRANS

e Incubation a 28°C pendant 48h

Forme virulente Forme non virulente

- -w
. Colonie
| -
- - Suspension bactérien=
- template (ADN)
-

Oese 10 pldans2 mld’eau
stérile




DIAGNOSTIC DE LA MALADIE

4. Test PCR : Phylotypage
Amplification d’ADN cible
Méthode plus sensible

Thermocycler

Eloc chauffaont

Clavier pour la
programmation
des eyeles

ProgrammePCR

Activationamorceet

: ; 30 cycles
dénaturation

: dénaturation

Elongation Elongationtotale

>

0:30

Hybridation desamorces Hold
40 °C
CYCLE
* Amplification en chaine par polymérase
Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 Cycle 30
A
10°
. . Q.71 JECTRORTRE RERER——— NI ——— A ———— »| copies
PrlnCIEe e
® —
—r——
o5 O & =i
B (2) i R I R . J—
S| g e
s e - s ceup
é — - N cykles
Matrice ADN 3 -~
mxp atrice
dNTPs -
8:; Polymérase G w
-':' Amorces /




* Détection ceRs et phylotypes

| 15 il [ 20w 1
Diagnostic Ralsto Primers MIX (uM) 10x
Réactif [Ci] [Cf] /tube] 8 |JPrimer [Ci] [Cid] Vol
Eau 8,18 ]65,40JHPLC Water 13,3
|Buffer 5 X 1 X 3 24 INmult:21:1F (1) 100 B 0,8
MgCl2 25 mM 1,5 mM 0,9 7,2 INmult:21:2F (Il) 100 4 0,8
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,3 2,4 |Nmult:22:InF (1V) 100 4 0,8
Nmult:23:AF (111) 100 12 2,4
Primer Mix |10 X 1 X 1.5 12 |Nmult:22:RR (reverse) 100 4 0,8
GoTagq Flexi |5 U/uL 0,625 U 0,125 1 |J759R 100 2,7 0,5
IADN (susp bact.) 1 760F 100 2,7 0,5
Total 15,00 Total 20
Primers MIX 10x
96°C Smin II 144 pb [Cid] pmol | [Cf] um
Joa°c 15s Il 372 pb Nmult:21:1F (1) 6 4
59°C 30s 30 cycles Uil 91 pb Nmult:21:2F (I1) 6 4
72°C 30s v 213 pb Nmult:22:InF (IV) 6 4
72°C 10min Rs 282 pb Nmult:23:AF (111) 18 12
12°C Nmult:22:RR (reverse) 6 4
759R 4 2,7
gell,5% 1h/140V 760F 4 2.7

* Electrophorese et visualisation des bandes spécifiques

Power supply

v
s
sample
wells

direct -
irection
of movement @ electrode

buffer .
solution Electrophoresis tank

* Phylotypage
ceRs

Phylotype I
Phylotype IV
Phylotype |

Phylotype Il

Figure 21 — Gel d’électrophorése montrant les produits PCR : la bande a 281 pb mdique I’appartenance
au ceRs (piste 2), la bande a 91 pb au phylotype III (piste 5), 144 pb au phylotype I (piste 4), 213 pb au
phylotype IV (piste 3), 372 pb au phylotype II (piste 1). La piste M est le marqueur de taille a 100 pb.




ANNEXE 3 : LES BONNES PRATIQUES ET
MESURES PROPHYLACTIQUES VIS-A-VIS DU
FLETRISSEMENT BACTERIEN

AVANT LA PERIODE DE CULTURE

e Choisir des semences saines, de qualité et certifiés indemnes du ceRs

e  Choisir une parcelle non infestée ot il n’y a pas eu d’antécédent de flétrissement bactérien

o Evaluation de la santé de la parcelle par des techniques simples comme cultiver et évaluer la
santé des plantes indicatrices a croissance rapide comme la tomate, ou des mauvaises herbes
comme le Bidens pilosa

o Fabriquer une fosse profonde réservée seulement pour jeter et briiler les résidus de culture

o Désherber et nettoyer la parcelle de culture : les résidus seront briilés dans la fosse a résidus de
culture

e Pour les riziéres, sécher la parcelle au moins 1 mois avant la mise en place

e Dépister la présence du ceRs dans les tubercules semences : test d’'incubation au chaud (environ
a une température de 28°C a 30°C)

o Déclaration des cultures destinées pour la production de semences

e Construire des canaux de drainage pour éviter que les eaux de pluie (pouvant entrainer avec
elles des sols contaminés) ne se déversent pas sur la parcelle

PENDANT L'INSTALLATION DES CULTURES

e Choisir des semences saines et certifiés indemnes du ceRs

e Apportde dolomite pour les sols rouges (acides)

e Ne pas trancher les tubercules semences

o Utiliser des outils agricoles décontaminés : nettoyage avec de I'eau de javel ou flambage au feu
o Ne pas nettoyer les outils agricoles dans I'eau de riviere ou I'eau d'irrigation

o Ne pasirriguer la parcelle avec de I'eau contaminée

PENDANT LA CROISSANCE ET LE DEVELOPPEMENT DES CULTURES

o Sarclage et enlevement des mauvaises herbes : ils seront briilés dans la fosse a résidus de culture
e Utiliser des outils agricoles décontaminés : nettoyage avec de I'eau de javel ou flambage au feu
o Eviter de blesser les racines des plants de pomme de terre pendant le binage et 'apport de I'urée
e Ne pas jeter les plants malades sur la parcelle, ni dans 'eau d'irrigation ou sur les parcelles
voisines : ils seront directement jetés dans la fosse a résidus de culture et briilés.
o Ne pas nettoyer les outils agricoles dans I'eau de riviere ou 'eau d'irrigation
e Demander le passage des inspecteurs et contréleurs de semences en suivant le planning de
contrdle des cultures (stipulés dans la réglementation technique)
o En cas de suspicion d'infection par le ceRs, piqueter le plant malade et suivre I'évolution de la
maladie.
o Siles symptomes de flétrissement sont présents :
- Arracher le plant entier avec les terres environnant les racines,
- Jeter et briiler dans la fosse,
- Briler en profondeur le sol dans le trou laissé (écobuer) ou faire une solarisation



PENDANT LA RECOLTE

o Trier larécolte et pour les tubercules destinés pour la semence, choisir ceux qui ne sont pas
blessés et malades : sans exsudat bactérien, ni pourriture
e Jeter et briiler les tubercules malades dans la fosse réservée aux résidus de culture

PENDANT LE STOCKAGE

e Faire des observations réguliéres de I'état des tubercules
o Sides tubercules sont pourris pendant le stockage, les jeter et briiler dans la fosse
e Ne plus utiliser les lots de semences qui présentent de la pourriture brune

AUTRES MESURES A PRENDRE

o Ne pas utiliser les débris et ordures dans la fosse comme engrais

e Ne pas donner a manger les fanes de cultures malades au bétail

e Pratiquer la rotation de culture en utilisant des cultures non hote du ceRs comme le mais, le
sorgho, les carottes, le coriandre...

e Privilégier la fertilisation organique : compost, engrais de ferme et 'apport d'urée.



ANNEXE 4 : COMPTE-RENDU SUR
L’APPROPRIATION ET LA MISE AU POINT DE LA
TECHNIQUE LAMP

“r—.ﬁ;r‘?’“ Ol _r’ﬂil
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COMPTE-RENDU DE MISSION

« Formation aux méthodes d’amplification isothermale pour
diagnostiquer le complexe d’especes Ralstonia
solanacearum »

du 25 Mars 2017 au 15 Avril 2017
au CIRAD 3P, Saint pierre, La Réunion

Cadre de I'étude:

Composante 4 du projet EPIBIO, action 1 : Maladies et ravageurs de
la pomme de terre, en vue de 'amélioration du systeme de
certification de la pomme de terre a Madagascar



CONTEXTE

Dans le but de renforcer les capacités de Madagascar en diagnostic du flétrissement bactérien causé par le
complexe d’especes Ralstonia solanacearum, il est proposé de mettre a disposition des services de controle
phytosanitaire et de certification des semences de pomme de terre, un outil de diagnostic rapide et sensible
pouvant étre utilisé en routine au laboratoire voire utilisable sur terrain.

La détection précoce des souches bactériennes faciliterait la prévention de la dissémination de I'inoculum par le
biais de tubercules semences infectées ou de matériel végétal asymptomatique, et faciliterait également la prise
de décision sur le déploiement de stratégies de gestion de la maladie.

Les méthodes d’amplification isotherme tels que la technique LAMP (Loop-Mediated Amplification) et la
technigue RPA (Recombinase Polymerase Amplification) sont deux méthodes sensibles et spécifiques pouvant
étre développées pour la détection rapide des agents pathogenes au laboratoire et pouvant étre déclinées sous
forme de kits de détection utilisables directement sur la parcelle.

Dans ce contexte, une formation aux méthodes d’amplification isothermale a été dispensé par 'UMR-PVBMT
Cirad 3P pendant la période du 25 Mars 2017 au 15 Avril 2017.

OBIECTIFS

Le but de cette formation est de s’approprier en premier lieu : la méthode d’amplification isotherme médiée par
des boucles (LAMP) qui est une méthode moléculaire permettant de dépister les souches bactériennes
responsable de la maladie dans des matériels végétaux infectés ; et d’effectuer une étude préliminaire sur
I'utilisation de la méthode RPA.

Les objectifs spécifiques assignés a cette mission étaient d’effectuer une étude bibliographique sur les méthodes
d’amplification isothermale LAMP et RPA ; et de mettre au point le protocole LAMP pour détecter la présence

ou non du ceRs.

LES PARTICIPANTS

Stagiaire : Dr. Santatra Ravelomanantsoa, Chercheur postdoc en Pathologie végétale dans le cadre du Projet
EPIBIO | Composante 4 — Action 1, basée au CENRADERU/FOFIFA Antananarivo, Madagascar

Encadreurs : - Dr. HDR Isabelle Robéne, Chercheur en Pathologie végétale, UMR-PVBMT CIRAD-3P
- Véronique Lebon, Assistante Chercheur, UMR-PVBMT CIRAD-3P



DEROULEMENT DE LA MISSION

e CHRONOLOGIE DES ACTIVITES

MARS 2017

L

M

M

AVRIL 2017

27

Arrivée a La Réunion - Installation

28

29

Réunion de travail

Bibliographie

Préparation des manipulations et établissement du
protocole LAMP

Localisation du gene spécifique 1IB-1 (630-631) -
design des amorces et sondes (RPA)

Apprentissage de la technique RPA : choix et design
des amorces et sondes, Kit TwistAmp

Labo LAMP : détection du ceRs a partir d’ADN

Labo LAMP: détection du ceRs a partir de
suspension bactérienne

Préparation manip inoculation du ceRs du
tubercules de pomme de terre

Microbiologie : préparation inoculum/suspension
bactérienne

Inoculation sur tubercules de pomme de terre

Extraction de I'inoculum a partir des tubercules de
pomme de terre

Labo LAMP : détection du ceRs a partir de broyat de
tissus vasculaires

Retour a Madagascar




SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

e TECHNIQUE LAMP (Loop-Mediated Amplification)

C'est une méthode moléculaire basée sur la technique de polymérisation en chaine de I'ADN (PCR) facilitée par
boucle et réalisée a une température constante comprise entre 60 a 65 °C (Notomi et al., 2000). Elle présente un
treés haut niveau de spécificité, lié a I'utilisation de 6 amorces (Nagamine et al., 2002). Contrairement a la PCR
classique, la réaction est peu sensible aux différents inhibiteurs potentiels présents dans les échantillons et ne
nécessite pas ainsi d'étapes de purification des acides nucléiques (Nagamine et al., 2001).

Principe :

La premiére étape consiste a produire une structure de départ ressemblant a un haltére : le géne cible va étre
amplifié par ' ADN polymérase successivement a partir des amorces sens, puis anti-sens et, par complémentarité
de séquences, des boucles d’auto-appariement vont se former a chaque extrémité du produit d’amplification.
Cette structure va servir de matrice pour la deuxieme étape de la réaction : I'amplification cyclique. LADN
polymérase va, a partir de la structure en haltére et des amorces internes, amplifier des fragments de géne cible
de taille de plus en plus importante, tout en renouvelant en permanence cette structure de base (Notomi et al.,
2000).

Etape non-cycligue : Etape cyclique :
Génération d'ADN de boucle de tige Amplification exponentielle de I'ADN de la boule
avec une structure en forme d'haltéere de la tige en forme d'haltére avec des amorces
aux deux extrémités internes
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Cette méthode génére des sous-produits qui forment un précipité blanc et augmentent la turbidité de la
solution. La détection des produits d’amplification se fait a I'ceil grace a la détermination turbidimétrique ou a
I'aide d’une réaction colorée du milieu réactionnel (Mori et al., 2001 ; Tomita et al, 2008 ; Parida et al., 2008).

La méthode LAMP est une méthode simple a mettre en ceuvre, ne nécessitant pas d’équipements spécialisés,
permettant une détection sensible et fiables avec un minimum de temps. Un simple bain ou bloc chauffant est
nécessaire pour la réaliser. Ainsi, cette technique convient pour le travail de routine en laboratoire et peut étre



déclinée sous forme de kit de détection utilisables directement sur le site de prélévement, et convient beaucoup
en zone de ressources limitées (Mori & Notomi, 2009).

Méthode LAMP appliquée a la détection du ceRs

Trois méthodes LAMP ont été développées et publiées pour la détection des souches du ceRs :
- Kubota et al. (2008) a développé pour la premiére fois une méthode LAMP ciblant le géne fliC, utilisant
5 amorces réalisée a 65°C pendant 60 min avec un seuil de détection de I'agent pathogéne entre 10* 3
10° cfu/ml. La réaction est terminée par chauffage a 80°C pour dénaturer la polymérase.

TABLE 1. The rsfliC primer sequences for loop-mediated amplification repli-
cation of the flagellar gene fliC?

Primer Sequence
rsfliC F3 5'-TTCAAGTTGCAGGTCACGT-3'
rsfliC B3 5'-AGGTTGTTTTCAACCTGGCC-3’

rsfliC FIP 3'-GAGATGTTGGTATTGAGGCTGAGCAAGCATTCA-
CTCGGGCA-3'

rsfliC BIP 5'-GCCTGACCACGACCCTGAACAGGTACGAGTTCG-
CACCGT-¥

rsfliC loop 5'-CGCAAACGCAAGGTATCCAGA-3

@ FIP consists of F2 and Flc sequences as shown on Figure 1. BIP consists of
B2 and Blc sequences.

- Lenarcic et al. (2013) a testé la méthode LAMP en ciblant le géne egl, d’une part, et le géne 16S rRNA,
d’autre part, en comparant avec la méthode LAMP ciblant le gene fliC de Kubota et al. (2008). La
méthode LAMP ciblant le géne egl utilisant 6 amorces s’est avérée la plus performante et adaptée pour
détecter les souches ceRs. L'amplification est réalisée a 60°C pendant 30 min, avec un seuil de détection
comprise entre 10* 3 10°cfu/ml.

Table 1. Primers used in the egl LAMP assay.

Primer 5°-3" primer sequence Final primer conc. (uM) Primer position®
F3_RS_egl GAGCAACTACATCTATCCOGTC 02 330-350
B3_RS_egl CATCAGCCCGAAGATGAC 0.2 637-654
FIP_RS_eql ACAGCTCGTTCGCGTCGACGACAGCGCGACCTACTA 2 354-371, 446-463
BIP_RS_egl GGITCGTCAACGOCGTGAGATCACGTTGCCGTAGTAG 2 476-493, 540-558
FLoop_RS_eg! GTITCATGCCCTTGITCTTG 2 372-390
Bloop_RS_eql GCTCGATCCGCACAACTA 2 516-533

*Position of the primer on A. solanacearum strain GMI100 endoglucanase precursor (egh gene (GenBank accession number DO657555) sequence.
doi10.1371/journal pone.0096027 1001

- Huangetal. (2017) a développé une méthode LAMP ciblant le géne MG67 spécifique a
'écotype Mulberry (Phylotype 1), en utilisant 6 amorces. La réaction est réalisée a 64°C
pendant 20 min, avec un seuil de détection de 2.2 x 102cfu/ml.

TABLE 2 | Primer sequences for LAMP replication of the MGE7 gene.

Primer Sequence

FIP 5-TCCTTGTCGCCGCATGAACGATGGGTTCCGGTCGAACT-3'
BIP 5-GATCGGTCGGAGCCACTACGAAAMACGCCGTCGGATCTC-3
F3 5'-CGAGGAGAAGGACTACTGCT-3

B3 5'-CTCCACTAGTTTGCCGCC-3'

LF 5-CCGETCGTGAATGCTGACAGA-3

LB 5-TTTCAAATTCCAGACCAAGACCG-3



e TECHNIQUE RPA (Recombinase Polymerase Amplification)

C’est une méthode d’amplification isotherme réalisée a basse température comprise entre 37-42°C pendant une
période de temps trés court (< 20 min) (Piepenburg, Williams et al. 2006 ; TwistDx). Elle permet une analyse
hautement spécifique et sensible des ADN et ARN des phytopathogénes. L'amplification RPA s’appuie sur
I'utilisation de complexes formés par des amorces oligonucléotidiques et une recombinase permettant de
faciliter I'hybridation des amorces avec I'acide nucléique (Piepenburg, Williams et al. 2006). Comme pour la
méthode LAMP, il n'y a pas d'étape de purification et de dénaturation de la séquence nucléique cible.

Il existe un grand nombre de méthodes permettant la révélation des produits d’amplification. Le plus souvent
elles sont basées sur la fluorescence, par ' utilisation de sondes ou d’agents intercalant.

Principe :

Tout d'abord, les recombinases se lient aux amorces par rapport a la séquence complémentaire sur I'ADN
matrice. Al'aide d'une protéine de liaison monocaténaire pour lier 'ADN exposé, I'amorce s’apparie a’ADN
et une boucle D est formée. La polymérase étend 'amorce, éventuellement en déplacant les deux brins
originaux de I'ADN matrice. Ce processus se répéte ensuite pour l'amplification.

The RPA Cycle

All steps operate at low constant temperature (optimum 37°C)

a. Recombinase / oligonucleotide primer complexes form and target
homologous DNA

d. Parental strands separate &
synthesis continues

)=

=

e. Two duplexes form

N NN
! .l y !
C b. Strand exchange forms a D-loop
“..\
C
c. Polymerase initiates synthesis
.......‘\ <=

M Oligonucleotide primers » SSB

Recombinase ) Polymerase

Cette méthode est utilisée pour les kits de terrain. Tous les kits RPA sont actuellement produits et sous licence
intellectuelle de TwistDx Limited (Cambridge, Royaume-Uni).

SYNTHESE DES MANIPULATIONS LAMP CERS

MANIPULATION 1 : Application de la technique LAMP basée sur les conditions du fournisseur WarmStart

v" Template : ADN (20 a 25 ng)

v Séquence cible : géne egl

v Polymerase : WarmStart Colorimetric LAMP 2X MM
Information sur le produit : https://www.neb.com/products/m1800-warmstart-
colorimetric-lamp-2x-master-mix-dna-rna

v' Préparation de la Lamp Primer Mix


https://www.neb.com/products/m1800-warmstart-colorimetric-lamp-2x-master-mix-dna-rna
https://www.neb.com/products/m1800-warmstart-colorimetric-lamp-2x-master-mix-dna-rna

Volume final 100 pL

Primers MIX (uM) 10x

Primer [Ci] [C10X] Vol

HPLC Water 56

FIP 100 16 16

BIP 100 16 16

F3 100 2

B3 100 2

LOOPF 100 4

LOOPB 100 4 4
Total 100

- Aliquots de 25ul

- Travailler a température ambiante mais déposer les réactifs sur de la glace

v’ Préparation de la réaction LAMP

Vol
WarmsStart Colorimetric LAMP 2X MM 12,5
LAMP Primer Mix (10X) 2,5
Template 1
Water (nuclease free water) 9

Total Volume 25| ul
v’ Protocole
- Pipeter 24 pl par réaction

- Ajouter 1 pl de template par réaction

- Mélanger : mélange de couleur rose

- Couvrir de fagcon hermétique les tubes

- Incuber a 65°C pendant 30 minutes

- Retirer et laisser au frais

- Révélation par colorimétrie: JAUNE (réaction positive)

ROSE (réaction négative)
- Sila couleur n'a pas bien virée, réincuber a 65°C pendant 15 min
- Prendre une photo
v'  Liste des souches
N°1 RUN0157 PSS4 115
N°2 RUN0054 GMI1000 118
N°3 RUN0546 RF32 11A7
N°4 RUN0001 IP01609 1IB1
N°5 RUN0160 JT516 1IB1
N°6 RUN0280 JY200 IIB4NPB
N°7 RUN2293 MG27 11119
N°8 RUN133 CMR15 11129
N°9 RUN1314 UQRS627 BDB




N°10 RUN0064 JT663 SZY

N°11 Témoin négatif | CFBP7122 | Xanthomonas

N°12 Témoin négatif | LMG16206 | Pseudomonas

N°13 Témoin négatif | LMG2804 Dickeya

N°14 | Témoin négatif | LMG2894 Clavibacter

N°15 Témoin négatif (sans template)

N°16 | Témoin (eau)

N°17 | Témoin (sans template)

v'  Résultats

A peu prés une 1 heure pour obtenir un signal positif pour les souches ceRs
Les tests egl Lamp s’allument sur les témoins négatifs : Xanthomonas
vasicola, Dickeya et Clavibacter.

Apres vérification in silico par blast de génome, les amorces n’accrochent
pourtant pas sur les 4 génomes.

Il a été supposé que peut étre le fait de travailler avec des ADN et non des
suspensions induit de faux positifs. Il a été évoqué que le méme probléme de
spécificité est rencontré chez une autre équipe qui travaille sur la LAMP. Elle
utilise également de 'ADN comme template.

Puisque le but est d'utiliser la technique pour des détections de routine pouvant
étre appliquée sur terrain, il a été recommandé de travailler sur des
suspensions bactériennes.

MANIPULATION 2 : Application de la technique LAMP en utilisant des suspensions bactériennes et les
conditions du fournisseurs WarmStart

v Template : suspension bactérien (105 cfu/ml)
v’ Séquence cible : géne egl
v Polymerase : WarmStart Colorimetric LAMP 2X MM

v Préparation de la Lamp Primer Mix



Volume final 100 pL

Primers MIX (uM) 10x

Primer [Ci] [C10X] Vol

HPLC Water 60

FIP 100 16 16

BIP 100 16 16

F3 100 2

B3 100 2

LOOPF 100 4 4

LOOPB 100 4 4
Total 100

- Aliquots de 25ul

- Travailler a température ambiante mais déposer les réactifs sur de la glace

v’ Préparation de la réaction LAMP

Vol
WarmsStart Colorimetric LAMP 2X MM 12,5
LAMP Primer Mix (10X) 2,5
Template 1
Water (nuclease free water) 9
Total Volume 25 ul

v' Protocole

- pipeter 24 pl par réaction

- Ajouter 1 pl de template par réaction

- Mélanger : mélange de couleur rose

- Couvrir de fagcon hermétique les tubes

- Incuber a 65°C pendant 30 minutes

- Retirer et laisser au frais

- Révélation par colorimétrie : JAUNE (réaction positive)

ROSE (réaction négative)
- Sila couleur n'a pas bien virée, réincuber a 65°C pendant 15 min
- Prendre une photo
v'  Liste des souches (105cfu/ml)

N°1 | RUN0332 11119

N°2 | RUN1794 11148

N°3 | RUN0001 1IB1

N°4 | RUN2266 1IB1

N°5 RUNO0018 IIB4NPB

N°6 | RUN0319 |

N°7 | RUN3210 |

N°8 | RUN0083 vV

N°9 | RUN1309 I\

N°10 | LMG2804 Dickeya




N°11 |LMG16206 Pseudomonas
N°12 |LMG896 Xanthomonas vasicola
N°13 | LMG5942 Ralstonia picketti
N°14 | Témoin négatif (sans template)
v'  Résultats
‘f :'* 9 & % ‘ ; t 9
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- Apeupres 3 heures pour obtenir un virement de couleur positif pour les
souches ceRs sauf pour la souche n°2 avec une couleur douteuse.

- Les témoins négatifs sont négatifs (couleur rose)

- Remarque : Dans Lenartic et al. (2013), la LAMP est effectuée avec une
template de souches a 108 cfu/ml et avec des concentrations d’amorces plus
concentrées que celles des conditions du fournisseur Warmstart : les Loops
sont 5 fois plus concentrées et une petite différence sur les FIP et BIP.

- 1l a été recommandé de refaire la manip avec une concentration de
suspension bactérienne a 10® cfu/ml et de changer les concentrations des
amorces, comme dans Lenartic et al. (2013)

MANIPULATION 3: Application de la technique LAMP en utilisant des suspensions bactériennes a
108cfu/ml et les conditions mentionnées dans Lenarcic et al. (2013).

v Template : suspension bactérien (108 cfu/ml)
v’ Séquence cible : géne egl
v' Polymerase : WarmStart Colorimetric LAMP 2X MM

v’ Préparation de la Lamp Primer Mix

Volume final 100 pL
Primers MIX (uM) 10x

Primer [Ci] [C10X] Vol
HPLC Water 16
FIP 100 20 20
BIP 100 20 20
F3 100

B3 100




LOOPF 100 20 20
LOOPB 100 20 20
Total 100

- Aliquots de 25ul
- Travailler a température ambiante mais déposer les réactifs sur de la glace

v’ Préparation de la réaction LAMP

Vol
WarmStart Colorimetric LAMP 2X MM 12,5
LAMP Primer Mix (10X) 2,5
Template 1
Water (nuclease free water) 9
Total Volume 25 ul

v" Protocole

- pipeter 24 pl par réaction
- Ajouter 1 pl de template par réaction
- Mélanger : mélange de couleur rose
- Couvrir de fagon hermétique les tubes
- Incuber a 65°C pendant 30 minutes
- Retirer et laisser au frais
- Révélation par colorimétrie: JAUNE (réaction positive)
ROSE (réaction négative)
- Sila couleur n'a pas bien virée, réincuber a 65°C pendant 15 min
- Prendre une photo

v'  Liste des souches (108 cfu/ml)

N°1 RUN0332 11119

N°2 RUN1794 11148

N°3 RUN0001 1IB1

N°4 RUN2266 1IB1

N°5 RUN0017 IIB4NPB

N°6 RUNO0319 I

N°7 RUN3210 I

N°8 RUN0083 \Y

N°9 RUN1309 IV

N°10 | LMG2804 Dickeya

N°11 |LMG16206 Pseudomonas

N°12 | LMG5942 Ralstonia picketti
N°13 | LMG896 Xanthomonas vasicola
N°14 | LMG16206 Pseudomonas (106)
N°15 | LMG5942 Ralstonia picketti (10¢)
N°16 | Témoin eau

N°17 | Témoin (sans template)




- Lamanip a fonctionné.
Jaune (+) pour les cibles au bout de 1h30 a 65°C avec les nouvelles conditions :

concentration primers comme Lenartic et al. (2013) et 108 pour la concentration du

template
- Rose (-) pour les non cibles.

MANIPULATION 4 : Détection des souches ceRs avec la technique LAMP en utilisant du broyat de
tubercules inoculées par des suspensions bactériennes a 108cfu/ml.

v Inoculation des tubercules de pommes de terre

Traitements : - 1 souche phylotype 1IB-1 et 1 souche phylotype Il (10 cfu/ml)
- 2 variétés de pomme de terre
- 5 tubercules a inoculer par souche
- 3 inoculations par yeux apres avoir fait un trou avec un céne
- 1 inoculation au niveau des tissus vasculaires aprés avoir coupé le tubercule en deux

- 1 patate saine juste avec trou (témoin)



Broyat du tissu vasculaire pour la détection de la souche ceRs



v Résultat de la détection du ceRs avec la méthode LAMP (protocole Lenarcic et al.,
2013)

Témoin X.vasicola  RUN 332 (phylotype IIl)

"R
S e i S S S

g o8 mouv g e R
Témoin “X'Yasicola RUN 2266 (phylotype 11B-1)

v o4 J
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- Lerésultat a été obtenu apres 1h30 d’amplification

- Les témoins négatifs : pomme de terre sain et X. vasicola sont identiques pour la
ligne phylotype Il et la ligne pour la ligne phylotype IIB-1. Or, les résultats sont
différents, ou une répétition affiche positive tandis que I'autre répétition affiche
négative.

- Le test pour le phylotype Il est positif tandis que pour le phylotype IIB-1, certains
résultats sont douteux (n° 16, 18 et 20 ou la coloration semble rester rose donc
négatif).

- A partir de ce résultat, il a été recommandé de refaire un test avec des extraits de
pomme de terre sain pour vérifier si on obtient un faux positif.

o MANIPULATION 5 : Vérification faux positif avec les extraits de pomme de terre sain



v" Résultat

- Extrait de pomme de terre sain Témoins négatifs

- Lerésultat a été obtenu apres 1h30 d’amplification
- Les mélanges réactionnels comportant I'extrait de pomme de terre sain sont colorés en jaune,
indiquant un test positif : présence de souche ceRs.

CONCLUSIONS

Une rapide analyse des résultats nous laisse entrevoir que la technique LAMP pour la détection des souches
ceRs a partir du matériel végétal nécessite encore une optimisation. La durée de la réaction pour obtenir
un test positif avec les souches témoin positif a nécessité plus d'une heure de temps. En outre, la LAMP egl
s’estrévélée pas trés concluant en raison de probléme de faux positif. Toutefois, des problémes de ce genre
ont été fréquemment évoqués dans la littérature (Kuboki et al, 2003 ; Senarath et al., 2014 ; Wang et al,,
2015 ; Suleman et al,, 2016). Comme la technique LAMP est extrémement sensible, le faux positif pourrait
étre causé par une légére contamination d’ADN par aérosols ou autres choses qui restent encore a
déterminer. En résumé, 'amplification non spécifique constitue un facteur limitant dans l'applicabilité de
la méthode LAMP.
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