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Préambule :

Objectifs de la mission

A/ Installation de 1’Ing Eduardo Malo comme nouveau responsable de production
B/ Visite du laboratoire ECOM (Sebacco, Nicaragua). Evaluation des pratiques du
laboratoire

C/ Réorientations de la production 2008

Personnes rencontrées lors de la mission

- Clément-Marie Pongon, Pdt de Atlantic-ECOM/Nicaragua

- Eduardo Malo, Responsable production labo ECOM/Nicaragua

- Franklin, Responsable des pépiniéres de vitroplants du projet ECOM/Nicaragua
- Eric Pongon adjoint au directeur général du groupe ECOM pour le café



A) Installation de I’Ing Eduardo Malo comme nouveau responsable de
production

L’objectif principal de la mission était d’installer Eduardo Malo comme responsable de
production du laboratoire en lieu et place de Roxana X. Mr Eduardo Malo a été repéré lors de la
demiére mission en Novembre et nous avait été¢ chaudement recommandé par les Drs Alfredo
Zammaripa et Luis Cuanthemoc Mastache. Nous avions pu le rencontrer a Mexico le 22
novembre lors de la derni¢re visite d’Hervé Etienne et I’impression avait €té bonne.

Eduardo a déja eu une expérience de 6 ans comme responsable du laboratoire de culture in vifro
de ’'INIFAP a Tapachula (Mexique). Ce laboratoire multipliait essentiellement du caféier par
embryogenése somatique. Pendant 5 années, il a participé a un gros projet avec Nestlé pour la
multiplication de clones de Robusta. Eduardo est donc déja parfaitement formé a la fois aux
pratiques de laboratoire, a la gestion d’une équipe et a I’embryogenese somatique du caféier.

Eduardo a pris ses fonctions au laboratoire le 10 janvier 2007. Pendant 4 jours, Hervé Etienne lui
a fait visiter le laboratoire, expliqué le projet et ses objectifs de production, appris les spécificités
du procédé liées au travail sur Coffea arabica par rapport a celles qui lui étaient coutumieres sur
Coffea canephora.

Apres 4 jours de travail intensif, les premiéres impressions sur Eduardo sont excellentes. I1 a tout
de suite €té tres a I’aise au laboratoire, tant sur 1’aspect technique que scientifique. Il est trés
calme et communique trés bien avec le personnel. Il possede de nombreuses aptitudes techniques
et s’est immédiatement employé a arranger certains appareils ou a améliorer différentes
procédures telles que la fabrication des milieux ou le mode de stérilisation des RITA. Enfin, il
semble rigoureux et organisé, et a déja établi des listes de matériels a commander ou d’activités
prioritaires a réaliser.

B) Visite du laboratoire ECOM (Sebacco, Nicaragua). Evaluation et
amélioration des pratiques du laboratoire

La prise en compte d’une grande partie des recommandations que nous avions faites lors de la
dernicre visite a permis d’améliorer significativement la qualité du matériel végétal et de réduire
drastiquement I’impact des contaminations. L’éclairage des cultures est a présent satisfaisant et
les procédures de nettoyage des filtres de climatisation sont bonnes. De méme, les évents de
RITA sont a présent renouvelés périodiquement.

Le personnel s’est révélé tres capable, intéressé et de bonne volonté. La plupart des techniciennes
ont un bon sens de 1’observation.

Cependant il reste encore de nombreuses procédures inadéquates a optimiser pour arriver a une
qualité de travail acceptable. En voici une liste non exhaustive qu’Eduardo complétera lors des
mois a venir :



B-1. Matériels de laboratoire

Autoclaves

o Durant une partie du séjour, les 2 autoclaves ont ét€¢ hors service, bloquant
I’activité du laboratoire. L’autoclave vertical est toujours en panne, les piéces de
rechange devraient prochainement parvenir. L’autoclave horizontal est a nouveau
opérationnel aprés avoir eu une panne €lectronique. Etant donné le nombre de
RITA présents au laboratoire (5000), deux autoclaves sont indispensables en
permanence pour ’activité de production. Il faudra sans doute envisager a court
terme d’en acheter un troisiéme, trés fiable et donc sans €lectronique, pour avoir
cette sécurité.

o Une fagon de mieux gérer la panne d’un autoclave est d’avoir un stock de milieux
de culture disponible pour 3 & 4 jours d’activités.

pHmétres
o Le laboratoire n’a pas actuellement de pHmetre, il bénéficie de celui de
I’Université. Il est urgent d’en acheter 2 au Mexique pour ne pas &tre limité au
niveau de la fabrication des milieux.

Adoucisseur
o Le laboratoire est en attente d’un gros adoucisseur (capacité de 6 m’ /jour) pour
réduire le probléme de calcaire dans 1’eau qui affecte les appareils (autoclave et
distillateur) et aussi les RITA qui en sont couverts.

Plaques d’agitation
o Le laboratoire ne dispose que d’une seule plaque pour la fabrication des milieux
alors qu’il en faudrait 4 a 5.

Petits matériels

o Il manque tout un tas de petits équipements a différents postes mais
essentiellement pour la fabrication des milieux. Les milieux sont fabriqués tres
grossieérement avec des outils de mesure inadaptés, ce qui génere une imprécision
dans la confection des milieux de culture. Il faut acheter des fioles jaugées (500,
1000 et 2000 ml), des petits béchers, des pipettes de 0.5, 1, 5, 10 et 20 ml.
D’autres petits matériels manquent également comme des pissettes pour rincer les
sondes du pHmétre, des barreaux pour poser les outils sous hotte a flux laminaire
etc... Eduardo est en train d’établir une liste compléte des petits matériels et
équipements a acheter rapidement.

o Produits. Les techniciennes se nettoient les mains et les récipients de culture a
I’alcool 70° lors du travail sous hotte & flux laminaire. Il existe des produits
commerciaux plus adaptés et efficaces.



B.2 Organisation du travail

Etalement des activités
o Jusqu’ici les activités se faisaient au coup par coup, massivement en mettant tout

le personnel (soit 9 personnes) sur la méme activité. Les conséquences de ce mode
d’organisation sont multiples : coups de production élevés, difficultés pour gérer
les pics d’activité¢ et de surface engendrés par une grosse activité ponctuelle,
absence de spécialisation du personnel. Il s’agit dans 1’avenir de préférer des lots
de tailles raisonnables mais plus fréquents pour en faciliter le repiquage et la
gestion.

Spécialisation des techniciens
o Il s’agit a présent de spécialiser les techniciens a différentes taches : introductions,

gestion des RITA en régénération, en pré-germination ou en endurcissement,
propagation sur milieux gélifiés des plants pour champs semenciers. Chaque
technicien sera performant dans son domaine. De plus, I’effort sera étalé, donc
gérable et la production plus facile a suivre

Procédure de stérilisation des RITA inefficace
o Comme nous I’avions dit réguliérement, le mode de stérilisation des RITA utilisé

a Sebacco n’est pas académique. Il se fait en plagant dans 1’autoclave des RITA
totalement obturés par un bouchon d’adhésif. Dans ces conditions, la vapeur d’eau
ne peut pénétrer et ’intérieur du RITA ne peut étre systématiquement mise sous
pression, donc étre correctement stérilisé.

De nouvelles conditions de stérilisation des RITA ont été mises en place a partir
du 15/01/2007 par Eduardo. Elles consistent a placer sur le couvercle du RITA
deux tubes avec du coton a leur extrémité (sur lesquels sont placés non
hermétiquement des bouts de papier aluminium pour éviter que le coton ne se
mouille). Ainsi, I’air chaud sous pression peut rentrer a I’intérieur du récipient. De
plus, le couvercle du RITA ne sera pas totalement serré lors de 1’autoclavage. Il ne
le sera qu’apres le cycle de stérilisation a la sortie des RITA.

Atelier de fabrication des milieux
o Ce poste présente différents problémes.

= Un seul poste de fabrication (1 seul pHmetre, un seul agiteur, une seule
personne formée)

= Le manque de place pour travailler 1ié a I’exiguité de la salle

= Manque de précision et donc de reproductibilité dans la confection des
milieux

= La technicienne en charge des milieux n’est pas a 1’aise avec les calculs et
ne peut correctement estimer les volumes a fabriquer, ni adapter de
manicre fiable les doses de produits pour des volumes variables.

o Doubler les équipements, former deux autres personnes, agrandir cette salle dés

que possible

Stérilisation des RITA en fin de subculture laborieuse et inutile



]

Jusqu’ici, la totalité des RITA étaient & nouveau stérilisés apres utilisation. Cette
procédure est extrémement lourde, bloque I’autoclave et n’est absolument pas
nécessaire. Les RITA seront tout simplement nettoyés dans un peu d’hypochlorite
avant leur réutilisation.

Ne stériliser a présent que les RITA contaminés. Ca libérera beaucoup de temps a
Don Juan qui sera disponible pour d’autres taches.

- Utilisation incorrecte des outils sous hotte a flux laminaire.

]

Apres stérilisation dans le stérilisateur a billes, les outils sont plongés dans un
récipient d’alcool avant d’étre utilisés directement pour le repiquage du matériel
végétal.

Cette fagon de faire est incorrecte. L’alcool encore présent sur les pinces ou les
spatules lors du transfert végétal briile ce dernier.

Les outils doivent étre plongés dans I’alcool pour éliminer les morceaux de tissus
végétaux, puis laissés trois minutes au moins dans le stérilisateur et enfin posés sur
un support pour qu’ils refroidissent avant utilisation.

C) Réorientations de la production 2008

Une amélioration notable de la réactivité des cultures est observée depuis deux mois. Cependant,
le protocole n’a pas toujours été respecté et la production n’est pas €quilibrée entre les différents
hybrides. Voici les principales observations et remarques :

- Elimination du reste de Prod2007

]

Le reste de cette production ne produisant pas et ayant été trés contaminé, nous
avons fait le choix de I’éliminer pour nous consacrer a Prod2008 qui s’avere
beaucoup plus réactive

- Elimination des premiers lots de Prod2008

(@]

]
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Les lots les plus avancés (11, 12, 13 et 15) n’ont pas suivi le protocole
recommandé et ont été exposés a de la gibbéréline (GA3). La présence de GA3 a
provoqué une coloration rosatre des embryons a tous les stades, une germination
prématurée, leur étiolement et la présence de cal non régénérant.

Nous avons fait le choix de jeter ces lots pour nous concentrer sur les lots plus
récents non exposés a la GA3 et donc beaucoup plus réactifs.

Le lot 14 sera le lot le plus avancé de Prod 2008 et servira de modéele. Un oubli
lors de la confection des milieux fait qu’il n’a pas été exposé a la GA3.

La totalité des lots de Pro2008 va donc suivre le méme protocole.

- Rééquilibrer la production entre les 4 hybrides

]

]

Les hybrides H2 et H3 sont beaucoup plus présents que les H1 et H10 qui sont
moins réactifs lors de la premiére étape de callogenése.

Nous avons commencé a rééquilibrer la Prod2008 en inoculant un grand nombre
de RITA avec les hybrides 1 et 10.



Instauration d’un protocole unique qui ne doit pas varier au cours de l’année de
production
o Des essais d’optimisation vont cependant étre conduits en paralléle, concernant en
priorité la production massive d’embryons en milieu liquide agité et la méthode de
production du cal embryogeéne. Les protocoles optimisés ne seront appliqués que
I’année de production suivante pour ne pas perturber la production en cours, la
tragabilité des lots et I’évaluation des performances.

Accentuation de I’effort sur la production des vitroplants pour champs semenciers
o Pour I’ensemble des matériels, des quantités d’embryons suffisantes pour établir
les champs semenciers devraient étre acclimatées en 2007.
o Maile stérile (4905).
= Division des RITA actuels qui ont été exposés a la gibbéreline pour en
limiter les effets par la baisse de densité et la sélection du plus beau
matériel. Plusieurs milliers d’embryons devraient étre acclimatés d’ici 4
semaines.
» Repiquage sur milieu de germination gélifié de grandes quantités
d’embryons torpilles déja produits dans ces conditions de culture. Plusieurs
centaines de boites contiennent des embryons de 4905.
o Géniteurs de la variété porte-greffe Nemaya.
= Les différents matériels (3751 et 3751 tétraploide (‘superNemaya’))
apportés de Montpellier ont bien évolué. Ils vont étre multipliés en milieu
gélifié.
» Les explants de 3561 introduits il y a 2 mois ont bien réagi. Cependant une
autre introduction est souhaitable pour assurer le coup.



