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INTRODUCTION

Le riz est la troisieéme céréale cultivée dans le
monde. Cette espéce est attaquée par de nombreuses maladies, dont
la pyriculariose qui est une maladie fongique causée par un
champignon ascomycéte appelé "Pyricularia oryzae Cav.". Le
stade parfait "Magnaporthe gris%ﬁ" a été découvert par HERBERT
en 1981 en croisant in vitro des souches pathogénes du riz

et des souches pathogénes d'autres graminées.

Pyricularia oryzae attaque toutes les parties
de la plante, surtout les jeunes plants et les plants au stade
floraison. ‘

Les jeunes plants peuvent é&tre complétementbrdlés.

A la floraison : la maladie attaque les noeuds supé-
rieurs ce qui entraine la cassure de la panicule et empéche

le remplissage des grains.

La pyriculariose a été décrite pour la premiére
fois en Chine en 1637 et elle s'est répandue dans toutes les

régions rizicoles du monde.

Magnaporthe grisea est favorisé ~ par :

Un excés d'azote dans le sol,

|

- Un stress hydrique,
- Un temps couvert prolongé,
- Les cultures pluviales sont plus attaquées

que les cultures irriguées.

Le moyen de lutte le plus intéressant et le
plus économique est la recherche des variétés qui possédent une
résistance polygénique. C'est pourquoi, depuis 1972, 1'I.R.A.T.
et d'autres instituts de recherches essaient de créer des variétés

pourvues de ce type de résistance.



ITI - MATERIEL. ET METHODES

A - Les variétés de riz utilisées

Les variétés de riz utilisées sont au nombre

de cinquante, plus la variété maratelli témoin sensible.
Ces cinquante variétés comprennent
1 : 36 variétés cultivées au BURUNDI, dont :

- Yunnan 3 qui est une variété en diffusion

et considérée comme témoin au Burundi.

8 variétés de Madagascar.

2 variétés de Corée.

18 hybrides F4.

3 populations de KIRUNDO.
4 variétés de 1'IRRI.

1

2 : 14 variétés différentielles :

10 variétés différentielles de KIYOSAWA (Japon).
2 variétés de 1'IRRI.

1 variété de 1'IITA.

1 variété de la collection de 1'ISRA.

1

Voir tableau n°l.

B - Méthode. de culture du riz

[

a - Conditions climatiques de la serre

s

La température est réglée de fagon a ne pas descendre
en dessous de 16° C la nuit. En plus de 1l'éclairement naturel, un
appoint de lumieére artificielle de douze heures par jour est fourni

pendant 1l'hiver.



b - Semis

Le semis est fait dans des bacs en plastique rempli
de terreau. Dans chaque bac, on séme quatorze demi-lignes et

chaque demi-ligne correspond & une variété.

Chaque bac contient treize variétésplus maratelli.
Quatre bacs sont utilisés pour chaque répétition. Dans une
demi-ligne, on séme 12 - 15 grains pour avoir au moins dix

-

plants a la levée.

Les semis sont arrosés avec une solution nutritive
distribuée trois fois par jour par un systéme d'irrigation

bN

goutte a goutte.

C - Les souches de pyriculariose utilisées

Les souches utilisées sont au nombre de 26 et

sont originaires de divers pays

- 14 sguches du Burundi,

- 12 souches d'autres pays (voir tableau n°2)

]l - Méthodes d'isolement

Isolement monospore

Cette technique d'isolement consiste a prélever
quelques spores avec un scalpel sous la loupe binoculaire,
3 les déposer sur un milieu gélosé. Elles sont ensuite étalées
avec une bille de verre faite avec une pipette pasteur. La
bofite de Pétri est ensuite placée a 28°C pendant 5 - 6 heures,

pour que les spores germent. Puis les spores germées sont prélevées




avec un carré de gélose et mises en culture sur le milieu farine
de riz (voir annexe) . Les boites de Pétri sont ensuite placées

dans l'incubateur.

Selon les études menées par TANAKA en 1976,
dans la quasi-totalité des cas observés, les trois noyaux des
cellules d'une méme spore proviennent de la division d'un
seul noyau initial. Ils ont donc la méme constitution génétique.
Le clonage monospore permet donc d'avoir des lignées pures.
Quand les monospores poussent, on en choisit une

qui est bien formée et on réalise les opérations suivantes :
-~ Conservation de la souche,
- Test du signe de reproduction sexué$

- Production de spores pour les inoculations.

Conditions de culture

- La température est de 2Z28°C, un éclairement arti-
ficiel est apporté avec des tubes fluorescents, fournissant une

énergie lumineuse de 74/ue.

- L'humidité est maintenue a3 70 % environ.

2 - Conservation des souches

Il yv a deux méthodes de conservation des souches

utilisées dans le laboratoire de 1'I.R.A.T.

a - Conservation sur les papiers filtres stériles

Les papiers filtres stériles sont déposés sur le

milieu farine de riz. Puis des conidies sont déposées sur ces
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papiers filtres et la boite de Pétri est placée a 28°C. Aprés

la colonisation du papier par le champignon, on enléve le papier

et on le dépose dans une autre boite de Petri stérile vide. Puis

la boite de Pétri est placée pour séchage dans une étuve a 33°C.
Aprés séchage, le papier filtre est coupé en petits morceaux que
1'on met dans une petite enveloppe stérile qui est ensuite enfermée
dans un sac de plastique. Puis les échantillons sont placés dans

un condgélateur a -18°C.

Avec cette méthode, on peut conserver la souche

pendant 5 - 10 ans sans perte du pouvoir pathogeéne.

b -~ Conservation:-sur tiges de riz

Des tiges de riz sont placées dans de petits tubes
contenant .1 -ml d'eau. Ces tubes sont stérilisés, puis on y met
un implant. On place les tubes & 28°C pour que le champignon se
développe, puis a 33°C pour les sécher. Aprés séchage, on les
met dans le congélateur a -18°C. On a la méme durée de conserva-

tion que dans le cas précédent.

3 - Test de signe de compatibilité sexuelle

Pyricularia oryzae est un champignon hétéro-
tallique.

Le test de signe consiste a4 mettre en confrontation
chaque souche avec quatre souches fertiles de signe de compatibilité

sexuelle différent (Agta).

On dispose les souches a tester en alternance avec

les souches test dans une boite de Pétri,.




Les souches testbutilisées et leurs origines sont

les suivantes :

Souches Origines Espeéceshdted Signes
KA3 OUGANDA Eleusine Coracana A .
KA7 INDE " " A
KA9 OUGANDA " no a
GUYll GUYANE Oryza Sativa a

Disposition dans la boite de Pétri pour tester

deux souches x et y :

Les boites de Pétri sont placées dans une boite
métallique, au noir, a 28°C pendant quatre jours, puis on les
met a 20°C a la lumiére pendant vingt et un jours. le signe de
la souche a tester est 1'opposé du signe du testeur avec lequel

elle a formé des péritheces.

Elle est méle si les périfhéces sont formés par
la souche test, femelle si les périthéces sont formés- par la
souche & tester et hermaphrodite si les périthéces sont formés

sur les deux souches.

Les péritheéces formés contiennent des asques et

chaque asque contient huit ascospores & quatre cellules.




Isolement monocascospore

Sous la loupe binoculaire et a l'aide d'un scalpel,
on préléeve quelques périthéces et on les dépose sur le milieu
gélosé. Ensuite, on les débarrasse du mycélium et des conidies
dont ils .sont encore enveloppés. Puis on les ouvre & l'aide de
la pointe du scalpel et on étale suffisamment d'asques sur le
milieu gélosé. Aprés une heure, en effleurant les asques avec
une bille de verre, on peut extraire les ascospores. Celles-ci
sont ensuite étalées avec la méme bille de verre. Aprés cing a
siX heures, elles sont germées. Puis on les préléve une a une
avec un carré du milieu: gélosé et on les dépose sur le milieu

farine de riz & l'aide d'un scalpel.

4 - Production des spores

I1 y a deux fagons de production de spore :

- Repiquage du champignon sur le milieu farine de

riz.

- Secouer une boite de Pétri contenant une colonie

ayant produit des spores au dessus d'une boite & ensemencer.

lLLa deuxiéme méthode est la plus facile et on obtient

rapidement beaucoup de conidies avec peu de boite de Pétri.
Ces boites ensemencées sont placées dans l'incubateur
a 28°C, sous les tubes de rampe fluorescents, avec une humidité

de 70 %.

Avec la premigre méthode, on attend neuf a dix



jours pour avoir une quantité suffisante de conidies afin de faire

l'inoculation.

Avec la deuxiéme méthode, quatre a cing jours suffiser

pour avoilr .assez d'inoculum.

Préparation d'inoculum

A l1'aide d'un pinceau, on met- en suspension les
spores contenues dans une boite de Pétri dans un peu d'eau. On
sépare les spores du mycélium en filtrant la suspension avec un en-
‘tonndir et un morceau de tissu (voile). Puis on évalue 1a densité de
la suspension de spores avec une cellule de Melassez et on calibre

alors une solution & 100 000 spores / ml par dilution.

On doit utiliser 30 ml de solution & 500 000 spores/ml
par bac. Avant d'inoculer, on prend 15 ml de la solution & 100 00OC
spores/ml et on les mélange avec 15 ml de gélatine, pour avoir
30 ml de solution a 500 000 spores/ml. La gélatine permet d'avoir
un meilleur contact entre la feuille et les gouttes de suspension

de spores. .

5 - Méthode d'inoculation

Dans le laboratoire de 1'I.R.A.T, on utilise deux

méthodes d'inoculation :

- Inoculation par injection & l1l'aide de la seringue.

- Inoculation par pulvérisation & l'aide d'un pis-

tolet & air comprimé.



Pour la méthode d'inoculation par pulvérisation

@ l'aide d'un pistolet & air comprimé, 30 ml de suspension 2a

500 000 spores/ml sont pulvérisés sur chaque bac.

Aprés pulvérisation, on place les bacs dans une

chambre humide (humidité & saturation avec une température de

23 - 30°C) pendant 18 - 20 heures. Puis on les remet en serre.

Au septiéme jour apreés inoculation, on fait la

lecture des symptomes.

6 - Lecture des syptémes

La lecture des symptdmes est effectuée suivant
1'échelle de notation élaborée par Notteghem J.L. (1981).

Les variétés sont notées de 1 a 6 suivant le type

de lésion observée :

1 : Pas de symptGme ou apparition de décoliorations
ponctuelles.

2 : Présence de nombreuses ponctuations brunes (brown
spot = bs, selon KIYOSAWA, 1976).

3 : Présence de lésions a centre différencié (brown
grey = bg, selon KIYOSAWA) de moins de 1 mm de
diametre.

4 : Présence de lésions a centre différencié (bg)
de mcins de 2 mm de diamétre.

5 : Présence de lésions a centre différencié (bg)
de plus de 2 mm de diamétre.

6 : Apparition de grandes lésions dont le contour
n'est pas délimité par une bordure brune (purple
grey = piG, selon KIYOSAWA).
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III - RESULTATS

1 - Résultats du test du type de compatibilité

sexuelle :

Le type sexué a pu étre identifié pour
onze des vingt et une souches testées (tableau n°3). Toutes les
souches pour lesquelles le signe sexué a été identifié sont du

méme type A.

2 - Résultats d'inoculation de cinquante va-
riétés de riz par quatorze souches de pyricularia oryzae du

Burundi et douze souches d'origine diverses.

Les résultats sont donnés aux tableaux no4

et n%5.

Parmi les variétés différentielles testées, -
Aichiasahi est sensible a toutes les souches du Burundi.
Shin 2 et Tsuyuake tésistent a une seule souche.
Aucune souche du Burundi n'est pathogéne
sur les variétés demi-naines (IR8, IR36, BG90-2, ITA 212 ).

Parmi les lignées F4 testées , seul V55-46
est sensible a toutes les souches du Burundi, les autres sont
résistantes a presque toutes les souches du Burundi.

Les lignées F4 ont également une résistance
spécifique vis & vis d'un pourcentage variable des souches d'ori-

gines diverses.

Parmi les variétés cultivées au Burundi, les



variétés Yunnan 3 et Sécano sont attaquées par toutes les souches
du Burundi testées.

La population KIRUNDO 1 est aussi attaquée
par presque toutes les souches du Burundi, les autres variétés
ont une résistance spécifique a au moins une partie des souches
du Burundi.

Les variétés cultivées au Burundi possé&dent
une résistance spécifique vis & vis d'un pourcentage variable
des souches d'origines diverses sauf : secano, Tokombana, Mutant
Rojomena et Mangakely quil sont sensibles & presque toutes ces

souches.
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IV - DISCUSSION

1 - Le fait que les souches de P. oryzae du Burundi
.sopt: toutes de signe A, rend trés .‘improbable dans ce pays,une
éventuelle intervention de la reproduction sexuée dans la multi-

plication de ce parasite.

2 - La résistance verticale géne l'évaluation de
la résistance horizontale.

Cela est vrai pour :

- Les variétés pour lesquelles peu de souches sont

virulentes : lignées F4, K5, KIRUNDO 2, Tokombana

et IR 206913.

- Les variétés pour lesquelles aucune souche n'est

virulente : la plupart des lignées F4, Shuan-nan -

tsan et KIRUNDO 3.

3 -~ 0On est sdr d'avoir observé au champ seulement
.la résistance horizontale que pour les variétés possédant une

résistance spécifique rarement efficace au Burundi :

Yunnan 3

Secano
KIRUNDO 1
Lignée V55-46

|

4 - L'échantillonage des souches du Burundi reste
insuffisant pour tester la résistance horizontale de toutes les
variétés. On a observé au champ que IR 20913 était. autant attaqué
que Yunnan .3, or cette variété n'est attaquée que par une seule |
souche du Burundi parmi toutes les souches testées. Ceci montre
que la multiplication d'une souche peu fréquente dans la popu-
lation initiale peut faire intervenir une résistance verticale

peu durable au Burundi comme ailleurs.



Pour diversifier la collection des souches du
Burundi, on aura intérét a prélever des: échantillons sur des
variétés qui, bien que fréquemment résistantes, peuvent appa-

raitre quelquefois sensibles.

5 - L'évaluation au champ de la résistance
horizontale au Burundi comme dans les autres pays, nécessite
une bonne connaissance de la virulence de la population de

l'oryzea qui se développe sur les essais variétaux.
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V -~ CONCLUSION

On constate que les lignées résistantes sont sen-
sibles aux souches CM10O, CM28 et PH1l alors que ces deux souches
(CM10 et CM28) sont pathogenes sur les variétés indica demi-

naines.

Il est donc trés probable que les lignées F4 aient
acquis des génes de résistance provenant du matériel de type
indica demi-nain. Il est peu probable que la résistance spécifi-
que des lignées F4 soit durable. Si ces variétés sont cultivées
sur de grandes surfaces, les souches virulentes devraient rapi-
dement apparaitre ainsi que cela a été observé dans tous les

pays ol le méme probléme s'est posé.

Le travail a permis une-premiére approche dans la
connaissance des problémes qui se posent pour l'évaluation d'une

résistance durable.

I1 apparait que la résistance verticale est fréquem-
ment efficace en essais variétaux et on sait que cette résistance

n'est pas durable.

Le développement d'expérimentation spécifique doit
étre poursuivi, pour parvenir a identifier les variétés pourvues

de la résistance la plus durable.
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VI - ANNEXES

Composition de la solution nutritive d'arrosage

du riz

Quantité prélevée

Solution 1 : MgSo, 189 g/1 100 ml
KZSO4 58,5 g/1 200 ml
KHZPU4 ) 134 g/1 100 ml
NH, NO 80 g/1 100 ml
Fer (chelonia) 25 ml
Pour 1 litre de solution
Solution 2 : (NH4)6M07024 4H20 0,05 gr
MnSO, H,0 0,38 g
ZnSO4 7H20 0,441 ¢ 100 ml
Hy BO; 0,282 g
Cus0, 5H,0 0,098 g

Les solutions 1 et 2 sont mélangées et on

compléte avec 1 litre d'eau.

Le pg est maintenu & 5,5 par 1l'acide sulfurique

et le distributeur automatique dilue la solut

.74

ion a2 %.
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Composition du milieu farine de riz

Eau : 1 litre
Farine de riz : 20 g
Extrait de levure : 2,5 g
Agar : 15 g

Spécilline 500 000 U, ajouter 1 flacon apreés

autoclavage.

Composition du milieu gélosé pour l'isolement

des spores

Eau : 100 ml
Agar : 4,5 g.

Préparation de la solution de gélatine

Gélatine : 2 g
Eau froide : 100 ml

Chauffer jusqu'au début d'ébullition.



Tableau n? 1

Liste des variétés utilisées et leurs origines

V 41-44

Variétés Origine Variétés Origine Variédtés Origine
Yunnan 3 Variété diffusée V 49-21 Hybride F4 Shin 2 Japon
act.au Burundi
Télorirana Madagascar V 63-56 " Aichiasahi "
2 Mutant Rgomena " 2 V 32-15 " Fujisaka 5 "
& | Secano " = V 44-15 " Tsujuake "
: Rojofosty " : V 36-45 u Kusabue "
o | M 1283 " ® V 31-50 " K 1 "
o ©
c Mangakely " c V 30-38 "
S | Tokombana " S V 35-20 " 9| Fukunishiki n
*5; Rojomena n *g V 49-40 " % Toride 1 n
— | IR 1552 IRRI - V 38-50 " o K 59 "
o
o | IR 15579 IRRI 6| v 22-50 " 5
S IR 20913 IRRI = V 35-26 " Ll BL 1 "
G
© | BR 40-300 IRRI ) V 56-33 " o iR 8 Philippines
© : © © (IRRI)
ol K5 Corée 0 V 55-46 " © IR 36 '
é Shua-nan-Tsan " ;8 KIR 1 Population :3 BG 90-2 Sri lanka
° o de KIRUNDO et
m ] = .
SV 41-51 Hybride F4 o KIR 2 " o ITA 212 Nigéria
V 34-60 " KIR 3 " Témoin Italie
V 44-21 " Maratelli




Tableau n° 2 :

Liste des souches utilisées et leurs origines

Souches du BURUNDI

Souches d'originesdiverseg

Localité ou Dates Pays Dates
Souches province Organe% Souches Organes
d'origine d'isolement d'origine d'isclement
BD1 KABUYE 5/1988 Cou CM 10 CAMEROUN 10/1985 Cou
BD2 AKAGOMA 5/1988 Cou CM 28 " 2/1987 Grains
BD3 8/1987 " CL 6 COLOMBIE 4/1986 Feuilles
BD4 8/1987 " CR 5 COREE 9/1986 Feuilles
BD5 '8/1987 " CR 58 COTE D'IVOIRE|10/1983 Cou
BD8 MUYINGA 8/1987 " GY 11 GUYANE 6/1978 Feuilles
BD9 NTEGA 8/1987 " JP 10 JAPON 9/1986 Cou
BD11 KIRUNDO/km5 8/1987 v PN 6 PANAMA 8/1986 Feuilles
BD12 NDEBE 8/1987 " PH 11 PHILIPPINES |12/1979 Feuilles
BD13 KIRUNDO/A 8/1987 " RC 4 R. de CHINE |10/1986 Feuilles
BD14 MUTAHO 6/1988 " ZR 2 ZAIRE 4/1988 Feuilles
BD16 GAHOMBOI 6/1988 " IR 3 ZAIRE 4.1988 Feuilles
BD18 MURONGWE 4/1988 " I
BD23 BUYONGWE 6/1988 "




Tableau n° 3

Résultats du test du type de compatibilité sexuelle

SOUCHES TESTS

Souches Signes des sou-
testées ches testées KA3 KA KA9 GYll
BD1 A - - ++
BD5 A - - .
BD6 A - - ++
BD7 A - - ++
BD10O A - - +++ 4
BD1l A - - et +++
BD14 A - - .
BD16 A - - +++
BD19 A - - +++
BD20 A - - +++
ZR3 A - - +4+ ++

Les autres souches :
BD2, BD3, BD4, BD8, BDY9,

BD12, BD13, BD18, BD23,
et ZRZ n'ont pas donné
des périthéces avec les
4 souches fertiles utili-

sées.



Résultats d'inoculation de 50 variétés de riz par 14 souches de pyricularia oryzae

4 :

Tableau n°®

du Burundi et 12 souches d'origines diverses
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Tableau n® 5 : Nombre de souches du Burundi (NSB) et d'origines diverses (NSD) virulentes

sur chaque variété testée (note 2> 4). Chaque variété a été inoculéde avec 14

souches du Burundi et 12 souches d'origines diverses

Variétés Variétés culti-
différentielles | N> | NSD | Lignées F4 | NSB | NSD | ... . BURUNDI NSB | NSD
SHIN 2 13 7 V41 - 51 1 9 | YUNNAN 3 14 4
AICHIASAHI 14 9 V 34 - 60 0 3 | TELORIRANA 6 2
FUJISAKA 5 7 6 V44 - 21 0 2 | Mutant RGOMENA 7 9
TSUYUAKE 13 9 V4l - 44 0 3 | SECANO 14 11
KUSABUE 10 3 V49 - 21 0 2 | ROJOFOSTY 8 8
K1 3 7 V 63 - 56 0 2 | M 1283 5 2
FUKUNISHIKI 5 0 V 32 - 15 0 6 | MANGAKELY 7 9
TORIDE 1 4 1 V 44 - 15 0 4 | TOKOPBANA 5 10
K 59 9 9 V 36 - 45 0 3 | ROJOMENA 7 8
BL 1 0 2 V 31 - 50 2 2 | 1R 1552 3 6
IR 8 0 5 V 30 - 38 0 3 | IR 15579 6 1
IR 36 0 2 V 35 - 20 0 5 | BR 40 - 300 6 8
BG 90 - 2 0 3 V 49 - 40 3 6 | «s 1 1
ITA 212 0 3 V 38 - 50 0 3| SHUAN-NAN-TSAN | 0 3
V 22 - 50 1 3 | KIRUNDO 1 12 4
V 35 - 26 0 5 | KIRUNDO 2 5 3
V 56 - 33 3 8 | KIRUNDG 3 4
V 55 - 46 14 7 | 1R 20913 2




