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AA : Acide aminé

ADN : Acide Désoxyribonucléique

AP : Appressorium

AVR : Avirulence

avr : Virulence

BAS : Biotrophy-associated secreted

BIC : Biotrophic Interface Complex

BS : Bare soll

ChD : Variété de riz Chhomrong Dhan

CIRAD : Centre de coopération Internationale en Heeche Agronomique pour le
Développement

CRR : Centre Régional de Recherche

DEG : Diseased empty grains

DITER : Decreasing Inoculum Trial Evaluation of Ric
DP SPAD : Dispositif de recherche et d'enseignemenPartenariat sur les Systémes de
Production d'Altitude et Durabilité

DR : Diseased rice residues

DS : Diseased seeds

DSB : Diseased stem bases

DSF : Diseased seeds treated with fungicide azmtyist
DSS : Diseased seeds disinfected with sodium hypoten
EIHM : Extra-Invasive Hyphal Membrane

ETI : Effecteur-Triggered Immunity

f. sp. : Forma specialis

FAO : Organisation des Nations Unies pour l'aliméon et I'agriculture ou « Food and
Agriculture Organization »

FOFIFA : Foibem-pirenena ho an'ny Fikarohana ampiaaho Fampandrosoana ny eny
Ambanivohitra ou Centre national de la recherctmigpé au développement rural
GC : Groupe clonal

GFP : Green Fluorescent Protein

Gl : Grains infectés

GWAS : Genome Wide Association Studies

HMA : Heavy Metal Associated

Kas: Kasalath

LARC : Lumle Regional Agriculture Research Centre

LRR : Leucine Rich Repeat

MAMP : Microbe Associated Molecular Patterns

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinases

Mat : Mating type

MLG : Genotype multilocus

nbP : Nombre de panicules

nbPI : Nombre de panicules infectées



NBS : Nucleotide-Binding Site

nbT : Nombre de talles par poquet

nbTl : Nombre de talles infectés

ND : Non déterminé

NIS : « Nitrogen Induced Susceptibility »

PADR : Plan d'Action pour le Développement Rural
PAMP : « Pathogen Associated Molecular Patterns »
PCR : Réaction de polymérisation en chaine

Pl : Parcelle irriguée

PIB : Produit Intérieur Brut

PM : Parcelle intermédiaire

pop : Population

PP: Parcelle pluviale

PR : Parcelle a proximité du pluvial

PRR : « Pattern Recognition Receptor »

PTI : « PAMP-Triggered Imminuty »

PVY : Virus Y de la pomme de terre ou « Potato ¥iku»
QRL : « Quantitative resistance loci »

QTL : « Quantitative Trait Loci »

R : Résistance

RKS : « Resistance related KinaSe »

ROS : Formes réactives de l'oxygéne ou « Reactiy®€h Species »
RYMV : « Rice Yellow Mottle Virus »

s : Sensible

SCV : Systeme de culture a couvert veégétale

SDR : « Soil with diseased residues »

SFI : Surface foliaire infecté

SFP : Sévérité foliaire au niveau du poquet

SPD : « Suppressor of Plant cell Death »

SPP : Sévérité paniculaire au niveau poquet

SSR : « Simple Sequence Repeats »

SUR : « Soil with uninfected residues »
UMR BGPI : Unité mixte de recherche Biologie et @#que des Interactions Plante-
Parasite

UPDR : Unité Politique de Développement Rural
US : « Uninfected seeds »



Agressivité: Composante quantitative non spécifique du poupathogéne d'un parasite
(cette notion d’agressivité est sous jacente éotaom de virulence et sa mesure se fait sur
I'efficacité d’un agent pathogéne a infecter, aooader son héte et a se multiplier).

Avirulent : Incapacité d’'un agent pathogéne a infecter emine variété de plante ayant de
géne de résistance majeur. Lorsque ce dernier mase les produits de gene d’avirulence,
aucune maladie ne se développe c’est l'interadtioompatible.

Base de tige Partie des plants de riz restant sur les parcefiess la récolte

Composantes d’agressivité Parametres du pouvoir pathogeéne de I'agent gatiequi sont
mesurés face a une résistance quantitative (nodiésions, surface de Iésions et spores
produites, etc.).

Conidie : Une spore asexuée d'un champignon qui est pwduipartir d’'une structure
(conidiophore).

Contournement: C’est un phénomene observé sur la résistancitajive dans lequel le
géne de résistance est devenu inefficace vis-adeiscertaines populations de I'agent
pathogéne.

Effecteurs: lls sont des protéines sécrétées par les agattiegenes qui leur permettent de
manipuler des processus cellulaires de leur hdgegiee les défenses ou le métabolisme, et
ainsi de promouvoir leur développement et celledmaladie.

Erosion : Perte progressive de l'efficacité d’'une résistaquantitative due a lI'apparition des
populations d’agent pathogéene plus agressives.

Génotype :Ensemble des caractéristiques génétiques d’unichudiv
Génotype multilocus :Génotype déduit de la combinaison des allelesfardiits loci.

Graines vides :Grains de riz non rempli durant la fructificatiorcause de la pyriculariose
ou d’autres facteurs

Groupe clonal : Ensemble de génotypes différents par un petit nent& mutations et
supposeés dériver d'un méme génotype multilocussiraie

Inoculum : Formes d’agent pathogene qui arrivent au cordackeur héte végétal et peut
initier 'épidémie (pour le champignon : conidippse, mycélium etc.).

Pathotype : Phénotype de l'agent pathogéne relatif a la gmok qualitative qui est
déterminé a partir des variétés différentiellesnayies genes de résistance différents.

Phénotype :Ensemble des caractéres observables, apparentsindividu, d’'un organisme
dus aux facteurs héréditaires et aux modificatapyortées par le milieu environnant.



Population : Ensemble des souches qui est échantillonné #@r pbune parcelle, d’'une
variété et d’'un stade de développement (foliair@aniculaire).

Pouvoir pathogene: Aptitude & causer une maladie et peut étre éégartterme qualitative
(virulence) et en terme quantitative (agressivité).

Pseudothecia Ascocarpe (appareil fructiféere chez les Ascong®g uninucléé qui
ressemble & un périthéce.

Quantitative trait locus : Portion de chromosome incluant des génes caomatnib a
I'expression d’un trait quantitative.

Résistance qualitativee Résistance qui a la capacité de bloquer ent@méncertaines
populations d’agent pathogéne ayant de gene dlavice.

Résistance quantitative: Résistance qui ne bloque pas entierement l'attad’agent
pathogéene mais elle a la capacité de réduire edtdeder le développement de la maladie.

Semences Grains utilisés lors du semis

Sévérité de la maladie Quantité et proportion de tissus végétaux infe¢féuilles, tiges,
grains) sur une plante ou dans une parcelle

Souche: Individu de champignon obtenu a partir d'un isoéat monospore (descendant
d’une spore).

Tavelure : maladie fongique causée péenturia inaequalisgouchant les feuilles et les fruits
des pommiers.

Transposon: Petit segment d’ADN capable de se déplacer dréggon de la molécule
d’ADN a une autre région.

Virulence : Capacité d’'un agent pathogene a infecter un héte






Le secteur agricole constitue une composante eskernte I'économie malgache, en
particulier dans la région des Hautes Terres destr&€ependant, a cause de la diminution de
la fertilité des sols, des attaques des bioagresstudes contraintes socio-économiques, la
production agricole reste encore insuffisante. Digssrégions d’altitude, le dispositif en
Partenariat Systemes de Production d’Altitude etabilité a Madagascar (dP SPAD)
développe un programme de recherches afin de pieenete augmentation de la production
agricole dans les exploitations familiales des Hauterres malgaches, tout en préservant les
ressources naturelles.

Dans les Hautes Terres de Madagascar, la rizieulpluviale a connu un
développement extrémement rapide grace aux tradaurecherche menés par le Centre
national malgache de recherche appliquée au dégwatopnt rural (FOFIFA) et le Centre de
coopération internationale en recherche agronomipoer le développement (CIRAD)
depuis les années 1980. Ces travaux ont permigddi@n de variétés de riz pluvial tolérantes
au froid adaptées aux conditions d’altitude (awsdesle 1 300 m). Désormais, le riz pluvial
fait partie intégrante du paysage et devient méaneepdroits dominant dans les systémes de
culture pluviaux (Raboiet al, 2013). Cependant, la durabilité de cette ritizel pratiquée
souvent par les agriculteurs sur des pentes feggdans engrais ni pesticides, n’est pas
assuree. Elle fait face a de nombreuses contraiméamment les maladies, les insectes, les
mauvaises herbes, I'érosion et la baisse de ldittedes sols.

La pyriculariose, causée plMtagnaporthe oryzgeest une des contraintes majeures
pour le riz pluvial. Cette maladie a contourné émistance de la plupart des premieres
variétés de riz pluvial d'altitude diffusées dares IHautes Terres. Pour faire face a
l'importance croissante du probléme de la pyridoks. La création et la sélection des
variétés se font désormais sous contraintes deypgriose pour sélectionner des variétés
résistantes. Les mélanges de variétés ont été tdstéeduisent la sévérité de la pyriculariose
sur des variétés sensibles par rapport a leurreufture (Raboiret al, 2012 ; Ravelososat
al., 2016). La comparaison des attaques de pyriosiarsur des systémes de culture montre
que les parcelles avec de labour conventionnel glost attaquées par rapport aux parcelles
en agriculture de conservation (Sesteal, 2014 ; Dusserret al, 2017).

Depuis 2006, une seule variété, Chhomrong Dhan JGldnine le paysage de la
riziculture pluviale sur les Hautes Terres. Le sscde ChD est expliqué par sa productivité
méme sur des sols peu fertiles (Rabatiral, 2014). ChD est reconnue comme une variété
ayant une bonne résistance quantitative a la gariose. Généralement, la résistance d’'une

variété de riz devient inefficace lorsque cetteiétér est déployée a une grande échelle.



Méme si I'érosion d’une résistance quantitativelsuerrain est peu documentée, des études
ont montré des cas d'adaptation des populationd’'atgent pathogéne devenues plus
agressives sur ce type de résistance (Delnebttd, 2014 ; Caffieret al, 2016 ; Genet al,
2017). De ce fait, le déploiement massif de Ch3at homogénéité dans le paysage des
Hautes Terres pourraient augmenter les risquepdrdmn de populations dd. oryzaeplus
agressives et leur propagation rapide ce qui adeagraves conséquences sur la production
de riz pluvial et la sécurité alimentaire des pagsdans cette région.

Apres un état de I'art basé sur une étude biblgoue, le manuscrit de thése traite
trois volets complémentaires. Tout d’abord, la sillance de I'épidémie de pyriculariose sur
ChD a été réalisée. Ensuite, I'évolution des pamnia deM. oryzaede la région avant et
aprés le déploiement a été évaluée cemduisant de tests phénotypiques et d’analyse
moléculaire. Et enfin, les sources potentiellena@tulum qui devraient étre gérées en cas

d’adaptation dé. oryzaesur ChD, ont été caractérisées.



Chapitre I.



Les plantes vivent et interagissent avec un gramdbme d’autres espéces (incluant
virus, bactéries et champignons) au sein de leaosystemes. Ces interactions peuvent
présenter des bénéfices (cas des rhizobactéridesemycorhizes) ou des codts (cas des
agents pathogenes). Les plantes ont développétddsgies pour favoriser les interactions

bénéfiques et pour se défendre contre les agetitsgemes.
a.

Les différences et les similarités entre résistannen hotes et hdtes ont éte
développées par Giét al (2015). La résistance non héte des plantes dsti@@ar le fait
que tous les individus de I'espéce sont résistamtsites les populations de I'agent pathogéne
(Heath, 2000).

La résistance héte est la capacité de la plant &8k défendre face a une partie des
individus d'une espece dagent pathogéne. Deuxgosats de résistances hobte sont

classiguement décrites chez les plantes : quabteti quantitative.
b.

La résistance qualitative est définie sur la basptnotype : c’est une résistance tout
ou rien. Elle est généralement spécifique, c'edira-efficace vis-a-vis d’une partie de la
population de I'agent pathogene. C’est généraleragudrtir de résistances qualitatives que
des interactions géne pour géne sont identifiéde dlagent pathogéne et sa plante héte
(Flor, 1971 ; Dodds et Thrall, 2011). La présentm djene majeur de résistance (R) dans la
plante et d'un gene dit d’avirulence (AVR) danggBat pathogéne entraine une interaction
dite incompatible et un phénotype de résistanda gd¢ante. Par contre, I'absence de gene R
ou de géne AVR ou des deux provoque une interadii@ncompatible et la plante est alors
sensible (figure 1).

La résistance qualitative est compléte, avec umgtype simple a détecter (absence
de maladie), intéressante économiquement et forteh#&itable (en général monogénique et
dominante). Pour ces raisons, la sélection deteéargyant ce type de résistance et le transfert
de génes R dans des variétés sensibles sont gidglédans les programmes d’amélioration

variétale. Les exemples d'utilisation des résistangualitatives pour contrdler les maladies



des plantes sont nombreux dans différents patreregst Bien que ces résistances
qualitatives soient localement et transitoiremeés efficaces (McDonald et Linde, 2002a),
elles présentent des limites dans la protectioncdétsires : elles sont peu durables dans
certains pathosystémes, surtout avec les agentsogmates ayant un fort potentiel

d’évolution, et non disponibles pour certains pagtstemes (Polanet al, 2009).

Plante

R/Rou R/s s/s

AVR

Agent
Pathogéne

avr

Figure 1 : Exemple d’interaction compatible et incompatibldgrere riz etMagnaporthe

oryzae:
L’expression concomitante des alleles dominants du géne de résistance (R) chez la plante et de la
protéine d’avirulence (AVR) chez le pathogéne entraine une interaction incompatible, et un phénotype
de résistance de la plante. Toute autre combinaison allélique donne lieu & une interaction compatible
(marquée par la présence des lésions) permettant le développement de la maladie. (Ballini, 2007).
AVR : avirulent ; avr : virulent ; R : résistant et s : sensible.

C.

La résistance quantitative, ou partielle, ne permpas de bloquer entierement
l'infection par des agents pathogénes mais ellé peavoquer une réduction de la sévérité
des symptbmes, de la vitesse de colonisation gidalete et de la multiplication des agents
pathogenes (figure 2). Ce type de résistance esti@brs un ralentissement de I'épidémie.
L'expression de la résistance quantitative est ueftée par des conditions
environnementales (Lannou, 2012). Elle est dargrdade majorité des cas gouvernée par
plusieurs génes dont les effets sont cumulatifhifSet al, 2001). Ces génes sont associés a
des régions génomiques ou « quantitative trait »o¢QTLs), également nommées
« guantitative resistance loci §QQRLs) (Young, 1996 ; St.Clair, 2010). La résis&anc
guantitative est considérée comme ayant un largetsp d’action vis-a-vis de plusieurs

isolats d’'un agent pathogene. Cependant, des egsrapistent de résistance quantitative qui



sont efficaces vis-a-vis de plusieurs especes dmpignons pathogenes (Elbs al, 2014).
Par ailleurs, certains QTLs présentent une intenactpécifigue avec certains isolats d'un
méme agent pathogene (Caleegal, 2004 ; Marceét al, 2008).

Figure 2 : Trois catégories de réponses des variétés d’omge daune souche deuccinia

hordei:

A : variété L94 avec une réponse sensible, B : variété Vada ayant un niveau élevé de résistance
guantitative avec une réduction du nombre d’infections et diminution du développement de I'agent
pathogéne et C: variété Cebada Capa montrant une résistance qualitative assurée par un gene
majeur, Rph7g. Adapté de Niks et al. (2015).

La résistance quantitative n’a pas été autantséélivolontairement en amélioration
variétale que la résistance qualitative car lactiéle de ce type de résistance s’aveére difficile.
Contrairement a la résistance qualitative qui ceng&eulement deux phénotypes (résistant ou
sensible), I'observation phénotypique de la réstaguantitative est plus complexe et varie
selon le pathosysteme étudié. Les composantes résitdance quantitative qui sont les plus
mesurées sont : I'efficacité d’'infection, la péeode latence, le taux de production de spores,

la période infectieuse, la taille des |ésions epriaduction de toxines (pour certains agents



pathogenes). En général, ces composantes permeltentoir I'effet de la résistance

quantitative sur une étape du développement dertggathogeéne.

a.

De nombreuses études ont contribué a la descriggsrmprocessus impliqués dans les
interactions entre plantes et agents pathogénasétapes de ces processus sont diverses et
complexes (Zhangt al, 2013 ; Kushalappat al, 2016). Globalement, la résistance est
déclenchée par la reconnaissance de moléculesimagar les agents pathogénes a I'aide de
différents récepteurs (perception des signauxy pes récepteurs induisent des modifications
en cascade de transducteurs de signaux qui acteemenes de défense pour produire des
métabolites et des protéines de résistance, lesqéeluisent la progression de l'agent
pathogene (figure 3).

Reconnaissance des agents pathogénes

La reconnaissance des agents pathogenes par ta pktrbasée sur la perception de
leurs molécules et conduit a deux niveaux de répanmunitaire (Jones et Dangl, 2006). Le
premier niveau concerne la reconnaissance dedeélisi nommés pathogen/microbe-
associated molecular patterss (PAMP/MAMP) par des récepteurs majoritairement
membranaires Rattern Recognition Receptor(PRR). Les éliciteurs sont des molécules ou
des fragments de molécules, caractéristiques desoanganismes, tels que la flagelline
bactérienne ou la chitine des champignons. Bowrdipfel (2017) donnent les différents
types et les caractéristiqgues de ces éliciteudegtrécepteurs connus actuellement. Comme
ces éliciteurs sont souvent des molécules hauternenservées avec des signatures
caractéristiques de classes de microorganismeasrdeannaissance n’est pas spécifique. La
réponse immunitaire induite par ce type de recasamice est appeléePRAMP-triggered
Imminuty» (PTI) ou résistance basale. Cette derniere essidérée comme difficile a
contourner par les agents pathogenes. Par coeitajres agents pathogenes ont la capacité
de produire des effecteurs qui suppriment la st basale et permettent le développement
de l'infection. Le role, les caractéristiques eldealisation cellulaire de ces effecteurs ont été
le sujet de nombreuses études (Bent et Mackey, 2@@rgiopoulos et de Wit, 2009 ;
Cesari, 2012). La reconnaissance de ces effegpaunrdes protéines de résistance spécifique
(R) codées par les génes dits « majeurs » constdudeuxieme niveau du systeme

immunitaire de la plante. Cette reconnaissanceetst fois spécifique et peut se faire de



maniere directe (Jiat al, 2000) ou indirecte (Van der Hoorn et Kamoun,&0Qa réponse
immunitaire induite par ce type de reconnaissanse rdmmée <&ffecteur-Triggered
Immunity» (ETI) et est associée a la résistance quaktativVETI peut supprimer
compléetement I'avancement de I'agent pathogéne aptante. Les genes codant pour les

effecteurs reconnus par les génes R sont nommeés gkavirulence.
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Figure 3 : Vue générale des étapes de l'interaction plantetagathogéene (Kushalapea
al., 2016)

Transduction des signaux et production des moléaldedéfense.

Que la reconnaissance soit spécifique ou nonablbeitit a I'activation de différentes
voies de transduction des signaux. Plusieurs viéesignalisation de la résistance ont été
décrites, incluant : la production de formes réastide I'oxygene (ROS), la modification des
flux ioniques, I'activation de cascades de sigadiis via des Mitogen-Activated Protein

Kinases» (MAPK), lintervention de phytohormones et litigation des facteurs de



transcription (figure 3). Chaque voie de signai®ata sa spécificité pour déclencher la
défense mise en place par la plante (pour revussh#&lappeet al, 2016). Les mécanismes
impliqués peuvent varier selon le mode de vie dgnts pathogenes (Zhaeg al, 2013).

D’une maniére générale, toutes ces voies de sgatmih permettent la synthése de

métabolites et de protéines de résistances.
b.

Trés peu de données existent sur les bases matésutle la résistance quantitative.
En 2017, selon le recensement fait par Pilet-Nayedl, 15 génes avec des effets partiels
sous-jacents a la résistance quantitative avaightclnés chez les plantes (tableau 1).
Plusieurs fonctions possibles des génes impligas da résistance quantitative ont été
proposées (pour revue : Polasidal, 2009 ; Frenclet al, 2016). La plupart des genes de la
résistance quantitative ne sont pas des réceptgpigues du systéme immunitaire de la
plante et codent une large gamme de fonctions mlaliées. Par exemple, les geme21 (un
géne récessif),r34 et RKS1codent différentes protéines (tableau 1).

Tableau 1 :Genes clonés avec des effets partiels contribuknté&sistance quantitative chez
les plantes

Plant/pathoge pathosystem Locus Protein domains Refere nce
Arabidopsis thaliana/Xanthomonas campestris RKS1* Atypical kinase Huard-Chauveau et al., 2013

RRS1/RPS4  NB-LRR pair Debieu et al., 2016
Arabidopsis thaliana/Fusarium oxysporum RFO1* Wall-associated receptor- like kinase Diener and Ausubel, 2005
Maize/Setosphaeria turcica Htn1* Wall-associated receptor- like kinase Hurni et al., 2015
Maize/Setosphaeria turcica, gMdr g, Caffeoyl-CoA O- methyltransferase Yang et al., 2017
Cochliobolus heterostrophus,
Cercospora zeae-maydis
Maize/Sporisorium reilianum gHSR1 Wall-associated receptor- like kinase Zuo et al., 2015
Rice/Magnaporthe oryzae Pi21* Heavy metal-transport detoxification Fukuoka et al., 2009
Rice/Magnaporthe oryzae Pi35 NB-LRR Fukuoka et al., 2014
Rice/Tenuivirus STVil Sulfotransferase Wang et al., 2014
Soybean/Heterodera glycines Rhgl Amino acid transporter- -SNAP protein- Cook et al., 2012;

wound inducible protein Liu et al., 2017

Wheat/Puccinia triticina, P. striiformis, Blumeria Lr34* ABC (Adenosine triphosphate-Binding  Krattinger et al., 2009
graminis Cassette) transporter
Wheat/Puccinia striiformis Yr36* Kinase-START Fu et al., 2009
Wheat/Puccinia triticina, P. striiformis, Blumeria Lre7* Hexose transporter Moore et al., 2015
graminis
Wheat/Fusarium graminearum Fhb1* Pore-forming toxin-like Rawat et al., 2016

(*) : QTL cloné signalé comme ayant une résistance a large spectre vis-a-vis de plusieurs isolats d’'un
agent pathogéne (Pilet-Nayel et al., 2017).

2. "

Le « contournement » d’une résistance est défimroe le phénomene par lequel des

populations d’'un agent pathogéne deviennent vitateface a une variété qui était au départ



résistante (Polan@t al, 2009). Le terme contournementrésistance breakdows) est
principalement associé a la résistance qualitalaonald et Linde (2002b) expliquent que
la perte d’efficacité de la résistance n’est pas @la mutation des génes de résistance de la
plante, mais a I'évolution locale des populatiomsl'dgent pathogene par la sélection des
souches mutantes, recombinantes ou migrantes naigaptées a la variété résistante. Des
exemples de contournement de résistance ont étésdgour plusieurs pathosystemes. Le
temps entre la diffusion d’'une variété résistarttdeecontournement de cette résistance
dépend essentiellement du pathosysteme étudié, anas de la fréquence du pathogene
dans I'environnement et de la fréquence de la téari@e temps a été estimé a trois ans pour
le rizMagnaporthe oryzaéKiyosawa, 1982) et pour le coltaptosphaeria maculan®run

et al, 2000), et & 6 ans pour le pommRadosphaera leucotrich@Caffier et Laurens, 2005).
Le cycle de contournement d’une résistance quiaktdtasée sur l'interaction gene pour gene
a eté qualifié de « boom and bust ». Le « boomnsiste au déploiement d’un géne majeur
de résistance sur une grande surface d0 a soradfficcontre une grande fraction des
populations de I'agent pathogéne. Le « bust » spoed a I'abandon progressif de ce géne et
a la diminution de sa fréquence suite a l'apparitie populations de I'agent pathogéne
adaptées et capables de surmonter ce gene maguwuili de longue durée de certain
pathosystemes a permis de mieux comprendre ce dgcieboom and bust » surtout lorsque
les genes dans les variétés déployées et les faat@virulence des populations sont connus
(de Vallavieille-popeet al, 2012).

Des expérimentations conduites par des inoculatBrsessives des populations
d’agent pathogéne sur des variétés avec des ré&sstajuantitatives (Lehman et Shaner,
1997 ; Montarryet al, 2012) et des analyses de la variabilité phéngigoet génotypique
des populations de I'agent pathogéne (Delmettal, 2014 ; Caffieret al, 2014) montrent
gu’elles évoluent et surmontent aussi la résistauamtitative dans les agroécosystéemes. Le
phénoméne d’adaptation sur la résistance quawaétast considéré comme étant plus lent,
progressif et difficile a détecter. Il a été caéaist comme un processus d’érosion plutdt

gu’un processus de contournement (McDonald et LRGER? a).
#
a.

La capacité d'un agent pathogéne a s’adapter &dmstance des plantes dépend

largement de son potentiel évolutif. La variabilg€nétique joue un réle crucial sur



I'évolution de la virulence de l'agent pathogénecnald et Linde 2002 a et b). La
mutation, la recombinaison et la migration augmeinta variabilité soit en générant de
nouvelles séquences d’ADN, en modifiant les assiocis des alléles existants ou en
introduisant des nouveaux matériels génétiques ntedautres populations. La dérive
génétique et les effets de fondation diminuentliaabilité génétique des populations d’agent
pathogene. La sélection, quant a elle, peut augment diminuer cette variabilité génétique
selon le type de sélection. L'occurrence de comminent ou d'érosion de la résistance est
expliquée par I'effet combiné de ces forces éveagiqui dépend de la structure génétique de
'agent pathogene.

Le type de résistance conditionne I'évolution degént pathogéne. La résistance
qualitative exerce une forte pression sur les mdjprs de I'agent pathogene et sélectionne
des mutants virulents qui augmentent en fréquemteirant le contournement de cette
résistance. La résistance quantitative quant aestesupposée maintenir des populations
diversifiés de I'agent pathogéne. Selon des étdde¥volution des populations des agents
pathogenes sur des résistances quantitatives,tgees de populations pourraient apparaitre.
Les populations dites spécialistes sont constitdéesouches qui sont mieux adaptées a la
résistance quantitative et présentent une réduchioniveau d’agressivité sur des variétés
sensibles et sur d’autres variétés partiellemesistantes. Ce cas a été observeé pour la rouille
foliaire de blé causée p&uccinia reconditd. sp.tritici (Lehman et Shaner, 1997), pour le
mildiou de la pomme de terre causée Phytophthora infestan@Andrivon et al, 2007) et
pour le mildiou de la vigne causée pdasmopora viticolgDelmaset al, 2016). Par contre,
les populations dites généralistes sont composéesodches qui sont capables de se
développer a la fois sur des variétés a résistqnastitative et sur des variétés sensibles mais
dont la multiplication est réduite par rapport & gepulations spécialistes. Ces populations
d’agents pathogenes sont agressives sur toutesalétés testées. L'étude faite sur la
tavelure (maladie fongique) du pommier causéeMaaturia inaequaligCaffier et al, 2014)

est une illustration de ces populations généraliste
b.

Le concept de colt de « fitness » discuté par Leach (2001) aide beaucoup a la
compréhension des phénoménes de contournementsigamée. La fitness d'un agent
pathogéene est sa capacité combinée a infecterndvreuet a se reproduire. Le gain et
'accumulation de virulence ou d’agressivité penert a une souche ou une population

d’attaquer des variétés résistantes, mais en mémpstréduisent sa compétitivité vis-a-vis



d’autres populations du méme agent pathogéne omabesorganismes lorsque la résistance
correspondante est absente. Ce phénomeéne s’ex@igyarticulier par I'accumulation de
mutations dans des effecteurs et par la perte iéesde fonctions importantes pour le cycle
de vie de l'agent pathogene dans la plante. R@ptosphaeria maculandes souches
possédant des alléles avirulents produisent desnkplus nombreuses et plus grandes par
rapport aux souches possédant des alleles virusemtdes variétés de colza sensibles (sans
les génes de résistance correspondants). Ces atisasven conditions expérimentales, ainsi
gue l'augmentation en fréquence des souches pagsdéda alleles avirulents sur le champ
durant deux saisons, indiquent que les soucheggastsdes alléles virulents ont un colt de
fitness (Huanget al, 2006 ; Huangt al, 2010). Des études de la dynamique des popugation
des agents pathogenes illustrent la réductioné@piénce des populations virulentes lorsque
la variété résistante correspondante n’est plusveel (Jenneet al, 2002 ; de Vallavieille-
popeet al, 2012). Mais, il faut noter que dans certainsg tasnutation des alleles virulents
n’influence pas nécessairement la fithess des ssugbssédant ces alléeles (Baal, 2000 ;
Zhanet al, 2002).

La réduction de la diversité de I'h6te influence detentiel évolutif de I'agent
pathogéne. En écosystémes naturels, les populatieasplantes sont constituées d’une
grande diversité de génotypes au sein d'une mémeceset d'une grande diversité
interspécifique. Cette diversité permet de limitercapacité des populations de I'agent
pathogéene a survivre et a se disperser (&tal, 2015). Par contre, les systemes agricoles
modernes sont généralement caractérisés par lromifo génétique des variétés cultivées, la
mécanisation et lintensification en intrants. Useule espéce et une seule variété
(monoculture) sont utilisées pour assurer la prodacce qui favorise les fortes épidémies et
une rapide évolution des populations de pathogéngemtes (Stukenbrock et Mcdonald,
2008).

$

Théoriquement les résistances quantitatives soppasées plus durables que les
résistances qualitatives (Parlevliet, 2002). Laadilté de la résistance quantitative est
généralement expliquée par plusieurs argumentdo(Padt al, 2009 ; Mundt, 2014). Ces
arguments peuvent étre regroupés en deux prindijgefaible pression de selection exercée

par la résistance quantitative ne permet pas I'¢emere de populations de I'agent pathogéne



plus virulentes et I'effet combiné de différentsaadismes de résistance (a différents étapes
de cycle de vie de l'agent pathogéne ou tout aw Ilda développement de la plante)
nécessiterait de nombreuses mutations pour surmaete différentes défenses, ce qui
diminue la probabilité de contournement. Cependalds études de I'évolution des
populations d’agents pathogéenes confrontés a destagces quantitatives (Andriva al
2007; Montarryet al, 2012; Delmotteet al, 2014) rémettent en question cette hypothése de
durabilité de la résistance quantitative. Ces é&tusleggérent que des populations d’agent
pathogéne ont la capacité de s’adapter sur ce dgpeesistance. L'étude d’adaptation des
populations pathogénes sur des résistances quizestdevra étre conduite au cas par cas sur

un pathosystéme donné et effectué a grande édzelitele temps et dans I'espace.
1.3. %
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La durabilité de certains génes de résistancetgtiaéi est influencée par le « fond »
génétique dans lequel ils se trouvent. Palletxal (2009) ont conduit en conditions
contrb6lées une comparaison de la durabilité redadies résistances qualitative et quantitative
sur I'interaction entre le poivron et le virus Y gemme de terre (PVY). Leur étude a permis
de montrer que la fréquence de contournement digsestance gouvernée par un gene
majeur est plus élevée lorsque ce géne est ingsgrelans une variété avec un fond
génétique sensible. Par contre, le contournemeayparait pas quand ce méme gene est
introduit dans une variété ayant des résistanceseles dans son fond génétique. La
suppression de I'émergence de mutants virulents dardernier fond génétique résulte a la
fois d'un effet de sélection directionnelle et denEcessité pour le virus de générer plusieurs
mutations. Des résultats similaires ont été obtgaudBrunet al (2010) sur le pathosysteme
colzaleptosphaeria maculansn introduisant le géne majelRIng dans deux variétés de
Brassica napusgjui se différent par leur résistance quantitatlvexpérimentation conduite
montre que la combinaison de la résistance quawnétat deRIm6dans une variété a permis
un contrble efficace du chancre du collet du c@mamoins pendant 5 ans. Par contre, le
contournement d&Im6 apparait en troisieme année lorsque ce gene estluit dans une
variété sensible. Le bénéfice de cette combinaiomésistances qualitative et quantitative
peut avoir impliqué la réduction de la concentrati@ I'inoculum dans I'air car la résistance
guantitative limite le nombre de pseudothecia fqretéRIm6 réduit le nombre de Iésions.

Brun et al (2010) suggérent aussi que la résistance gquaveitaaffecte pas la composition



et la fréquence des alléles virulent et avirulesmhdles populations de maculans Cette
conclusion est déduite de I'observation de la fedaqpe relative des alléles avirulent et
virulent des souches collectées sur les résiduetle variété qui n'a pas changé durant les
cing ans d’expérience. Ces cas d'études soutiemuenta stratégie de combinaison de génes
de résistance qualitative et quantitative améliardurabilité de la résistance et le moyen de

contrble des maladies des plantes.

Les stratégies de rotation de génes de résistaneditagive visent a stopper
'augmentation en fréquence des populations vitekenLa rotation de génes de résistance
peut étre efficace si la fréquence des populatiugentes diminue des que la variété avec le
géne de résistance correspondant n’est plus oelto/ést-a-dire si ces populations sont moins
compétitives sur la nouvelle variété. Par contitecgtratégie de rotation de génes n’est pas
efficace, et est donc risquée, dans le cas oudpslations virulentes ont la capacité de se
maintenir méme en absence du gene de résistanaspondant. Une augmentation rapide
en fréquence d'autres populations virulentes sundeveau géne utilisé peut se produire
aussi. Le colt de fitness lié au contournement rdestances (Leacht al, 2001) peut
permettre d’expliquer le maintien ou non des pajpata virulentes et devrait étre pris en

compte pour élaborer une stratégie de rotatiorgdess de résistance.
&

Les genes de résistance spécifique sont facilestéctér et a utiliser en sélection.
L’accumulation dans une variété de plusieurs géleesesistance caractérisés (pyramidage)
est utilisée pour améliorer l'efficacité et la doilké de ces génes de résistance.
L’augmentation d’efficacité des combinaisons de egéest basée sur I'élargissement du
spectre de résistance et 'augmentation de la diiéalsur la nécessité pour les agents
pathogénes de passer par plusieurs étapes deanyiatir pouvoir contourner les différentes
résistances. La probabilité qu’'un agent pathogabese plusieurs mutations pour surmonter
les genes de résistance pyramidés est faible (Mddcet Linde, 2002 b ; Mundt, 2014).
Cependant, des souches qui portent des combisatowirulences existent. C’est le cas de
la souche Ug99 dBuccinia graminid. sp.tritici, détectée en Uganda en 1998, qui posséde
une combinaison de virulences vis-a-vis de nombga&mes de résistance du blé (Sieghl,
2015), dans une situation ou des populations vitakevis-a-vis de chaque gene de résistance

existent. Les modéles de comparaison de déploiemaatrésistances indiquent que le



pyramidage de genes ne constitue pas la meillealtgian pour assurer la durabilité des
résistances par rapport a l'utilisation de chagéeegdans I'espace (Djidjou-Demasgeal,
2017 ; Lof et van der Werf, 2017).

Le cumul de plusieurs QTL de résistance (QRL) serglbie une stratégie intéressante
pour la sélection de résistances efficaces et petiement durables surtout si ces QRLs ont
des modes d’action complémentaires (Pilet-Nagtebl, 2017). Laloi (2016) a étudié la
combinaison dans un méme génotype de plusieursuiactle résistance (QRLs T1, F11 et
F17) dans le pathosysteme pommierituria inaequalisLes résultats obtenus montrent que
le pyramidage des 3 QRLs apporte une meilleurstegsie vis-a-vis des souches testées par
rapport a un seul QRL. Cette étude a permis égalede mettre en évidence que les QRLs
étudiés agissent differemment sur I'agent pathogéaetion du QRL T1 se manifeste dés la
pénétration du champignon alors que l'effet cumidé QRLs F11 et F17 s’observe plus

tardivement, mais avant la production de spores.
' $ (

La pratique des mélanges variétaux et des varrétds-lignées a des effets sur le
développement des maladies des plantes et surldtéwo des populations d’agents
pathogenes (Mundt, 2002). Les mélanges variétawgaent l'utilisation simultanée de
plusieurs variétés dans une méme parcelle. Legt@arimulti-lignées sont des groupes de
lignées qui ne différent que par leurs genes destadse. Les principaux meécanismes
impliqués dans la réduction de la sévérité desédpiels dans les mélanges variétaux et les
variétés multi-lignées sont : I'effet de dilutioheffet de barriére et la résistance induite
(Finckhet al, 2000 ; Koizumiet al, 2004). Un géne de résistance déployé dans uangel
est considéré moins exposé a la population viralafiin agent pathogéne qu’'un géne
déployé dans une culture pure (Mundt, 2002). Plusi€études ont observé l'efficacité des
mélanges variétaux et des variétés multi-lignéeslauéduction du développement des
épidémies dans différents pathosystemes. Cetteaeit®é dépend de nombreux facteurs : la
taille des plantes, le caractere foliaire versuirique de la maladie, le fait que I'agent
pathogéne est spécialiste versus généraliste Mtmdf, 2002). Les études indiquent que
plusieurs facteurs influencent I' évolution des plagions pathogenes dans les mélanges
varietaux (Mundt, 2002 ; Lanncet al, 2005). Il est essentiel de savoir si la pratiges
mélanges variétaux amene a sélectionner des pmmdaaccumulant des virulences plus
larges sur tous les genes de résistance présemsslelanélange pour pouvoir évaluer la

durabilité de I'efficacité d’'un mélange (Mundt, 20)1



) *

Le déploiement de genes de résistance dans I'espastitue une des stratégies pour
maintenir la durabilité de ces génes. L'étude cirduar Papaiet al (2011) montre que la
distribution variétale dans le paysage influenceileau de résistance des variétés de blé par
altération de la structure des populations de hagmthogéne. Le choix des stratégies de
gestion dépend en partie des capacités de dispatsitagent pathogene. Bien que le suivi
d’'une telle stratégie ne soit pas évident en erpgtation, des modéles de simulation ont été
développés pour évaluer I'impact de la diversitétigfe sur I'évolution des populations de
pathogéne (Sestet al, 2016).

1.4. " (# " %
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Le riz est une céréale diploide autogame appartenda famille ded?oaceaeet au
genreOryza qui comprend 23 especes (6eal, 1999) dont deux sont cultivée®ryza
sativalL., originaire d’Asie, eOryza glaberrimaSteud., originaire d’Afrique. La structure et
la diversité génétiques au sein de I'esp@cesativaont fait I'objet d’'un trés grand nombre
d’études. En générdD. sativaest classé en cing groupes génétiques compreaartsbus-
espéces majeurasgdica et japonica.

Le riz est I'une des principales cultures vivrierds la planéte. Il joue un réle
important en matiére de sécurité alimentaire. Awee production estimée a 490 millions de
tonnes usinées sur 161 millions d’hectares en ZBA®, 2016 b), le riz constitue I'aliment
de base de la majorité de la population mondiatugk, 2005). Il peut étre cultivé de
maniere irriguée ou de maniere pluviale. Les cakude riz sont localisées entre 40° de
latitude sud et 53° de latitude nord ; dans dedenxl trés divers en fonction de la
topographie, du type de sol, du régime hydriqugestfacteurs climatiques.

Les enjeux économiques et humains qui pésent sizidalture sont considérables et
la demande en riz devrait continuer & augmentes enannées a venir, avec I'augmentation
de la population mondiale. Une augmentation dertalyction de riz sera donc nécessaire
mais elle devra étre menée avec un minimum d’eidangossible des surfaces cultivées,
dans un contexte de réduction des ressources edig@anibles en raison de I'explosion
démographique, de I'urbanisation, de la progresd®f’industrialisation, et avec moins de

main d’ceuvre et de produits chimiques (engraisestigides). Pour faire face a ces enjeux, il



est indispensable d’utiliser ou de créer de noaselariétés de riz possédant non seulement
un potentiel de rendement plus élevé et stable dgatement des résistances durables aux
stress biotiques (Khush, 2005).

+
a $ % %

La pyriculariose, causée par le champigridagnaporthe oryzgeest la maladie
fongique la plus destructive du riz dans le monBengisi, 2010). La premiere attaque
recensée de la pyriculariose du riz aurait étérebseen Chine en 1637, rapportée par Soong
Ying-Shin dans son livre intitulé «Utilisation de®ssources naturelles» (Ou, 1985).
Actuellement, cette maladie fongique du riz estpnée dans toutes les zones rizicoles (Kato,
2001). Les études des populations mondialed.deryzaeillustrent comment la pyriculariose
est entrée en Europe, en Amérique et en Afriquerrdirpde son centre d’origine, I'Asie
(Saleh et al, 2014; Odjo et al, communication personnelle). Ces migrations
intercontinentales de la pyriculariose sont probatgnt liées a des transports de matériels
infectés par les mouvements humains (Tharetal, 2009 ; Salelet al, 2014).

L'utilisation de quantités élevées d'intrants asadéirant la culture du riz favorise le
développement de la maladie et la rend particutierd destructrice. Cette maladie semble
plus préjudiciable en riziculture pluviale (Mackeétt Bomann, 1991 ; Lait al, 1999).

L'impact de la pyriculariose du riz est variable &iplan économique (Nallest al,
2016) selon la zone de culture de riz. Les pertegedolte peuvent atteindre 100% pour des
variétés tres sensibles. Il a été estimé que leepenondiales directement dues a cette
maladie correspondent a I'équivalent de la consamemannuelle de 60 millions d’habitants
(Pennisi, 2010). Les fongicides développés cordrpyriculariose représentent un des plus
gros marchés de fongicides et cette maladie faitiepales cibles des grandes sociétés
phytosanitaires. D’apres Nalleyt al (2016), pour un hectare de riz, le colt de I'aaion
de fongicides pour contréler la pyriculariose dm pieut atteindre 70 dollars américains.
L'utilisation des fongicides augmente le colt dedurction et suscite de plus en plus
d’inquiétudes en raison de son impact sur I'enviement et la santé humaine. La recherche
de moyens de lutte alternatifs était, est et seragand enjeu pour la gestion de la
pyriculariose du riz.

Par ailleurs, ce pathosystéme est considéré commeodéle d’étude des interactions

entre plantes et champignons phytopathogenes (VE%90 ; Dearet al, 2012).
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Magnaporthe oryzaest capable d’infecter et de produire des lésgnstoutes les
parties aériennes des plantes : feuilles, tigepagicules (Figure 4). En conditions de
laboratoire, le champignon attaque aussi les radiiesma et Osbourn, 2004).

L'attaque au niveau foliaire se manifeste par @uotion de la surface foliaire verte
par la présence des lésions et de I'activité plyotbgtique des feuilles non infectées durant
le stage végétatif, laquelle résulte en une rédnalu tallage, du nombre de panicules et du
nombre de grains par panicule des plantes (Bastid®91). L'attaque au niveau paniculaire
entraine le dessechement de la panicule et empéckenplissage des grains, entrainant des

pertes de rendement qui peuvent étre considéréDlesl985).

Figure 4 : Symptdmes de pyriculariose provoqués dagnaporthe oryzae

A : symptdmes foliaires

B : symptomes paniculaires (au niveau du nceud paniculaire, appelé cou)

C : symptdmes sur la base de tige (au niveau du nceud)

D : dégats provoqués par la pyriculariose foliaire au champ dans une parcelle paysanne

E : dégats provoqués par la pyriculariose paniculaire au champ dans une parcelle paysanne.

(Photos. H. Raveloson, FOFIFA)
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L’agent pathogéne responsable de la pyriculariosézda été référencé sous plusieurs
noms dans la littérature. Des études ont essayadéer le choix du nom utilisé pour ce
champignon filamenteux ascomycete (Rossmetrat, 1990 ; Couch and Kohn 2002 ; Zhang
et al, 2016).Pyricularia oryzaeCavara (la forme asexuée ou anamorpheylagnaporthe
oryzaeCouch et Kohn (la forme sexuée ou téléomorphe) Bmnhoms les plus largement
utilisés pour cet agent pathogéne. Aujourd’huitdeaommandation est d’utiliser en priorité
Pyricularia oryzaemais son synonymMagnaporthe oryza@eut étre utilisé (Zhangt al,
2016). Dans ce manuscritjagnaporthe oryzaesera le nom employéV. oryzaeest un
champignon haploide, hémibiotrophe et hétérothaliqgCe champignon est classé comme
ayant un fort potentiel d’adaptation (Mcdonald ebhde, 2002 b). L'espec#l. oryzae
comprend différents groupes génétiques capablesedter plus ou moins spécifiquement
d’autres céréales comme le blé, 'orge, I'éleusies,sétaires. Le génome e oryzaea été
séquencé entierement pour la premiére fois en aQ¥tir d’'une souche pathogene sur le riz
(Deanet al, 2005). Aujourd’hui, les génomes de plusieurstaiees de souches ont été
séquencés (Chiapelt al, 2015 ; Gladieuet al, 2018 b).

d. ! %

Au champ, le cycle de vie dil. oryzaeest assuré principalement par la forme
asexuée de I'agent pathogéne. Le processus dimrfiede M. oryzaesur les organes du riz
est I'un des plus étudiés chez les champignonsophttiogénes. La compréhension de
chaque étape de l'infection a partir de I'attacheites conidies sur la surface des organes
du riz jusqu'a la libération de nouvelles conidies cesse de s'améliorer (Xu et Hamer,
1996 ; Kankanal@t al, 2007 ; Ribotet al, 2008 ; Giraldcet al, 2013 ; Zhotet al, 2014 ;
Ryder et Talbot, 2015 ; Yan et Talbot, 2016), notent grace au suivi, par des techniques
comme l'imagerie par fluorescence, des celluleanies de I'agent pathogene et de I'héte
durant l'infection (Jonest al, 2016 ; Martin-urdirozt al, 2016 ; Jenkinsoet al, 2017). Le
processus d’infection est représenté en figureeS. donidies sont transportées par l'air et se
déposent sur le riz. La pointe de la conidie se fix'aide d'un mucilage sur les surfaces
hydrophobes, comme la cuticule foliaire (étape Bnsuite, en présence d'eau libre, la
germination de la conidie se produit avec allonganue tube germinatif (étape 2) qui va
former une nouvelle cellule spécialisée, I'appresso (étape 3). Cet appressorium assure la

pénétration du champignon a l'intérieur des tisglesla plante héte par un hyphe de



pénétration grace a la forte pression de turgescerercée par ce dernier (étape 4). Dans les
tissus de la plante, le champignon développe ueatési’hyphes bulbeux et colonise les
cellules voisines en passant par les plasmodesbesspremieres phases d’infection se font
de maniére biotrophe. Ensyitd. oryzaesupprime les défenses de la plante et tue legdesll

de celle-ci. Les hyphes continuent a coloniseti$ssis vivants de la plante pour prélever des
éléments nutritifs. Cette phase nécrotrophe netdéfpue vers le cinquieme jour, de fagon
concomitante avec l'apparition des premiers symp®rétape 5). Le cycle d’infection se
termine avec la production des spores sur desnigegiEtape 6) et ces nouvelles spores sont
ensuite dispersées par la pluie et le vent powrctef d’autres organes, d’autres plantes au

sein de la parcelle et des parcelles voisinesdiivie secondaire).
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Figure 5 : Processus d’infection ddagnaporthe oryzaéRibotet al, 2008)
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La pyriculariose est une maladie polycyclique. Digssrégions tropicales ou le riz est
cultivé en permanence, les conidiesMieoryzaeprésentes dans I'air sont présumées servir
d’'inoculum tout au long de I'année. Par contre, sdéas régions tempérées et tropicales
d’altitude ou le riz est absent durant quelques smdinitiation des épidémies de la
pyriculariose reste obscure. Le cycle de dévelogmtnde la pyriculariose au champ est
représenté en figure 6. Pendant l'intersaison orizla'est pas cultivé, I'agent pathogene

semble survivre sous forme de mycélium sur demngsaides résidus de riz ou des hotes



secondaires (graminées; Ou, 1985). Lorsque leditimms environnementales sont
favorables c’est-a-dire que la température et l'lgitd augmentent, la sporulation de I'agent
pathogene a lieu, conduisant a la libération desesp Les spores sont transportées par le
vent, 'eau et les éclaboussures sur des planiasssantrainant linitiation de la maladie
guand l'interaction est compatible entre la varéttdes populations présentes sur le champ.
Plusieurs cycles d’infection se succedent duramsialaon culturale assurant la dispersion de

la maladie entre les plantes d’'une parcelle epdeselles avoisinantes.

Infection primaire
5= Infection secondaire
=
or
Libération de
conidies

b

e

Résidus (?) Basede Semences Hotes _
tige (?) démontrés altematifs (?)

Sunde de
Magnaporthe oryzae

Figure 6 : Cycle épidémique de la pyriculariose au champ (&t&, CIRAD)

Des études ont démontré que I'agent pathogene&stt sur les semences infectées
de riz (Chadha et Gopalakrishna, 2006 ; Manandhat, 1998) et qué. oryzaesurvit sur
les semences (Pugt al, 2007). De méme les semences infectées jouendlendans
l'initiation de I'épidémie de pyriculariose au charfLonget al, 2001 ; Guerber et TeBeest
2006 ; Faivre-Ramparmt al, 2013). Par contre, il y a peu de démonstrat@ivaincante de

implication des résidus et des bases de tigeizisur la survie dé. oryzaeet de leur role



dans l'initiation des épidémies de pyricularioséanalyse de la structure génétique et du
pouvoir pathogéne des populationsMeoryzaedémontre que les souches attaquant le riz
sont différentes de celles qui attaquent d’auReaceae(Yoshidaet al, 2016). Pourtant,
limplication des hétes alternatifs comme réservd@s souches dBl. oryzae capables
d’infecter le riz ne peut pas complétement étretécat reste a tester dans beaucoup de zones

rizicoles.

Les conditions environnementales constituent detedias trés importants influengant
le développement des épidémies de maladies forgjigtle général, une longue période
d’humectation, une humidité relative élevée, ettdespératures entre 17 et 28 °C favorisent
le développement de la pyriculariose (Greer et Wepb2001). Les processus importants du
cycle infectieux (sporulation, germination des digs et infection) sont affectés par ces trois
parametres environnementaux. Ainsi, des modélespdict de facteurs environnementaux
sur le développement de la pyriculariose ont ételd@pés (Kimet al,1988 ; Luoet al,
1997 ; Kaundalet al, 2006). La prévision des conditions climatiquespires au
développement d’épidémies constitue alors un cegBentiel de prédiction des zones a
risques pour la maladie.

Outre [l'utilisation de fongicides, certains itinges techniques sont capables de
modifier le microclimat et I'état physiologique dekantes et peuvent permettre de réduire la
sévérité de la pyriculariose. L’amélioration denlatrition de la plante influence le niveau
d’attaque de la pyriculariose (Datneff al, 2007). L'excés d'azote dans le sol favoriseecett
maladie ; I'apport fractionné de cet élément esbmemandé pour réduire son effet sur le
développement de la pyriculariose (Kirschetkal, 1992 ; Bregagli@t al, 2017). La silice
est un élément constitutif des espaces intercethslat des parois cellulaires des racines et
des feuilles de riz. L'apport de silice dans ledssou en application foliaire permet
d’augmenter la résistance du riz a la pyriculariose le nombre de Iésions diminue
proportionnellement a la concentration de silicesdas feuilles (Seebokt al, 2004). Ainsi,

il a été observé qu’une variété sensible cultivée i sol volcanique bien équilibré en
éléments nutritifs est moins attaquée par la plarse que sur un sol ferralitique (Sester

al., 2019). Le choix de la date de semis peut affeatgssi le développement de la
pyriculariose par un phénomeéne d’esquive : le mdrespice de linstallation de la maladie

et la présence de matériel sensible sont décabéga(let Katoch, 2014). La faible densité des



plantes peut freiner I'épidémie en augmentantstadice entre les plantes et donc en limitant
le processus de dispersion des spores. La liaiswa ke stress hydrique et la sensibilité des
variétés a la pyriculariose a été observée au ch@mapet al, 1999) et au laboratoire
(Bidzinski et al, 2016). Spencest al (2014) ont testé l'effet des microorganismes
échantillonnés naturellement dans la rhizosphéreridusur le niveau d’attaque de la
pyriculariose. Leurs résultats montrent que cestdm ces microorganismes ont la capacité de

réduire la sévérité de la pyriculariose.
+)

L'utilisation de variétés résistantes a la pyricidse est la meilleure stratégie pour
contrbler cette maladie. Cependant, le phénoméeneodournement de résistance est trés
fréquent pour le pathosysteme Kz/oryzae(Kiyosawa, 1982 ; Ballinet al, 2008). Il est dO
a l'apparition de populations dd. oryzaevirulentes c’est-a-dire capables de surmonter les
résistances (Vasudevat al, 2015). Le temps nécessaire au contournemenésistance
peut varier selon le type de résistance utilisgestiucture et la diversité des populations de
'agent pathogene dans une zone rizicole. Pour cenape ce phénomene de contournement,
de nombreuses études ont été conduites sur lgar@ssdu riz et le pouvoir pathogéneMe

oryzaeet sur les stratégies permettant de le retarder.
a. ( % % ") !

L'étude de la résistance a la pyriculariose cherideest ancienne. En conditions
contr6lées en laboratoire, les études sur la edgist du riz a la pyriculariose sont
nombreuses. Elles consistent a caractériser deesgda résistance, a comprendre les
fonctions pour lesquelles ils codent et les mécaess en jeu dans le phénoméne de
résistance. Les méthodes utilisées ne cessenaaéldrer comme la cartographie génétique
et le clonage, la génétique d’associatiomgérome wide association studieGWAS »), la
sélection assistée par marqueurs etc. @tiwal, 2010 ; Maet al, 2015 ; Tanweeet al,
2015 ; Raboiret al, 2016 ; Aglaweet al, 2017).

Actuellement, environ 100 génes de résistance aweeffet qualitatif (dits génes
majeurs) et autour de 350 loci de résistance dasingé (QTL) a la pyriculariose ont été
identifiés (Balliniet al, 2008 ; Sharmat al, 2012). Parmi les génes majeurs, une vingtaine
d’entre eux a été clonée et caractérisée en d&ajichowdhuryet al, 2012 ; Kanget al,
2016) (tableau 2). La majorité de ces genes cqumntdes protéines NBS-LRRIcleotide-

Binding Site - Leucine Rich Repgatl’exception dé”id-2 qui code une Sérine/Thréonine



Tableau 2 :Genes de résistance clonés et cartographiés et d&awerulence du champignon
pathogene correspondant

Géne de Résistance Type de protéine Geéne Type de protéine
d’Avirulence
Pib NB-LRR AvrPib protéine secrétée (75 AA)
Pita NB-LRR AvrPita protéine secrétée (244 AA)
Pi54 (ou Pi-kh) NB-LRR ND Inconnu
Pi9 NB-LRR AvrPi9 Protéine sécrétée (91 AA)
Pi2 NB-LRR ND Inconnu
Piz-t NB-LRR AvrPiz-t Protéine sécrétée (L08AA)
Pid-2 Récepteur de type ND Inconnu
Ser/Thr kinase avec
un domaine B lectin
Pi36 NB-LRR ND Inconnu
Pi37 NB-LRR ND Inconnu
Pi-a*” NB-LRR AvrPia Protéine sécrétée (85 AA)
Pi5* NB-LRR ND Inconnu
Pik NB-LRR AvrPik/km/kp Protéine sécrétée (113 AA),
5 alleles (A-E)
Pikp NB-LRR AvrPik/km/kp Protéine sécrétée (113 AA),
5 alleles (A-E)
Pikm NB-LRR AvrPik/km/kp Protéine sécrétée (113 AA),
5 alleles (A-E)
pi2l une protéine riche en prolines ND Inconnu
comportant un domaine HMA
Pb1l NB-LRR ND Inconnu
Pit NB-LRR ND Inconnu
Pis-h NB-LRR ND Inconnu
Pid3 NB-LRR ND Inconnu
Pi-CO39*" NB-LRR Avr1-CO39 Protéine sécrétée (89 AA)
Pi25 NB-LRR ND Inconnu
Pil NB-LRR ND Inconnu
Pi33° inconnu ACE1 Polycétide et peptide
synthase
Pii® inconnu AvrPii Protéine sécrétée (70 AA)
Pi64 NB-LRR ND Inconnu

Adapté de Cesari (2012) et Liu et al. (2014).
AA, acide aminé ; NB-LRR, nucleotide-binding leucine-rich repeat ; ND, non déterminé.

# La fonction de ces trois génes de résistances nécessite deux NB-LRR.

b Les deux genes de résistance partage le méme locus de géne NB-LRR.
c Ces genes de résistance n'ont pas encore été clonés




Kinase (Cesari, 2012). Parmi les QTLs identifiés,xd seulement ont été clonpflest un
géne récessif qui confére une résistance quawétatont I'allele sensible code pour une
petite protéine riche en proline possédant un doen&lMA (Heavy Metal Associatéd
(Fukuokaet al, 2009).Pb1 code pour une protéine avec un domaine NBS-LRR dblaigt
al., 2010).

Au champ, des variétés portant chacune un genésitance majeur différent (dites
variétés différentielles) ont été cultivées danssigurs pays rizicoles (Fuku& al, 2009)
pour identifier les genes efficaces localementteCatéthode fournit des informations aux
sélectionneurs pour choisir les genes de résistantidiser dans une zone donnée.

Malgré des informations nombreuses obtenues swédstance de riz a la pyriculariose,
'obtention d’une résistance a spectre large eallerau niveau du terrain reste encore un
grand défi. Le pyramidage de genes majeurs (¥iaal, 2016) ou de QTLs (Fukuol al,
2015 ; Yasudeet al, 2015) confére un spectre de résistance plu® ldes variétés a la
pyriculariose par rapport a des variétés ayaneuh@ene de résistance.

En outre, les mélanges de variétés avec des genesidtance différents réduisent la
sévérité de la pyriculariose sur des variétés blsspar rapport & leur culture en condition
pure (Zhuet al, 2000 ; Castillaet al, 2010 ; Raboiret al, 2012 ; Ravelosoet al, 2016).
Les résultats de ce type de déploiement de résestsont tres prometteurs pour le controle de
la pyriculariose, mais nécessitent un choix réflétds variétés pour que les agriculteurs
puissent facilement les cultiver simultanément, qué dépend de la disponibilité des
génotypes résistants (Vasudevah al, 2014). L'étude conduite sur les terrasses du
Yuanyang, en Chine, montre une spécialisatioMderyzaeen fonction des sous-espéeces de
riz indica et japonicaliée au type de résistance prédominant dans aes stris-espéces de
riz (Liao et al, 2016).

b. % tOH "

De nombreuses études ont été menées pour mieuxreodng les interactions
moléculaires entre le riz 8. oryzaegrace a des approches de génétique, de génordigjue,
protéomique, de biologie moléculaire et de bioinfatique (Liuet al, 2010).

Les molécules impliquées dans le déclenchemena auppression des réactions de
défense des plantes sont tres diverses. Les plusies sont les effecteurs : il s'agit de petites
protéines qui permettent de manipuler des processlislaires de la plante héte afin de
promouvoir la prolifération des agents pathogeResirM. oryzaeces effecteurs facilitent le

développement de la maladie, mais certains effectdéclenchent également la réponse



hypersensible par lintermédiaire d'un gene de stésice de [I'h6te et bloquent le
développement de la maladie (pour revue : Valer{hetng, 2010). Les genes qui codent
pour ces effecteurs reconnus par la plante sorglépgeénes d’avirulence. Les effecteurs de
M. oryzaepeuvent étre divisés en deux types distincts delanlocalisation dans les cellules
de la plante (figure 7). Les effecteurs cytoplasrag] comme AVR-Pita, PWL1, PWL2,
BAS2, et AVR-Piz-t, sont préférentiellement accuésuldans une structure appelée
« biotrophic interface complex (BIC) localisée a linterface entre I'hyphe isifaet la
membrane plasmique de I'héte (Khaegal, 2010 ; Zhang et Xu, 2014). A linverse, les
effecteurs apoplastigues comme BAS4, AVR1-CO3%Ipl ne sont pas associés avec le
BIC, aprés sécrétion, ils sont dispersés dansd@sgxtracellulaire entre la paroi cellulaire
du champignon et la membrane extra-invasive deshds/p(«Extra-Invasive Hyphal
Membrane» : EIHM) produite par les cellules de la plan#hgdng et Xu, 2014). Les
effecteurs cytoplasmiques PWL2 et BAS1, mais paffekteur apoplastigue BAS4, se
déplacent dans les cellules avoisinantes de lagkarant les hyphes invasifs (Khaagal,
2010). Les effecteurs fongiques entrant dans Iésle® de la plante non colonisées peuvent
étre capables de supprimer les réactions de détenEhote ou de stimuler la sensibilité de
ces cellules. Ainsi, il a été proposé que ce phémarde déplacement d’effecteurs puisse
préparer les cellules voisines a étre infectéeslgo@hampignon (Valent et Khang, 2010).
L’implication des effecteurs dans la virulenceMeoryzaea été montrée par Mosquergal
(2009) et par Sharpest al (2017). Ces derniers nomment les 11 effectewgntifies des
suppresseurs de la mort cellulaires(gppressor of plant cell death: SPD). Différentes
fonctions de ces effecteurs sur le pouvoir patheggeM. oryzaeont été proposées. La
liaison d'une protéine lysM (SIpl) avec la chitirepprime la reconnaissance de l'agent
pathogéne par la cellule héte (Mentlekal, 2012). La protéine MC69, elle, est impliquée
dans la pénétration de I'appressorium dans lalegtidte (Saitolet al, 2012).

La reconnaissance spécifique entre un gene detadsis et le géne d’avirulence
correspondant stimule le déclenchement de la aésistde type ETI (kffecteur-Triggered
Immunity»). Comme les génes R du riz, plusieurs genes AWRété identifiés et clonés
chez le champignon (tableau 2). Parmi ces genes,AMR codent pour de petites protéines
gui sont sécrétées pendant I'infection, a peCEL qui code pour une enzyme (polycétide
synthase couplée a une peptide synthétase noromitads) impliquée dans la synthése de
métabolites secondaires (Fueall, 2007).



Figure 7 : Localisation des effecteurs didagnaporthe oryzadurant I'infection de la plante

(Zhang et Xu, 2014)
Biotrophic interfacial complex : BIC, extra-invasive-hyphal membrane : EIHM, hyphes invasifs : IH,
appressorium : AP,

Pour la résistance quantitative, caractérisée parréduction du développement de
'agent pathogeéne lors de l'infection, les mécamismmoléculaires d’interaction entre le riz et
l'agent pathogéne sont peu documentés. Les géna®silance quantitative pourraient
conférer une résistance durable parce que la preg& sélection sur les populationsMe
oryzaeest faible en raison de l'effet partiel de ces géfMiahet al, 2013). De nombreuses
études s'intéressent a lidentification des QTLspmnsables de la résistance quantitative
chez le riz. La comparaison des réponses des aeisxespeces de riz vis-a-vis des différents
souches deM. oryzae(Gallet et al, 2016 ; Liaoet al, 2016) et la caractérisation de la
présence de QTLs (Rabadhal, 2016) suggérent que les variétés d¢gappnicacontiennent
plus de résistance quantitative que les variétészdadica. Selon Vergneet al (2010), ce
type de résistance peut contribuer au renforcemherslysteme de défense préformé incluant
les barriéres physiques et des molécules microbgnhinsi, la résistance quantitative agit
sur différentes étapes de l'infection e oryzaecomme sa pénétration et son développement
dans les cellules hétes (Fukuodal, 2015). L'implication de certains QTLs de résis@
durant I'attaque paniculaire a été aussi suggéatadjautres études (Ishihaed al, 2014 ;
Aglaweet al, 2017).
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La connaissance sur la dynamique des populatiotiagent pathogéne dans le temps
et dans I'espace permet d’évaluer leur potentielud. Ce dernier peut étre reflété par la
structure génétique des populations et ses chamgsmmmfluencés par le systéme de
reproduction. PouM. oryzae la grande diversité génotypique, la présenceyjes sexuels
Mat-1 et Mat-2 et la présence de souches femelle-fertiles damédi@n sud-est de I'Asie
(Salehet al, 2012) et dans la partie nord-est de I'lnde (Kuretal, 1999) aménent a
envisager que la reproduction sexuée est possibies d@es régions. L'existence de la
reproduction sexuée dans des populations contemnpsrdeM. oryzaea méme été mise en
évidence (Salebt al, 2012). Par contre, dans la plupart de paysdies; la reproduction de
M. oryzaese fait asexuellement (Pagk al, 2008 ; Correlkt al, 2000 ; Saleket al, 2014).
Cette constatation peut expliquer le petit nomb¥eq) de groupes clonaux majeurs ou
lignées (dineage») pour les régions en dehors du centre d’origida pyriculariose (Saleh
et al, 2014). En absence de recombinaison, d’'autrdeuex expliquant les changements de
la structure et de la diversité génétique des @djouis deM. oryzaedoivent étre recherchés.
La caractérisation des populations ke oryzaesur 5 ans dans la région de Séville en
Espagne (Lara-Alvareet al, 2010), sur une vingtaine d’années en Corée (Paak, 2003)
et en Californie (Pagliacciet al, 2017), et sur une soixantaine d’années aux USanget
al., 2017) mettent en évidence une certaine stahiétlignées mais aussi des changements
importants de la structure et de la diversité ggnés des populations dé. oryzaeau cours
du temps liés au renouvellement des variétés (Véaag, 2017).

La capacité de certaines souches a infecter dé&tésde riz initialement résistantes
est expliquée par la variabilité des genes AVRMderyzae Les variations des genes AVR
sont causées par différents événements de mutatidnant délétions et translocations des
genes (Orbacket al, 2000), insertions de transposons dans le gendaos la séquence
promotrice (Kanget al, 2001 ; Fudakt al, 2005) ou mutations ponctuelles (Orbaathal,
2000). Quelques études mettent en relation les aissances sur I'évolution des génes
d’avirulence et la dynamique des populationdveoryzaesur le terrain (Cheet al, 2014 ;

Li et al, 2014 ; Zhanget al, 2015). Il a été observé, par exemple, que latian de
séquence des genes AVR subit une sélection pasRiver le genévr Pib, en interaction
avec le gene Rib, Zhanget al (2015) ont trouvé que la fréquence des souchiakenies et

la diversité de séquenceAdr Pibsont plus élevées dans la partie Sud de la Chinepport



au Nord-Est. Cette difféerence de fréquence et dersité a été reliée a I'histoire de
'amélioration variétale dans ces zones : la maadies variétés indica utilisées dans le Sud
porte la résistandeib, alors que les variétgaponicasansPib dominent la zone de Nord-Est.
La résistancdib influence donc la fréquence et la diversité de sédge dAvr Pib dans les

populations dé. oryzae(Zhanget al, 2015).

.5. &
+)'
a. % ") #

La premiére introduction du riz a Madagascar datéairivée des peuples parlant la
langue Austronésienne, venant d’'Inde et d’'Indondsentrée des deux sous-espéces de riz
asiatiques indépendamment cultivéedica et japonicg correspond a deux grandes vagues
de migrations a Madagascar ( Crowtletral, 2016 ; Matheret al, 2010). Les variétés
japonica auraient été introduites dans I'le entre &%t le 6™ siécle par les migrants
Malais venant d’Indonésie. Les variét@slica auraient été introduites lors des migrations
venant d’Inde dont la période n’est pas bien déte¥m(Khush, 1997).

L'analyse de la diversité morpho-physiologique, yenatique (Ahmadet al, 1988 ;
Rabaryet al, 1989) et génétique (Mathet al, 2010 ; Radanielina, 2010) des variétés de riz
de Madagascar a conduit a identifier, a c6té desipgsindica et japonica, un groupe
atypique, spécifique a l'ile (figure 8), préféretitment présent en zone daltitude. Deux
hypotheses ont été émises sur l'origine de ce grggdgmétique atypique : soit un effet de
fondation d’'un groupe de variétés venant du sowmshzent indien (Ahmadet al, 1991 ;
Radanielinaet al, 2013), soit une recombinaison inter-sous-espe€ess-a-dire entréndica
etjaponica(Ahmadiet al, 1991 ; Matheet al, 2010).

b.  * %  ")#

A Madagascar, le riz est l'aliment de base de laupdion. La consommation
annuelle moyenne est de 110 kg par habitant. Leepthu riz dans l'agriculture et dans
'économie malgache est indéniable, la filieremprésentant 12% du produit intérieur brut
(PIB) national et 43% du PIB agricole (UPDR/FAOQ2Q Madagascar occupe la troisieme
place des producteurs de riz en Afrique (FAO, 2816Viéme si le riz est une denrée de trés

grande importance économique, sociale et politidaes le pays (Dabait al, 2004), la



production nationale n’arrive pas a satisfaire besoins de la population malgache. Entre
2013 et 2016, la production de riz a Madagascaisales 4 millions de tonnes de paddy

par an (FAO, 2016 a) conduisant a I'importatiom@syenne de 310 000 tonnes de riz par an
(PADR, 2017).
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Figure 8 : Classification des variétés de riz de Madagascatr@s groupes génétiques :
indica, japonicaetatypique(Radanielina, 2010)

Pour réduire la quantité de riz importée, plusiesiratégies nationales ont été mises
en place : améliorer les conditions d’accés einfrastructures d’irrigation, renforcer I'appui
technique aux producteurs, préserver les ressomaeselles, développer les échanges et
promouvoir la contractualisation entre producteues opérateurs, promouvoir la
monétarisation des échanges et intensifier et masiar la production. Cette derniére
stratégie préconise notamment I'application de cpiléers que sont la maitrise d’eau,
l'utilisation judicieuse d’engrais, [I'utilisation ed semences améliorées, I'adoption de
techniques appropriées et I'utilisation de matérjricoles, tout en prévoyant des leviers
susceptibles de favoriser l'acces aux conseils calgs, l'accés au financement,

'augmentation de superficies exploitées, 'acseisent de la valeur ajoutée.
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Plusieurs types de riziculture sont définis en famcde la position des parcelles dans
la toposéquence, de la hauteur de la lame d'ead’aettres criteres agronomiques. A
Madagascar, essentiellement 3 types de rizicutong décrits :

- lariziculture irriguée, qui englobe toute cultale riz qui se pratique sous une
lame d’eau (riziculture irriguée a parfaite ma#ribeau et riziculture sans maitrise d’eau),

- la riziculture pluviale, qui désigne une culturerdepratiquée sur sol exondé
d'un versant ou de la partie sommitale des collisédont I'alimentation hydrique est
totalement assurée par la pluie,

- la riziculture dgavyqui se pratique également sur les collines avee un
alimentation hydrique assurée par la pluie maigsméfriche et brllis de la végétation
existante (Rakotoarisoa, 2004).

La riziculture irriguée est la plus ancienne eteedominante en superficie cultivée.
L’extension en surface pour ce type de riziculeese quasiment impossible car les bas-fonds
sont d'ores et déja cultivés, méme dans les zoessplus reculées du pays. Selon la
disponibilité en eau d'irrigation et les conditiotigmatiques, la pratique de deux saisons de
riz est parfois possible sur les sols de riziéne,uoe saison de riz suivie d’'une culture

maraichére de contre-saison.
d. n

Concernant la riziculture pluviale, une seule saisie riz peut étre conduite par
manque d’eau. La culture du riz pluvial est récguaterapport au riz irrigué. Les surfaces des
collines cultivées en riz pluvial (figure 9) ne sest d’augmenter ces dernieres années dans
certaines régions de Madagascar comme dans lemsédialtitude du Vakinankaratra et de
I'ltasy.

Sur les Hautes Terres de la région du Vakinankarats peuplées, la culture du riz
pluvial a connu un développement extrémement rapideriz pluvial fait désormais partie
intégrante du paysage et devient méme, par entiraitiiture principale.

Ce développement a été possible grace a un prograderaréation variétale initié en
partenariat entre le Centre national de recherppBcuée au développement rurkQibem-
pirenena ho an’ny Flkarohana ampiharina ho Famparsdrana ny eny Ambanivohitra
FOFIFA) et le Centre de coopération Internationate Recherche Agronomique pour le

Développement (CIRAD) au milieu des années 1980pi@gramme a permis de créer des



séries de variétés de riz pluvial tolérantes aid fpouvant étre cultivées a des altitudes allant
jusqu’a 2000 m. Ces nouvelles variétés ont été mmsma un programme d'évaluation
participative, pluriannuelle et multilocale et uppai initial a la production de semences
grace auxquels les premieres variétés ont été @gomiar les paysans a la fin des années
1990 (Dzidoet al, 2004). De plus, plusieurs études ont été mepéas accompagner la
diffusion du riz pluvial sur les Hautes Terres coenliaa compréhension de nutrition azotée sur
ce type de riziculture (Rakotoarisetal, 2010), I'effet du froid sur les variétés destisé@u

riz pluvial d’altitude (Shresthat al, 2012), I'analyse de I'impact de développemepida

de la riziculture pluviale sur les Hautes Terrese(Bnieret al, 2018).

Figure 9: Paysage de colline ou Tkanety», dominé par la pratique du riz pluvial a
Mananetivohitra, Région du Vakinankaratra

L'expansion du riz pluvial a été évaluée par deuuetes réalisées a 6 ans
d’intervalle dans cette région: en 2006, seulerB@rito des paysans pratiquaient la riziculture
pluviale alors qu’ils étaient 71 % en 2012 (Rabetnal, 2014). Le paysage des variétés
utilisées par les paysans a aussi été complétemoeigversé entre 2005 et 2011 (tableau 1).
En 2006, les variétés les plus cultivées étaierfElFA 154 (F154 ; 53% des agriculteurs),
FOFIFA 133 (F133; 21% des agriculteurs), FOFIFAl 1B134 ; 10% des agriculteurs) et
FOFIFA 152 (F152 ; 7% des agriculteurs). En 20a2driété Chhomrong Dhan (ChD) était



Tableau 3 : Récapitulatif des variétés de riz pluvial diffus¢es FOFIFA-CIRAD pour les
Hautes Terres

Nom Diffusion  Réponse a la Parent Parent male  Enquéte Enquéte
pyriculariose femelle 2005- 2011-2012
2006
% des % des % de
paysans paysans surface
FOFIFA 133/F133 1994 TS Latsidahy FOFIFA 62 21 2,6 1,9
FOFIFA 134/F134 1994 TS Latsidahy FOFIFA 62 10 0,3 0,5
FOFIFA 151/F151 1995 To Latsidahy Shin Ei 0 0 0
FOFIFA 152/F152 1995 TS Latsidahy FOFIFA 62 7 15,4 8,5
FOFIFA 153/F153 1995 TS Latsibavy Daniela 0 0 0
FOFIFA 154/F154 1995 TS Latsibavy FOFIFA 62 53 7,6 3,7
FOFIFA 157/F157 2000 S Latsidahy FOFIFA 62 0 0 0
FOFIFA 158/F158 2000 TS FOFIFA 62 Shin Ei 0 0 0
FOFIFA 159/F159 2000 S IRAT 114 FOFIFA 133 0 1,5 0,5
FOFIFA 161/F161 2003 S IRAT 114 FOFIFA 133 0 2,6 1,2
FOFIFA 167/F167 2005 To CA 148 Shin Ei - 0 0
FOFIFA 168/F168 2005 S Latsidahy FOFIFA 62 - 0 0
FOFIFA 169/F169 2005 TS Pratao Daniela - 0 0
Precoce
FOFIFA 171/F171 2006 To ChD SLIP 48-M-1 - 0 0
FOFIFA 172/F172 2006 R IRAT 265 Jumli Marshi - 0,3 0,1
Chhomrong 2006 To Variété - 88,4 82,5
Dhan/ChD Népalaise

FOFIFA 173/F173 2012 To ChD ? - - -
SCRID 6-2-4-2-3 Elite To ChD ? - - -
SCRID 186-32-2 Elite To FOFIFA 172 ChD - - -
SCRID 198-15-2 Elite To ChD FOFIFA 172 - - -

Campagne 2005-2006 (Radanielina, 2010) et 2011-2012 (Raboin et al., 2014)
R : résistante ; S : sensible ; To : tolérante et TS : trés sensible.

de loin la plus cultivée avec 88,4% des agriculteatr 82,5% des surfaces consacrées a la
riziculture pluviale. Les premiéres variétés F16254, F133 et F134 n’étaient plus utilisées
que par 15.4%, 7.6%, 2.6% et 0.3% des utilisateespectivement (Raboiet al., 2014),
principalement a cause de leur sensibilité a licplariose. Le renouvellement variétal s’est
donc fait au profit presque exclusif de la vari@BD qui devient hégémonique dans le
paysage. ChD appartient au groupe morphologig@eyda sativa L. ssp. japonicH s'agit
d’'une lignée pure sélectionnée au Centre de relebexgricole de Lumleau Népal (LARC), &
partir d'une variété irriguée locale et qui a éfeusée en 1991 pour des zones d’altitude au
Népal. Dans son pays d'origine, ChD est connue pauolérance au froid durant la phase
reproductive, sa résistance a la pyriculariose & pourriture brune des gainesSkeath

brown rot», causée paPseudomonas fuscovagingdSthapit et al, 1995 ; Sthapit et



Witcombe, 1998 ; Steelet al, 2009). Aucune forte attaque de pyriculariose lawariété
ChD n’a été signalée pour le moment au Népal (8thepmmunication personnelle). A
Madagascar, ChD s’adapte bien aux conditions deutiare pluviale d’altitude. L'adoption
massive de cette variété est liée a son potentaugctif méme cultivée avec de faibles
niveaux d’'intrants (Raboiat al, 2014).

Les suivis d’épidémie de pyriculariose effectuésadtiles campagnes 2011 a 2013
montrent que des symptdomes de cette maladie se@na@s sur la variété ChD mais le
niveau d’attaque reste faible (avec une sévéritgpydeeulariose paniculaire maximale de
7%). En d’autre termes, ChD ne bloguent pas emiént la maladie mais elle a la capacité
de ralentir le développement de cette maladie. IDg EhD présente de taille de Iésions plus
petite et des réponses intermédiaires par rapparvariétés de riz pluvial sensibles d’apres
des tests d’inoculation artificielle par des soucteM. oryzaecollectées en 2013 et 2014 a
Madagascar (Ravelosat al, 2016). En se basant sur les caractéristiquda désistance
quantitative mentionnée en début du manuscritobsgrvations suggerent que ChD ait une
résistance quantitative vis-a-vis des populatiansldoryzaecollectées sur les Hautes Terres
de Madagascar.

+)'

La culture du riz a Madagascar fait face a de nennd®s contraintes abiotiques
(carences en éléments nutritifs, toxicités, coaddiclimatiques extrémes etc.) et biotiques
(agents pathogénes, ravageurs et adventices). aspgution des maladies du riz dans
guelques zones rizicoles de Madagascar faite pddéhhagen (1985) a révélé la présence de
maladies fongiques (comme la pyriculariose, la paue de la gaine, le bakanae ou
gigantisme I'helminthosporiose, etc.), de maladies bactérisnelede maladies causées par
des nématodes. La présence des stries bactéridmmzscausée patanthomonas oryzgav.
oryzicolg a été confirmée par I'observation des symptdntepae I'analyse moléculaire
(Poulinet al, 2014). Pour les maladies virales du riz, I'étadaduite par Rakotomaladd al
(2013) montre la présence de la panachure jauni qRice yellow mottle virus : RYM\)
Madagascar.

Les paysans malgaches appellent la pyriculariossodwMatifotsy» qui signifie en
frangais «mort blanche» & cause du desséchement de la panicule quagpgraitre les
panicules attaquées blanches avec des grainsaloissque les panicules saines sont encore
vertes en cours de remplissage des grains. Laisedér 'attaque de cette maladie varie

selon les conditions climatiques des régions ssjvies types de riziculture, les variétés



utilisées et les pratiques culturales (comme lantjidad’engrais azoté apportée). Des pertes
importantes dues a la pyriculariose ont déja éfipadées a Madagascar comme sur
Makalioka 34 (Nottéghem, 1983) et sur Fofifal54k&aet al, 2013).

L'utilisation des produits chimiques pour lutternt@ la pyriculariose n’est ni
rentable ni faisable pour les paysans malgachas. Eauire I'impact de la pyriculariose,
plusieurs études ont été menées en ciblant la gldigent pathogene, les pratiques
culturales et les systemes de culture et en pres@npte des moyens de lutte praticables
dans la situation de la riziculture a Madagascast@et al, 2008).

L'analyse des populations dé. oryzaede 15 pays, conduite par Salkethal (2014),
montre que les populations e oryzaede Madagascar appartiennent a un groupe génétique
unique et commun avec une population de Chinesepdgulations d’Indonésie (figure 10).
Des génotypes multilocus communs ont été détectits Madagascar et I'lndonésie ce qui
suggere que :

- soit les populations indonésiennes et malgachegigmoent du méme pool
génétique indépendamment,
- soit les populations malgaches viennent des pdpuoktd’Indonésie par

migration.

Figure 10 : Distribution géographique des groupes génétiquedMdgnaporthe oryzae

les populations de Madagascar appartiennent au groupe C, en bleu (Saleh et al., 2014).



Les auteurs favorisent la deuxieme hypothése caliviersité des populations observée a
Madagascar est faible par rapport a celles d’'Ingienét elle est cohérente avec I'histoire des
migrations humaines a Madagascar (Huetal., 2005).

La comparaison des populationsMeoryzaeéchantillonnées a Madagascar sur le riz
irrigué et riz pluvial par des tests phénotypigeepar analyse moléculaire a révélé que les
populations collectées sur du riz pluvial différgénétiquement et sont plus agressives que
celles collectées sur du riz irrigué (Andriantsiloie et Tharreau, 2008).

L'utilisation des variétés résistantes a la pyaciudse est un des moyens les plus
efficaces, les moins colteux et les plus adaptablascondition de paysans malgaches. Le
criblage et la sélection des variétés résistantels éé conduits depuis longtemps a
Madagascar sur le terrain en utilisant un test aliéation de la résistance sous inoculum
décroissant ©ecreasing Inoculum Trial Evaluation of Rice : DRE (Nottéghem, 1977).
Pour I'amélioration de variété pluviale d'altitudks programme prend en compte deux
contraintes majeures (le froid et la pyricularios@aboinet al (2016) ont caractérisé la
résistance des panels de variétés de riz pluvidladagascar et étudié leur base génétique
par génétique d’associatiorGénome Wide Association Studies, G\WASs pratiques
culturales et les systémes de culture peuvent anmisencer l'attaque de pyriculariose.
L’exploitation des mélanges variétaux au sein depdaecelle de riz pluvial a donné des
résultats intéressants. Les variétés cultivées élange présentent moins d’attaque de la
pyriculariose par rapport aux variétés en cultureeg{Raboiret al, 2012 ; Ravelosoat al
2016). L'effet de la densité de semis, des carmstigues de sols et des associations de
culture sur le niveau d’attaque de pyriculariosguasi été étudié. La réduction des attaques
de pyriculariose a été observée sur le riz culiivéle sol volcanique de Betafo par rapport au
sol ferralitique d’Andranomanelatra (Sest¢al, 2010).

L’agriculture de conservation (systeme de cultusasscouverture vegétale), a été
recommandée a Madagascar pour limiter I'érosionsduet la baisse de fertilité sur les
parcelles de collines. Ces systéemes de culture lexap permettent, grace a I'absence de
travail du sol, d’améliorer la vie biologique dul & devraient favoriser la tolérance du riz
aux maladies. Des études ont montré que la sédrité pyriculariose est effectivement plus
faible dans les systemes de culture en agricultiereconservation que dans le systéme
conventionnel avec labour (Sester et al., 2014). diminution de la sévérité de la
pyriculariose observée en agriculture de consemwatist expliquée par la réduction du
développement de la plante mais aussi par I'assiioil plus progressive de I'azote dans ce
systeme de culture (Sester et al., 2014 ; Dusseak 2017).



Chhomrong Dhan (ChD) est une variété de riz péetient résistante a la
pyriculariose. Elle est largement utilisée pargagsans et occupe 82% de la surface destinée
a la riziculture pluviale sur les Hautes Terresgaehes. Le déploiement massif de ChD est
un cas exceptionnel pour étudier I'évolution dedlgabilité d’'une résistance quantitative
dans un contexte de quasi homogénéité variétatilatrale. M. oryzaeest généralement
considéré comme ayant un fort potentiel d’adaptatioses souches sont tres diversifiées.

En cas d’érosion de la résistance quantitativedeatiété ChD, des populations ide
oryzaeplus agressives apparaitraient dans les Hautess[@g qui entrainerait des épidémies
de pyriculariose et des pertes de récolte avecaestquences sur la sécurité alimentaire. Ce
risque d’adaptation doit étre évalué, I'évolutiasgopulations doit étre suivie et les facteurs
favorisant l'initiation de I'’épidémie de pyriculase doivent étre connus afin de pouvoir
envisager des moyens de lutte pour pouvoir rapideméagir en cas d’adaptation de

populations dé/. oryzaesur cette variété dominante.
0.

Cette thése a pour objectif principal d’évaluerikue d’érosion de la résistance
guantitative de la variété prédominante (ChD) [sgdnt pathogéene de la pyriculariose et de
quantifier I'ensemble des sources d’inoculum quivsat contribuer a la propagation des
épidémies.

Les travaux conduits dans cette these répondrvotsaquestions majeures :

- Comment se passe I'érosion de la résistance partigine variété déployée
massivement dans le temps et dans I'espace ?
Cette étude s’appuie sur des suivis de I'évoluties épidémies de pyriculariose sur la variété
ChD et sur d’autres variétés. Six villages en nailiéel et un site expérimental sur les Hautes
Terres dans la région du Vakinankaratra ont éssspour observer I'évolution des attaques
de la pyriculariose foliaire et paniculaire durardis campagnes culturales (2014 a 2017)
(chapitre 11).

- Est-ce que des populations Ble oryzaeexistantes sur les Hautes Terres sont
déja adaptées a la résistance partielle de latgatieD ?
Des collectes des souches de I'agent pathogenétérgffectuées sur la variété ChD et sur
d’'autres variétés pluviales durant deux campag@644(2016) afin de déterminer si des

souches spécifiques se développent sur la varigégsiement déployée. Grace aux banques



génétiques constituées pendant les années 20(datations avant et apres le déploiement
de ChD ont pu étre comparées (chapitre Il1).

- Quels sont les facteurs favorisant la dispersion lalemaladie en cas
d’adaptation de I'agent pathogene sur une variété ?
Des tests sur le terrain ont été conduits pourctéraer les sources potentielles d’'inoculum
de la pyriculariose en riziculture pluviale. Cest$econsistent a évaluer la durée de survie de
mycélium deM. oryzaesur des résidus de riz infectés par la maladie efagdactériser le rble
joué par différents organes de riz (semences, @égaiides, bases de tige et pailles de riz) et
par le riz irrigué dans le développement précoépidémies de pyriculariose en riziculture

pluviale. (Chapitre V).



Chapitre Il. 1%
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I.1.

Selon Johnson (1984), une résistance est dite l@ui@isqu’elle est effective sur une
longue période méme lorsqu’elle est utilisée a deadchelle dans une région ou la pression
de la maladie est forte. Les résistances quanttgtiqui sont supposées non spécifiques et
plus durables, sont de plus en plus intégrées &natégies d’amélioration variétale des
plantes cultivées. Cette hypothése de durabilitdiés aux caractéristiques de la résistance
guantitative contrélé en général par plusieurs gdi@antitative trait loci : QTL). D’'une
part, 'agent pathogéne a besoin de plusieurs moget ou recombinaisons pour pouvoir
surmonter les différents mécanismes contrélés par@TLs de résistance, d’autre part, la
résistance quantitative n’étant pas par définitompléte, elle permet la multiplication de
'agent pathogéne et la pression de sélection lguéderce est plus faible. Ceci entraine une
réduction du risque d’émergence des populationderites de I'agent pathogéne (Polaatd
al., 2009). Cependant, des tests d’inoculation erditions contrdlées et des analyses des
populations des agents pathogénes, montrent quecakesd’adaptation a la résistance
guantitative peuvent avoir lieu (Montarrgt al, 2012 ; Delmotteet al, 2014). Cette
adaptation peut mener a I'érosion de la résistauemtitative. Des réponses spécifiques de
certains QTLs de résistance ont été recenséesvetisant la sélection des populations
d’agent pathogene plus agressives sur ces QTLd/8réet al, 2013 ; Genet al, 2017).
D’aprés Caffieret al (2016), la présence dans un verger de populatttn¥enturia
inaequalisplus agressives aux QTLs de résistance ne se traasiforcément par I'érosion
de la résistance quantitative sur le terrain. Latews concluent que d’autres facteurs
pourraient étre impliqués dans le processus.

Sur les Hautes Terres malgaches, pour répondre fottie demande en riz et face a la
saturation des terres inondées permettant la Hareuirriguée, la culture du riz pluvial s’est
développée sur les versants des collines. Dep@i6, 2he variété de riz pluvial originaire du
Népal, Chhomrong Dhan (ChD), domine tres largenemaysage agricole dans les zones
d’altitude. L’appréciation de cette variété parpagsans est basée sur son potentiel productif
et sa capacité a bien se développer méme suoldgges fertiles (Raboiet al, 2014).

M. oryzaeest généralement considéré comme ayant un foenpel d’adaptation
(McDonald et Linde 2002 b). La pression de pyridolse peut étre forte dans les Hautes
Terres de la région du Vakinankaratra. Les pereedolte peuvent atteindre 100% pour des

variétés tres sensibles. La variété ChD s’avegrdate a la pyriculariose pour le moment car



la sévérité paniculaire maximale recensée en mihaysan est de 7% de grains infectés
durant la campagne 2012-2013 (Ravelosbal, 2016).

Dans ce chapitre, des suivis de pyriculariose $ub €t sur d’autres variétés de riz
pluvial ont été conduits dans différents sites iguilréel et dispositif expérimental) des
Hautes Terres durant les campagnes 2014-2015, 20l et 2016-2017. Ces suivis ont pour
objectif de vérifier si le déploiement massif argta échelle d’une variété avec une résistance
quantitative conduit a I'érosion de la résistaneecdtte variété ou au contraire sa durabilité

pour le pathosystéme i/ oryzae

& *
a. +! ’

Dans la région du Vakinankaratra, I'agriculture éstprincipale activité de la
population. Les activités agricoles sont trés difgéfes mais le riz occupe une place
importante. Radanielina (2010) a mis en évidenadrgusystemes de culture de riz dans la
région : trois systémes de riziculture irriguée diférenciant essentiellement par leur
calendrier par rapport & la saison des pluiesp systeme de riziculture pluviale.

Selon Razafimbelo (2005), les sols ferralitiquasges couvrent la plus grande partie
de la région. Le climat se caractérise par dewosaibien distinctes : une saison pluvieuse et
plus chaude, d’octobre a avril ; une saison plakfre et seche de mai a septembre. La région
peut étre subdivisée en quatre microrégions clogmnas (figure 11). La zone climatique A est
une zone relativement plate, & massifs isolésctaiaée par un climat tropical chaud ; la
zone climatique B est une zone de massifs montagreuactérisée par un climat tropical
chaud, elle est relativement plus séche que la zbmatique A ; la zone climatique C est
caractérisée par un climat tropical froid d’altiéuet la zone climatique D est caractérisée par
un climat tropical froid d’altitude avec une infhee plus accentué du massif de I'’Ankaratra.
Les suivis conduits dans la région se focalisentlesisysteme de riziculture pluviale et en
particulier dans la zone climatique C avec unetuald entre 1500 et 1750 m, choisie
principalement & cause du récent développemena dizitulture pluviale d’altitude, de la
disponibilité des données d’autres études (agromoasi, économiques, sociales...) et de la

situation de déploiement massif d’'une variété pletinent résistante.



Figure 11: Carte du relief et des zones climatiques de laorégiu Vakinankaratra
(Razafimandimby, 2005)

b. &

Le choix des sites pour suivre I'évolution des épiies de pyriculariose dans la
région du Vakinankaratra a été fait principalem@oatur correspondre a une étendue
suffisamment vaste, dans plusieurs directions etsmibles. La présence des contacts sur le
site et la disponibilité d’informations sur la peate de la riziculture pluviale constituent la
premiére étape de sélection des sites. Puis, nars alemandé aux techniciens des centres
de service agricole de nous faire des propositemsfonction de I'accessibilité dans la
commune, la coopération des paysans et la présknkzpratique du riz pluvial. Au total 6
villages en milieu réel et un site expérimental été retenus pour suivre I'évolution des
épidémies de pyriculariose. Les 6 villages suiuwis milieu réel sont: Ambatomainty,
Antsapanimahazo, Fiantsonana, Mananetivohitra, Maom et Tongarivo. Le site

expérimental se trouve a Andranomanelatra ou kgsogditifs expérimentaux de I'équipe du



dispositif de recherche et d’enseignement en Paiggnsur les Systemes de Production

d’Altitude et Durabilité (DP SPAD) sont menés deppius de vingt ans.
c. (%

Pour mieux coopérer avec les paysans sur lesedifgsur éviter les malentendus (sur
les problemes fonciers et l'insécurité), les suidigpidémies sur les parcelles ont été
précédés de discussions avec le Chefrdkontany(entité administrative subsidiaire), de
I'organisation d’une réunion avec les paysans dfaxpliquer les objectifs de I'étude et les
activités a conduire et d’'une demande d’accord fesusuivis de leurs parcelles.

La collecte des informations reliées au développerdes maladies a été conduite en
deux étapes :

- une enquéte par groupe (lors de la réunion) polieater les données
suivantes : premiére année d’utilisation de laétériChD ou dsipolitra» (nom donné par
les paysans), problémes rencontrés sur la culwr&gluvial et du riz irrigué, les causes de
ces problemes d’apreés la connaissance des paysans.

- une enquéte individuelle durant le suivi de la pHecpour collecter les
données suivantes : histoire de la parcelle, praticculturales (variété utilisée, origine des
semences, traitements de semences, apport d’'stigedtion des résidus de riz et travail du

sol), probléemes rencontrés sur la parcelle et ¥asen d’attaques de pyriculariose.
$
a. !

Les suivis des épidémies de pyriculariose ont #ezteés durant deux campagnes :
2014-2015 et 2015-2016, nommées ci-apres 201516 ZMans chaque village, 20 parcelles
ont été suivies donc au total 120 parcelles posr @evillages. Aprés avoir noté les
coordonnées géographiques de chaque parcelle etwles informations sur la parcelle,
celle-ci est traversée pour rechercher des sympg@megyriculariose. Deux observations ont
été réalisées par saison dans chaque parcellprefaiere a été effectuée durant la phase
végétative pour I'évaluation de la pyriculariosdidive (de janvier a mi-février) et la
deuxiéme a été conduite aprés la floraison jusdém’anaturation pour I'évaluation de la

pyriculariose paniculaire (entre fin février et mar



Pour la campagne 2016-2017 (nommée ci-apres 2680i7)a base des résultats des
années précédentes, un seul village (Fiantsonanétg achoisi pour vérifier I'évolution

d’attaque de la pyriculariose en milieu réel.
b. %

Durant la campagne 2016, deux parcelles témoine Eveariété ChD et la variété
FOFIFA 154 (F154 : variété de riz pluvial d’'altimdensible a la pyriculariose) ont été mises
en place dans les 6 sites en milieu réel (figune @2s deux parcelles ont recu la fertilisation
recommandée pour la riziculture pluviale : feréitisn organique (fumier: 5 t.Hp
fertilisation minérale (NPK: 11% N, 22%.®s; 16% KO a 300 kg.hd), dolomie
(CaMg(CQ), & 500 kg.ha) et deux apports d’urée (46% N & 50 kd.par apport).

Figure 12 : Parcelles témoin dans le site de Fiantsonana patarhpagne 2016 :
A gauche : la variété Chhomrong Dhan et a droite : la variété Fofifa 154.

c. - !

La mesure du niveau d’'attaque de la pyriculariasesdhaque parcelle a été conduite
comme suit :
- si aucun symptbme de pyriculariose n’est recensépdrcelle est classée

comme non infectée.



- Si des symptomes sont observés mais leur nombfailelst, ne permettant pas
de conduire une notation du niveau d’attaque, getteelle est classée comme infectée avec
une sévérité de la pyriculariose <1%.

- Siles symptdmes sont nombreux, la notation dergéwe la pyriculariose est
conduite selon la méthode décrite par Sesttet (2014) :

la sévérité de pyriculariose foliaire a été évalasée 10 poquets choisis
aléatoirement sur la diagonale de la parcelle aflagLe nombre de talles par poquet (nbT) et
le nombre de talles présentant au moins un symp¢ébig) ont été comptés. Sur trois talles
malades, le pourcentage de la surface foliaire eevpar des symptdmes de pyriculariose
(%SFI), a été estimé visuellement sur les quatndlds les plus hautes. La valeur de la
sévérité foliaire au niveau de poquet (SFP) a&tutée selon la formule :
SFP = %SFI x nbTI/nbT.
La sévérité foliaire au niveau de la parcelle aéda@uée en faisant la moyenne des SFP des
10 poquets mesurés.
la sévérité paniculaire a aussi été évaluée surpdfuets choisis
aléatoirement sur la diagonale de la parcelle afleaq le nombre de panicules par poquets
(nbP) et nombre de panicules infectés (nbPl) oéto&mptés, le pourcentage de grains
malades (%Gl) est estimé visuellement sur cinqquées infectés. La valeur de la sévérité
paniculaire (SPP) au niveau de poquet a été calcuigant la formule :
SPP = %Gl x nbPI/nbP.
La sévérité paniculaire au niveau de la parcel¢éaévaluée en faisant la moyenne des SPP
des 10 poquets mesureés.
Lorsque la parcelle présentait des symptébmes deutgriose, des échantillons de
feuilles ou de panicules malades ont été collgutés isoler le champignon afin de conduire

des analyses de la diversité et de la structur@al@slations dé/l. oryzae

I1.3.

Les résultats des enquétes en groupes permetedtitaile les informations suivantes :
- l'arrivée de ChD dans les six villages se situeees2007 et 2010 ;
- les paysans interrogés n’ont pas trouvé de probleragur en riziculture

pluviale avant ou apres I'utilisation de la vari@RBD. En d’autres termes, cette information



peut indiquer qu'aucune forte épidémie de pyridake n'a pas été recensée dans ces 6
villages pour la riziculture pluviale selon la caissance des paysans ;

- pour la riziculture irriguée de bas-fond, les geesnarquent des dégats
(panicules blanches) sur quelques parcelles a Amtahty mais les paysans n’arrivent pas a
décrire la cause. A Antsapanimahazo et Moraraserilble s’agir de foreurs de tige car les
paysans trouvent des larves dans la tige du riapbdes panicules blanches. A Fiantsonana,
des panicules blanches sur plusieurs parcelles anvewariété irriguée localeRojomena»
sont dues aux attaques de pyriculariose (des psysamaissent la pyriculariose paniculaire

dans ce village).
1 - $

Les réponses des paysans durant le suivi de leelardonnent un apercu des
pratiques culturales pour la campagne 2015 suz [@uvial dans les six villages (tableau 4).

- Les semences utilisées sur les 120 parcelles dansi® villages proviennent
majoritairement de production des paysans mise @& lpas de la récolte, soit par
autoproduction (69%), soit par des échanges dersmmentre les paysans (16%). Pour les
15% restants, les semences sont achetées chezaikgtpurs des semences. Toutes les
parcelles suivies regoivent des apports de fumieard le semis (des doses différentes en
fonction de la disponibilité pour chaque paysar). ¢dntre I'apport d’engrais minéral n'a été
réalisé que sur 5 parcelles dans deux sites senteané\ntsapanimahazo et a Morarano
(environ 40 kg de NPK par hectare). Concernantestign des résidus de riz, 67,5% des
paysans enlévent ces résidus pour pouvoir les gehds autres paysans (32,5%) utilisent les
résidus pour le fourrage du bétail. lls les stotkem forme de piles sur leurs parcelles
pluviales, a proximité de la maison. Concernantréwvail du sol, le labour de 79% des
parcelles suivies se fait juste avant le semis, td%parcelles sont labourées juste aprées la
récolte et 7% ne sont pas labourées (en jachérg®urAdes paysans enquétés n'a observé
d’attaque deM. oryzaeau niveau foliaire. Pour s’assurer que les paysavsient bien
reconnaitre les symptdmes, nous avons montré delfe$eprésentant des symptdmes de
pyriculariose, et les paysans ont confirmé qu’ithjamais vu ce type de Iésion. Cependant
6 paysans a Fiantsonana et 2 paysans a Manangtivatonnaissent la pyriculariose
paniculaire et décrivent son mode de dispersiofiasparcelle. Les autres paysans ont vu des

panicules blanches mais les associent a des adtdtjosectes ou des facteurs abiotiques.



Tableau 4 :Informations sur les pratiques culturales pourdmpagne 2014-2015exprimé
en pourcentage des 20 parcelles de chaque site)

Villages Ambatomainty | Antsapanimahazo | Fiantsonana | Mananetivohitra | Morarano | Tongarivo | Moyenne?

Origine des semences

Autoproduction 75 75 55 60 70 80 69
Echange entre paysans 5 25 25 20 20 0 16
Achat 20 0 20 20 10 20 15
Fertilisation
Fumier 100 100 100 100 100 100 100
Engrais minéraux 0 10 0 0 15 0 4

Gestion des résidus
Stockage 25 25 55 40 30 20 32,5
Enlévement 75 75 45 60 70 80 67,5

Gestion des parcelles

Labour aprés récolte 20 10 40 15 0 0 14
Labour avant le semis 80 85 50 80 100 80 79
Jachére 0 5 10 5 0 20 7
Observation
pyriculariose foliaire 0 0 0 0 0 0 0
pyriculariose paniculaire 0 0 30 10 0 0 7

#moyenne pour les six sites suivis.

- La fréquence des variétés utilisées et la rotatmoultures sur les 20 parcelles
de chaque site sont présentées dans le tableaoub.l&® campagne 2015, la variété ChD
occupait 104 parcelles (87% des parcelles suivies),autres variétés de riz pluvial sont
recensées sur 6 parcelles (9%) et les variétégl@mmminées sur 5 parcelles (4%). Pour la
campagne 2016, la variété ChD a été cultivée sBrphtcelles (94%), les autres variétés de
riz pluvial occupaient 6 parcelles (5%) et une plecest avec une variété non déterminée.
Pendant la campagne 2017 dans le village de Fizentso 17 parcelles sont cultivées avec
ChD et 3 parcelles avec d’autres variétés de uxigl.

- La pratique des rotations culturales est majodtaif7 parcelles et 85 parcelles
sont en riz la premiére année et cultivées aveatida cultures aprés pour les campagnes
2015 et 2016, respectivement. Le nombre de pascelldtivées avec du riz deux années
successives est de 43 pour la campagne 2015 etuBdgcampagne 2016. Durant le suivi
campagne 2017 a Fiantsonana, toutes les 20 parcatleriz avaient été cultivées avec

d’autres cultures I'année précédente.



Tableau 5 : Fréquence des variétés de riz et de la rotatiomralé sur les 20 parcelles par
village

Villages |Ambatomainty | Antsapanimahazo ‘ Fiantsonana| Mananetivohitra‘ Morarano | Tongarivo | Total | (%)

Campagne 2014-2015

Fréquence des
variétés

ChD 11 20 17 17 20 19 104 87
Autre riz pluvial 9 0 2 0 0 0 11
Variété ND 0 0 1 3 0 1 5 4

Rotation culturale
riz//autre culture 15 12 17 16 5 12 77 64
riz/lriz 5 8 3 4 15 8 43 36
Campagne 2015-2016

Fréquence des
variétés

ChD 19 20 15 20 20 19 113 94
Autre riz pluvial 1 0 5 0 0 0 6 5
Variété ND 0 0 0 0 0 1 1 1

Rotation culturale
riz//autre culture 19 11 19 17 7 12 85 71
riz/lriz 1 9 1 3 13 8 35 29

ChD : Chhomrong Dhan ; ND : non déterminée.
1% *
a. % * %

Les suivis de pyriculariose en milieu réel (tabléjumontrent que 2 parcelles sur les
120 suivies présentent des symptéomes de pyricaafiaire durant la campagne 2015 dont
une parcelle de ChD (sévérité <1%) et une parcElwariété non déterminée (sévérité de
20%). Pour la pyriculariose paniculaire, 13 paellle ChD présentent des symptdémes au
niveau des panicules avec des sévérités panicalaitéo et 2 parcelles de variétés non
déterminées avec 5% et 60% de sévérités panicalldaur la campagne 2016, une parcelle
de ChD sur les 120 suivies présente des symptomgxyritulariose foliaire et paniculaire
avec une sévérité <1%. Le suivi effectué a Fiarsarpour la campagne 2017 montre que
les symptomes de pyriculariose sont absents sur2@eparcelles suivies. L'attaque de
pyriculariose au niveau des feuilles et paniculétéaobservée sur les parcelles de ChD en
dispositif expérimental d’Andranomanelatra pour tEsnpagnes 2015 et 2016 avec des

sévérités <1%.



Tableau 6 : Nombre de parcelles présentant des symptomes deulayiose dans les six
sites

Villages Ambatomainty | Antsapanimahazo | Fiantsonana | Mananetivohitra | Morarano | Tongarivo | Total rr?ae;(/i(rar:g‘lae
Campagne 2014-2015
Pyriculariose
foliaire
ChD 0 0 0 0 1 0 1 <1%
Autre riz pluvial 0 0 0 0 0 0 0
Variété ND 0 0 0 1 0 0 1 20%
Pyriculariose
paniculaire
ChD 0 0 7 6 0 0 13 <1%
Autre riz pluvial 1 0 0 0 0 0 1 <1%
Variété ND 0 0 0 2 0 0 2 60%
Campagne 2015-2016
Pyriculariose
foliaire
ChD 0 0 1 0 0 0 1 <1%
Autre riz pluvial 0 0 0 0 0 0 0
Variété ND 0 0 0 0 0 0 0
Rotation
culturale
ChD 0 0 1 0 0 0 1 <1%
Autre riz pluvial 0 0 0 0 0 0 0
Variété ND 0 0 0 0 0 0 0

En résumé, sur les 6 villages et sur le site d’Andmanelatra, les symptémes de
pyriculariose foliaire et paniculaire sur la vaéiédominante ChD ont été observés a
Fiantsonana et a Andranomanelatra durant les campa&15 et 2016, a Mananetivohitra et
Morarano pour la campagne 2015. Aucun symptéme&t&aecensé sur cette variété dans les

trois autres villages (Ambatomainty, AntsapanimahetzT ongarivo ; figure 13).
b. %

La présence et la sévérité de la pyriculariose pieselles témoins mises en place
pour la campagne 2016 sont présentées dans latabld_a variété sensible F154 a eu des
attaques foliaires de 5% dans le village de Fiarsisa. Des symptdmes au niveau de la
panicule sur cette variété ont été observés dams tillages : Tongarivo, Morarano et
Fiantsonana avec une sévérité de pyriculariosecphknie de <1%, 2,3% et 54,5%,
respectivement. Des symptdmes de pyriculariosdasuariété ChD ont été observés sur un
seul site a Fiantsonana avec des notations devdait®ede pyriculariose foliaire de 0,05% et

une sévérité de pyriculariose paniculaire de 3,8%.



Légende

Sites_njaka
Camp 2015_0 Camp 2016_0

® Camp 2015_1 Camp 2016_0
® Camp 2015_1 Camp 2016_1

[ vakinankaratra_commune_29702 23 0 3 46 69 92 km

Figure 13 : Distribution géographique et présence des symptodeepyriculariose sur

Chhomrong Dhan dans les 6 sites suivis :

Point jaune : absence de symptémes sur la variété ChD pour les deux campagnes ; point bleu :
symptomes sur la variété ChD campagne 2014-2015 mais absence de symptdme pour la campagne
2015-2016 et point rouge : présence de symptdmes durant les deux campagnes.

Tableau 7 : Attague de pyriculariose foliaire et paniculairg & variété ChD et la variété
F154 dans les six sites pour la campagne 2016

Villages | Ambatomainty Antsapanimahazo Fiantsonana Mananetivohitra | Morarano ‘ Tongarivo

Sévérité de pyriculariose foliaire en (%)

ChD 0 0 0,05 0 0 0

F154 0 0 5,0 0 0 0

Sévérité de pyriculariose paniculaire en (%)

chD 0 0 38 0 0 0
Fi54 0 0 54,5 0 23 1
11.4.

s sz

Durant I'enquéte en 2015, 69% des parcelles ons@&téées avec des graines issues
des parcelles des paysans (autoproduction de seB)ehe risque de développement de la
pyriculariose est élevé en autoproduction de seewmar elle augmente la possibilité
d’utiliser des semences malades. Or, I'implicatiensemences infectées sur l'initiation de la

pyriculariose au champ est soutenue par plusieudes (Longet al, 2001 ; Guerber et



TeBeest, 2006). L'échange de semences (16% degllparcsuivies) entre les paysans
pourrait favoriser la dispersion de la pyriculag@ntre les parcelles, villages, communes ou
régions. En effet, la migration dé. oryzaea longue distance par le mouvement des matériels
infectés d’un lieu a l'autre est suspectée (Satedl, 2014).

La pratigue de la culture de riz deux années cais®s n’est pas recommandée pour
le riz pluvial. Pour la pyriculariosél. oryzaepeut survivre sur les résidus de riz restant sur
la parcelle (voir chapitre IV, Ravelosoet al, 2018). En conditions favorables, le
champignon sporule, se disperse et initie de nées/adpidémies sur le riz de la saison
suivante. Le risque d'attaque est d’autant plusnddarsque la variété utilisée est la méme
pour les deux années. Cette pratique n’est pasitadje (43 parcelles sur 120 en 2015 et 35
parcelles sur 120 en 2016).

Le stockage des résidus sur des parcelles enuiZaplest pratiqué sur environ un
tiers des parcelles et constitue une des pratiquieisrales qui peuvent augmenter l'initiation
de l'attaque de pyriculariose. En effet, les regaltobtenus dans le cadre de cette thése
montrent queM. oryzaesurvit sur les résidus infectés au moins entre rApegnes et ces
résidus infectés sont des sources potentiellesclilum primaire pour la campagne suivante
(Ravelosoret al, 2018).

Certaines pratigues culturales utilisées par lgsa@s dans ces six sites pourraient
réduire les épidémies de pyriculariose. La rotatiatturale (avec haricot, patate douce et
d’autres cultures) est effectuée sur 77 parcelbes |a campagne 2015 et 85 parcelles pour la
campagne 2016. La conduite de rotations pourrééraides conditions peu favorables pour la
survie deM. oryzae dans ces parcelles.

Le fait que ChD soit majoritaire et trés toléraatdéraine une trés faible pression de
pyriculariose. Dans ces conditions, I'implicatioesdpratiques culturales sur le niveau de
maladie est impossible a mesurer.

La majorité des paysans utilise le fumier pourdgilisation de leur parcelle. Les 5
parcelles sur les 120 parcelles suivies qui soettilifées recoivent une quantité faible
d’'azote. La fertilisation utilisée peut donc étmmsidérée comme faible dans les parcelles de
ces six villages et peu favorable au développemestpidémies (Longt al, 2000). Pour la
variété ChD, nous n’'avons pas observée plus de tSyngs sur les parcelles fertilisées en
milieu paysan. D’aprés Balliret al. (2013), il y a des rapports contradictoires &ififdt de
« Nitrogen Induced Susceptibility(NIS) avec la résistance quantitative. Par consg)le
vérification de l'interaction du métabolisme azetée la résistance quantitative de ChD sera

intéressante a conduire par des expérimentationsratitions contrblées.



Les résultats des suivis de I'épidémie de pyricosar effectués sur la variété ChD et
sur d’autres variétés de riz pluvial durant trasnpagnes (2015, 2016 et 2017) montrent que
le niveau d’attaque de cette maladie reste faldleun symptdme de pyriculariose n'a été
observé sur la variété dominante ChD dans troisvillegies suivis. Des symptémes sur les
feuilles et les panicules ont été observés damsuies villages avec des sévérités inférieures
a 1%. La tres forte différence de niveau d’attagaeiculaire entre ChD (3.8%) et la variété
sensible F154 (54.5%) observée dans le villageialet$onana, suggére que la pyriculariose
n'a pas disparu, mais que la résistance quanttaéChD reste encore tres efficace vis-a-vis
des populations existantes dans ce village et lguedt responsable du faible niveau de
maladie.

Ces suivis d'évolution épidémique de la pyriculsgodurant trois campagnes
semblent soutenir I'hypothése de la durabilité 'déliation de la résistance quantitative
(Parlevliet, 2002). Cette efficacité durable d’'wésistance quantitative a été observée sur une
variété de blé, Apache, partiellement résistante rauille brune de blé, maladie provoquée
par Puccinia triticina, pendant plus d’'une dizaine d’année (Pagdial, 2011 ; Azzimonti et
al., 2013). Cette durabilité de la variété Apaché&téaexpliquée par I'absence de pathotype
spécifique de I'agent pathogene sur cette variété.

Le faible niveau d’'attaque recensé sur la variér@idante ChD indique I'absence de
I'érosion de sa résistance quantitative durantlangue période (une dizaine d’année) méme
dans des conditions d’homogénéité variétale. Ddaatres études, le contournement de
résistance apparait en quelques années dans lensitigtion surtout avec une variété ayant
une résistance qualitative (McDonald and Linde, 228D

Dans le pathosystéme houblBoflosphaera macularisen revanche, Gergt al
(2017) ont montré une érosion graduelle de la t#si® quantitative de la variété
« Cascade » apres 15 ans de déploiement. Cetierésisst manifestée par 'augmentation
de la sévérité de l'oidium et I'apparition de pagidns deP. macularisplus agressives et
plus spécifiques sur cette variété. La variété @sDdiffusée depuis 12 ans a Madagascar et
il est possible que la situation du riz pluvial dsutes Terres soit similaire avec une érosion
trées progressive et lente, qui nécessitera de pouesles suivis en milieu paysan pendant
plusieurs années encore pour pouvoir réagir trggdement en cas d'adaptation du
pathogéene.



[.5. "

Les pratiques culturales recensées d'aprés I'erqu@tduite dans les six sites suivies
ne peuvent pas étre reliées aux attaques de s observées dans ces sites.

Les suivis de I'évolution des attaques de pyridata en milieu réel et en dispositif
expérimental montrent que le niveau de la maladieChD reste faible avec des sévérités
foliaire et paniculaire inférieures a 1% sur lescpes présentant des symptdémes. Méme sur
les parcelles témoins avec des apports d’intraetemmandés pour le riz pluvial, I'attaque
de pyriculariose sur ChD n'a été observée que dansseul site des six sites suivis,
Fiantsonana. Nos observations suggéerent que ktadse quantitative de ChD reste efficace
contre la pyriculariose. Pour avoir des informasiccomplémentaires, la structure et la

diversité de populations dé. oryzaesur les Hautes Terres ont été analysées.
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.1.

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurecafgacité d’adaptation des
populations d’'un agent pathogene a la résistanemtiative. Selon Lannou (2012), les
composantes d’agressivité qui sont le plus courammeesurées dans un pathosystéme
sont l'efficacité de l'infection, la période deéate, le taux de production de spores, la taille
des lésions et, pour certains pathogéenes, la ptioduale toxines. Les marqueurs
moléculaires neutres sont aussi souvent utilisés P&tude de la diversité et de la structure
des populations et de leur adaptation aux résistagaantitatives.

L’'adaptation locale de populations d’'un agent pgéme a une résistance peut étre
suivie de deux maniéres : la premiere consistendpacer la performance d’'une population
pathogene sur I'h6te avec lequel elle a été édlamiée (sympatrique) et sur d’autres hétes
(allopatrique) et est considérée comme le criteieme vs. away d’apres Kawecki et Ebert
(2004) et la deuxieme consiste a comparer la paeoce d’'une population pathogéne sur
son héte sympatrigue avec celle dautres populatipathogénes provenant d’hotes
allopatrigques et est considérée comme le critéoead vs. foreign> d’apres Kawecki et Ebert
(2004). Ces deux manieres apportent des informatidférentes. L'une met en évidence un
colt d’adaptation et l'autre révele des difféerendass la pression de sélection imposée par
les différents hotes. Dans le cas d’étude sur $éstance quantitative, la comparaison est
effectuée par des tests d’inoculation croisée elasedifférentes populations de I'agent
pathogéne et les variétés testées (Delnettéd, 2014 ; Delmast al, 2016).

Pour le pathosystéme r#agnaporthe oryzaeles données sur les résistances
quantitatives et 'adaptation de l'agent pathogé@nees résistances sont peu nombreuses.
Bonmanet al (1989) ont trouvé des différences d’agressiviéé douches del. oryzaeen
fonction de leur pays dorigine (Philippines vers@®rée) sur des variétgaponica
tempérées ayant de la résistance quantitativeeRgériences pour comparer la durabilité de
la résistance quantitative et de la résistancetgtia¢ ont été conduites en Colombie dans un
site avec une forte pression de maladie (Corretoki et Zeigler, 1995). Les résultats
montrent que les lignées qui ont un niveau detedsie élevé gardent leur efficacité vis-a-vis
des populations d&l. oryzaeapres trois campagnes d’évaluation. La caracté@isates
génes responsables de la résistance quantitativenpertante pour la compréhension de
leurs fonctions. En 2008, Ballimit al ont recensé 350 QTLs du génome du riz assodis a

résistance quantitative a la pyriculariose donttaies ont été cartographiés. La



compréhension du mode d’action de la résistancetiative sur les étapes de I'infection par
M. oryzae commence ainsi a étre élucidée. Cependant, l'affetdéploiement d'une
résistance quantitative a grande échelle sur lidimi des populations dé. oryzaereste peu
documenté.

Dans la présente étude, nous évaluerons I'effatéhloiement massif d’'une variété,
Chhomrong Dhan (ChD), sur les populationdwleoryzaesur les Hautes Terres. Cette étude
exploitera des populations deM. oryzae échantillonnées entre 2001 et 2006
(Andriantsimialonaet al, données non publiées) et entre 2014 et 2016oetbioant des
données génétiques et phénotypiques pour réponrrguestions suivantes :

- Y-a-t-il des différences génétiques entre les patuis de M. oryzae
échantillonnées sur la variété ChD et sur d’autegg@tés de riz pluvial ?

- Y-a-t-il des différences génétiques entre les patuis de M. oryzae
échantillonnées avant et aprés le déploiement dariété ChD ?

- Est-ce que les populations actuelles (campagne) 2@illgctées sur ChD sont
plus agressives que les populations collectéed’sutres variétés la méme campagne ?

- Y-a-t-il eu une évolution de l'agressivité des plapions échantillonnées sur
ChD entre les campagnes 2015 et 2016 ?

.2."

Différentes étapes de manipulation traitant lescees deM. oryzae et deux
techniques ('analyse moléculaire qui a été réadid&inité mixte de recherche Biologie et
Génétique des Interactions Plante-Parasite : UMRRIBd& CIRAD, Montpellier et le test
phénotypique qui a été fait au laboratoire de pbsticologie du Centre Régional de
Recherche : CRR du FOFIFA, Antsirabe) sont conduiteur voir si le déploiement d’une
variété ayant une résistance quantitative infludidamlution des populations dd. oryzae

L’ensemble de ces étapes est présenté sur la fldure

1 , $

Des échantillons de feuilles et de panicules dum@tades ont été collectés durant les
campagnes 2014-2015 et 2015-2016 (nommeées 201%16).4 es échantillonnages ont été

réalisés sur les mémes sites que ceux du chapitiolr la campagne 2015, la collecte



d’échantillons était prévue sur des parcelles de €hd’autres variétés de riz pluvial qui sont
proches dans chaque site. En cas de présencegd&ttie la pyriculariose sur ces parcelles,
environ 30 échantillons ont été collectés par prat par stade de développement (foliaire
et paniculaire). Pour la campagne 2016, cet édlmmtiage s’est focalisé sur les deux

parcelles de ChD et de Fofifa 154 (F154) miseslacepdans les six villages (chapitre I1).

Collecte des échantillons malades :
Information : lieu, date, variété du riz, stadeddeeloppement, type de
riziculture et coordonnées géographiques de legliar

J

Isolement monospore des souches tagnaporthe oryzae
Sur milieu bacto-agar a 4.5 % ; stérilisation 2@ &il20°C

Culture des souche:

Sur milieu farine du riz : 20 g de farine du rizg 2/'extrait de levure, 15 g d'agar
et 1| d’eau distillée ; stérilisation 20 min & 220; addition 1 ml de solution
d’antibiotique Pénicilline G (500 000 unités)

l

Conservation des souches :
Sur un papier filtre Whatmann ; conservation a €0°

l

Remise en culture des souches sur milieu farine de

UMR BGPI, Montpellier \ge FOFIFA, Antsirabe

Culture des souches sur milieu liquide Culture de riz en serre :
1| d’eau distillée, 10 g de glucose, 3 g de KND Fertilisation : 1 g de NPK par kg de sol et deux
g de KHPO,, 2 g d’extrait de levure ; stérilisation apports d’'urée a 1 g par bac.

20 min a 120° C ; addition 1 ml de solution
d’antibiotique Pénicilline G (500.000 unités)

J

Extraction de 'ADN des souches : Préparation d'inoculum:

Par digestion enzymatique et purification au Détermination de la concentration d’inoculum par
chloroforme isoamilacool comptage de spores sur un hématimetre
Amplification de 'ADN des souches : Pulvérisation et incubation des plants de riz :

Par réaction de polymérisation en chaine
multiplexées avec des marqueurs microsatellites

] I

Séparation des ADN amplifiés : Mesure de composante d’agressivité :
Par électrophorése capillaire

Analyse des données moléculaires : Analyse des données de test phénotypiques :

Distribution des souches en génotype multilocus
MLG et groupe clonaux (GC)

Figure 14 : Etapes de traitement des souchesMignaporthe oryzaedurant I'analyse
moléculaire et le test phénotypique



b. # "

L’isolement monospore dBl. oryzaeest réalisé a partir d'une seule feuille ou une
panicule malade qui est placée dans une chambreladyuour stimuler la sporulation. Puis,
une conidie est prélevée et cultivée dans une logitBétri contenant d’un milieu farine de
riz. Lorsque le mycélium s’est développé, un implast prélevé et mis sur un papier filtre
déposé sur le milieu (figure 15). Une fois colong le champignon, ce papier filtre est
séché, découpé en petit morceaux qui sont traisstenés une petite enveloppe stérile. Cette
derniére est scellée sous vide dans une gaineastiqule avant la conservation a -20 °C.

Les souches échantillonnées dans une parcellensuvariété et a un méme stade de
développement ont été considérées comme faisaie garla méme population. Au total, 20
populations déVl. oryzaeéchantillonnées ont été utilisées : 4 populatiaastillonnées sur
la variété ChD (62 souches au total), 3 populatesursla variété Fofifa 152 (51 souches), 1
population sur la variété Fofifa 161 (17 souches epopulations sur des variétés non
déterminées (48 souches) pour la campagne 2015pepdlations sur la variété ChD (76
souches) et 5 populations sur la variété Fofifa @& souches) pour la campagne 2016. Le
tableau 8 résume les caractéristiques des pomsatolées au laboratoire du centre régional
de recherches du FOFIFA (Antsirabe).

Entre 2001 et 2006, au total 455 souches ont ététggces par Andriantsimialord
al. (données non publiées). La majorité de ces sauzl&é échantillonnée sur les variétés de
riz pluvial d'altitude Fofifa : F152 (37 souche§}l154 (161 souches), F161 (184 souches) et
sur d'autres variétés (73 souches). Elles seromisidérées comme des témoins des

populations déagnaporthe oryzadans la région avant le déploiement de ChD.

Figure 15 : Souches d&agnaporthe oryzaeolonisant le papier filtre Whatmann



Tableau 8 : Description des populations déagnaporthe oryzaesolées pour les campagnes
2015 et 2016

nom des nombre nom des stade de lieu de collecte Année test
populations de variétés*  développement phénotypique
souches

popl 10 ChD P Mananetivohitra 2015 oui?®
pop2 15 nd P Mananetivohitra 2015 oui?
pop3 14 F152 F Andranomanelatra 2015 -
pop5 19 ChD P Fiantsonana 2015 oui**®
pop6 16 ChD P Andranomanelatra 2015 oui?
pop7 17 ChD P Mananetivohitra 2015 oui?
pop8 17 F161 P Fiantsonana 2015 oui?
pop9 17 F152 P Andranomanelatra 2015 oui?
popl0 12 nd P Morarano 2015 -
popl4 21 nd P Mananetivohitra 2015 oui?
popl5 20 F152 P Andranomanelatra 2015 -
popl6 18 ChD F Fiantsonana 2016 -
popl7 17 ChD F Fiantsonana 2016 -
pop19 20 F154 F Fiantsonana 2016 -
pop23 21 ChD P Fiantsonana 2016 oui®
pop27 20 F154 P Fiantsonana 2016 -
pop28 20 ChD P Andranomanelatra 2016 -
pop29 20 F154 P Andranomanelatra 2016 -
pop30 20 F154 P Morarano 2016 -
pop31 17 F154 P Tongarivo 2016 -

* . variété sur laquelle les souches ont été isolées ; nd : variété non déterminée ; ChD : Chhomrong
Dhan, F152, F154 et F161 : séries de variété du Fofifa ; stade de développement : F : feuilles et P :
panicules ; ®: 5 souches de la population sont utilisées pour le premier test phénotypique et b 10
souches de la population sont utilisées pour le deuxiéme test phénotypique.

# "
a * % (-

Les 351 souches échantillonnées durant les camp&ffid et 2016 sont remises en
culture sur le milieu farine de riz. Aprés 4 jodesmycélium de chaque souche est transféré
et ensemencé dans 1.5 ml de milieu de culture deufig.14). Le développement du
champignon dans ce milieu liquide se fait pendajuuds a 25 °C dans I'obscurité. Puis, le
mycélium est récupéré dans le puits a l'aide d'spatule, il est séché avec du papier
absorbant et est déposé dans un tube Eppendoridel2 digestion des parois cellulaires
est initiée en présence de 1.5 ml d’enzyme Vinoftoxgc une incubation de 2 heures a la
température ambiante. Aprés cette digestion enzguetl’extraction d’ADN de ces souches

a été conduite selon le protocole décrit par Adre#l (2007) (annexe 2).



L’ADN obtenu est amplifi¢ avec 12 couples d’amoraps correspondent a des
marqueurs microsatellites spécifiques plluoryzag(Kayeet al, 2003 ; Adreitt al, 2007).
L’amplification a été réalisée selon les réactiaies polymérisation en chaine (PCR)
multiplexées (plusieurs loci microsatellites peuvétne amplifiés simultanément) en utilisant
le kit QIAGEN et en suivant le cycle de la PCR (@xm 2).

Les produits amplifiés sont dilués a 1/70. Pougdeotypage, 1.5 ul de produit dilué
est mélangé avec 12 pl de marqueur de taille Gena-500 LIZ mélangé avec du tampon
Formamide Hidi (Applied Biosystems). La séparatd@s produits obtenus se font par une
électrophorese capillaire réalisée sur un séquenaatomatique ABI Prism 3130 XL
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). L'idéidation des alléles se fait en jouant sur
la taille des alleles (figure 16) et sur les diidies couleurs des marqueurs. Puis, le logiciel

Gene Mapper est utilisé pour identifier les all@gsartir des électrophorégrammes.

s e Tetewitean @ @ @ 4 @ @ 8 @ @ &

|

|

Figure 16 : Exemple d’électrophorégrammes des allélesVidgnaporthe oryzaelifférant
par leur taille.

b. ( / | % *

Les souches ayant les mémes alléles aux 12 locosatellites sont regroupées dans
un méme génotype multilocus (MLG). Cette opératishréalisée a I'aide d’'une macro Excel
élaborée par Jean Peccoud de 'UMR Ecologie etoBiel des Interactions, Université de
Poitiers. Ces MLGs ont été groupés en groupes alo(@C) en fonction de leur proximité
génétique et du nombre de souches dans chaque @h&jue MLG représenté par 5
souches ou plus a été considéré comme un GC. ChdhGereprésenté par moins de 5

souches a été rattaché au GC le plus proche géestant.



Le test exact de Fischer a été effectué pour déterri la distribution et la fréquence
des souches dans des groupes clonaux sont indépesdmtre les variétés (ChD et autres
variétés, par sites), entre les campagnes (202681&) et entre les périodes (avant et apres le
déploiement massif de la variété ChD) ou ces s@icheété échantillonnées.

Pour les populations deM. oryzae échantillonnées sur la variété ChD et
échantillonnées sur d’autres variétés de riz pluviadice de diversité génotypique a été
mesuré selon la formule de Nei en 1978 :

h=1- f?

Ou h est I'indice de diversité etdst la fréquence d’un groupe clonaux i.

a (* !

Le premier test phénotypique concerne la comparaies populations dé. oryzae
collectées sur la variété ChD et sur d’autres t@siépour la campagne 2015, dans trois
villages (Andranomanelatra, Fiantsonana et Manaoigtra). Quarante souches ont été
utilisées : 20 souches de ChD (5 souches de lalgtipul (popl), 5 de la pop5, 5 de la pop6
et 5 de la pop7) et 20 souches venant d’autregtéar(5 souches de la pop2, 5 de la pop8, 5
de la pop9 et 5 de la popl4). Chaque souche estnsée sur 4 variétés ayant des niveaux
différents de résistance a la pyriculariose (Ch@tipllement résistante ; F161, partiellement
résistante ; F152, sensible et Kasalath, trés ldefjslL’'ensemble de I'expérimentation est
refait trois fois (3 répétitions).

Le second test phénotypique concerne la comparaiesrpopulations dil. oryzae
échantillonnées a partir de la variété ChD penlisntleux campagnes culturales 2015 versus
2016, dans le village de Fiantsonana. Vingt sou¢h@ssouches de la pop5 de 2015 versus
10 souches de la pop23 de 2016) sont pulvériséesiaesx variétés (ChD, partiellement
résistante et F154, sensible a la pyricularioségndemble de I'expérimentation a été

conduite en 4 répétitions.
b. mn

Cinq kg de sol sont mélangés avec une fertilisationérale (NPK: 11% N, 22%
P,0s, 16% KO) avec un ratio de 1 g.Rgde sol et transférés dans un bac plastique. Les
semences de 4 variétés (ChD, F152, F161 et Kayalathr le premier test phénotypique et

de 2 variétés (ChD et F154) pour le deuxiéme tesht semées dans un bac pour



'inoculation avec une souche. Deux apports dedluggée (46% N) en solution par bac sont
effectués 14 jours apres la levée et un jour aMaotulation. Ces bacs sont laissés pendant
4 semaines dans la serre avant I'inoculation pesr mlantules a un stade de 3 a 4 feuilles
(figure 17).

Figure 17 : Bacs avec des plants de riz a tester

C. %

Chaque souche utilisée pour l'inoculation est véki pendant 10 jours sous une
lumiére blanche de 12 heures par jour sur le mfieine de riz. Le mycélium est gratté avec
un racloir et recouvert avec de I'eau distillée. duspension est filtrée avec des linges fins
pour récupérer des conidies sans mycélium. La carad@®n de I'inoculum est ajustée a
50.000 conidies par ml en utilisant un hématiméee additionnée avec 1% de gélatine.
Trente ml de cette suspension sont pulvérisés aarde 64 plantules de riz. Les bacs sont
placés dans des conditions de forte hygrométrig feoriser la germination des spores.

Aprés 7 jours les symptdmes sont examinés.
d # %

La mesure des composantes d’agressivité est basélessméthodes utilisées par
Galletet al (2014). Ces composantes d’agressivité comportent
- l'efficacité d’infection (par le comptage du nomiate Iésions),
- la colonisation a I'intérieur de la plante héter(pastimation de la surface de

|ésions)



- la capacité de sporulation (par le comptage du merme spores produites).

Pour chaque variété testée, quatre plantes sorisiehopour évaluer ces composantes
d’agressivité. Le nombre de Iésions est comptéusier surface de 5 dnau milieu de la
deuxieme feuille pour chaque plante. Puis la sertiEechaque |Iésion observée est estimée en
utilisant une échelle avec des gabarits dont |faserest connue (figure 18). Les quatre
fragments de feuilles utilisées pour le comptag@ambre de lésions (5 &nsont mélangés
dans un tube en verre contenant 1 ml de Tween 24.Qes tubes sont placés a 25 °C
pendant 48 h pour induire la sporulation. Puistabgs subissent une agitation a I'aide d’'un
vortex pour détacher les conidies. Les conidiesumpension sont ensuite dénombrées avec

un hématimetre.
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Figure 18 : Modéle d’échelle pour I'estimation de la surface ssions : (de 0.5 & 30 Mm

Les données obtenues des tests phénotypiques (@atalgésions, taille des Iésions,
production de spores par lésion et production deesppar unité de surface de lésion) ont été
explorées en utilisant I'analyse de variance (ANQ\&ec la version R 3.2.5 (R Core Team,
2016). Pour la comparaison entre des souches velea@hD et celles des autres variétés,
I'équation du modele est la suivante :

X=a+v+g+s+nhn+h+c+
ou X est la transformée de la variable quantitaf/e log (var + 1)), a est la constanteest

I'effet de la variété inoculée i; est I'effet de la variété d'origine des souchex gst I'effet



de la souche testée kest I'effet de la répétition |,;best I'interaction entre variété inoculée
et variété d’origine, i¢ est l'interaction entre variété inoculée et souielstce et est I'erreur
résiduelle.

Pour la comparaison des souches échantillonnéda sariété ChD en 2015 et celles
échantillonnées en 2016, I'équation du modeleaestivante :

Y=a+V+Un+s+hi+hbm+cct

Y est la transformée de la variable quantitative=(Yog (var + 1)), a est la constanteest
I'effet de la variété inoculée ijest I'effet de I'année d’échantillonnage mest I'effet de la
souche testée k, est I'effet de la répétition |, est l'interaction entre variété inoculée et
année d’échantillonnagey @st I'interaction entre variété inoculée et soutdsée et est
I'erreur résiduelle.

Les données pour toutes ces comparaisons subisseitansformation logarithme de

variable plus 1 pour normaliser et homogénéiserdsisius.
1.3.

& # "

ra 7

Des suivis d’épidémie de la pyriculariose ont éialisés sur des parcelles avec la
variété ChD et d’autres variétés pendant les cangm@015 et 2016 dans six villages en
milieu paysan et sur un site expérimental. Powalapagne 2016, des parcelles avec ChD et
F154 ont été mises en place dans les six villadgasant les suivis de ces parcelles, aucune
attaque de pyriculariose n'a été observée danaigsrtillages. Dans les autres villages, le
niveau de la maladie recensé sur la variété ChDbesgd faible, méme sur des parcelles qui
présentaient des symptdmes (résultats chapitrePH}. conséquent, I'échantillonnage des
populations déM. oryzaesur la variété ChD et sur d’autres variétés ntapétssible que dans
3 sites (Mananetivohitra, Fiantsonana et Andran@iadra) pour la campagne 2015 et dans 2

sites (Fiantsonana et Andranomanelatra) pour lgpagne 2016.

$ # "

L'analyse de 806 souches a l'aide de 12 marquelcsosatellites, a permis leur

distribution en 110 génotypes multilocus (figureAL8t B). A cause de données manquantes,
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Figure 19 : Distribution en génotypes multilocus et en groumdsnaux de souches
échantillonnées en riziculture pluviale sur les tdaurerres :

A : avec tous les MLGs, B : avec les MLGs représentés par plus de 6 souches (indiqué par la barre
verticale en A), C avec tous les GC. nd : non déterminé.



98 souches n’ont pas pu étre attribuées avecumatd des MLGs définis et par conséquent
ont été classées comme non déterminées (nd). IMIsGX les plus fréequemment observés
sont: MLG 3 avec 185 souches et MLG2 avec 166 lmmioccupant 43% du total des
souches analysées. Les MLG 6 et 11 sont représpatés2 et 44 souches, respectivement.
Huit des MLGs sont représentés par 9 a 20 soutksaVILG restant sont représentés par un
faible nombre de souches entre 1 et 6. Cette lligioh de toutes les souches en MLGs
donne une vue générale de la structure génotypigass, pour pouvoir comparer les souches
échantillonnées sur différentes variétés, le rggement des MLGs (en fonction de leur
proximité génétique) en groupes clonaux a été s@allLa figure 19 C représente la
distribution des souches en 24 groupes clonaux .(&€jge souches ne peuvent pas étre
assignées avec certitude & un GC. Par conséquaentes/98 souches dont le MLG n’est pas
défini, il y a au total 114 souches non assignéelesaGC et occupant 14% du total des
souches analysées. Les 2 GC les plus frequemmseivds sont : GC 2 avec 205 souches et
GC 3 avec 203 souches représentant la moitié dehies analysées. Puis, 5 GC occupant 25
% de I'ensemble de souches sont représentés par 70! souches. Les GC restants sont

représentés par inférieur ou égal & 10 souchas¢fit9 C).
b. & !

Pour caractériser la structure et la diversité gédmgue entre les variétés, les
populations deM. oryzaeéchantillonnées sur la variété ChD et échantibmsnsur d’autres
variétés de riz pluvial ont été comparées dans sibes en 2015 et dans deux sites en 2016
(tableau 9). A Mananetivohitra en 2015, 3 GC et@ $ant spécifiques pour la variété ChD
et les variétés non déterminées, respectivemeats BC sont communs entre les deux. A
Fiantsonana en 2015, 2 GC et 2 GC sont spécifigaas ChD et F161, respectivement. Un
GC est commun entre ChD et F161. En 2016, dansé&meensite, 2 GC sont partagés par
ChD et F154, 4 GC sont observés sur ChD et 2 GG sbservés sur F154. A
Andranomanelatra en 2015, 4 GC et 5 GC sont spéesi pour ChD et F152,
respectivement. Deux GC sont communs entre les dmigtés. En 2016, 4 GC et 4 GC sont
spécifiques pour ChD et F154, respectivement.

Les résultats de cette comparaison effectuée pbague site et pour chaque
campagne montrent que la distribution en GC desilptipns échantillonnées sur la variété
ChbD différe significativement (test exact de Fisgleecelles des souches échantillonnées sur
d’autres variétés de riz pluvial. Puis la compamisde I'ensemble des souches

échantillonnées sur ChD dans tous les sites etlpsuteux campagnes a celles des souches



échantillonnées sur d’autres variétés révele qu&Clsont communs pour ChD et autres

variétés. Cing GC et 5 GC sont échantillonnés seeite sur ChD et seulement sur d’autres

variétés, respectivement (tableau 9). L’analysetreoaussi que les proportions des souches
dans chaque GC different entre elles (Test exaEigi#her, P< 0.001).

Tableau 9: Distribution des populations ddagnaporthe oryzaen groupes clonaux avec
les souches échantillonnées sur la variété ChhamBiran et sur d’autres variétés de riz
pluvial

Période 2015 2016
Village | Mananetivohitra | Fiantsonana | Andranomanelatra Fiantsonana Andranomanelatra
Variété | ChD Avnd ChD | F161 | ChD F152 ChD F154 ChD F154 ChD Autre variété de Jvariété de riz pluvial
riz pluvial
Groupe nombre de nombre de | nombre de souches nombre de nombre de souches
clonaux souches souches souches
2 8 4 5 6 8 21 15,2 15 7,0 169 37,1
3 2 21 7 29 2 17 8 11 8,0 102 47,9 90 19,8
nd 1 1 1 3 2 1 0,7 8 3,8 105 23,1
6 3 7 12 1 4 2,9 19 8,9 47 10,3
11 3 9 28 15 28 20,3 28 13,1 3 0,7
30 9 9 4,2 12 2,6
75 9 4 1 3 12 8,7 5 2,3 4 0,9
4 8 1 5 9 6,5 5 2,3 2 0,4
182 14 14 10,1
44 1 6 6 4,3 1 0,5 3 0,7
102 1 7 8 58 1 0,5 1 0,2
157 10 10 7,2
111 9 4,2
15 3 3 2,2 5 1,1
27 4 4 2,9 2 0,9
31 3 4 1,9 2 0,4
35 1 4 4 2,9 1 0,5 1 0,2
76 1 2 0,9 4 0,9
92 1 1 1 0,7 1 0,5 2 0,4
32 1 0,5 1 0,2
127 2 0,4
14 1 0,2
18 1 0,2
52 1 1 0,7
151 1 1 0,7
[ -0.004 (-0,024)

ChD : variété Chhomrong Dhan; Avnd : autres variétés non déterminées ; F152, F154 et F161 : série
de variété de Fofifa ; nd : groupement des souches non distribuées dans un groupe clonal.

h : indice de diversité des populations de M. oryzae

Dif. : Différence entre l'indice de diversité des populations échantillonnées sur ChD et sur d’autres
variétés de riz. La différence entre l'indice de diversité entre des populations des variétés de riz
échantillons récents et avant 2006 est entre parenthese.

En prenant en compte la comparaison dans chagueetsippour chaque campagne,
'indice de diversité se situe entre 0,54 a 0,7@rp&es populations devl. oryzae
échantillonnées sur ChD et entre 0,55 a 0,69 msupdbpulations échantillonnées sur d’autres
variétés de riz pluvial. Ensuite, la différenceldedice de diversité de ChD a celui d’autre
variété ne dépassent pas 0.14 en valeur absolue.t®ies les sites et les deux campagnes
(2015 et 2016), les indices de diversité sont @t89,73 pour ChD et pour les autres variétés,

respectivement (tableau 9). Ces données obtendiegiént que les populations Ne oryzae



échantillonnées sur la variété ChD ont a peu @ésdme diversité génotypique que celles

des populations échantillonnées sur d’autres \é&miét
c. & !

L’étude de I'évolution des populations 8 oryzaedans le temps a été réalisée en
comparant les échantillons sur ChD (138 souches)d'autres variétés de riz pluvial (213
souches) pour les campagnes (2015 et 2016) etesuvatiétés de riz pluvial (455 souches)
avant 2006. Quatre GC sont spécifiques pour lestesuéchantillonnées sur la variété ChD,
1 GC est spécifique pour les autres variétés dplumal des campagnes 2015 et 2016 et 3
GC sont spécifiques pour les variétés de riz plusiaant 2006. 16 GC concernent des
souches de ChD et des autres variétés de riz plavant ou aprés 2006 (tableau 9). La
comparaison de la structure génétique des soudcsebsur ces groupes clonaux montre
gu’il y a une différence significative entre lesisbes échantillonnées sur la variété ChD, sur
les autres variétés de riz en 2015 et 2016 etesuvdriétés de riz avant 2006 (Test exact de
Fischer, P = 0,0005). La majorité des GC sont désedans les échantillons prélevés avant
2006 et dans les échantillons récents mais ceffératice est observée au niveau des
proportions de souches dans chaque GC.

Les indices de diversité sont 0,89, 0,73 et 0,16 @hD, pour d’autres variétés de riz
(échantillons récents) et variétés de riz (avaf60respectivement. Ces données indiquent
gue les populations de ChD sont Iégérement plusrsifiees par rapport aux populations des
variétés de riz avant 2006. Par contre, ces isdmet apparaitre une ressemblance en termes
de diversité génotypique entre les populationsvdegtés de riz pluvial pour les échantillons
récents (2015 et 2016) et échantillons avant dépient de ChD (avant 2006).

d & !

La distribution en GC des souches échantillonnaeasvariété ChD entre les sites a
également été examinée. Pour la campagne 201%ouebes de la variété ChD se distribuent
en 11 GC, dont 3 GC sont communs pour deux des &ites, 4 GC spécifiques pour
Mananetivohitra, 1 GC spécifique pour Fiantsonana 3e GC spécifiques pour
Andranomanelatra (figure 20). Pour la campagne 20 souches de la variété ChD se
distribuent en 10 GC, dont 6 spécifiques de Fiar@tea et 4 spécifiques d’Andranomanelatra
(figure 20). La structure génotypique des populetiéchantillonnées sur la variété ChD varie
donc entre les trois sites pour la campagne 20¥nie les deux sites pour la campagne
2016.
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Figure 20 : Distribution en groupes clonaux (GC) des souchbaarddlonnées sur la variété
Chhomrong Dhan sur les trois sites : Andranomargl&iantsonana et Mananetivohitra

e. & !

Deux sites (Fiantsonana et Andranomanelatra) orhipede comparer la structure
génétiqgue des souches échantillonnées sur la &a@BD en 2015 a celles de 2016. A
Fiantsonana, les souches de la variété ChD sébdisiit en 8 GC, dont 2 GC sont présents
en 2015 et 6 GC sont présents en 2016. A Andranelaiaa, les souches de la variété ChD
se distribuent en 9 GC, dont 5 GC sont présenBO&h, 3 GC sont présents en 2016 et 1 GC
est présent pour les deux campagnes (figure 243.résultats révélent que la distribution des
souches en GC differe entre les campagnes 201BL6t® Fiantsonana (test exact de Fischer,
P<0,001) et a Andranomanelatra (test exact de &is€k0,001).
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Chhomrong Dhan entre deux campagnes : 2015 et 2016
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Pour tester I'adaptation potentielle des souchlesvariété ChD, nous avons comparé
le pouvoir pathogéne des souches échantillonnée20&h sur ChD et celui des souches
issues d'autres variétés. Vingt souches échamiles sur ChD (10 souches pour le site de
Mananetivohitra, 5 souches pour Fiantsonana etush&s pour Andranomanelatra) et 20

souches échantillonnées sur d’autres variétésqabhgs sur deux variétés non déterminées



pour le site de Mananetivohitra, 5 souches sur it Fiantsonana et 5 souches sur F152
pour Andranomanelatra) ont été inoculées sur quatriétés (ChD, F161, F152 et Kasalath)
et trois composantes d’agressivité ont été mesuréefficacité d’infection (nombre de
Iésions), la colonisation des tissus de I'hoteféar de I€sions) et la capacité de sporulation
(production de spores par lésion et production pleres par unité de surface de lésion).
L’ANOVA (tableau 10) n’a pas mis en évidence d'¢Benificatif de la variété d’origine sur
les composantes d’agressivité. Des effets sigtificde la répétition, de la variété inoculée
(ChD, F161, F152 et Kasalath) et de la soucheddgt@ souches) ont été recensés sur tous
les parametres mesurés (tableau 10).

Tableau 10: Analyse de variance des composantes d'agressiwir @0 souches

échantillonnées sur Chhomrong Dhan et 20 souchHemnélionnées sur d’autres variétés en
2015

nombre de surface de

L )
Facteurs DL |lésions lésions (mm?) spores par Iésion | spores par mm

F-value P-value | F-value P-value | F-value P-value | F-value P-value
Réplication 2 26,6 <0,0001| 39,34 <0,0001| 9,54 <0,0001| 10,33 <0,0001
Variétés d'origine 1 1,02 0,31 0,37 0,53 0,017 0,89 0.0031 0,95

Variétés inoculées | 3 36,96 <0,0001| 104,8 <0,0001| 103,71 <0,0001| 73,56 <0,0001
souches testées 38 492 <0,0001| 583 <0,0001| 3,73 <0,0001| 35 <0,0001
variétés d'origine x
variétés inoculées

souches testées x
variétés inoculées

3 1,39 0,24 1,36 0,25 0,93 0,43 0,82 0,47

114 | 0,63 0,99 0,62 0,99 1,18 0,13 1,21 0,1

Pour prendre en compte les effets locaux sur lpsilptions et pour tester d’avantage
si I'agressivité des populations bk oryzaeéchantillonnées sur ChD et sur d’autres variétés
est différente, la comparaison par paires des ptipus échantillonnées sur des parcelles
voisines a été réalisée pour chaque variété ineciés paires de populations venant de trois
sites sont donc comparées :

- Mananetivohitra: population (popl) venant de Chisue popl4 venant d’'une
variété non déterminée et pop7 venant de ChD veysp2 venant d’'une autre variété non
déterminée

- Fiantsonana: pop5 venant de ChD versus pop8 veleaft61

- Andranomanelatra : pop6 venant de ChD versus pepfnt de F152

Les résultats de comparaison des populations veteanes trois sites sont présentés
dans la figure 22. La plupart des populations verten ChD et des populations venant
d’autres variétés a le méme niveau d’agressivitéesu4 variétés inoculées et pour toutes les

composantes d’agressivité. Par contre, une dift&reentre certaines populations a été



observée. Les pop7 et pop2 différent pour le norderé&sions et la surface de lésion sur la
variété ChD (avec pop7 venant de ChD plus agresgieepop?2 figure 22 A), entre popl et
popl4 pour la surface de Iésion sur la variété k#sgavec popl venant de ChD plus
agressive que popl4 figure 22 B) et entre pop6op®d pour le nombre de Iésions sur la
variété F161 (avec pop9 venant de F152 plus ageesgie pop6 figure 22 D). Des cas de
différence presque significative (P-value entre50ed 0,1) ont été recensés pour certaines
populations : entre pop7 et pop2 pour les sporedédséon sur la variété ChD et pour les
spores par unité de surface sur les variétés Chidasdlath (fig. 22 A) et entre pop6 et pop9

pour la surface de lésion sur les variétés Fl&asalath (fig. 22 D).

%
# " 3456 3457

Pour tester une évolution potentielle du pouvoirthpgene des souches
échantillonnées sur la variété ChD dans le temmss,comparaison du pouvoir pathogéne des
souches échantillonnées en 2015 et en 2016 a 6ieanta a été réalisée. Dix souches par
année d’échantillonnage sont inoculées sur deuiétéar (ChD et Fofifa 154). Les quatre
parametres d’agressivité ont été mesurés. Lestaésule cette comparaison sont présentés
dans la figure 23. L'analyse de variance n'a pas en évidence d'effet significatif de
année d’échantillonnage, ni d'interaction avec Jariété inoculée sur les composantes
d’agressivité. Pour la variété inoculée, aucun&dihce n’'a été observée sur la surface de
Iésion, la production de spores par lésion et talpection de spores par unité de surface de
lésion. Par contre, I'analyse révéle un effet wariboculée qui est observée sur le nombre de
lésions (P = 0,02). Des effets significatifs derdgpétition et des souches testées ont été

observés sur tous les parametres mesurés.
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Figure 22 : Boite a moustache pour les 4 composantes d’agitéssieprésentant la
comparaison des populations Magnaporthe oryzaetchantillonnées sur Chhomrong Dhan
et sur d’autres variétés :

A : population 2 vs population 7, B : population 14 vs population 1 (Mananetivohitra) ; les 4 variétés
inoculées : Chhomrong Dhan (ChD), FOFIFA 161 (F161), FOFIFA 152 (F152) et Kasalath (Kas).

Les limites des boites représentent les quartiles supérieur et inférieur, la ligne représente la médiane,

les moustaches représentent les valeurs minimale et maximale et les points en cercle noir
représentent les valeurs extrémes.
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Figure 22 (suite) :Boite a moustache pour les 4 composantes d’agitgssdprésentant la
comparaison des populations Magnaporthe oryzaeéchantillonnées sur Chhomrong Dhan
et sur d’autres variétés :

C: population 8 vs population 5 (Fiantsonana) et
(Andranomanelatra).

D: population 9 vs population 6
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Figure 23 : Boite a moustache représentant I'agressivité desdl@hes deVlagnaporthe
oryzaede la campagne 2015 et 10 souches de la campad@fev@0ant de Chhomrong Dhan

sur le site de Fiantsonana inoculées sur deuxtear{€hD et Fofifa 154) :

a : efficacité de l'infection (nombre de Iésions), b : capacité de sporulation (production de spores par
Iésion), c: colonisation des tissus de I'h6te (surface de lésions) et d: capacité de sporulation
(production de spores par unité de surface de lésion en mm?).

Les limites des boites représentent les quartiles supérieur et inférieur, la ligne représente la médiane,
les moustaches représentent les valeurs minimale et maximale et les points en cercle noir
représentent les valeurs extrémes.
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L’'adaptation des populations dé&. oryzaea la variété dominante Chhomrong Dhan
(ChD), partiellement résistante a la pyricularioaeété évaluée sur les Hautes Terres de
Madagascar. L'approche utilisée pour conduire a@ftduation est de comparer la diversité,
la structure génétique et le pouvoir pathogenepdesilations échantillonnées sur ChD et sur
d’'autres variétés. Le faible niveau d’attaque den&adie recensée dans les sites suivis sur
les Hautes Terres durant deux campagnes (2015 ¥6) 2@ous a conduit a réduire
I'échantillonnage des populations Ne oryzaepar rapport a celui prévu au départ. Malgré
tout, des populations venant de ChD (138 soucheggrent d’autres variétés de riz pluvial
(213 souches) ont pu étre isolées a partir de gaslgites présentant des symptébmes de
pyriculariose.

L’'analyse des populations montre que le niveauidersité génotypique est similaire
entre les populations de ChD et d’autres variétsg chaque site et entre les sites). La
comparaison des populations avant déploiement @e(2006) et durant les deux campagnes
récentes (2015 et 2016) ne révele pas non plusfigeedce en termes de diversité de ces
populations. La résistance quantitative influendééimment I'évolution de la diversité
génétique des populations de I'agent pathogeneapaort a la résistance qualitative (Burdon
et al, 2014 ; Zharet al, 2015). Cette derniére élimine les populatiorisugantes entrainant
une réduction de la diversité génotypique. La §taldu niveau de diversité des populations
de M. oryzaeobservéalepuis le déploiement massif de ChD est un casguirpourrait étre
expliqué par les hypothéses suivantes : soit uthection de la diversité a eu lieu & un certain
moment par 'effet de goulot d’étranglement maipdgulation sélectionnée a eu le temps de
se diversifier a nouveau, soit ce déploiement rda permis la sélection de populations
spécifiques.

L'analyse de la structure génotypique des populatideM. oryzaependant deux
campagnes (2015 et 2016) révele que la distributies groupes clonaux (GC) des
populations échantillonnées sur ChD et sur d’aut@®étés de riz pluvial differe. Cette
différence observée pourrait étre le signe d’adeptades populations del. oryzaesur la
variété dominante (ChD). Des observations simiaiomt été faites dans d’autre étude,
Delmotte et al (2014) ont trouvé une différence génétique emé® populations de
Plasmopara viticolaéchantillonnées sur une variété de vigne aveaésistance quantitative

et sur une variété sensible.



Le déploiement massif de ChD semble avoir moddiétiucture génotypique de la
population deM. oryzaede la riziculture pluviale sur les Hautes Terress lpopulations
avant 2006 et récentes (campagnes 2015 et 20X6)edhif par les fréquences des groupes
clonaux entre ces périodes d’échantillonnage. dUnltangement de la structure génotypique
de M. oryzaesuite a l'utilisation d’'une nouvelle variété ayames genes de résistance
gualitative spécifique, a été observée aux Etats-par Wanget al (2017) lors d’'une étude
des populations durant plusieurs décennies. Avantldploiement de ChD, les variétés
adaptées a la haute altitude (dont F154) étaierdildes a la pyriculariose. Par contre, cette
variété était peu attaquée en milieu paysan dleasiivi de I'épidémie pour les campagnes
2011 & 2013 (Ravelosa@t al, 2016) et pour les campagnes 2015-2016. Le cnaexge de la
structure génotypique dd. oryzaedans la région par la dominance de ChD pourraé étr
'une des explications de la diminution d'attaque ld maladie sur F154. Suivant cette
hypothése, les populations virulentes sur cett&étéaseraient probablement diluées dans les
populations existantes actuelles et auraient duamatrouver » leur hote a cause de faible
fréquence d'utilisation de F154 dans le paysagexlication alternative est que le
déploiement de ChD a été suffisamment rapide esimpsur quasiment éradiquer et donc
diminuer globalement la pression de pyriculariose.

Ces différences de la structure génotypique obsesrd@ans notre cas d'étude sont
insuffisantes pour conclure a une spécialisationedtaines populations de I'agent pathogene
sur ChD car la composition en GC des population<slD n’est ni homogéne, ni stable. En
effet, la composition en GC differe entre les si{@$antsonana, Mananetivohitra et
Andranomanelatra). De méme, la majorité des GCitifitespour les populations de ChD en
2015 ne sont plus recensés en 2016. Les popwdaterM. oryzaeéchantillonnées sur
d’'autres variétés semblent plus stables. Par exeraplméme GC était dominant en 2015 et
2016 a Fiantsonana (GC 11) et a Andranomanelatéx 3G tableau 9). Ces observations
montrent que la structure des populations sur Chille\en fonction des sites et en fonction
des années. Elles suggerent qu’il n'y a pas un @&rique de la variété ChD qui se
maintient. La variété ChD ne semble pas sélectiodagyroupe clonal dominant. Bret al
(2010) ont observé une évolution comparable deslptipns dd_eptosphaeria maculargui
causent le chancre de la tige et du collet du cselmades variétés avec une résistance
guantitative. Ces auteurs ont montré que plusigyrss des souches ayant des niveaux de
virulence différents sont détectés lorsqu’une téee quantitative est utilisée alors que des
fréquences élevées de souches virulentes ont éensees lors du déploiement d'une

résistance qualitative.



La comparaison du pouvoir pathogene des populatied. oryzaeéchantillonnées
sur la variété ChD et sur d’'autres variétés derfaghobale, ou par paire dans chaque site,
montre que leur niveau d’agressivité est la méme foplupart des composantes mesurées
et sur toutes les variétés inoculées. Les populasor ChD pourraient venir des populations
présentes sur les autres variétés dans les parweidnes. Si les flux sont faibles, la dérive
génétique pourrait étre apparue. Cette dérive vaergé une différenciation entre les
populations. C’est ce que nous observons. L’hypattdune contamination de ChD par de
linoculum venant d'autres variétés est donc pdssiBes populations provoquent quelques
symptdomes sur ChD mais elles n'arrivent pas a o@par une épidémie sur cette variété.
Certaines études montrent que I'occurrence desiti@ars d’agressivité est un facteur clé
pour I'adaptation de I'agent pathogeéne a une @&sist quantitative. L'inoculation croisée a
permis de voir que les populations échantillonngas des variétés avec une résistance
quantitative sont plus agressives par rapportlasétchantillonnées sur des variétés sensibles
chez les pathosystéemes vigPksmopara viticola (Delmas et al, 2016) et
houblonPodosphaera maculari&Gentet al, 2017). Dans notre cas, la similarité de pouvoir
pathogéne des populations échantillonnées sur €lalrelles des autres variétés (campagne
2015) ne permet pas de conclure a une adaptatiobagent pathogene a cette variété
dominante.

L'adaptation de l'agent pathogéne a une résistan@mtitative parait difficile a
élucider et I'érosion de cette résistance néceasittemps plus long. Le suivi de I'évolution
des populations dBl. oryzaedevra étre poursuivi sur une période plus longuen Bjue la
structure génotypique entre les populationdvdeoryzaesur ChD collectées en 2015 et en
2016 soit différente, la comparaison du pouvothpgéne des ces deux populations de ChD
dans le site de Fiantsonana révele que leur nigleayressivité est le méme sur cette variété.
Ces deux observations vont dans le sens d’'une edsBadaptation des populations e
oryzaeprésentes sur les Hautes Terres a la variété datei@hD. Plusieurs hypothéses non
exclusives peuvent expliquer cette maladaptatioausNsupposons que la variété ChD
posséde une résistance quantitative non spécifigiéelarge spectre. Ce type de résistance ne
permet pas l'augmentation en fréquence de soudhssgressives et spécifiques a la variété.
L’absence des souches spécifiques est une desatiqniis de I'efficacité d’'une résistance
guantitative durant une période longue, et a étéemi@e sur d'autres pathosystémes
(bléPuccinia triticina Papaixet al, 2011 ; pommieKenturia inaequalisLé Van et al,
2013). En outre, la variété ChD pourrait avoir descanismes de défense avec des effets

complémentaires réduisant le développementMdeoryzae Ces mécanismes considérés



comme de résistance basale sont rapportés pareLiab (2016) chez le riz vis-a-vis de la

pyriculariose. Dans leurs tests, ces auteurs omtné@ue certaines souches (populations de
M. oryzaeéchantillonnées sur sous espeitelica) peuvent provoquer quelques symptomes
sur des variétés de riz de la sous espa@genicaayant de la résistance basale. Mais ces

souches n'arrivent pas a causer des dégats imposances variétés au champ.
".5."

Toutes nos observations durant le suivi sur leaiberet les tests en conditions
contr6lées nous permettent de dire qu’aucune atitaptparticuliere des populations d&
oryzae sur la variété dominante, ChD n’a été recensée peumoment. De ce fait,
'exploitation de ce type de résistance considémroe durable est une stratégie de lutte
efficace contre la pyriculariose.

Les pratiques culturales utilisées en rizicultuheviale (absence de culture de riz
durant plusieurs mois, faible fertilisation) pouerg également contribuer a la maladaptation
de M. oryzaesur cette variété. L'absence de riz a un impact $or la variation des
populations deM. oryzaeentre deux saisons. Pour mieux comprendre ces piédmes, il est
nécessaire de connaitre les réservoirs de cet pgdmigene durant l'intersaison et la durée

de sa survie. C’est la partie traitée dans le ¢repy de cette these.
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L'augmentation de I'agressivité des populationshpgénes peut conduire a I'érosion
de la résistance quantitative. Selon Mcdonald atéi(2002 a), le potentiel évolutif d'un
agent pathogéene est influencé par la taille efécae sa population. L'occurrence et
I'émergence de souches plus agressives serontdiguitis faciles que les populations seront
importantes en nombre. Des stratégies permettantédeire la taille des populations
pourraient donc retarder I'adaptation des poputatiplus agressives sur des variétés avec
une résistance quantitative. La gestion des soufcesculum constitue un des moyens pour
limiter le développement des épidémies et réduietdille des populations. Pour la
pyriculariose, les sources potentielles d'inoculde M. oryzaeont été décrites dés les
premiéres études sur la maladie (Ou, 1985) sanscegleée ne soit validé ni que leur
importance relative n’ait été quantifiée.

Le but de ce chapitre est d'identifier et de hiénéger les sources potentielles
d’inoculum de pyriculariose en riziculture pluvialans une région ou le riz est absent durant
plusieurs mois de I'année.

En premier lieu, nous avons mesuré la survidderyzaesur des résidus de riz et
évalué leur réle dans l'initiation de I'épidémie dgriculariose au champ. Cette premiére
partie a fait I'objet d’un article publié dans EvuePlant PathologyRavelosoret al, 2018).
Elle montre queM. oryzaepeut survivre sur les résidus de riz jusqu'a dbivers et ces
résidus infectés jouent un réle important dansdmatrage des épidémies de pyriculariose
'année suivante, principalement lorsqu’ils sorgdls sur le sol (Ravelosat al, 2018)
(IV.1).

En second lieu, nous avons évalué I'importanceivela’autres sources potentielles
d’inoculum au sein de la parcelle. Plusieurs étua@sdémontré I'implication des semences
infectées comme source d’'inoculum primaire poysydculariose (Manandhaet al, 1998 ;
Long et al, 2001 ; Guerber et TeBeest, 2006 ; Faivre-Rampari, 2013). Nous avons
comparé les épidémies dues a l'inoculum porté parsemences et a différents types de
résidus. Les pailles, les grains vides et les beeeiges de riz infectées qui restent sur la
parcelle aprés la récolte semblent quantitativenpéut importants que les semences pour
déclencher la maladie. Ce travail est présenté dansarticle qui a été soumis au journal
Phytopathology

Enfin, nous avons testé si le riz irrigué, présantle terrain durant une période plus
longue que le riz pluvial, pouvait jouer un rélendde développement de la pyriculariose sur

le riz pluvial.
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Le pathosystéme ritel. oryzaeest considéréomme un modele pour les champignons
phytopathogenes. Cependant, les données sur le@élsources d’inoculum primaire et sur
le mode et la durée de survie de I'agent pathogené peu disponibles. A part les travaux
effectués sur le role de semendefectées sur le développement de la pyriculariase
champ, aucune étude convaincante n'a actuellemesumd la capacité del. oryzaea
survivre sur des résidus de riz sur le terrainietes résidus peuvent servir de source
d’'inoculum primaire pour des épidémies futures. |®rconnaissance de ces informations est
un élément essentiel pour formuler des stratégiagedtion de la pyriculariose dans une zone
ou le riz est absent durant plusieurs comme cé&esiak pour le riz pluvial dans les Hautes
Terres.

Trois traitements (avec des résidus de riz infeetésn infectés laissés sur la surface
du sol et sans résidus du riz) ont été comparémtitnois saisons culturales. Pour suivre les
attaques de pyriculariose, les lésions présenteshague poquet dans la parcelle ont été
comptées et les sévérités foliaire et paniculanteété mesurées sur dix poquets dans chaque
parcelle. D’'autre part, la survie 8& oryzaesur des résidus de riz a été évaluée sur des lots
de tige paniculaires infectées placées pendantdd sar la couverture végétale du sol, sous
la couverture végétale et dans le sol a 10 cm dfempdeur. Des échantillons ont été prélevés
chaque mois sur le terrain pour tester la capdeitgporulation des lots de panicules.

Les résultats montrent que le niveau d’attaque gecylariose foliaire est
significativement plus élevé sur le traitement avkss résidus infectés par rapport aux
traitements avec des résidus non infectés et samidus (par exemple pour la campagne
2015, le nombre moyen de Iésions par poquet awidug est de 25,6 contre 2,8 avec résidus
non infectés et 2,7 sans résidus). Concernantriaesaur les tiges paniculairel]. oryzae
perd rapidement sa capacité de sporulation loréegieésidus sont enterrés. En revanche
'agent pathogene survit longtemps dans les agtraditions : la sporulation du champignon
a été observée jusqu’a 18 mois sur les résidusékisur la couverture. Il est conclu que la
présence de résidus infectés au champ pourrairing développement des épidémies de

pyriculariose et que ceux-ci doivent impérativermi&ne enlevés des zones de culture de riz.
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Long-term survival of blast pathogen in infected rice
residues as major source of primary inoculum in high altitude
upland ecology

H. Raveloson®*, |. Ratsimiala Ramonta®, D. Tharreau® and M. Sester®
SEOFIFA, CRRDP SPAD, BF. 230, 110, Antsirabe: “Faculté des Sciences, Universite d'Antananarive, B.P. 908, 101, Anlananariva,

Madagascar; “CIRAD, UMR BGPI, Campus Internalional e Baillargust, Menipelier Cedex 5, 34308: and “CIRAD, UPR AIDA, Avenue
Agropolis, Montpelier Cedex 5, 34398, France

Magnaporthe oryzae is the fungal plant pathogen that causes rice blast. The sources of primary inoculum and overwin-
tering mode of the fungus remain largely unknown. The effect of rice residues on the onset of blast epidemics and the
potential for survival of M. oryzae in the residues were studied in upland conditions in Madagascar. Blast disease was
observed ina 3-year field experiment in three treatments: with eicher infected or uninfecred rice residues on the soil sur-
face, or without rice residues. Leaf blast incidence was significantly higher in the treatment with infected rice residues
than in the two other treatments at the early stages of the epidemic. In a second set of trials, the survival of M. oryzae
on rice residues was monitored. Infected rice stems were placed by lots in three places: on the mulch of rice residues,
under the mulch, and buried ar a depth of 10 em in the soil. Each month, samples were taken from the field and rested
for sporulation. The survival of the blast fungus decreased rapidly on the stems buried in the soil but remained high
for the other conditions. Sporulation of the fungus was observed on stems lefr on the mulch for up to 18 months. It is
concluded that under field conditions, the presence of infected rice residues could initiate an epidemic of blast, The

results of this study may help in designing effective management strategies for rice residues infected by M. oryzae

Keywords: Magnaporthe oryzae, primary inoculum, rice blast, rice straws, survival

Introduction

Rice blast, caused by the fungal pathogen Magnaporthe
oryzae, is a devastating discase of rice worldwide (Pennisi,
2010) and a model for the study of plant-pathogen interac-
tions (Valent, 1990; Dean er al, 2012). The disease is cur-
rently managed by the use of resistant cultivars (Tanweer
et al.. 20135; Raboin ef al, 216), appropriate cultral
practices (Pooja & Katoch, 2014; Bregaglio et al, 2017)
and treatment with fungicides when possible (Kunova
et al., 2014}, Alone, none of these methads can completely
control blast disease (Guerber & TeBeest, 2006).

Blast is a polyeyclic disease propagated by asexual
spores (conidia) that infeer the aboveground parts of the
rice plant in the field. Upon artificial inoculation in con-
trolled conditions, M. oryvzae is also able to colomize
roots by forming hyphopodia (Sesma & Osbourn, 2004,
In the tropics, airborne conidia are presumably present
throughout the vear (Qu, 1985}, allowing permanent epi-
demics without overwintering issues, This assumption is
unlikely to be valid in high altitude tropical regions, like
the Highlands of Madagascar (1000 o 2000 m as.l),

*E-mail: ravelobarinjaka@yahoo.fr
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and in temperate regions where rice 15 absent for several
menths each year. According to some authors (Ou,
1985; Guerber & TeBeest, 2006), the pathogen can sur-
vive in infected seeds and residues, which are probably
the main primary sources of inoculum in temperate
regions, Previous studies have already reported the pres-
ence of the blast pathogen in infected rice seeds using
PCR (Chadha & Gopalakrishna, 2006) and by visual
inspection (Mew & Misra, 1994 Mew & Gonzales,
2002). Puri et al. (2007) found a significant correlation
berween the panicle infection and survival of M. oryzae
in seed, and the level of pathogen survival varied on dif-
terent cultivars tested. The infection process from the
contaminated germinating seed to the seedling was inves-
tgated by eytological observations by Faivre-Rampant
et al. (2013). Several studies have demonstrated the
potential role of infected rice seeds in outbreaks of rice
blast under held conditons (Manandhar et al., 1998
Long et al., 2001; Guerber & TeBeest, 2006). These
studies clearly established thar M. oryzae is a seedborne
pathogen. However, to dare, there has been no convine-
ing demonstration that the pathogen can also survive in
rice residues in the field and that these residues can serve
as primary inoculum (review in Ou, 1985). Harmon &
Larin (2005) reported that M. oryzae from ryegrass can
survive on infected residues of its host plant, but that the
proportion of surviving inoculum was insufficient to trig-
ger an epidemic.

& 2077 The Authors. Plant Pathology published by John Wilsy & Sens Lid on behall of British Society for Plant Pathology
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Rice residue and blast all

Rice residues are wsed in different ways in different
countries, In Madagascar, especially in the central high-
lands, most of the rice residues are used to feed livestock
during the dry season and, in some regions, some of the
rice residues are used as bedding for livestock. After har-
vest, the residues are dried and stored in the upland rice
fields near the farm homestead. In conservation agricul-
ture cropping svstems in the Madagascar Highlands,
some of the rice residues are left in rhe field as mulch 1o
ensure the environmental and agronomic sustainability of
upland crops (Scopel er al.; 2013). The principles of con-
servation agriculture cropping systems are: (i) no-till or
reduced tillage; (i) permanent soil cover through inter-
cropping or by leaving crop residues in the field; and (i)
the use of crop rotations (FAQ, 2016). Due to the per-
manent presence of rice residues on the soil surface in
conservation agriculture cropping systems, and the dey-
ing and storage practices of rice residues in upland rice
plots, a study was proposed on the role of lefrover resi-
dues in the field on blast disease development in rice.

This study thus had two specific objectives: (i) to deter-
mine the role of lefrover rice residues on blast disease
development; and (i1} to determine how long the blast
pathogen can survive on infected rice residues in the field.

Materials and methods

Two experiments were conducted in upland  conditions at
Andranomanelatra, 16 km north of Amtsirabe in the Vaki-
nankaratra region of the Highlands of Madagascar (19°47'5,
47°06°E). The altitude is 1645 m a.sl. and the climare is tropi-
cal with average annual rainfall of 1360 mm. The climate is
characterized by two separate seasons: 2 warm ramy summer
from October to April, and a cool dry season from May o
Seprember. The mean temperature is 20 *C or below, Generally,
the upland rice is sown in this region berween mid-October and
mid-November, the reproductive phase (from booting to end of
grain filling) occurs during Febriary to March, and harvesting is
i April.

Rice residue preparation and experimental design

The tmals were carried out m the 2012/13, 2003/14 and 2014/
15 cropping seasons (hereafter 2013, 2014 and 2015). In 2013
and 2014, two treatments were compared: cither no rice resi-
dues (bare soil: BS), or mfected rice residues (soil with diseased
residues: SDR) left on the soil. In the last cropping season in
2015, a third reeatment, uninfecred rice residues left on the soil
strface (so1l with uninfected residues: SUR) was also included.
In 2013, the infected rice residues of the suscepuble culovar
Fofifa 152 (F1352) were collected from a previous blast trial con-
ducted in Andranomanelatra during 2012, Infecred rice residues
from trials of 2003 and 2014 were used for trials of 2014 and
20135, respecrively. The uninfected rice residues used in the 2015
trial were collected from the resistane cultivar Fohfa 172 (F172)
grown for the tial of 2014, Rice residues were collecred ar har-
vest rime and kepr in the feld in straw pites unil the nexr crop-
ping season, and were manually spread on the ground afrer
seedling emergence.

A randomized complete block design with four replications
was used for the rrials. The individual plots of 3 x4 m
(15 = 20 rows with 300 hills in totall were sown with the
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suscepeible cultivar F152. The plots were separated by a buffer
strip planted with the resistant coltivar F172 to limit the spread
of the discase among the plots. Six 10 eight seeds were sown
manually in hills spaced 20 x 20 ¢m apart. Organic fertilizer
{carle manure 5t ha ') and mineral ferrilizers (NPK: 11% N,
22% P20y, 16% K:0) 300 kg ha ', dolomire (CaMg(CO4lz)
500 kg ha™' and two top-dressings of urea (46% N) 50 kg ha™'
cach, were applicd.

Blast disease assessment

Initially, blast lesions were counted on the leaf ar the beginning
of the epidemics to evaluate the effect of nce residues on the
onset of the disease n the field. Thereafter, leaf and panicle
blast severity were measured 1o assess the progress of the blast
epidemic in the trials.

To monitor the onset of the epidemic, the lesions were
counted on the leaves of plamts growing on the 176 innermost
hills in the plor (11 x 16 rows) early in the season to account
for the abundance of inoculum. Lesions were counted on 11, 15
and 24 January 2013 and on 16, 21 and 28 January 2014, In
2015, as the disease occurred earlier in the cropping season than
in the twe previous, vears, the lesions were counted only on 6
January, Counting was continued unuil the lesion numbers
became numerous (50 in one hill), To evaluate the progress of
the blast epidemic in fater stages, the sevenity of leaf and panicle
blast were assessed. For leaf blast severity, 10 hills were selected
randomly along the diagonal of the plor. The total number of
tillers (nbT) and the number of diseased nllers with ar least one
susceptible symprom (nbDT) were counted on each hill, and the
leaf area affecred by blast (%DLA) was estimared on the four
uppermost leaves of three diseased rillers (when available),

The leaf blast sevenity of one hill was defined as LBSH = %
DLA = nbDYTabT. The leaf severity of one plor (LBSP) was
defined as the mean of the leaf severity on the 10 hills sampled.

To measure pamicle blast severity, 10 hills were selected ran-
domly along the diagenal of the plot. The roral number of pani-
cles, nbP, and the number of discased panicles (with ar least one
susceptible symprom, e, a black spikeler and an empry grain),
nbDP, were counted on each hill, and the percentage of affected
grains (YDG) was estimated visually on five diseased panicles
{when available), When the neck nodes are infected by the fun-
gus, the panicle drics and becomes white (counted as 100% of
grains affected).

Panicle blast severity of one hill was defined as PRSH = %
DG x nbDPnbP. The panicle severity of a plor (PBSP) was
defined as the mean of panicle severity on the 10 hills sampled
{Dusserre et al., 2007},

Leaf blast severity was assessed on one dare in 2013 (12
February) and 2014 (4 February), and two dates in 2015 (i3
and 20 January). Panicle blast severity was assessed on one dare
each vear, on 18 March in 2013 and 2014, and 17 March n
205,

Monitoring M. oryzae survival in infected rice residues

The nfected panicles used i this study were collected from
upland cultivars nawrally infected with rice blast fungus in rthe
area surrounding the experimental rrials ar rice harvest time,
The trials were carried out to monitor the survival of M. oryzae
in infecred rice residues in 2011 and 2013, In 2011, infected
residies placed in two positions {on top of the mulch of rice
residues and under this mulch) were compared by using mfected
stems of upland cultvar Fofifa 161 (Flal) (3840 stems of
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panicle 1o prepare 192 barches of 20 stems wrapped in nylon
meshh In 2013, infected residues placed in three positions (on
top of the mulch, under the muleh and ar a depth of 10 om in
the soil} were compared by wsing infected stems of upland cult-
var F152 (5760 stems of panicle to prepare 288 batches of 20
stems). These batches were placed in each position in experi-
mental plots in no-nllage cropping systems and with four repli-
cations. The trials were initiated on 27 May 2011 and on 23
May 2013, In rthese two rrials, the monitoring was planned for
2 years, For the first wial in 2011, the periods from May 2011
to April 2002 and May 2012 o April 2013 are called hercafter
the first and second year, respectively. For the second trial in
2013, the periods from May 2013 ro April 2014 and May 2014
o April 2015 are also called hereafter the first and second year,
respectively.

Four batches of pamicle stems were removed from each posi-
tien in the field each month 1o assess survival of M. oryzae. The
stems were placed in Petri dishes with dampened filter paper 10
stimulate sporulanion of M. orvzae and obscerved under a binoc-
ular microscope to check for the production of spores. Evalua-
tion was based on the presence or absence of rypical spores of
M. oryzae. The percentage of remaining stems was calculared as
the number of stems counted after the samples were collecred,
divided by the initial pumber of stems per batch (20). The per-
centage of stems with living M. oryzae was calculated as the
number of stems with visible sporulation of the pathogen
divided by the number of stems remaining in the barch. Average
percentages and standard errors were calculared for the four
replicates.

For the climare darta, daily temperature and rainfall dara were
collected by omesite  automane  meteorological  stations
(ENERCO 404 series, Cimel, France) at Andranomanelarra site
for the tme period 1 May 2011 to 30 April 2015,

Analysis

Analysis of variance was worked out with dara on blast severity.
To obtain homoscedasricity, the number of lesions per hill and
the leaf and panicle blast severity values were transformed using
the logarithm and arcsine of the sguare root transformation,
respectively.

The perceneages of remaining stems and of stems with living
M. oryzae were mansformed with the arcsine of the square root.
After rransformarion, changes over time in the rare of remaining
stems and in the rate of stems showing sporulation of M. oryzae
were analysed with a linear model,

All analyses were conducted using R v, 3.2.5 (R Core Team,
23

Results

Effect of infected rice residues on the onset of blast
epidemics in the field

The number of lesions on the leaf per hill was counted
to assess the influence of rice residues on the onset of
blast in the field. Examples of the occurrence and distri-
bution of lesions on the 176 hills for 2013 are shown in
Figure 1. At the first coune, leaf blast was found on a
few hills in plots with no rice residues (bare soil, BS),
and in almost every hill in plots with infected rice resi-
dues (soil with diseased residues, SDR). After 2 weeks
(lesion count on 24 January 2013}, the number of lesions

per hill in the BS treatment ranged from 0 ro 4, and in
the SDR trearment ranged from 0 to 46, The number of
lesions per hill in BS plots was significantly lower than
that in SDR plots at each sampling date, excepr the last
sampling dare in 2014 (28 January; Fig. 2). The quanti-
tative evaluation of 2013, 2014 and 2015 campaigns
indicate thar overall, the dc\-'eloprncnt of leaf blast dif-
fered in the two trearments, with blast remaming at a
lower level in BS than in SDR (Fig. 2). In 2015, no sig-
nificant difference was found in the number of lesions
per hill herween the BS treatments and the treatment
with healthy rice residues {soil with uninfected residues,
SUR). However, the SDR treatment presented signifi-
cantly more lesions than the SUR trearment. The average
number of lesions per hill was 25.6 for SDR and anly
2.8 for SUR on the only sampling date in 2013,

After the onset of the epidemic, progress of the blast
epidemic in the ials was assessed by a lare evaluation
of leaf blast severity and by measuring panicle blast
severity, In 2013 and 2014, no significant difference for
leaf blast severity was observed between treatments
{Fig. 2, right panel}, In 2015, significantly more severe
leaf blast was found in the treatment with infected resi-
dues than in the two other treatments. There was no dif-
ference in panicle blast severity in the three trearments,
whatever the season (Fig. S1).

Survival of M. oryzae on infected rice residues

The rate of degradation of the stems was monitored by
calculating the ratio of stems remaining in each barch
that originally contained 20 stems. During the two trials,
the number of remaining stems decreased over time
{Fig. 3a,b). The stems of F161 persisted longer in the
field rhan the stems of F152: F161 stems were recovered
over 4 period of 19 months {from May 2011 to Decem-
her 20012; Fig. 3a) whereas F152 stems were only recov-
ered for 10 months (from May 2013 to March 2014;
Fig. 3b). On each sampling occasion, with a few excep-
tions, the number of remaining stems was the same in all
three positions {on top of the mulch, under the mulch
and at a depth of 10 em in the soil). However, in
August, November and December 2013 and in March
2014, there was a significant difference between the
number of stems of F152 remaining in the soil at a depth
of 10 ¢m and the number remaining on top of and under
the mulch (Fig. 3b).

Initially, in May of 2011 and 2013, 100% of stems
were found to produce spores of M. oryzae. In 2011,
rates of stems with pathogen sporulation were high and
remained stable from June 2011 to November 2011 on
stems placed on top of and under the muleh. In Decem-
ber 2011, the rate of sporulating stems started
decrease significantly, two months after the beginning of
the rainy season (Fig. 4a). The rate of sporulating stems
placed on top of the mulch was significantly higher com-
pared to stems placed under the mulch from December
2011 to October 2012, The last sporulation of M. aryzae
was observed 16 months (Seprember 2012) after the
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Figure 1 Comparison of plofs with no rice residues {bare sol, BS, lefi panats) and with infected rice residues (soil with diseased residues, SDR,
right panets) for the numizer of lesions counted on the 176 hills in the piot on two dates in the 2013 ssason. Emply spaces mean hifis wera missing,
The darker the grey, the denser the lesions {squere root of the number of lesions par hill), The digits on the x-axis and y-axis indicate the position o

gach hill in the plot.

beginning of the trial for stems placed under the mulch
and 18 months {(November 2012) for stems on top of the
mulch,

In the second rrial, with cultivar F152, the rate of
sporulating stems when buried in the soil decreased sig-
nificantly after the first observation and no more sporula-
von was found after November 2013, 5 months after
burial. The number of sporulating stems both on top of
and onder the mulch was similar over a period of
10 months (May 2013 o March 2014; Fig. 4h).

Qverall, a decrease in the rate of sporulating stems
over time was observed, but with some variation - in
January 2012 for the first trial and in June, July and
August 2013 for the second trial.

Environmental data for Andranomanclatra site
Monthly rainfall and average rtemperature from May

2011 o April 2015 is presented in Figure 5. For the first
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trial in 2011, the recorded rainfall was 1278 and
1088 mm for the first and second vears, respectively, and
for the second rtrial in 2013, the recorded rainfall was
1290 and 1549 mm for first and second years, respec-
tively, Monthly average temperature was similar for all
vears in both trials.

Discussion

Understanding the origin of inoculum is key to develop-
ing integrated management strategics  against plant
pathogens. The ecology of the blast pathegen in respect
to overwintering mode, particularly in high altitude
upland, is not clearly characrerized ver. The main pri-
mary sources of blast inoculum previously reported were
infected rice seeds and rice residues (Ou, 1985). The role
of rice seeds as a primary source of inoculum for rice
blast has been invesrigared under field condirions and
clearly demonstrated (Manandhar ef al., 1998; Long
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et al., 2001; Faivre-Rampane er al, 2013). In contrast,
survival on rice residues has rarely been studied and
reported. To the authors' knowledge, the present work is
the first to quantify the potential role of infecred rice
residues in the onser of rice blast and o evaluate survival
of M, oryzae on rice residues in high altitude upland
field conditions. Repeated feld experiments including

treatments with no rice residues, with healthy rice resi-
dues, and with infected rice residues left on the soil sur-
face showed thar the presence of infected rice residues on
the soil surface had a positive effect on the onser of blast
in the field during the first stages of the epidemics. These
results demonstrate the role of infecred rice residues in
the onset of these epidemics.
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Monitoring the survival of Pyrenophora tritici-repentis
(Summerell & Burgess, 1989) and of Gibberella zeae
(Pereyra ef al., 2004) on wheat residues showed thar
these fungi survived when infected wheat residues were
left on the soil surface, whereas incorporating the wheat
residues into the soil reduced the viability of the fungi.
The presence of resting structures and of ascospores of
these two fungi in the field is known, which explains
their adaptation under different  field conditions,

Flant Fathology (2018) &7, 610-618

However, resting structures and sexual stage have not
been reported for M, oryvzae in the field so far, The
results  here suggest thar the blast pathogen needs
infected rice residues to survive for longer periods under
field conditions. Results revealed that on cultivar Fl61,
the blast pathogen was able to produce spores after
18 months and on cultivar FI32, after 10 months when
the infected residues were left on top of or under the
mulch in the field. Long-term conservation on straw or
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artificial media has already been demonstrated under
controlled conditions, particularly when conditions are
dry (Larterell & Rossi, 1986). The observations here
show for the frst time that the rice blast pathogen can
survive on rice residues in the field berween at least two
cropping seasons, However, recovery of viable M. oryzae
declined rapidly ar the first observation on residues bur-
ied at a depth of 10 ¢cm in the soil. This result supports
the hypothesis thar M, oryzae survives poorly in the soil;

probably because of competition with other microorgan-
isms. Magnaporthe oryzae is considered to be a poor
saprophytic competitor (Ou, 1985). Filippi & Prabhu
(1997) and Manandhar e al. (1998) found thar blast
lesions were rare when infected seeds were completely
covered by soil, These observarions and the present
results of infected rice residues buried in the soil suggest
that rice residues that are ploughed under just after har-
vest may not be a source of primary inoculum.
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Environmental  conditions  (temperature,  relative
humidity, precipitation and léaf werness) have a strong
influence on the rice blast epidemic in the field (Suzuki,
1975; Greer & Webster, 2001). Increased cumulated
rainfall was expected to influence the survival of
M. oryzae on rice residues through maintenance of wert
conditions in the field. During the survival monitoring, a
decrease in the rate of sporulating stems on the rop of
and under the mulch was observed during both trials, in
December 2011 and in November 2013, The cumulared
rainfall before these periods reached 220 mm in October
and November 2011, and 200 mm in Qctober 2013
Moisture on the soil surface exhibits more variation than
in the soil (Montzka et al., 2014}, and so the rapid
decrease in M. oryzae survival and residue degradation
at a depth of 10 cm could be due to the constant mois-
ture, with the expected higher activity of microsrganisms
in the soil.

The rate of sporulating stems would normally decrease
over time. However; for the first trial, a higher rate of
sporulating stems was observed in February 2012 than in
the previous month, No satsfactory biological explana-
tion could be found, and an isolated technical problem
cannot be excluded, The decrease in sporulating stems
found in June, July and August 2013 for the second rrial
could be explained by difficulties with sporulation of
M. oryzae in some stems because of the cold conditions
in the laboratory where sporulation was induced.

Several reasons could explain the differences observed
in the degradarion rate of stems between F132 and Flal.
In August 2013, an early slight decrease in the number
of FI52 stems could be due ro the lower temperature
during that period. The degradation of residues in the
second trial was accelerated compared to first mal,
which implies lower resistance of the residues. This could

Plant Pathology (2018) 6T, 610-618

be due two differences between the F152 and FI61 stem
characteristics (Raboin ef al,, 2014) or to the impact on
rice stems of different environmental conditions during
the rice growing seasons,

In the no-tillage cropping systems recommended o
hale declining soil fertility and to limit erosion in hill-
side fields in the Madagascan highlands, rice residues
are left on the ground (Douzer et al., 2010). In a previ-
ous study, it was shown that blast severity was signifi-
cantly lower in the conservation agriculture cropping
system than in the conventional tillage system (Sester
et al., 2014), The reduced blast epidemics observed in
conservation agriculture were explained by reduced
plant development, reduced nitrogen uptake and pro-
gressive assimilation of nitrogen (Sester et al., 2014;
Dusserre ef al., 2017). The results concerning the persis-
tence of M. oryzae on infected rice residues and its role
in the onser of blast epidemics suggests that the man-
agement of rice residues and the practice of crop rota-
tions should be reviewed.

These findings on the survival of blast pathogen on
infected rice residues and irs role in the onser of rice
blast n high altitude vpland field conditions should help
to fll the gap in understanding epidemiological factors
that favour the initiation of blast epidemics in the field,
and should improve the management of this discase.
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Le processus d'infection de I'agent pathogéne deyfeculariose est bien documenté
et des progres significatifs ont été réalisés dam®mpréhension des bases moléculaires du
pouvoir pathogene, des mécanismes de défense dudes interactions entre Nt/ oryzae
Dans les régions ou une seule culture de riz esdilpe chaque année, I'agent pathogéne de
la pyriculariose doit survivre entre la récoltdaebaison suivante pour pouvoir provoquer de
nouvelles épidémies. Nous avons montré que ledepadtaient des sources potentielles
d’inoculum lorsqu’elles sont laissées sur le terigdrés la récolte mais d’autres sources sont
possibles dont I'importance doit étre évaluée.

Des tests pluriannuels ont été conduits. Pourde®ss culturales 2013 et 2014, trois
traitements ont été comparés (semences infectéesenses infectées traitées avec de
fongicide azoxystrobine et semences infectéesasiivec une solution d’hypochlorite de
sodium) et pour la saison 2015, deux traitementsébd comparés (semences saines et
semences infectées) afin de déterminer I'effets@@sences infectées sur le niveau d’attaque
de pyriculariose. En 2016 et 2017, les essais emhis de caractériser la contribution des
différents résidus de riz infectés (grains vides|lgs et bases de tige) dans l'initiation des
épidémies. Le nombre de lésions présentes sur ehaaguet dans la parcelle a été compté
durant les stades précoces des épidémies de pyrasd.

Les mesures de niveaux d'attaque de pyriculariaa# pes saisons 2013 et 2014
montrent qu’il n’y avait pas de différence signdfitve pour le nombre de Iésions par poquet
entre les traitements semences infectées, semarfeetées traitées avec un fongicide et
semences infectées traitées avec I'hypochloritesatéum. Pour la saison 2015, le niveau
d’attaque foliaire ne différait pas entre les dénatements semences infectées et semences
non infectées. Concernant la caractérisation deraribution des différents types de résidus,
les traitements avec des grains vides et des paiifectées ont présenté significativement
plus de lésions que le traitement sol nu (sansluéde riz sur la parcelle). Le nombre de
Iésions compté sur le traitement avec des baséigalétait significativement plus élevé que
sur le traitement sol nu la majorité des notatid@scomparaison des trois traitements avec
grains vides, pailles et bases de tiges infectésfarmit pas apparaitre de différence

significative du nombre de Iésions pour la sais6@&2 Par contre, pour la saison 2017, le



nombre de Iésions sur le traitement avec de baséiges était significativement plus faible
que les deux traitements avec grains vides eegail riz.

Ces observations ont montré que l'implication damences infectées sur l'initiation
d’épidémie de pyriculariose sur le terrain n’éfadis trés marquée, tandis que grains vides,
pailles et bases de tige de riz laissés sur le@mdtituent des sources majeures d’'inoculum
primaire deM. oryzae Il faut mentionner que l'importance relative déférentes sources
d’inoculum pourrait étre liée a la contaminatiors a@egganes de riz durant la saison culturale
précédente. L'infection des bases de tiges estaptement corrélée a la pyriculariose
foliaire, I'infection des grains vides a la pyriatibse paniculaire et I'infection des pailles a la
pyriculariose foliaire et paniculaire. Ceci peupkguer la différence des niveaux d'attaque
de pyriculariose observés dans les trois traitesndatla saison 2017. La caractérisation de
ces sources d’'inoculum primaire Me oryzaepermettra d’améliorer la gestion intégrée de la

pyriculariose par des actions réalisables pardesuteurs malgaches.
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Abstract

Rice blast, caused by the fungal pathogen Magnaporthe oryzae, is a serious threat to rice
production worldwide. Understanding the way the pathogen survives between rice crops is
indispensable for efficient control. Multiyear field experiments measured the relative
importance of infected rice seeds, empty grains that fall to the ground during harvest, rice
straw and stem bases on the initial development of rice blast. No significant difference was
found in the number of lesions per hill between the treatments using infected rice seeds, seeds
treated with fungicides and uninfected seeds. However, leaf blast incidence was significantly

higher in treatments with infected empty grains, straw and stem bases left on top of the soil.
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Infected rice organs (empty grains, straw and stem bases) left on the soil surface were shown
to be a major source of M. orvzae inoculum in upland rice fields, whereas epidemics
triggered by seeds were marginal at the plot scale. These findings will improve the integrated

management of rice blast by allowing targeted reduction of the sources of inoculum,

Introduction

Blast, which is caused by the fungal pathogen Magnaporthe orvzae, is one of the most
destructive diseases of rice worldwide (Pennisi, 2010) and is a model for the study of fungal-
plant interactions ( Dean ef @/., 2012; Valent, 1990). In field conditions, M. oryzae is able to
infect all aerial parts of rice, resulting in leaf. node and panicle blast (Ou, 1985). After
artificial inoculation in controlled conditions, M. orvzae has been shown to have the capacity
to infect plant roots (Sesma and Osbourn, 2004). Blast is an ascomycete disease caused by a
heterothallic hemibiotrophic fungus propagated by asexual spores (conidia). The infection
process is well documented and there have been significant advances in the basic
understanding of the biology of blast fungus from the attachment of the conidia to the surface
of the rice organ, the penetration of the fungus into the rice plant cells using a specialized cell
called the appressorium, the invasive growth and colonization of rice plant tissues, to the
release of new conidia from the lesion ( Jenkinson et al., 2017; Jones er al., 2016; Martin-
urdiroz et al., 2016; Ribot ef al., 2008; Wilson and Talbot, 2009; Yan and Talbot, 2016; ).
Several studies have been conducted to assess the airborne concentration of M. orpzae spores
during blast epidemics in the field { Huang ef al. 2016; Pinnschmidt ef al., 1993).

Knowledge of the life cycle of the fungus before infection is also indispensable for the
development of effective control strategies against this pathogen. In the tropics, airborne
conidia are presumably present throughout the year (Ou, 1985), allowing permanent
epidemics with no overwintering problems. By contrast, in high altitude tropical regions like

the Highlands of Madagascar (1,000 to 2,000 m above sea level) and in temperate regions,

2
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where rice is absent for several months each year, overwintering is indispensable for the life
cycle and primary infection of the rice pathogen. The infected aerial parts of rice plants,
including seeds, residues and straw, are considered to be important overwintering sites and
sources of inoculum of the blast pathogen (Ou, 1985).

The role of infected seeds as a source of inoculum for blast epidemics has been relatively
well studied. Previous studies reported the presence of the blast pathogen in infected rice
seeds using polymerase chain reaction (Chadha and Gopalakrishna, 2006) and by visual
inspection (Mew and Gonzales, 2002). Puri et al. (2007) found a significant correlation
between the severity of panicle infection and the survival of M. orvzae in seeds on different
rice cultivars. The infection process from the contaminated germinating seed to the seedling
was investigated by cytological observations by Faivre-Rampant ef al. (2013). Several studies
demonstrated the potential role of infected rice seeds in outbreaks of rice blast in field
conditions according to how the seeds are sown and their emplacement in the field ( Guerber
and TeBeest, 2006; Long er al., 2001; Manandharet al., 1998). These studies clearly
established that M. oryzae is a seedborne pathogen. Two types of rice grains were
distinguished. First, the full grains used for sowing (hereafier termed ‘rice seeds’). Second,
the empty spikelets that fall to the ground during harvesting and remain on the surface of the
soil of the same plot (hereafter termed “empty grains’).

In Japan, where conditions are cold and wet (rain and snow), most of the studies cited in
Akase and Kusaba (2017) showed that blast fungus survival was difficult or impossible when
the infected rice residues remained in the field. However, in the high altitude upland rice
agrosystems used in the Vakinankaratra region of Madagascar where conditions are cold and
dry, Raveloson er al. (2017) showed that M. aryzae can survive on the rice stem and leaf
residues left on and under the rice mulch, at least between two cropping seasons, whereas

burying the rice residues in the soil at a depth of 10 cm reduced the viability of the blast
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fungus. The result also revealed that the presence of infected rice residues on the soil surface
increased the level of the blast epidemic in the following crop of upland rice.

Rice straw is easy to remove from the ficld, but the base of the rice stems remain in both
upland and lowland fields after rice harvest, including during the intercropping seasons. M.
oryzae was shown to be able to infect the node of rice stem bases (Kato, 2001), but to date,
no convineing evidence has been produced to show that the rice stem bases remaining in the
ficld are a source of primary inoculum of rice blast.

Taken together, these findings suggest that different sources of inoculum contribute to rice
blast epidemics in upland rice fields and that their relative contribution needs to be assessed.
The main objective of the present study was thus to quantify the relative importance of
potential sources of inoculum for the development of blast discase. We divided our analyses
into two parts. Our first objective was to determine the effect of infected rice seeds on the
level of blast disease. The second was to characterize the contribution of the different
infected rice residues (empty grains, straw and stem bases) left on the soil surface to the

initial stages the development of blast disease.

Materials and Methods

The field trials were conducted in upland conditions at Andranomanelatra, 16 km north of
Antsirabe in the Vakinankaratra region of the Highlands of Madagascar (19°47° S, 47°06” E).
The altitude is 1,645 m above sea level and the climate is tropical with average annual
rainfall of 1,360 mm. The climate is characterized by two separate seasons: a warm rainy
summer season from October to April with a mean temperature 19 °C, and a cool dry season
from May to September with a mean temperature 14 °C. In this region, upland rice is

generally sown between mid-October and mid-November and the reproductive stage (from



101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

Phytopathology

booting to the end of grain filling) lasts from February to March. The rice is harvested in
April.

Trials were conducted over five growing seasons 2012-2013, 2013-2014, 2014-2015, 2015-
2016 and 2016-2017 (hereafter referred to as 2013, 2014, 2015, 2016 and 2017, respectively).
Different potential sources of primary inoculum were evaluated in the field: infected seeds
and rice residues (empty grains, straw and rice stem bases). Table | lists the treatments
compared in each season.

In 2013 and 2014, three treatments were compared: rice seeds from an infected field
(diseased seeds: DS), discased seeds treated with fungicide azoxystrobin (DSF), and diseased
seeds disinfected with sodium hypochlorite (DSS). In 2015, two treatments were compared:
rice sceds produced in a field where no blast attack was recorded (uninfected seeds: US) and
seeds produced in a field where blast epidemics were recorded (DS). Treatments using
uninfected and infected rice residues left on the soil surface were tested in this experimental
design in 2013, 2014 and 2013, and the results on the role of rice residues on the
development of blast disease have already been published (Raveloson et al., 2017). Here
these results are used as references. In 2016 and 2017, four treatments were compared: no
crop residues left on the soil surface (bare soil: BS), infected empty grains left on the soil
surface (diseased empty grains: DEG), infected straw (stems and leaves) left on the soil
surface (diseased straw: DR) and infected rice stem bases left on the soil surface (diseased

stem bases: DSB). Uninfected seeds were sown in all four treatments.

Preparation of rice seeds, empty grains, straw, and stem bases
Susceptible cultivar Fofifa 152 (F152) was used in this study. The infected rice seeds of F152
used in 2013 were collected from a previous blast trial conducted in Andranomanelatra in the

2012 crop season, Infected rice seeds from trials conducted in 2013 and 2014 were used
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respectively for the trials conducted in 2014 and 2015, The uninfected seeds used in 2015,
2016 and 2017 were obtained from cultivar F152 grown in seed production fields where no
blast attack was recorded in 2014, 2015, 2016, respectively. Infected empty grains, straw and
stem bases of F152 collected during trials conducted in 2015 and 2016 were used for the
trials conducted in 2016 and 2017, respectively.

For DSF treatments, infected seeds were treated with azoxystrobin (4 g per kg of seeds). The
seeds were mixed with the fungicide solution in a can and regularly shaken by hand. After 15
minutes, the seeds were spread out in a basin and dried before use. For the DSS treatment, the
infected seeds were soaked in a solution of 10% sodium hypochlorite for 30 minutes and then
dried. Rice seeds and empty grains were checked for the presence of M. oryzae using the
blotter methods described by Mew and Misra (1994). Four lots of one hundred seeds or
empty grains for each sample were checked for the presence of M. orvzae sporulation. The
percentage contamination of seeds or empty grains by the blast pathogen was determined as
the average of the four lots examined.

Rice straw (entire aerial rice parts normally cut and removed from the field during harvest but
left on the soil surface in the conservation agriculture system) were kept in the field in piles
until the following cropping season. The rice stem bases remained in the field after the
harvest and were torn off before use. Infected empty grains, residues and stem bases were

manually spread on the ground after seedling emergence.

Experimental design

Randomized complete block designs with four replications were used for the trials. The
individual 3 m x 4 m plots (15 x 20 rows with a total of 300 hills) in 2013, 2014 and 2015,
and 4 m x 4 m plots (with a total of 400 hills) in 2016 and 2017 were sown with the

susceptible cultivar F152. The plots were separated by a buffer strip planted with the resistant
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cultivar F172 to limit the spread of the disease between the plots. Six to eight seeds were
sown manually in hills spaced 20 em x 20 cm apart. Organic fertilizer (cattle manure 5 tha)
and mineral fertilizer (300 kg.ha'] NPK: 11% N, 22% P20, 16% K20; 500 kg.ha" dolomite

(CaMg (COx)s) and two topdressings of urea 50 kg.ha™' each (46% N)) were applied.

Blast disease assessment

Since this study focused on primary sources of inoculum, blast was assessed at the onset of
the epidemics. Blast lesions were counted on the leaves of plants growing on the 176
innermost hills in the plots (11 x 16 rows) early in the 2013, 2014 and 2015 cropping scasons
and on the 256 innermost hills in the plots (16 x 16 rows) early in the 2016 and 2017
cropping seasons. Lesions were counted three times in 2013, 2014, 2016 and 2017 and once

in 2015 (because the disease occurred earlier in the 2015 cropping season).

Analyses
All statistical analyses were performed with R version 3.2.5 (R Core Team, 2013). Analysis
of variance was carried out using data on blast severity. The numbers of lesions per hill were

log transformed to obtain homoscedasticity.

Results

Control of contamination of seeds and emply grains used in the experiments

As expected, no sporulation of M. oryzae was recorded on seeds from the field where no blast
attack was found and no sporulation was recorded on infected grains treated either with
fungicide or sodium hypochlorite. Conversely, M. oryzae sporulation was observed on

infected seeds and empty grains, Average contamination was 24.5%, 31.5% and 40.8% of
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seeds sown in 2013, 2014 and 2015 and 7.8% and 6.5% for empty grains left on the soil

surface in 2016 and 2017 cropping seasons, respectively.

Effect of seed contamination on the onset of blast epidemics in the field

In 2013 and 2014, no significant difference was found in the number of lesions per hill
between the treatments diseased seeds (DS), diseased seeds treated with fungicide (DSF) and
diseased seeds disinfected with sodium hypochlorite (DSS) on the three sampling dates per
cropping season (figure 1). The level of the leaf blast attack on one sampling date in 2015
indicated that there was no significant difference between the treatments diseased seeds and

uninfected seeds (figure 1).

Effect of infected empty grains, straw and stem bases left on the soil surface on the onset of
blast epidemics in the field

Changes in the number of leaf blast lesions with the four treatments, bare soil (BS), infected
empty grains (diseased empty grains: DEG), infected straw (diseased straw: DR) and infected
stem bases (diseased stem bases: DSB) are shown in figure 2. Treatments DEG and DR
resulted in significantly more lesions than the BS treatment on the three sampling dates in the
two seasons monitored (2016 and 2017). The number of lesions per hill in plots with diseased
rice stem bases (DSB) on the soil surface was significantly higher than the number of lesions
in plots with no rice residues on the soil surface (BS) on the three sampling dates in 2016 and
on the second sampling date in 2017 (January 13). For the three treatments DEG, DR and
DSB, no significant difference was found in the number of lesions per hill on the three
sampling dates in 2016. In 2017, the number of lesions per hill in treatment DSB was

significantly lower than in the two treatments DEG and DR on the three sampling dates,
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Discussion

Our results showed that sowing infected rice seeds in upland fields in the conditions that
prevail in Vakinankaratra region did not significantly influence the onset of blast epidemics,
since there was no significant difference in the number of leaf blast lesions between
treatments with infected rice seeds, infected rice seeds treated with fungicide or sodium
hypochlorite and uninfected rice seeds. This could be explained by the low viability of M.
oryzae in the soil because this fungus is considered to be a poor saprophytic competitor (Ou,
1985). Manandhar ef al. (1998) found that the recovery of M. orvzae was lower and declined
faster from seeds sown in unsterilized soil than from seeds sown in sterilized soil. This
observation supports the hypothesis that the fungus is inhibited by antagonistic soil
microorganisms. Lesions on seedling were rarely found when infected seeds were completely
covered by soil (Filippi and Prabhu, 1997; Manandhar ef /., 1998). In addition, cytological
observation of the process of infection from the contaminated germinating seed to the
seedling conducted by Faivre-Rampant er af, (2013} did not show systemic movement of M.
orvzae within seedlings grown from infected seeds. Nevertheless, analyses of M. oryzae
population genetics highlighted the essential role of infected rice seeds for the migration of
blast pathogen from its origin to other countries (Tharreau et al., 2009; Saleh et al., 2014) but
the phenomenon appears to be of limited importance at the field level.

Empty grains can fall to the ground in blast infected fields, especially during harvest when
seed-shattering susceptible cultivars are used. In this study, we found that the presence of
infected empty grains on the soil surface had an effect on the level of leaf blast at the early
stage of the epidemic. Similar results have been reported in previous studies conducted in
fields in which infected non-germinated seeds left on the soil surface after planting resulted in

the development of the disease ( Guerber and TeBeest, 2006; Long ef al.. 2001).
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During harvest in the Vakinankaratra region of the Madagascar Highlands, some of the rice
straw is dried and stored in upland fields near the farm homestead before being used to feed
livestock. In conservation agriculture cropping systems, some rice straw is left in the field as
mulch to ensure the environmental and agronomic sustainability of upland crops (Scopel ef
al., 2013). In a previous study, it was shown that the M oryzae can survive for long periods
on rice straw in field conditions (Raveloson ef /., 2017). The results of both the previous and
the present study revealed that the presence of infected straw in the plot influenced the onset
of blast epidemic in all the cropping seasons.

After harvest, rice stem bases remain in the field in both upland and lowland rice
agrosystems. To our knowledge, no study has been published on the role of these rice stem
bases as potential sources of rice blast inoculum. In 2016, the level of leaf blast was
significantly higher in the treatment in which infected rice stem bases were left on the soil
surface than in the bare soil treatment. This observation suggests that infected rice stem bases
may be sources of rice blast inoculum in the field. Blast symptoms were found on stem base
nodes but less frequently than symptoms were observed on the leaf and neck. The effect of
stem bases on the onset of blast epidemic in 2017 was lower than the effects of empty grains
and straw, which could be explained by the level of blast attack on the plots of the previous
year of the trials where stem bases samples were taken, In the 2015 and 2016 cropping
seasons, the average leaf blast severities were 3.8% and 0.1% and panicle blast severities
were 30% and 33%, respectively. The relative importance of the different inoculum sources
could be linked to the sources of contaminations of rice organs. Infection of stem bases is
probably correlated with leaf blast, infection of empty grains to panicle blast, and infection of
straw to leaf and panicle (neck) blast. This is consistent with the fact that stem bases, attacked
by leaf blast, could be less infected than empty grains, related to panicle blast, and less

infected than straws, related to leaf and panicle (neck) blast. Our results revealed that infected

10
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rice organs (empty grains, straw and stem bases) left on the soil surface are the main sources
of M. orvzae inoculum in the upland fields in the Vakinankaratra region of the Highlands of
Madagascar. Faivre-Rampant ef al. (2013) proposed two non-exclusive scenarios of rice blast
epidemics in the field. The first scenario was the systemic colonization of the plant from the
seed via the stem vascular system, without symptom expression as proposed by Guerber and
TeBeest (2006) and Marcel et al. (2010). Our results do not support this scenario because
when infected rice seeds were sown and then covered completely by soil, the effect on the
level of blast appeared to be the same as that of uninfected rice seeds. The second scenario
was the production of inoculum from dead seeds or dead seedlings and the contamination of
healthy seedlings by the transportation of mycelium or spores, Our results are in agreement
with this second scenario. Infected rice empty grams, straw and stem bases left on the soil
surface caused earlier leaf blast attack on the rice plant. We suggest that the blast fungus
mycelium can survive on these rice organs, sporulate when the environmental conditions
become favorable, and infect healthy seedlings. The spores are then dispersed by rain, wind
or by contact with adjacent rice plants and will infect new leaves, new plants and new plots.

To reduce the onset of blast epidemics in the field, control measures should focus on these
rice organs. Control can be achieved by removing these organs from the infected field.
Removal is possible for rice straw but could be more difficult for grains and stem bases. The
result showing that the survival of M. oryzae was reduced when the rice organs were buried
in the soil could be exploited. Plowing the infected field just after the harvest buried the
remaining infected organs and could be an effective way to reduce the amount of M. oryzae

inoculum. The use of healthy seed lots and crop rotation is always to be recommended.
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Le risque de propagation de la pyriculariose eletréz irrigué et le riz pluvial dépend
de la distance de dispersion de la pyricularioséeet’adaptation des souches de I'agent
pathogéne aux variétés cultivées dans les deuxmgst Des études suggérent que la
majorité des spores sont dispersées sur quelquassm@-5 m) lors d'une épidémie au
champ et que la dispersion a longue distance es{ottéghem, 1977; Ou, 1985 ; Tharreau
et al, 2009). Dans le cas des Hautes Terres de larrélgid/akinankaratra a Madagascar, les
parcelles de riz irrigué et de riz pluvial sonstgroches dans la majorité des bassins versants.
Andriantsimialona et Tharreau (2008) ont comparé dgmwpulations deM. oryzae
échantillonnées sur des parcelles irriguées etglks/dans des bassins versants de la région.
D’aprés la structure génétique et le pouvoir patinegdes populations étudiées, leurs
résultats suggérent qu’il y a eu une différenciatites souches dd. oryzaeisolées dans
lagrosystéme pluvial & partir des populations diiaient présentes initialement sur
'agrosystéme irrigué et que le flux génétiqueliesité entre ces agrosystemes.

L'étude de la diversité et de la structure des faimns deM. oryzaea été utilisée
pour mieux comprendre l'origine et le processusnilgration (Kumaret al, 1999; Salehet
al., 2014). Sur d'autres pathosystémes, les auteamsiderent que deux populations de
pathogéne avec peu de différenciation génétiqueigmoent de la méme source d’'inoculum
(Vaghefi et al, 2017). Dans notre cas, nous avons étudié latatel génotypique des
populations deM. oryzaepour déterminer si les souches présentes sur teslles irriguées
pourraient avoir servi de sources d’inoculum pasrparcelles pluviales. Notre hypothése de
travail est que si le riz irrigué est une sourdaatulum pour le riz pluvial, la population de
M. oryzaesur riz pluvial doit étre la méme que sur rizgu@. Nous avons utilisé deux types
d’échantillons : 1) des souches collectées sumptiges piéges sensibles distribuées le long
de la toposéquence, 2) des souches collectéesesuvariétés cultivées le long de la

toposéquence.



a &

Il faut rappeler que les suivis de pyriculariose lsuvariété dominante, ChD ont été
réalisés dans 6 sites (chapitre Il). Le choix dess our mener cette étude est basé sur la
proximité entre les parcelles de riz irrigué et e pluvial. Trois des 6 sites suivis
(Antsapanimahazo, Mananetivohitra et Morarano)espondent a des bassins versants dans

lesquels les parcelles irriguées sont proches alesltes pluviales (figure 24).

Figure 24 : Trois sites (points en blanc) présentant des gascélriguées et pluviales
proches

b. & %

Durant la campagne 2014-2015 (nommée ci-apres 205 xuivis de pyriculariose
ont été effectués sur des parcelles paysanneg deigué et de riz pluvial avec différentes
variétés. Pour la campagne 2015-2016 (nommée es&16), une variété trés sensible a la
pyriculariose, Kasalath, a été utilisée pour lgpage des souches Me oryzae Cette variété
a été semée sur des parcelles de £.mives en place sur 4 positions de la toposéquelnce,
bas-fond irrigué jusqu’aux parcelles cultivées mies, qui ont ét¢ nommées comme :
parcelle irriguée (PI), parcelle intermédiaire (PMarcelle a proximité du pluvial (PR) et
parcelle pluviale (PP) (figure 25). Ce dispositét& mis en place dans les trois sites étudiés
en 2015.

Lors des campagnes 2015 et 2016, la mesure duund/adiaque de pyriculariose sur
les parcelles paysannes a été effectuée selonneeméocédure que celle décrite au chapitre
2. Lors de la campagne 2016, sur les parcellesadalith, I'attaque de la pyriculariose a été

classée en 4 niveaux: niveau 1: absence de |gparcelle non infectée), niveau 2 :



guelques lésions recensées sur certains feuillg®atets (attaque faible <1% de surface
foliaire), niveau 3 : présence de plusieurs lésgunsles feuilles et sur les poquets (attaque
moyenne <20%) et niveau 4 : Iésions qui présemstenka majorité des feuilles et sur tous les
poquets (attaque forte >20%).

Sur les parcelles présentant des attaques de [ayiase, des échantillons de riz
malades ont été collectés pour obtenir environd@lses (une population) dé. oryzaepar

variété et par parcelle dans une position de lagéguence.

Figure 25 : Représentation de la mise en place de la variésalKtn sur les 4 positions :
Pl : Parcelle irriguée, PM : parcelle intermédiaire, PR : parcelle a proximité du pluvial et PP : parcelle
pluviale

c. . ! %

Les souches d®l. oryzaeétudiées ont été traitées suivant les méthodestakecr
précédemment (chapitre Ill). L'isolement monosparété réalisé a partir des échantillons
malades collectés au champ. Puis, les souches téntahservées a -20 °C. Lors du
génotypage, ces souches ont été remises en ceattliextraction de I'ADN a été réalisée.
Les ADN obtenus ont été amplifiés avec 12 marquenicsosatellites avec la technigue de
PCR multiplexée. Les détails de ces procédure€detgpage des souches sont décrits dans
le chapitre IlI, partie 111.2.2 du matériel et méttes.

Les souches ayant strictement le méme génotypelave®? marqueurs SSR utilisés,
ont été groupées au sein d'un méme génotype nulsIMLG). Ces MLGs ont ensuite été
groupés en groupes clonaux (GC) en fonction de peoximité génétique et du nombre de

souches par MLG. Chaque MLG représenté par 5 idds/ou plus a été considéré comme un



GC. Chaque MLG représenté par moins de 5 indivalé$é rattaché au GC le plus proche
génétiquement. La distribution des GC en fonctieredir position sur la toposéquence a été
analysée par le test exact de Fisher pour chatpid_&nalyse statistiqgue a été conduite sous
R (version R 3.2.5 ; R Core Team, 2016).

a & %

Pour la campagne culturale 2015, des attaquesrarilayiose ont été observées dans
deux des trois sites suivis : 2 parcelles irrigugte$ parcelles pluviales a Mananetivohitra, et
1 parcelle irriguée et 1 parcelle pluviale & Monargtableau 11). Le niveau d’attaque de la
maladie varie selon les variétés et les parceliéses mais les plus fortes attaques ont été
observées en culture pluviale. Pour la campagné,2ds attaques de pyriculariose sur la
variété trés sensible Kasalath ont été observéedesu4 positions de la toposéquence
(parcelle irriguée : PI, parcelle intermédiaireNl,Pparcelle & proximité du pluvial : PR et
parcelle pluviale : PP) & Mananetivohitra. Pour desix autres sites, des attaques ont été
observées sur les PM et PR d’Antsapanimahazo déa i de Morarano. La sévérité de la
pyriculariose sur la variété Kasalath montre gueplantes de riz sur parcelles intermédiaires
sont tres attaquées par la maladie dans les ites ®ar contre le niveau d’attaque sur les
autres parcelles (PI, PR et PP) varie selon les.sltes suivis sur des parcelles d'autres
variétés ont permis de recenser des attaques drilpyiose sur les parcelles irriguées pour

les trois sites et sur la parcelle pluviale seulemeMorarano (tableau 11).
b. $ !

A partir de ces parcelles attaquées par la pynimgae, nous avons obtenu 8
populations dé. oryzaeen 2015 et 11 en 2016. Le détail de ces populagshdonné dans
le tableau 10. En 2015, les 137 soucheMderyzaegénotypées venant des huit populations
des deux sites échantillonnés (Mananetivohitra etravéno), ont mis en évidence 31
génotypes multilocus (MLG) qui ont été répartisslad groupes clonaux (GC) (figure 26).

A Mananetivohitra, deux GC sont communs entre teglses de parcelles irriguées
(PI) et pluviales (PP) dont un (GC75) pour leqaefréquence est trés différente entre Pl et
PP, 3 GC sont spécifiques pour Pl et 7 GC sontifsguées pour PP.



Tableau 11 :Description des populations déagnaporthe oryzaetilisées dans la présente
étude et niveau d’attaque de pyriculariose supeeselles

Sites nom des nombre de | Variété d'origine | Sévérité de parcelle
populations souches la maladie
en (%)
Campagne 2015
popll 24 variété locale 15 irriguée
popl2 19 variété locale 8 irriguée
popl 10 Chhomrong <1 pluviale
Mananetivohitra Dhan
pop7 17 Chhomrong <1 pluviale
Dhan
pop2 15 variété locale 60 pluviale
popl4d 21 variété locale 5 pluviale
popl3 19 variété locale 5 irriguée
Morarano oL .
popl0 12 variété locale 80 pluviale
Campagne 2016
pop34 20 variété locale 10 irriguée
popl8 19 Kasalath <1 irriguée
Mananetivohitra pop20 20 Kasalath >20 intermédiaire
pop21 18 Kasalath proximité
>20 .
pluviale
pop22 20 Kasalath <20 pluviale
pop32 17 variété locale <1 irriguée
Morarano pop24 21 Kasalath >20 intermédiaire
pop30 20 Fofifa 154 2 pluviale
pop33 20 variété locale <1 irriguée
pop25 20 Kasalath >20 intermédiaire
Antsapanimahazo pop26 21 Kasalath <1 proximité
pluviale

pop : population

A Morarano, deux GC sont communs entre les soudbd? et PP dont I'un (GC31)
pour lequel la fréquence est trés différente eptret PP, 1 GC est spécifique pour Pl et 5 GC
sont spécifiques pour PP.

L'analyse statistique de la composition en GC d#grdntes populations (test exact
de Fisher) indique qu’elles sont significativemeiftérentes(P<0.001) entre les parcelles

irriguées et les parcelles pluviales dans les d#es (figure 26).

En 2016, les 216 souches e oryzaegénotypées venant de 11 populations des trois
sites échantillonnés (Mananetivohitra, Morarano Antsapanimahazo), ont permis
d’identifier 31 MLG répartis dans 20 GC. A Manawuehitra, 2 GC sont spécifiques pour PlI,

2 GC pour PM, 2 GC pour PR et 1 GC pour PP. Lestesa GC sont communs au moins
entre deux positions. A Morarano, 6 GC sont spgeéfs pour Pl, 2 GC pour PM et 2 GC



pour PP. Un GC est commun pour Pl et PM. A Antsepahazo, 3 GC sont spécifiques pour
Pl et 2 GC pour PR. Un GC est commun entre Pl etePMh GC est commun entre PM et
PR. L'analyse statistique avec le test exact dedfisn comparant les 4 endroits (Pl, PM, PR
et PP) a Mananetivohitra, 3 endroits (Pl, PM et#@®Morarano et 3 endroits (PI, PM et PP) a
Antsapanimahazo, montre que la composition en Gféerdi significativement(P<0.001)
dans toutes les comparaisons par paires de pas#iosein d’un site (figure 26) a I'exception
d’Antsapanimahazo ou il n'y a pas de différencereeiés souches échantillonnées sur la

parcelle irriguée et sur la parcelle intermédiaire.

Figure 26 : Distribution des groupes clonaux tkagnaporthe oryzasur les trois sites en
fonction de positions de collecte (Campagnes caiésr2015 et 2016)

Le nombre de souches échantillonnées sur des parcelles de chaque position est donné entre
parentheses.

Un effet significatif a été observé sur tous les sites et pour les deux années (Test de Fischer).



Ces analyses montrent que les populations de ltagathogéne ne sont pas les
mémes a différentes positions de la toposéquener particulier entre la culture irriguée et

la culture pluviale.

Pour examiner le réle potentiel des parcelles ziénigué comme source d’inoculum
pour la pyriculariose des parcelles de riz plywuigls suivis des attaques de pyriculariose tout
au long du bassin versant ont été conduites. Lectsiie génétique des populations Me
oryzaecollectées sur différentes positions de la toposécel a été caractérisée et comparée.

Nous n'avons pas pu piéger des souchesMdeoryzae sur certaines parcelles
(parcelles irrigué, parcelles a proximité du pluved parcelles pluviales a Morarano et
parcelles irriguées et pluviales a Antsapanimahama)gré la sensibilité de la variété
Kasalath sur les Hautes Terres. Malgré son speetreensibilité assez large a un panel de
souches représentatives de la diversité mondiastéten conditions contrblées), cette
absence d’'attaque de pyriculariose dans certaoh®igs pourrait s’expliquer par une certaine
spécificité de la variété. Si c’est le cas, le dspf pourrait é&tre amélioré en utilisant une ou
deux variétés sensibles supplémentaires pour poaapturer au maximum les populations
de M. oryzaeaux environs des parcelles pieges. Le choix devaegtés sensibles devra
prendre en compte les deux sous-espéces de rizéeslindica et japonicacar Galletet al
(2016) ont montré des différences de compatibiéitére variétés des groupésdica,
japonicatropical etjaponicatempéré vis-a-vis de 31 souchesMeoryzaereprésentant la
diversité mondiale de I'agent pathogéne de pyritage. Les attaques sur la variété Kasalath
placée au niveau intermédiaire se sont révéléédragsiquement les plus fortes dans les trois
sites. Cette situation pourrait étre expliquée arti@ par le niveau de fertilité du sol de
chaque position bien que la quantité d’intrantsoatge pour chaque parcelle dans les 4
positions de la toposéquence ait été la méme. dt'efe la fertilité sur la sensibilité des
variétés est tres connu (Lored al, 2000 ; Balliniet al, 2013). L'omniprésence de la
pyriculariose sur les parcelles intermédiaires @u@tre due a la forte fertilité dans ces
parcelles a cause des dépbts de nutriments veadianhabnt par érosion.

L’'analyse des 8 populations 8 oryzaeéchantillonnées sur les parcelles irriguées et
pluviales dans deux sites (Mananetivohitra et Mamaj en 2015 montre que la distribution
des souches d&l. oryzaedans les groupes clonaux differe significativementre les
populations venant des parcelles irriguées et @desefles pluviales dans chaque site. En

2016, les résultats ont révélé que la structureotypique des populations venant d’'une



position est significativement différente de cealles populations venant d’autres positions
dans un méme site. Ces résultats concordent avec observations décrites par
Andriantsimialona et Tharreau (2008) montrant qegedopulations sur irrigué et sur pluvial
sont différenciées. Cette différenciation résulterdune adaptation aux variétés en
conditions pluviales des populations d& oryzae présentes initialement en riziculture
irriguée. Nos observations confirment également lgaeéchanges de souchesMleoryzae
sontlimités entre les deux agrosystémes. La faibleat@pn des spores ddagnaporthe
oryzae(1-5 m) lors d’'une épidémie au champ (Nottéghe®dT,71; Ou, 1985 ; Tharreaat al,
2009) et la spécialisation des souches en fonatem variétés pourraient expliquer cette

différentiation.

vV.4. " 5

Nous avons pu mettre en évidence que l'agent pattegle la pyriculariose peut
survivre sur des résidus infectés (tiges et faa)illde riz au moins entre deux, voire trois
saisons culturales lorsqu’ils sont laissés suplees que ces résidus infectés constituent une
source potentielle d’'inoculum primaire et contribua l'initiation de la pyriculariose sur le
terrain. L'agent pathogéne survit, en revancheub@ap moins longtemps sur les résidus
lorsqu’ils sont enfouis. Ensuite, nous avons pu tmerrgue la présence sur la surface de sol
de grains vides et des bases de tige de riz ifexgttégalement impliquée dans linitiation
des épidémies de pyriculariose en riziculture @leviEn revanche, la présence des parcelles
de riz irrigué attaquées par la pyriculariose senmbbins importante pour l'initiation de cette
maladie dans les parcelles de riz pluvial du méassin versant.

Pour conclure, une bonne gestion des organes disstiz des parcelles attaquées
devrait permettre de réduire I'installation précdagpidémie de pyriculariose, notamment en

les enfouissant aprées la récolte.



Chapitre V.



La recherche de variétés durablement résistantesbimagresseurs est un élément
essentiel des stratégies de lutte contre les neslaldis plantes. La varieté Chhomrong Dhan a
été adoptée tres massivement en riziculture plenigdltitude sur les Hautes Terres de la
région du Vakinankaratra. Elle est tres peu attaqa¥ la pyriculariose pour I'instant mais la
situation présente un risque important d’'adaptatiten 'agent pathogene qui pourrait
conduire au développement d’épidémies.

Dans cette thése, nous nous sommes intéresséstea sitemtion exceptionnelle
d’homogénéité variétale pour détecter une évemtuallaptation deMl. oryzae a une
résistance quantitative. En premier lieu, nous s\arivi les attaques de pyriculariose pour
évaluer I'érosion ou non de la résistance quait@aEnsuite, 'analyse de la diversité et de
la structure génétiqgue des populationsMleoryzaea été réalisée pour comprendre leur
capacité d’adaptation a la variété ChD. Enfin, nexsns mesuré I'importance de différentes
sources d’inoculum qui pourraient constituer dedménts clés a gérer pour éviter la

propagation d’éventuelles souches adaptées.

V.1 ! %

$ * 4

La variété Chhomrong Dhan (ChD) a été déployée #ieurpaysan sur les Hautes
Terres depuis 2006. Depuis, cette variété domingefaent le paysage agricole dans les
zones d’altitudes. D’aprés I'enquéte conduite pabdnet al (2014) durant la campagne
2011-2012, ChD occupait 82% de la surface destnégz pluvial. Aucun changement sur
cette dominance n’a été observé durant nos suimsikeu paysan. En effet sur 120 parcelles
dans 6 sites, ChD était cultivée sur 103 parcelfe015 et 113 parcelles en 2016.

L'évolution des attaques de pyriculariose sur Chld'autres variétés a été suivie
dans 6 sites en milieu paysan et sur un site axpétal. Durant les suivis, quelques cas
d’attaque sévere de pyriculariose ont été receswgédes parcelles de variétés locales comme
a Mananetivohitra (avec une sévérité paniculairé08c). La variété sensible Kasalath
(chapitre IV, paragraphe 1V.3.3) présentait descptes de pyriculariose dans tous les sites ou
elle a été mise en place. L'inoculum B oryzaeest donc toujours présent dans la région
étudiée et a la capacité de provoquer de dégatriams sur des variétés sensibles. En dépit
de cela, le niveau d'attaque de la pyriculariogela@wariété ChD était nul ou trés faible en

2015 et 2016 et nous avons pu observer un effgiteasssez marqué sur un méme site : en



2016 a Fiantsonana, la sévérité foliaire de lacpyariose était de 0.05% pour ChD et 5%
pour F154 et la sévérité paniculaire était de 4%rpohD et de 54% pour F154. Le
contournement des premieres séries de variétésoflta KF133, F134, F152 et F154)
adaptées et diffusées en riziculture pluviale detéhaltitude a été observée aprés environ 5
ans de déploiement de ces variétés (Rabbial, 2013). Cependangucune érosion de la
résistance quantitative de la variété ChD n’a étéignalée d’aprés les enquétes faites au
niveau des paysans. Le faible niveau d’attaque reéssur cette variété par nos suivis
pendant trois campagnes (2015, 2016 et 2017)ridlietfficacité de la résistance de ChD vis-
a-vis des populations dé. oryzaesur les Hautes Terres et amene a dire que saardsesest
durable. Cette observation vient corroborer I'hyyése rapportée par Parlevliet (2002) et
Kou et Wang (2010) que la résistance quantitagvaisplus durable.

Les mécanismes de la résistance quantitative der€stient encore a explorer. Mais
I'efficacité de sa résistance pendant une dizaiaenge suggére que ChD pourrait avoir I'un
des deux déterminants de la durabilité des résistaquantitatives proposé par Pallebal.
(2009). Soit les facteurs de résistance de ChD swomihbreux avec des effets
complémentaires exigeant ainsi de nombreuses mngate virulence dans le génome des
agents pathogénes pour qu’ils puissent s’adapsrcéhséquent, la probabilité d’apparition
de souche de I'agent pathogene virulente est plbtef Soit la résistance de ChD exerce une
pression de sélection faible sur les populationsMleoryzae et cela ne permet pas
I'émergence de populations de I'agent pathogéne \plulentes.

Pour certaines variétés de riz de typponica Liao et al (2016) ont identifié une
résistance basale avec une réponse faible et rémifigpe vis-a-vis des populations &
oryzae Vu le faible niveau d’attaque sur la variété Cftfpe japonicg, il est possible que
cette résistance basale soit responsable de faanése quantitative et non spécifique de ChD,
expliquant le maintien de I'efficacité de sa rémise depuis 2006. Afin de confirmer cette
hypothése, il sera nécessaire de caractériser g fdétaillée les bases génétiques de la

résistance de cette variété et de mieux comprdesi@écanismes impliqués.

1 ( # "

$ 4

L’adaptation d’agents pathogénes a des résistgeegsconduire a :
- une différence de structure entre populations édltamées sur la variété

résistante et sur des variétés sensibles (difféxtoe lie a la sélection),



- une réduction de la diversité génétique des papuaktchantillonnées sur la
variété résistante (goulot d’étranglement conséaut sélection),
- un niveau plus élevé d’agressivité sur la variésistante des populations de

'agent pathogéne échantillonnées sur cette mémétégsélection des individus les

plus agressifs).

L'analyse de la structure génotypique des populatideM. oryzaependant deux
campagnes (2015 et 2016) révele que la majorit@gargpes clonaux GC observés sur ChD
sont recensés sur dautres variétés. De plus, s&rilition des GC des populations
échantillonnées sur ChD different entre les 3 si(Emntsonana, Mananetivohitra et
Andranomanelatra) et entre les deux campagnes (@02616). Ces observations suggérent
guil n'y a pas de GC spécifiques de la variété Cipld se maintient. De plus, les tests
phénotypiques montrent que le niveau d’agressestécomparable entre les populations sur
ChD et sur d’autres variétés. Toutes ces obsenatindiquent quda variété ChD ne
semble donc pas sélectionner de groupe clonal sgdépie et qu’aucune adaptation
particuliére des populations de M. oryzae actuelles échantillonnées sur ChD n’est
détectée.

La comparaison du pouvoir pathogene des populatied. oryzaeéchantillonnées
sur la variété ChD et sur les autres variétés plaside facon globale, ou par paire dans
chaque site montre que leur niveau d’agressivittaearéme pour la plupart des composantes
mesurées et sur toutes les variétés inoculées (EbR®, F161 et Kasalath). La similarité du
niveau d’agressivité des populations de ChD eeselkes autres variétés surtout sur la variété
ChD améne a dire quia contamination de ChD par un inoculum venant d'atres
variétés et provoquant quelgues symptémes opportusties en fin de cycle sur racéme ou
grains est probable.

Cependant, il faut mentionner que les difféerencesdigtribution des GC entre les
populations sur ChD et sur d’autres variétés dephiwial et entre les populations avant
déploiement de ChD (2006) et durant les deux camgmgecentes (2015 et 2016), pourraient
étre des signes d'un début d’adaptation. Poureegtte hypothése et valider I'hypothese
gui nous parait la plus vraisemblable d’autresstaséritent d’étre conduits. Des mesures sur
d’autres traits de vie de l'agent pathogene (laaca@ de la survie hivernale par exemple)
et/ou la mesure de fitness dans des condition®uapétition entre les souches ke oryzae
(Zhan and Mcdonald, 2013) pourraient étre réalisées

A une échelle régionale, le déploiement massif €'tésistance quantitative a réduit

la pression de la pyriculariose sur les Hauteseberkinsi, les variétés sensibles comme F154



étaient peu attaguées en 2016 dans 5 des 6 sités. $uest généralement considéré que
l'utilisation de la diversité génétique soit parclanduite d’associations de cultures (revu dans
Boudreau, 2013), soit par la pratique des mélamgaétaux ou multi-lignées (Finckét al,
2000 ; Koizumiet al, 2004), permet une réduction de la pression diadies des plantes.
Dans notre cas, au contraire, c’est l'utilisatioa & résistance quantitative de facon
homogéne qui a influencé le niveau de pression daegégion. L’exploitation de ce type de
résistance pourrait donc étre une autre voie dergolur limiter la pression des agents

pathogeéenes et pourrait étre exploitée dans deggiea d’amélioration variétale.

+

En général, & Madagascar, I'utilisation de I'azotméral pour la fertilisation des
cultures reste faible (Randrianarisoa et Minter@0Durant notre étude, 4% des parcelles
suivies avec du riz pluvial ont recu des engraisaraux pour la campagne 2015. Cependant,
vue l'importance croissante du riz pluvial dansteetgion et la diffusion de guides de
bonnes pratiques culturales par les institutionsedferche et de vulgarisation, I'utilisation
progressive des intrants par les agriculteurs esuizlpluvial est & envisager. En effet, le riz
pluvial a permis ces derniéres années un compléalenéntaire non négligeable pour les
ménages qui ont été confrontés a des incidentatitjoes ayant mis en péril la production
dans les rizieres. La résistance a la pyriculariteseertaines variétés de riz est influencée par
la quantité d’azote apportée et par le fractionnmgnue ces apports (Ballirgt al, 2013).
Généralement, I'apport excessif en intrant azot®rfae I'attaque de pyriculariose sur des
variétés sensibles (Lorgt al, 2000). La situation actuelle ne permet pas declairement
'effet d’intrants azotés sur l'attaque de la maadur la variété ChD. Par ailleurs, malgré
'apport de la dose de fertilisation recommandéedas parcelles témoins de la variété ChD
pour la campagne 2016 dans les 6 sites en miliggapaet dans le site expérimental, le
niveau d'attaque de la pyriculariose sur ChD esttérefaible. Ceci suggére que
lintensification en azote n'a pas beaucoup d’efet la résistance de ChD. Mais pour
vérifier cela, des tests avec et sans azote médiéme conduits. La productivité obtenue sur
la variété ChD méme sur des sols peu fertilestitbuson efficience de I'utilisation de I'azote.
Le phénomeéne de sensibilité induite par I'azoteNdB (« Nitrogen-Induced Susceptilibity»)
est variable selon les variétés. Il sera donc itapompour I'avenir de vérifier si la résistance

de ChD n’est pas sujette a la NIS.
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Les essais pluriannuels conduits dans cette étntlgpermis de caractériser et de
hiérarchiser les sources potentielles de pyricogaripour la riziculture pluviale. Nos résultats
montrent que le niveau d'attaque de la maladieereshilaire lorsque les semences sont
semées quel que soit leur état sanitaire (semepa@®s, infectées ou traitées par
d’hypochlorite de sodium ou par un fongicide). @ésultats confortent les observations de
Filippi et Prabhu (1997) sur la riziculture plusahu Brésil selon lesquelles les symptébmes
de pyriculariose sont trés rares sur les plantizdguand la pyriculariose vient des semences.
Par contre, différentes études ont suggéré l'imfibn majeure des semences infectées sur la
dispersion a longue distance par l'analyse de g@metdes populations dbl. oryzae
(Tharreauet al, 2009 ; Salefet al, 2014). Ceci amene a toujours prendre des pliéoaut
quant a I'état sanitaire des semences utilisée®lEs pourraient initier la maladie, méme
avec une probabilité faible et pourraient étre actdur de dissémination a longue distance
dans un systtme comme celui de Madagascar ou lsansm échangent, vendent ou
réutilisent leurs semences sans contrdle sanitaire.

Sur une parcelle contaminée par la pyriculariose, drains vides infectés peuvent
tomber sur le sol au moment de la récolte. Nousswbservé que ces grains vides infectés
laissés sur le sol favorisent I'initiation des épides I'année suivante. L'effet des grains sur
le sol pour le développement de la maladie mis\@deé@ce dans le cas de la riziculture
pluviale sur les Hautes Terres a déja été observgigué par Longet al (2001) et Guerber
et TeBeest (2006) dans les rizieres aux Etats-Unis.

Les pailles de riz sont utilisées pour la couvertdes parcelles dans les systemes de
culture en semis direct sous couverture végétaV/fSCa survie deM. oryzaesur les résidus
de riz et le réle de ces résidus dans l'initiati@nla pyriculariose sur le terrain étaient trés peu
documentés pouvl. oryzae Notre étude confirme que I'agent responsablead®yticulariose
peut survivre sur des résidus de riz jusqu'a deigosis culturales. Les résidus infectés
restant a la surface du sol participent a l'initiatdes épidémies de pyriculariose sur le
terrain dans les conditions de la riziculture pileides Hautes Terres du Vakinankaratra. Ces
informations sont des éléments complémentaires [@ogestion des résidus et devront étre
prises en compte pour garder I'effet bénéfique gstésnes SCV sur l'atténuation des
attaques de pyriculariose (Sest¢al, 2014 ; Dusserret al, 2017). Nous avons montré que

lorsque les pailles de riz sont enfouies danslleesorevancheyl. oryzaeperd rapidement sa



capacité de sporulation. Ceci démontre gu'’il estspmle de réduire la survie de l'agent
pathogéne par I'enfouissement des organes infeat&s, un labour pratiqué juste apres la
récolte par exemple.

Il faut mentionner que les résidus du riz peuvdrg énlevés de la parcelle aprés la
récolte, notamment pour I'alimentation du bétaitadu la saison seche. Par contre, les bases
de tiges restent au sol de la parcelle en généqujau labour qui a lieu quelgues jours avant
le semis. Nos essais ont montré que ces basesgel itifectées par la pyriculariose
pourraient jouer un réle dans la transmissiorMdeoryzaed’une saison a une autre et dans
l'initiation des épidémies. En cas d’attaque dequjariose sur la parcelle, ces bases de tiges
devront étre gérées: un enfouissement précoce &vaaison de culture suivante permettra
de s’assurer qu’elles ne sont plus une source cilbon la saison suivante

La comparaison des populations d#& oryzae échantillonnées sur différentes
positions a travers la toposéquence entre le rizadefond et le riz pluvial, montre qu’il y a
une différence significative de structure génotypigentre ces populations. Ce résultat
confirme la différenciation entre des populatioesrid pluvial et de riz irrigué observée par
Andriantsimialona et Tharreau (2008) et montrelqué peu d’échanges de souches entre le
riz de bas fond et le riz pluvial. Cependant, nausns vu certains groupes clonaux qui sont
présents sur différentes positions mais que leéguience de distribution varie entre ces
positions. Ces observations devront étre complgiaesles tests phénotypiques pour vérifier
gue les populations présentes en riziere n’infecpas ou mal les variétés cultivées en
pluvial.

Parmi les sources potentielles d’inoculum testéesys avons montré qukes
semences, les résidus de riz et les bases de tigeept un réle important dans le
développement de la pyriculariose au cham@es modes de gestion adéquats devront étre
proposés aux paysans pour réduire les risquessgerdion de cette maladie, principalement
si des souches adaptées a ChD devaient appataémévement des organes de riz infectés
est recommandé, en patrticulier les pailles. Posirgl@ins vides et les bases de tiges, vue
l'incapacité de I'agent pathogene de la pyriculsgi@ survivre dans le sol, I'enfouissement
des résidus restant sur la parcelle par un travagol juste aprés la récolte est recommandé
sur des parcelles attaquées par la pyriculariosdravail du sol précoce permettra de réduire
la survie deM. oryzaesur ces organes de riz.

Le fumier est le principal moyen de fertilisatioa & culture du riz a Madagascar. |
est constitué des déjections de bétail et desepaik riz utilisées comme litiere dans I'étable.

Ces palilles de riz pourraient constituer de résepaur I'agent pathogéne de pyriculariose.



Par ailleurs, I'agent pathogéne de la pyriculariesecapable d’attaquer plusieurs plantes de
la famille desPoaceae Les études génétiques conduites montrent qusdeshes deM.
oryzaeéchantillonnées sur le riz appartiennent a uneclaatticulier (Yoshidat al, 2016 ;
Gladieuxet al, 2018 a) et sont donc probablement spécifiqueds Ma pathogénicité croisée
des souches échantillonnées sur le riz et surrdsugispeces de plantes reste encore en débat
pour ce pathogéne et certaines espéces de plpatesxgmple I'orge) sont connues pour étre

sensibles a différents cladesMeoryzae

V.3. 4
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L’efficacité de la résistance quantitative de Ch[2ta observée durant le suivi de
I'évolution d’épidémie de pyriculariose. Par ailteules tests phénotypiques et I'analyse
moléculaire ne montrent pas des populations spéef et adaptées a cette variété
dominante. Cette variété trés appréciée par lesgosygrace a sa productivité peut donc
encore étre utilisée. Par contre, il faut toujcétre prudent sur la réponse de cette variété vis-
a-vis des populations dd. oryzaeprésentes dans la région. De ce fait, des anticipmat
devraient étre mise en place pour en garder l&ffié de la résistance de ChD : disposition
de nouvelles variétés plus productives et résistaat application des mesures préventives
pour limiter I'inoculum.

La connaissance des sources d’inoculum primaireMdeoryzae complete les
informations sur le déclenchement de I'épidémigyéculariose dans une zone ou le riz est
absent pendant plusieurs mois et permettra de fernes stratégies de gestion des résidus
du riz suivant :

- Ultiliser toujours des semences saines et certjfi@@su moins ne pas utiliser
des semences issues d’'une parcelle infectée pagritailariose.

- Enlever les pailles des parcelles attaguées, esiistbcker dans un endroit loin
des parcelles de riz avant de leur utilisation ceniourrage. 1l ne faut pas utiliser les pailles
infectées comme couverture végétale pour le SCY,ellas pourraient contaminer non
seulement les riz dans la parcelle, mais ausgideslles voisines.

- Il parait difficile d’enlever les grains vides eslbases de tiges tombant sur le
sol a la récolte mais le travail du sol précoceerfouissant ces organes de riz dans le sol

juste aprés récolte, permettra de réduire la sawikagent pathogéne de la pyriculariose.



- Toutes ces stratégies peuvent étre renforcéesaparatique des rotations
culturales, mais aussi la rotation de ChD avec tdisuvariétés résistantes peuvent étre
effectuée.

Enfin, des affiches, des posters et des documemtsét® diffusés pour que les
agriculteurs informent les techniciens agricoles pdus proches (du CSA, de la direction
régionale de l'agriculture et de I'élevage DRAE das centres de recherche FOFIFA,
Fiompiana Fambolena Malagasy NorvézianaFIFAMANOR, CIRAD etc.) en cas
d’observation d’attaques de pyriculariose en paligc sur la variété Chhomrong Dhan

nommée généralementflgipolitra ».






La pyriculariose reste une des principales cortaipour la production de riz dans le
monde. Dans cette thése, nous avons eu 'oppaétdeitravailler sur un cas exceptionnel de
déploiement massif d’'une variété partiellementstésite a la pyriculariose en riziculture
pluviale d’altitude sur les Hautes Terres de Madaga L’attaque de la maladie sur la variété
dominante reste faible tout au long de nos sumides terrain et depuis plus de 10 ans. Les
analyses moléculaires et phénotypiques des poputatieM. oryzaesur la variété ChD et
sur d'autres variétés ne révélent pas d’adaptgtemiculiére de I'agent pathogéne sur la
variété dominante. La résistance quantitative jpemic étre efficace durant une période de
plus d’'une dizaine d’années (2006 a 2017) et ¢étdrsante & exploiter dans I'amélioration
de stratégie de lutte contre la pyriculariose (gastpatiale et temporelle de la résistance des
variétés) a cause de sa durabilité a linstar deékistance qualitative qui est souvent
contournée en quelques années (2 a 3 ans).

La caractérisation des sources potentielles dihmoude la pyriculariose en
conditions pluviales d’altitude a permis de comgiéés informations qui manquaient dans la
compréhension des facteurs épidémiques qui favdriBmitiation de I'épidémie sur le
terrain. Les semences, les résidus et les basiégeddu riz sont apparus comme des sources
potentiellement importantes d’'inoculum de pyricidae, ce qui renforce les

recommandations sur la gestion de ces organeg dans les parcelles attaquées.

L’exploration des autres sources potentielles diiom de la pyriculariose mérite
d’étre conduite pour compléter les informationseobies dans cette thése. La capacité de
survie deM. oryzaesur les pailles dans le fumier et son implicati@msl I'initiation de la
pyriculariose seront intéressantes a mesurer. I@s t&tudes pourraient étre assistées par des
méthodes de suivi particulieres comme des quaatifios par réaction en chaine par
polymérase (PCR) en temps réel (Qi et Yang, 208Ranget al, 2016). L’implication
d’hoétes alternatifs potentiels comme réservoiraatulum deM. oryzaepour le riz mériterait
aussi d’étre testée dans le contexte des HautessTée Madagascar.

Il est probable que la résistance d’'une variétéumera pas éternellement dans une
situation de dominance d’une variété. Il faut memtier aussi que la plupart des variétés
sélectionnées et diffusées actuellement sur laculizire pluviale de haute altitude a
Madagascar sont issues de croisement de la v&igie avec d’autres variétés. Certaines
composantes de la résistance de ChD sont doncnpeéséans la plupart des variétés qui
seront diffusées a I'avenir. Par conséquent, legssdes épidémies de pyriculariose sur la

variété ChD (qui va étre utilisée par les paysasqu’a une possible érosion de sa résistance)



et sur les autres variétés nouvellement diffusbasg génétique de résistance étroite avec
ChD) devront se poursuivre en milieu paysan, strésucas d’intensification en engrais
azoté, pour déterminer si I'érosion de cette réscst apparait dans le futur. Les échanges
d’'informations entre les paysans et les techniciagscoles faciliteront ces suivis. La
détection précoce des populationsMeoryzaequi pourraient s’adapter a cette résistance
guantitative de ChD constituera un élément clé geiter les risques de dispersion rapide de
la maladie.

Enfin, vue la durabilité et I'efficacité de la régince quantitative de la variété ChD
sur une dizaine d’'année, ce travail peut ouvrir desivelles perspectives d'études de
l'utilisation de ce type de résistance pour raled&mergence rapide de populations
agressives d’'un agent pathogene.

L’'extension de la riziculture pluviale dans la @gidu Vakinankaratra et dans
d’autres régions de Madagascar a un fort impaciak@t économique pour les paysans
malgaches. L’augmentation de la production de mppoatée par la pratigue de cette
riziculture joue un rdle important au niveau deséurité alimentaire a Madagascar. Pour
maintenir et améliorer cette production, il estessaire de trouver des mesures de contrble
durables pour les ravageurs et les maladies. Leleda résistance de ChD apparait comme
une stratégie adéquate pour les paysans malgackhegpi I'utilisation de pesticides pour

lutter contre les ennemis de la culture est nosageable.
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Extraction d’ADN :

L’extraction d’ADN des souches dans cette étudeéisée selon la procédure
chloroforme isoamilalcool (CIAA) :

- Le mycélium récupéré et séché a l'aide de papige fest déposé dans un tu
d’Eppendorf de 2 ml.

- La digestion des parois cellulaires est effectudaide de 1.5 ml de la solutio
d’enzyme Vinoflow avec une incubation de 2 heurstampérature ambiante.

- Une centrifugation de 3 min est ensuite effectude surnageant est écarté.

- Puis avec I'ajout de 600 pl de tampon de lyse ggsisur le culot, les tubes so
mis au bain-marie a 65 °C pendant 30 minutes.

- 600 ul de CIAA est ajouté dans les tubes qui saglangés par inversion jusqu
I'obtention d’'une émulsion.

Nt

a

- Pour purifier 'ADN, une centrifugation de 10 miestest conduite et le surnageant

est enlevé.

- 600 pl d’isopropanol froid est ajouté dans chagueetsuivi d’'une centrifugation

de 7 minutes. L’ADN précipité sur la paroi de tudst rincé avec 500 pl d’éthan
a 70%. L’alcool est enlevé apres centrifugation2deninutes et les tubes so
séchés sous une hotte jusqu’a I'’évaporation toaléalcool.

- Enfin, les résidus d’ARN sont digérés par I'additide 100 pl de Tris HCI
éthyléne diamine tétra acétate (TE) et 1 pul RNAsetypbe.

Amplification d’ADN :

L’ADN obtenu est amplifié avec 12 marqueurs mictelites spécifiques pouvl.
oryzae Les réactions de polymérisation en chaine (PCRjiptexées sont réalisées da
un volume final de 5 pl contenant : 2.5 pl de KIAQEN (HotStarTaq DNA polymerasq
KCI (NH4) SQi, TrisHCI, 3mM MgC#, et 0.2 um of each dNTP) multiplex PCR, 0.5 pl
mélange des amorces, 0.5 ul de solution tampore{Q)5ul de I'ADN extrait de chaqu
souche.

Le cycle de la PCR est accompli selon les conditgrivantes : une dénaturation initialg
95°C pendant 15 minutes, suivie de 3 étapes répdEis :

- dénaturation de 'ADN durant 30 secondes a 94 °C,

- hybridation des marqueurs pendant 90 secondes@,57
- polymérisation pendant 60 secondes a 72 °C,

- élongation finale pendant 30 minutes & 60 °C.

La séparation et la détection des produits obteeutont par une électrophore
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Potential Inoculum Sources of Rice Blast on Uplan®ice in the Central Highlands

of Madagascar.
Raveloson, H.Ratsimiala Ramonta,2lTharreau, D.and Sester, M.

(* Centre National de Recherche Appliquée au dévelmept rural : FOFIFA, Antsirabe 110, Madagascar ;
Z Université d’Antananarivo, Antananarivo 101, Maasepr ? Centre de coopération Internationale er]
Recherche Agronomiques pour le Développement : CIRMontpellier 34398, France).

=

In the central Highlands of Madagascar, where riceoiscultivated for several month
each year, the knowledge of the potential inoculum sowvbé&sh contribute to the initial onset g
the disease is an important information to manage blassyme Several studies haye
demonstrated the survival dfagnaporthe oryzaen rice seeds and the role of infested seedks in
outbreaks of rice blast. However, little information ismiéable on the role of other inoculum
sources (rice residues, rice stem bases and unfilledsgieft on the plot after rice harvest) in the
onset of blast epidemics.

- U

Two experiments were conducted in upland conditions iv#iénankaratra region of thg
Highlands of Madagascar: One experiment aimed at comp#mngffect of potential inoculu
sources (rice grains, residues and stem bases) oongfet of blast epidemic in the field. THe
disease severity was measured from the first appearaf the symptoms through the rice plgnt
development on plots with different potential inoculum sear The second experiment aimed at
measuring how long the pathogen could survive orrtfested rice residues left above or in the
soil. Survival of the pathogen was observed during @4ths by taking residue samples month

The results showed that significant difference of sgvend development of blast wele
obtained on plots with different potential inoculum sourcdse highest level of blast w
observed on plots with infested rice residues, stem lzamksinfilled grains than the other tested
plots. It was found also that the level of blast sekatethe same level for the plots sowing wjth
infested seeds, non infested seed and non infestedigesi8o, the presence of infested rjce
organs on plots (such as rice residues, stem baseasnéified grains) allowed the onset of blgst
epidemic in the field. The survival monitoring ldf. oryzaeon infested rice residues showed that
significant difference of pathogen sporulation capaci#g wbserved on infested rice residues |eft
above the soil than rice residues in the soil. In th& fabservation of the residue samples,
pathogen sporulation rates decreased rapidly and ne spmrulation was observed after fgw
months for buried rice residues while high pathogerrudaon rates remained high for fe
months and surviving ofl. oryzaewas recorded on rice residues placed on the soil sudggl
least during two cropping seasons.

\12

This new data concerning other inoculum sources willwalestablishing appropriat
cultural practices for their management and could he&ptitying strategies to limit the spread pf
blast epidemics at a regional scale.

A4

Keywords: rice blast, inoculum sources, survivislagnaporthe oryzae
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Adaptation of Magnaporthe oryzagopulations to partially resistant upland rice varety
(Oryza sativaand factors contributing to the rice blast onset inlMladagascar Highlands

Abstract

Quantitative resistance is considered sustaindhle,examples exist of adaptation of the
pathogen agent on this type of resistance. The afee Highlands of Madagascar with a massive
deployment of the variety Chhomrong Dhan (ChD) &i@006 in rainfed upland rice was studied in
order to better understand the erosion or the dityabf a quantitative resistance for the complex
rice and blast pathogen fungMagnaporthe oryzae

Blast epidemics have been followed in farmer’sdéein six sites, one experimental design
during three seasons 2014-2017 and in control gt ChD and Fofifa 154, a susceptible variety)
during wet season 2015-2016. Then, pathogen adaptaias studied by phenotypic and genetic
comparisons oM. oryzaepopulations sampled recently (seasons 2014-201l6 3%l strains) and
populations sampled before deployment (between 20012006 with 455 strains). Trials were also
carried out over several years for assessing théve importance of differentl. oryzaeinoculum
sources which could constitute key elements ofrth@nagement to avoid dispersion of strains
potentially adapted.

Panicle blast severity (60% of infected grains) wéserved on one susceptible variety
proving the presence d#l. oryzaeinoculum in the studied region, while the maximum@nigle
severity inventoried on ChD was 4%. ChD resistaeoeains then effective td. oryzaepopulations
in the highlands. ChD population’s genotypic stauetvaried according to the sites and according to
the sampling years. In addition, the comparisonamhponents of aggressiveness (number of lesions,
surface of lesions and number of spores producedyved that aggressiveness level was similar
between the populations sampled on ChD and on otresties. These results of molecular analysis
and phenotypic tests revealed the absence of plartiadaptation of preselt. oryzaepopulations on
ChD. On the other hand, the massive deploymenthdd €eemed to have modified the genotypic
structure ofM. oryzaepopulation on upland rice on the highlands givea tifference of GC
frequencies between the populations before 2006 randnt. The characterization M. oryzae
inoculum sources showed that seeds, rice residugssim bases play a determinant role in the
development of rice blast in the field.

Keywords: rice variety, Chhomrong Dhan, rice blaktagnaporthe oryzaequantitative resistance,
massif deployment.
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Adaptation des populations deMagnaporthe oryzaé une variété de riz pluvial Qryza
sativg partiellement résistanteet facteurs contribuant a l'initiation de la pyriculariose
dans les Hautes Terres de Madagascar

Résumé :

La résistance quantitative est généralement caom®d€&éomme une résistance durable.
Pourtant, des cas d'adaptation de I'agent pattegen ce type de résistance existent dans certains
pathosystémes. La situation des Hautes Terres daddacar avec le déploiement massif de la variété
Chhomrong Dhan (ChD) depuis 2006 en rizicultureviglie a été étudiée afin de mieux comprendre
I'érosion ou la durabilité d'une résistance quatitie pour le complexe riz et le champignon
pathogéne responsable de la pyricularidsgnaporthe oryzae

Les épidémies de pyriculariose ont été suivieslssrparcelles paysannes dans six sites et sur
un dispositif expérimental durant trois campagrig®14-2017) ainsi que sur des parcelles témoins
(avec ChD et Fofifa 154 variété sensible) durar@ campagne (2015-2016). Ensuite, I'adaptation de
'agent pathogéne a été évaluée par des compasas@notypique et génétique des populations de
M. oryzae échantillonnées récemment (campagnes 2014-2016 3a%&csouches) et avant le
déploiement (entre 2001 et 2006 avec 455 souclEs). essais ont également été réalisés pour
mesurer I'importance de différentes sources d'iltoude M. oryzaequi pourraient constituer des
éléments clés a gérer pour éviter la propagatiénetituelles souches adaptées.

Le niveau d’attaque de la pyriculariose panicul@@% des grains infectés) a été observé sur
une variété sensible prouvant la présence d’inocwlaM. oryzaedans la région étudiée, alors que la
sévérité paniculaire maximale recensée sur Chideeg. La résistance de ChD reste donc efficace
vis-a-vis des populations dkl. oryzaedans les Hautes Terres. La structure génotypique de
populations sur ChD varie en fonction des sitegretfonction des années. La comparaison des
composantes d'agressivité (nombre de Iésions, @irie Iésions et nombre de spores produites)
montre que le niveau d’agressivité est similairereefies populations prélevées sur ChD et celles
d’'autres variétés. Ces résultats d’analyses mali¥esl et de tests phénotypiques révelent I'absence
d’adaptation particuliére des populationsMeoryzaeactuelles sur ChD. Par contre, le déploiement
de ChD semble avoir modifié la structure génotypigie population d&l. oryzaede la riziculture
pluviale sur les Hautes Terres a cause de la difté&r de fréquences de groupes clonaux entre les
populations prélevées avant 2006 et les populatigtentes. La caractérisation des sources
d’'inoculum deM. oryzaemontre que les semences, les résidus de riz bates de tige jouent un role
important dans le développement de la pyricularaasehamp.

Mots clés: variété de riz, Chhomrong Dhan, pyricularioddagnaporthe oryzae résistance
guantitative, déploiement massif.
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