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1 INTRODUCTION

Cultivé depuis des millénaires, le riz est ’aliment de base de plus de la moitié¢ de la population
mondiale. Il constitue la principale source d'énergie, aussi bien pour les populations des zones
urbaines que celles des zones rurales, environ 23% de toutes les calories consommées dans le
monde proviennent du riz [1].

Le riz occupe la deuxiéme place apres le mais, et est cultivé sur pres de 150 Mha. Ces dernieres
années, la production a atteint 755,1 Mt [2], [3]. Contrairement a 1’Asie, 1’ Afrique n’est pas
autosuffisante sur sa consommation en riz. L’Asie produit 90% du riz mondial contre 3,6%
pour I’ Afrique, cette derniére se placant méme derriére les Caraibes (4%) par exemple [4].

La filiere rizicole en Afrique constitue I'un des secteurs clés pour la sécurité alimentaire qui
connait encore de réels problemes pour son développement ; notamment la méconnaissance de
la qualité des variétés de riz africain et leur non adoption liee aux soupgons portés sur leur
valeur nutritionnelle [2].

Le Mali est le deuxiéme pays producteur de riz d’Afrique de I’Ouest avec plus de 2 Mt par an
[5]. Son économie est essentiellement rurale et 75 % de la population dépend de I’agriculture
ou de la péche, dont 10% du pastoralisme [4]. L agriculture contribue pour 40% du produit
intérieur brut (PIB) et fournit prés de 30% des recettes d’exportation du pays [6].

Le riz est la céréale dont la consommation moyenne par habitant est la plus élevée au Mali, les
niveaux de consommation en riz atteignent environ 70 kg/an par habitant [7].

Cependant, malgré 1’expansion des surfaces emblavées et I’appui étatique, qui ont géneré un
accroissement de la production; il reste toutefois dépendant des aléas climatiques [8]. Ces
fluctuations associées aux contraintes biotiques et abiotiques constituent les raisons principales
de la faible compétitivité du riz local face au riz importé [7].

Parmi les principales causes de la faible productivité du riz en Afrique, figure la panachure
jaune du riz [9]. C’est une maladie virale endémique en Afrique, dont 1’agent pathogéne est le
virus de la panachure jaune du riz communément appelé « rice yellow mottle virus, RYMV ».
Cette maladie pose de réel probleme a la riziculture irriguée en Afrique de 1’Ouest et du Centre,
elle affecte aussi la riziculture pluviale de bas-fonds [10], [11]. La maladie est apparue pour la
premiére fois, vers les années 1990 dans la vaste zone d’irrigation de 1’Office du Niger, au

centre du Mali [12]. Le RYMV est I’'une des principales causes de pertes de production du riz
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en Afrique[2], [13]. Les pertes de récolte dues a cette virose du riz varient de 20 & 100 % selon
la variété de riz, la souche virale, le stade végétatif de la plante et I’environnement [13].

Le Mali fait partie des pays ou la production du riz est trés menacée par ce virus avec des pertes
variant de 64 a 100% [14] , face a cette situation, la recherche des moyens de lutte efficaces a
court et moyen terme est devenue une priorité pour sécuriser la production agricole et réduire
le volume des importations de riz [15]. Ce qui nécessite une connaissance approfondie en
phytopathologie.

C’est dans cette optique que nous nous sommes fixés comme objectif, 1’étude de la distribution

du virus de la panachure jaune du riz au Mali.
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2 OBJECTIFS

2.1 Objectif géneral

Etudier la distribution du virus de la panachure jaune du riz au Mali par une méthode

sérologique.
2.2 Obijectifs spécifiques

> Collecter les échantillons de feuilles portant les symptdémes de la maladie du RYMV
» Confirmer le diagnostic de la maladie du RYMV par la sérologie (ELISA Sandwich
direct)
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3 GENERALITES

3.1 Généralités sur le riz et la riziculture

3.1.1 Botanique et taxonomie

3.1.1.1 Description botanique

Le riz est une plante herbacée annuelle avec une tige ronde recouverte, des feuilles sessiles
plates en forme de lame et une panicule terminale. Sous des conditions climatiques favorables
et exceptionnelles, la plante peut pousser pendant plus d'une année [16].

Il est constitué de racines fasciculées et de racines adventives disposées en couronne au premier
neeud [17], [18]. Sa tige ou chaume formée pendant la germination a partir de la tigelle est
creuse et flexible et porte des nceuds et entre-nceuds qui s’allongent au fur et a mesure que la
plante se développe [19]. Son allongement devient plus important aprés I’apparition des feuilles
paniculaires, cependant les entre-nceuds de la base se raccourcissent et se concentrent vers le
collet. Des tiges secondaires se développent tout autour de la tige principale pendant la phase
vegeétative : elles sont appelées des talles [20].

Les feuilles prennent naissance a un nceud de la tige et sont constituées de deux parties : la gaine
foliaire et le limbe foliaire. Chaque nceud donne naissance a une feuille. La gaine foliaire
enveloppe la totalité de I'inter nceud et méme dans certains cas le nceud suivant. Le limbe foliaire
ou la partie terminale de la feuille est attachée au nceud par la gaine foliaire. La derniere feuille
sous la panicule est appelée feuille paniculaire [16].

Son inflorescence est une panicule érigée ou pendante au niveau de 1’entre-nceud terminal et
porte des ramifications en grappes. L’épillet hermaphrodite fait du riz une plante fortement
autogame. Il a quatre bractées males et possede deux glumes et deux glumelles. L’androcée est
formé de six étamines disposées sur deux verticilles alternées et le gynécée a carpelle unique
se prolonge par le style coiffé par le stigmate plumeux [20].

Le grain de riz est constitué de I'ovaire fécondé, des glumes et glumelles, du rachis, des glumes
stériles et éventuellement de la barbe. L'embryon est fusionné avec I'endosperme.

Les glumes et leurs structures associées constituent la balle et peuvent étre séparées du grain
par pression rotative (Le décorticage). Le grain décortiqué (le caryopse) est connu sur le marché

comme du riz brun (ou entier) et doit son nom au péricarpe brun qui le couvre [16].
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3.1.1.2 Systématique
Les riz sauvages et cultivés appartiennent au genre botanique Oryza (Oryza sativa Linn et Oryza

glaberrima Steud).

Oryza sativa Linn Oryza glaberrima Steud

Régne Plantae Régne Plantae
Sous-régne  Tracheobionta Sous-régne  Tracheobionta
Division Magnoliophyta Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida Classe Liliopsida
Sous-classe  Commelinidae Sous-classe  Commelinidae
Ordre Cyperales Ordre Cyperales
Famille Poaceae Famille Poaceae

Genre Oryza Genre Oryza

Espeéce Oryza sativa Espeéce Oryza glaberrima

3.1.1.3 Synonymes [21]
e Oryza glaberrima var. subaristata Roshev

e Oryza communissima Lour
e Oryza glutinosa lour

e Oryza montana Lour

e Oryza perennis Moench

e Oryza praecox Lour

e Oryza rubribarbis (Desv.) Steud

3.1.1.4 Noms en langues locales

e Bambara : kini, malo

e Peul : maro
3.1.1.5 Répartition géographique et habitat
Le riz est une monocotylédone de la famille des Poaceae appartenant au genre Oryza, qui inclut
plus de 20 espéces [18], dont deux espéces cultivées a savoir O. sativa Linn et O. glaberrima
Steud [5], [12], [19]. Le genre Oryza serait originaire du Gondwana, il y a environ 130 millions
d'années, avant la domestication des deux especes cultivées et connues de nos jours : Oryza
sativa Linn en Asie et Oryza glaberrima Steud en Afrique occidentale[20], [18], [21].
O. sativa Linn : Ce groupe artificiel dans lequel nous faisons rentrer toutes les formes de Riz
cultivées en Asie et Malaisie (et dont certaines ont été introduites et se sont modifiées plus ou

moins en Australie, Madagascar, Afrique, Europe, Amérique) n'est pas une espece, mais une
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collection de groupes de formes dérivant de O. fatua et de O. minuta par sélection, mutation et

hybridation [19], [18].

Il provient de 2 sous-especes :

v’ Japonica qui est originaire de la zone tempérée et subtropicale de 1’ Asie et se caractérise
par un tallage moyen avec des grains larges et longs, des feuilles longues et larges. Elle s’est
adaptée a la culture pluviale [22].

v"Indica qui est originaire de I’ Asie tropicale et se caractérisant par un fort tallage, des feuilles
longues et fines avec des grains longs et minces. Elle est adaptée a la culture irriguée [18].

Oryza glaberrima Steud : Cette espéce est cultivée en Afrique dans une région qui s'étend du

delta du fleuve Sénégal a l'ouest, jusqu'au lac Tchad a l'est et a la cote du Golfe de Guinée au

sud, mais qui reste limitée au Sud-Est par les bassins de la Bénoué, du Logone et du Chari [23].

O. glaberrima a néanmoins été observée dans certaines riziéres des fles tanzaniennes de

Zanzibar et de Pemba [23]. Il est de forme oblongue et le plus souvent de couleur rouge. Elle

dérive d’Oryza Longistaminata, elle-méme issue d’Oryza breviligulata, qui est toutes deux

restées sauvages [21].

Boubacar MACALOU LBMA Sérologie du RYMV au Mali




Panicules
Feulle pansculaire
Feuille

Tige ou clawme

Entre-noewd Talke
Noewl
Racines
A Y
Figure 1 : Morphologie du riz [21].
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3.1.2 Importance économique et alimentaire du riz

Le riz est I'une des cultures vivriéres les plus importantes au monde. C’est le principal aliment
de base pour plus de la moitié de la population mondiale [24].

Le riz est la deuxiéme céréale produite au monde apres le mais ; précédant le blé, elle prend la
premiére place dans 1’alimentation humaine [5].

Dans les pays en voie de développement, le riz représente également la base de I'alimentation
de plus de 2,5 milliards de personnes avec des consommations annuelles trés importantes
dépassant dans certains pays les 100 kg/habitant. Au-dela d’étre source d’alimentation pour
environ 50 % de la population mondiale, le riz représente la principale source de protéines pour
plus de 2,5 milliards de personnes dans les pays en voie de développement [25].

Il se distingue des autres céréales par sa teneur élevée en glutélines (solubles dans les bases
diluées) et faibles en prolamines (solubles dans les solutions alcooliques) [26]. Sur le plan
nutritionnel et d’une maniére générale, le riz présente une large gamme d’¢léments nutritifs
(Tableau I).

L'Asie domine I'éeconomie du riz avec 90 % des surfaces et de la production, 'Amérique Latine
et 'Afrique se partageant l'essentiel des 10 % restants [21].

La production de riz en Afrique est passée de 3,14 millions de tonnes a 14,60 millions de tonnes
au cours des 5 dernieres décennies. Pendant cette période, la superficie des terres cultivees a
¢té multipliée par 3,3 de 2,5 millions d’hectares a 8,2 millions d’hectares, tandis que le
rendement par unité de surface a enregistré une augmentation de 30 % passant de 1,24 t/ha a
1,78 t/ha [27].

Le riz est non seulement consommé par les humains, il entre dans 1’alimentation du bétail, dans
I’industrie pour la transformation en acide acétique, glucose et amidon. Les agriculteurs locaux
utilisent la paille et les tiges de riz pour tisser des toits, des chapeaux, des paniers et des sandales.

La coque de riz non comestible est utilisée comme combustible, engrais et isolation [28].
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Tableau | : Teneurs en éléments nutritifs évaluées dans 100g de riz cuit

Nom des constituants (unités)

Teneurs moyennes

Energie (Kcal) 130
Eau (9) 70.4
Protéines (g) 2,8
Glucides (g) 28,8
Substances nutritives Sucres (g) 0,11
Amidon (Q) 28,7
Lipides (9) 0,37
Saturés (g) 0,07
Acides gras Monoinsaturés (g) 0,07
Polyinsaturés (g) 0,09
Fibres alimentaires () 0,9
Sodium (mg) 2
Magnésium (mg) 9
Phosphore (mg) 55
Minéraux et oligoéléments Potassium (mg) 56
Calcium (mg) 19
Manganese (mg) 0,35
Sélénium (ug) 8,2
Fer total (mg) 0,24
Métaux Cuivre (mg) 0,07
Zinc (mg) 0,37
lode (ug) 5
Rétinol (ug) 0
Béta-carotene (Lg) 0
B1 ou Thiamine (mg) 0,07
B2 ou Riboflavine (mg) 0,01
B3 ou PP ou Niacine (mg) 2,31
B5 ou Acide pantothénique (mg) 0,32
Les vitamines B6 ou Pyridoxine (mg) 0,15
B9 ou Folates totaux (ug) 4
B12 ou Cobalamines (ug) 0
C (mg) 0
D (1) 0
Activité vitaminique E (=alpha-tocophérol) (mg) 0

Source : (Gnacadja 2018) [29]
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3.1.3 Riziculture au Mali

Le Mali est de loin le pays du Sahel qui dispose le plus de ressources en riziculture (eaux et
sols). En effet, le potentiel irrigable du Mali comprend prés de 2,2 millions d’ha de terres dont
plus de 1,8 millions d’ha dans la seule vallée du fleuve Niger ; le fleuve Niger, troisieme fleuve
le plus long d’Afrique avec plus de 4 100 km dont plus de 2 400 km au Mali et le fleuve Sénégal
long de 1 400 km dont plus de 800 km au Mali. Avec un taux d'exploitation de moins de 15%
de son potentiel rizicultivable, le Mali approvisionne déja de nombreux marchés de I'Ouest
Africain (Burkina, Mauritanie, Sénégal, Cote d'lvoire, etc.), ce qui permet de penser qu'il
pourrait étre sans doute le grenier a riz de 1’ Afrique de 1’Ouest [15].

Selon le niveau de maitrise de 1’eau, la riziculture pratiquée peut étre plus ou moins intensive.
Les modes de production rizicole rencontrés au Mali peuvent étre classes en deux grands types
[30] :

v’ la riziculture dans les aménagements hydro - agricoles qui regroupe selon le degré de
maitrise de 1’eau, la riziculture en submersion contrdlée (régions de Ségou et de Mopti)
et la riziculture en maitrise totale de 1’eau dans les riziéres de I’Office du Niger, les
aménagements de Sélingué, de Baguinéda et les petits péerimetres irrigués le long des
fleuves Niger (Mopti, Tombouctou et Gao) et Sénegal (Kayes, Kita, Bafoulabé et
Manantali) ;

v' la riziculture traditionnelle regroupant la riziculture en submersion libre dans le delta
central nigérien, la riziculture dans les bas-fonds et les plaines inondables dans la partie
sud du pays et la riziculture pluviale dans les régions de Sikasso, Kayes, Koulikoro et

une partie de la région de Ségou.

3.2 Genéralités sur les maladies du riz en Afrique

Le riz, du fait de sa culture sous différents environnements et climats, se trouve confronté aux
contraintes abiotiques comprenant la sécheresse, la pauvreté des sols, la toxicité ferreuse,
aluminique et aux contraintes biotiques constituées des adventices, des nématodes, des insectes
ravageurs, des oiseaux granivores, et les maladies. Ces contraintes peuvent constituer des
difficultés majeures a la production du riz [31].

Les maladies du riz sont causées pour la plupart par des champignons, des bactéries, ou des
virus[31], [32]. Elles se manifestent par un rabougrissement, un changement de couleur, un
flétrissement et/ou un développement anormal de certains organes. Ces symptémes peuvent se

localiser dans tous les organes de la plante.
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La pyriculariose causée par Magnaporthe grisea est la plus importante maladie fongique du riz
(Figure 2), tandis que le flétrissement bactérien et la strie bactérienne sur les feuilles, causées
respectivement par Xanthomonas oryzae pv oryzae et Xanthomonas oryzae pv oryzicola sont
les contraintes majeurs d'origine bactérienne (Figure 2).

Aujourd’hui il existe plusieurs virus décrits chez le riz dans le monde, parmi lesquels, deux sont
particulierement présents en Afrique. 1l s'agit de la nécrose a rayures du riz et de la panachure
jaune du riz. La nécrose a rayure causée par le Rice stripe necrosis virus a été décrite en Cote
d'Ivoire en 2009 [33]. Quant a la panachure jaune du riz, elle est considérée comme la plus

importante contrainte biotique pour la riziculture en Afrique [34] ( Figure 2).
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Figure 2 : Symptomes viraux, bactériens et fongique observés dans les rizieres de 1’Office du
Niger a Niono (Photo prise le 24/10/2018).
A & B : feuille de riz infectée par la pyriculariose et la Xanthomonas oryzae pv oryzae ; C :
feuille infectée par le RYMV
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3.2.1 Levirus de la panachure jaune du riz

3.2.1.1 Classification

Le RYMV est un phytovirus du genre Sobemovirus appartenant a la famille des Solemoviridae.
C'est unvirusa ARN linéaire a simple brin de polarité positive, rattaché au groupe IV de
la classification Baltimore [35].

3.2.1.2 Propriétés biologiques et physico-chimiques

Le RYMV est un virus trés infectieux et stable avec un point de thermo-inactivation de 70°C
[21]. Son point final de dilution varie entre 10 et 10! en fonction des extraits de riz infectés
[36].

A partir de 65°C, la majeure partie du pouvoir pathogéne du virus est perdue mais, quelques
particules virales restent infectieuses jusqu'a 80°C [37]. A température ambiante (24-27°C),
I’infectiosité de RYMV dans les extraits de feuilles est préservée pendant un a deux mois. A
4°C, le virus peut rester infectieux pendant 260 jours [37]. Le pouvoir infectieux du virus est
aussi maintenu pendant prés de 155 jours a température ambiante (20°C). Enfin, le RYMV
conserve son infectiosité dans les feuilles séches infectées, aprés un an de stockage dans le
CaCl; [37].

Il garde son infectiosité pendant plusieurs mois voire plusieurs années lorsque le matériel
vegeétal infecté est conservé a -80°C, cette méthode est couramment utilisée aujourd’hui pour
la conservation des isolats de RYMV.

3.2.1.3 Répartition géographique

Le RYMV est endémique en Afrique, il infecte O. Sativa et O. Glaberrima avec différents
degrés de virulence. 1l touche aussi des riz sauvages Africains (O. Longistaminata) et quelques
Poacées sauvages (Chlorideae, Eragrostideae) représentant des plantes réservoirs naturelles
pour le virus [5].

Le RYMV est la maladie la plus répandue en Afrique-subsaharienne [34], Vers 1990, la
panachure jaune du riz a été signalée dans tous les pays d’Afrique de I’Ouest et du Centre [38].
En Afrigque du centre, sa présence a été confirmée au Cameroun et au Tchad [39]. Présente en
Uganda [40], la maladie a été identifiée dans presque tous les principaux pays producteur de riz
de I’ Afrique subsaharienne, y compris 8 Madagascar [41].

3.2.1.4 Modes de transmission du RYMV

Facilement transmissible par inoculation mécanique au laboratoire et au champ, le RYMV est
un virus tres infectieux [42], [40], [43], [37]. Il peut étre transmis de différentes manieres [40].

Une vingtaine d’especes de coléopteres dont plusieurs du genre Chrysomelidae mais également
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dix espéces de sauterelles et six de cicadelles ont été décrites comme vecteur du RYMV [44].
Elles le transmettent selon un mode semi-persistant non circulant [37], [45].

La transmission est aisée en condition de culture via les contacts entre les feuilles, le paturage
et les pratiques agricoles comme la germination en pépinicre, le repiquage, I’enfouissement des
plants aprés récolte ou encore I’irrigation [46]. Par ailleurs, bien que le virus ait été détecté dans
les grains de riz avant dessiccation, la transmission par graine n’a jamais été observée [44].
3.2.1.5 Symptdmes

Décrite pour la premiere fois au Kenya en 1966 et le RYMYV était caractérisé par des symptdmes
de jaunissement non uniforme des feuilles de riz infectées [37].

Les symptomes commencent par I’apparition de points chlorotiques et de stries vert pale a
jaunatres sur les feuilles (Figure 3), en général entre six et dix jours aprées infection [47]. A un
stade avancé, d'autres symptomes peuvent se produire : réduction de la hauteur des plants et du
nombre des talles fertiles, retard a ’épiaison, stérilité élevée des épillets et parfois nécrose
complete et mort de la plante infecté [48].

La manifestation de la maladie est fonction de la sensibilité des variétés de riz [49]. En effet,
certaines variétés conservent un feuillage globalement vert alors que chez d'autres, le

jaunissement est dominant.
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Figure 3 : Symptomes de la maladie du RYMV observé dans les riziéres de I’Office du Niger
a Niono (Photo prise le 24/10/2018).

A : feuille et panicule de riz saine ; B : feuille et panicule infectée par le RYMV (Chlorose de

la feuille) ; C : feuille et panicule infectée par le RYMV (Nécrose totale des feuille et panicule)
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3.2.1.6 Structure du RYMV

On dénombre une quinzaine de maladies virales du riz dans le monde. Elles appartiennent a
cing familles distinctes et ont une répartition majoritairement limitée a un continent [45].
L’agent pathogene de la panachure jaune est un sobemovirus (SBMV) [50]. Il dispose d'une
particule icosaédrique de 28 + 3 nm de diameétre et dont la capside est composé de 180 sous-
unités protéique agencées en 60 triangulations de 3 sous-unités chacune [50]. Le RYMV est un
virus a ARN monocaténaire de polarité positive et lié a une protéine Vpg (Viral protein genome-
linked) en position 5°. L’ ARN non polyadénylé est composé de 4450 nucléotides [43] (Figure
4).
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Figure 4 : Structure de la particule virale du RYMV : A, particules du RYMV de diametre 25

nm observées au microscope €lectronique apres coloration a I’acétate d’uranyle ; B, structure

tridimensionnelle de la particule obtenue par cristallographie aux rayons X [21].
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3.2.1.7 Organisation génomique du RYMV

Les sobemovirus ont tous en commun une particule icosaédrique d’environ 30 nm renfermant
un genome compact de 4 a 4,5 Kb [51], [52]. Leur génome est un ARN monocaténaire de
polarité positif avec parfois un ARN satellite (satRNA) de 200 a 300 nucléotides (nts) comme
pour le RYMV [5]. L'organisation du génome des sobémovirus a été récemment mise a jour
avec l'identification d'un nouveau cadre ouvert de lecture (ORF) [53]. Donc en ce jour, le
génome RYMV est organisé en cinqg cadres ouverts de lecture et ne comprend pas de queue
poly-A.

Les ORFs en 5’ sont exprimés a partir de I’ARN génomique et ’ORF3, en 3°, est exprimé a
partir d’un petit ARN subgénomique. L’ORF1 code la protéine P1, impliquée dans le
mouvement de cellule & cellule et a un double réle (I’activation et la suppression de ’ARN
interférent) [45], [54]. Cette protéine a également des points communs avec les protéines doigt-
de-zinc de I’ ARN [54].

L’ORF2a code pour une polyprotéine, clive par la suite pour donner une sérine protéase et une
proteine virale liée au génome (VPQ). La VPg est impliquée dans la virulence et détermine la
capacite a surmonter les genes de résistance [47], [55]. Il est également implique dans
I’adaptation de RYMV a des espéces de riz asiatique ou africaine [56]. L’ORF2b, code pour
I'ARN polymérase ARN-dépendante (RARP) [57]. L’ORF3 code pour la protéine de capside
(CP : Coat Protein) qui est traduite a partir d’un ARN sub-génomique [53], [57]. La CP est
nécessaire aux mouvements de cellule a cellule et a longue distance pour lesquels
I’encapsidation est nécessaire [57], [58]. Le cinquieme ORF a été décrit récemment [53].
Appelé ORFX, il est chevauchant avec 1’extrémité 5’ de ’ORF2a avec un cadre de lecture +2.
Il code pour la protéine Px dont la fonction n’est pas connue mais dont I’inactivation dans le

Turnip rosette virus bloque I’infection [53].

3.2.1.8 Variabilité sérologique et moléculaire :

La caractérisation sérologique et moléculaire ont été réalisés grace a des anticorps mis au point,
et I’analyse de séquences du géne de la protéine de capside d’un corpus d’isolats [59], [60], [2].
Les anticorps polyclonaux ont permis de mettre en évidence une variabilité sérologique. Tandis
que l'utilisation des anticorps monoclinaux a permis d'affiner la caractérisation en mettant au
point des sérotypes du virus. Cette diversité du RYMYV a été évaluée a 1’échelle du continent
africain. Six souches majeures ont pu étre identifiées par sérotypage et par séquencage (Figure
5) [2], [45], [61], [62]. Ces souches sont divisées en 3 lignées, S4-S1, S5 et S6 qui ont une
structuration spatiale trés importante. La lignée S5 est présente uniquement dans la région

Kilombero, prés de I’Océan indien. La souche S6 est distribuée en Afrique de I’Est et les
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souches de la lignée S4-S1 sont présentes dans toute I’ Afrique [41], [63], [64]. La phylogénie
du RYMYV a été reconstruite a partir de 366 isolats représentatifs de la diversité géographique
et génétique du virus [65]. Il y a une forte corrélation entre les typages moléculaires,
sérologiques et I’origine géographique des isolats. Il a été établi que la caractérisation
moléculaire est plus affinée que la caractérisation sérologique car la souche S6 n'est pas
détectable en sérologie [66].
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Figure 5 : Phylogéographie du RYMV. A : Arbre phylogénétique construit selon la méthode
maximum clade credibility (MCC) et annote avec les temps de divergence estimes [63].

L’arbre MCC a été construit a partir des séquences de ’ORF3 de 366 isolats originaires de 20
pays d’Afrique et collectes entre 1966 et 2012. B : Arbre MCC relie a la localisation de collecte

des isolats [61]. Les branches de I’arbre sont colorées en fonction des pays d’origine des isolats.
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3.2.2 Les moyens de prévention et de lutte contre la propagation du RYMV

L'acquisition de connaissances de plus en plus grandes sur I'épidémiologie du RYMY a permis
la mise en ceuvre de mesures de luttes culturales. A cet effet, des conseils d'ordre général basés
sur les pratiques culturales et les mesures prophylactiques ont été prodigués aux paysans pour
empécher ou limiter la transmission du RYMY et par conséquent la propagation de la panachure
jaune du riz [67]. Cette lutte consiste a désherber régulierement les pépiniéres et les champs de
riz ; a nettoyer les diguettes et les canaux d'irrigation pour éliminer les hotes alternatifs du
RYMY et réduire ainsi la pression des insectes et rongeurs. Lors des opérations d'entretien, il
faut éviter de toucher les plants sains apres que les mains aient été en contact avec des plants
malades. Il faut également empécher le bétail de brouter les plants en pépiniéres et dans les
champs de riz [68]. Cependant, certaines d'entre elles nécessitent la formation des agents de
vulgarisation et des producteurs de riz a une bonne reconnaissance de la panachure jaune dans
le champ [69].
L’infection des plantes de riz au niveau de la pépiniere et la transplantation ultérieure sur le
terrain ont été les principales sources d’infection [62]. Il existe plusieurs moyens pour lutter
contre le RYMV, mais la plupart d’elle s’avére inefficaces et couteuse.
» La lutte chimique : I’utilisation des insecticides contre les vecteurs du RYMV pour
contréler la propagation du virus est efficace, mais son action sur le développement du
virus n’a pas été déterminée [21].
> La lutte génétique : Chez la plante, il existe diverses stratégies de résistance passive ou
active pour limiter ou supprimer la propagation des pathogeénes. La résistance passive
se traduit par l’incapacité du pathogeéne a infecter la plante sans que celle-Cci ne
développe de mécanismes de défense particuliers. Certaines plantes synthétisent
constitutivement des composeés toxiques pour un pathogene, appelés phytoanticipines,
issus du métabolisme secondaire [54]. Comme pour beaucoup d’autres virus,
’utilisation des variétés résistantes semble étre le moyen le plus prometteur pour lutter
contre le RYMV [70]. Des sources de résistance au RYMV ont été mises en evidence
chez les espéces de riz cultivées. Une résistance élevée de type monogénique a été
identifiée chez la variété Giganté de I’espéce O. sativa indica et chez quelques variétés
de I’espece O. glaberrima [3], [71]. Cette résistance élevée se manifeste par une absence
de symptomes lors de I’infection et une faible teneur en virus [51]. Des études
ultérieures se sont fondées également sur la cartographie pour identifier des loci a effets

quantitatifs (QTL) et des marqueurs génétiques de résistance. Pour cela, une population
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de lignées haploides doublées IR64 x Azucena a été utilisée et les résultats ont montré
que la résistance au RYMV était sous un contrdle polygénique accompagné
d’interactions complexes entre les QTL, le patrimoine génétique et la morphologie de
la plante [72]: Quinze QTL ont donc été deécouverts sur sept segments
chromosomiques. Ces études ont également permis de détecter un QTL majoritaire
localisé sur le chromosome 12 d’une lignée quasi iso-génique (NIL) résistante d’IR64
qui est associé au ralentissement du mouvement des virus dans la plante, notamment au
niveau du passage des gaines péri vasculaires (phloeme) [24]. Malheureusement on a
constaté que ces résistances peuvent étre contournées soit par des isolats virulents
existant dans les champs [73], soit émergent aprés des séries d’inoculation [41]. Selon
certains auteurs [74], le risque de contournement est d’autant plus élevé que la pression
d’inoculum est plus forte. Une mutation dans le Virus-Protein Génome linked (Vpg) du
RYMV serait responsable du contournement [55]. La grande distribution ainsi que la
fréquence elevee de ce type de mutation pourraient étre une sérieuse menace pour la

durabilité des résistances mises au point contre le RYMV.

3.2.3 LeRYMYV au Mali

Quand cette maladie est apparue pour la premiére fois, vers la fin des années 1980 dans la vaste
zone d’irrigation de I’Office du Niger, au centre du Mali [75], les paysans ne voyant pas d’autre
solution, s’en sont remis & Dieu et ont prié pour une délivrance contre cette calamité [12]. Au
Mali, I'apparition des premiers symptémes du RYMYV sur le riz local cultivé remonte a 1991 a
la Station de Recherche Agronomique de Kogoni sur la variété IET 2911 et a I'Office du Niger
dans le secteur de Niono sur la variété BG 90-2 [30]. Au cours de ces vingt derniéres années ;
la panachure jaune du riz est devenue un probléme majeur dans les systémes de riz irrigue, une
enquéte de I'office du Niger a montré des pertes de récolte jusqu’a 70% des infections au
RYMV [76].

Aujourd’hui le RYMV a été detecté dans les localités de Fobougou, Sélingué et Baguinéda en

plus des perimétre de I’office du Niger et dans les station de Recherche de I’'TER [77]

3.2.4 Diagnostic du RYMV

Les symptoémes ne sont pas toujours des indicateurs du RYMV, ils sont tres variables. C’est

surtout, I’analyse sérologique ou moléculaire, qui peut détecter I’infection par le RYMV sur les
plantes [60].

v Diagnostic sérologique

Boubacar MACALOU LBMA Sérologie du RYMV au Mali

E



Le test ELISA (Enzyme Linked Immuno-sorbent Assay) permet de détecter la présence de
virus dans les tissus de la plante infectée. Elle est basée sur le fait que les particules virales
provoquent une réponse immunitaire chez les animaux. Des anticorps peuvent étre produits par
I’inoculation des virus dans une hote appropriée (lapin ou cobaye). Ces anticorps peuvent étre
purifiés, concentrés, puis utilisés pour détecter le virus dans les tissus de la plante comme
antigéne. La réaction anticorps-antigéne peut étre visionnée et quantifiée a ’aide d’un enzyme
qui digére un substrat ajouté a la préparation. Cette digestion provoque une coloration
mesurable en densité optique par spectrophotométrie [78].
v" Diagnostic moléculaire

Les méthodes basées sur la réaction d’amplification en chaine par polymérase (PCR) sont
disponibles pour détecter le RYMV. Ce sont essentiellement des techniques développées pour
la caractérisation des isolats du RYMV, a partir de la retro-transcription de I’ARN viral en
ADNCc (ADN complémentaire) avant de ’amplifier par la PCR. Les phases de cette technique
sont : (a) L’extraction de ’ARN viral, (b) Amplification de I’ARN viral par RT-PCR, (c)
Reéaction de polymerisation en chaine (PCR), (d) I’analyse des produits d’amplification par gel
d’agarose [21], [79].
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4 METHODOLOGIE

4.1 Types et Période d’étude

11 s’agissait d’une étude prospective pour la période de Septembre a Novembre 2018 dans les

principales zones de riziculture irriguée et de riziculture de bas-fonds du Mali.

4.2 Zones d’étude

Au Mali, le riz irrigué est principalement cultivé dans 1’Office du Niger et dans les périmetres
de Baguinéda et de Sélingué, et les systéemes de riziculture de bas-fonds dans la région de
Sikasso.

L’Office du Niger est divisé en sept zones (Niono, Fobougou, M’Bewani, Molodo,
N’Débougou, Kouroumari et Kolongo/Macina).

Le réservoir crée en 1947 par les Frangais apres la construction du barrage sur le fleuve Niger
prés de Markala, un petit village au nord de Ségou, pouvait inonder une superficie de 960 000
ha ; initialement destinée a la production du coton, a finalement été irriguée lorsque les
opérations infrastructurelles ont pris fin.

L'extension reguliére de l'infrastructure s'est traduite par une superficie irriguée de 55 000 ha
en 1960 et a atteint une superficie de 80 000 ha vers les années 2000. La majeure partie de cette
zone irriguee a bien été les cultures rizicoles et ont atteint un niveau élevé de gestion des cultures
[77].

Le périmetre irrigué¢ de Baguinéda fait partie de la région de Koulikoro. Sur les terres de I’Office
du périmétre irrigué de Baguinéda (OPIB), crée en 1989 par I'Ordonnance N°89-15/P-RM du
29 mars 1989 portant création du Projet de Réhabilitation du Périmeétre Agricole de Baguinéda.
D’une longueur de 20km environ et d’une largeur moyenne de 2.25 km, le périmétre irrigué¢ de
Baguinéda a une superficie brute de 4500 ha dont 3080 ha irrigable [80].

Les périmetres aménageés en aval du barrage de Selingué : celui de Selingué dont une superficie
irriguée de 1350 ha, crée en 1982 et celui de Manikoura au début des années 2000 avec une
superficie irriguée de 1094 ha. Dans ces zones I’irrigation se fait en maitrise totale de 1’eau et
de maniere gravitaire. Le réseau d’irrigation est alimenté par une prise d’eau sur le barrage et
composé d’un ensemble de canaux en béton et en terre compactée [81].

La riziculture de bas-fonds est tres généralisée dans la région de Sikasso et est essentiellement
pratiquée par les femmes. Cette riziculture occupe la majeure partie des champs privés des

femmes et, par la-méme, un enjeu important du développement [82]. Dans cette région du Mali,
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la plupart des bas-fonds sont traversés par les cours d’eau du Lotio et du Kobani qu’ils
alimentent ou, qui les alimentent ou, méme vice versa. Il y’a aussi le Sankarani au Nord qui
collecte les eaux et les déverse dans le Niger en amont de Bamako et le Bani au sud qui rejoint
le Niger a Mopti aprés avoir collecté les eaux du Baoulé, du Bagoé et du Banifing.

Notre étude a porté sur trois sites de la Région de Ségou : Niono, Fobougou et M’Bewani en
zone de systéme irrigué de I’Office du Niger dans le delta intérieur du fleuve Niger ; deux sites
Manikoura et Selingué (le long du fleuve Sankarani) dans la Région de Sikasso ; un site en zone
péri-urbaine de Baguinéda (systeme de riziculture irriguée) ; deux sites de Bas-fonds, Loulouni

et Niéna dans la région de Sikasso.
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Figure 6 : Carte des trois régions présentant les sites d’étude.
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4.3 Matériel

43.1

Materiel végétal

I1 s’agissait des feuilles de plant de riz cultivé, sauvage et des adventices.

4.3.2

Autres Matériels

Balance

Mortier

Micropipettes

Centrifugeuse

Vortex

Homogénéisateur

Incubateur

Congélateur pouvant conserver a -20°C
Tube eppendorf

Chronométre

Le kit de diagnostic ELISA du SEDIAG (Société spécialisée dans le phytodiagnostic) était

constitué de :

4.3.3

L’anticorps de coating de type polyclonal de lapin

L’anticorps conjugué PA de type polyclonal de lapin

Des plaques ELISA de 96 puits

Des pastilles de substrat pNPP

Un contrdle positif et un contrdle négatif constitue de tissu sain

Et les différents tampons (tampon coating 5X, tampon conjugué 5X, tampon substrat

5X, tampon de lavage 20X et tampon d’extraction).

Critére utilisée pour la collecte des échantillons

Dans le cadre de cette étude, nous avons débuté par la collecte des échantillons sur la base des

criteres des symptémes [74] de la maladie qui sont :

> Les points chlorotiques sur les feuilles.

> Les stries jaunes sur les feuilles.

» Le rabougrissement des plantes.
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» La diminution du nombre de talles et I’altération de la formation des fleurs et des
graines.

» L’émergence partielle des panicules, la stérilité des épillets et le mauvais remplissage
des graines.

» Lanécrose des feuilles et des graines.

4.3.4 Prélevement des échantillons

Notre collecte a couvert huit principales zones de riziculture irriguée et de bas fond du Mali.
Nous avions fait une journée de huit heures dans chaque site, afin de prospecter le plus de
champs.

Les prélevements ont concerné les espéces de riz cultivées, de riz sauvage ainsi que les
adventices se trouvant dans les champs, les digues et les bords des diguettes. Les échantillons
symptomatiques prélevés ont été géolocalisés a partir de GPS (I’altitude, latitude et longitude)
et étiquetés en fonction du lieu de collecte, de la variété de plant attaqué et des informations
concernant le propriétaire de champ. Les échantillons ont ensuite eté mis sur glace pour la
conservation. Une fois arrivée au laboratoire LBMA dans la méme semaine, les échantillons
ont été transférés dans des tubes Falcon etiqueté et mis au congélateur a -80°C pour une longue

conservation.

4.4 Méthodes

4.4.1 Détection du RYMV

Le but était de rechercher les symptdomes de la maladie dans tous les champs, digues et
diguettes. Les symptdmes ont ainsi été recherchés dans tous les zones de riziculture comme
suite : pour chaque champ, tous les périmetres de culture étaient examinés, un maximum de
feuille symptomatique était collecté dans chaque champ. Un champ infecté constituait un

échantillon.

Tous nos échantillons ont été testé a ’ELISA Sandwich direct, qui selon beaucoup d’auteur
est un moyen facile, rapide, spécifique et permet de tester plusieurs échantillons a la fois pour
la détection de RYMV [59], [60], [13], [3].

Le kit de diagnostic ELISA du SEDIAG utilisé était DAS-ELISA (Phosphatase Alcaline).

L’analyse était réalisée selon le mode opératoire recommandé par le fabricant (SEDIAG), tous
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les échantillons ont été testés en deux répliquas et le coefficient de variation de tous les répliquas
a été déterminé. Les principales étapes de ce test étaient :

v Etape de Saturation

L’anticorps de Coating a d’abord été dilué dans du tampon de Coating 1X (Annexe 1) au 1/500.
Apres homogénéisation 100uL de la solution d’anticorps dilué a ensuite été déposé dans chaque
puits. La plagque de microtitration a été recouverte par un film plastique adhesif et incubée
pendant 2 heures a +37 °C. Enfin les puits ont été vidés dans un container prévu pour ce type
de déchet en renversant la plaque ELISA. Les puits ont ensuite été remplis a ras bord avec du

tampon de lavage 1X, afin d’enlever les anticorps non fixés, ce lavage a été répété 2 fois.
v’ Etape de fixation des antigénes

0,1g de feuilles a d’abord été broyé dans 1ml de tampon d’extraction 1X (Annexe 1). Ensuite
I’extrait a été briévement centrifuge, 100uL de surnageant a été depose par puits. La plague a
été couvert par du film plastique adhésif et incubée a +4 °C pendant toute la nuit. Puis les puits
ont été vidés dans un container prévu pour ce type de déchet en renversant la plaque ELISA.
Les puits ont ensuite été remplis a ras bord avec du tampon de lavage 1X, afin d’enlever les

antigenes non fixeés, ce lavage a éte répété 5 fois.
v Etape de dépdt de I’anticorps conjugué

Une dilution de I’anticorps conjugué a 1/500 dans le tampon conjugué 1X (Annexe 1) a été
effectuée. Ensuite 100uL a été déposé par puits. La plaque a été couverte par du film plastique
adhésif et incubée a +37 °C pendant 2 heures. Enfin les puits ont été vidés dans un container
prévu pour ce type de déchet en renversant la plaque ELISA. Les puits ont ensuite été remplis
a ras bord avec du tampon de lavage 1X, afin d’enlever les anticorps conjugué non fixés, ce

lavage a été répéte 3 fois.
v Etape de dép6t du substrat

Une dilution des tablettes de substrat pNPP a 1mg/mL dans du tampon substrat 1X (Annexe 1)
a été effectuée. Ensuite, 100uL par puits a été déposé. Puis la plaque a été couverte avec du
papier aluminium, afin d’éviter d’exposer le substrat a la lumiére et incubée a +37 °C pendant

1 heure.

v Lecture de la plaque de microtitration au spectrophotomeétre
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Les réactions positives ou négatives ont été determinées en mesurant les absorbances a 405nm
a ’aide d’un lecteur automatique de plaque ELISA de type Biotek ELx808. Un extrait a été
considéré comme positif si les absorbances obtenues étaient supérieures au double de la
moyenne des absorbances du témoin néegatif.

v Interprétation des résultats

Les puits dans lesquels la coloration jaune apparaissait étaient indiqués comme des résultats
positifs, et les puits dans lesquels aucune couleur significative n’apparait indiquaient des

résultats négatifs.

4.4.2 Saisie et Analyse des données

L’analyse ELISA double anticorps sandwich directe ou DAS-ELISA a été utilisée pour
confirmer le RYMV, dans les feuilles symptomatiques collectées. Le kit de diagnostic utilisé
était celui de SEDIAG. Les résultats obtenus du diagnostic biologique étaient saisis sur un
fichier Excel et analysés et la saisie du document par World.
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5 RESULTATS

5.1 Présence des symptdmes du RYMYV dans les champs visités

Les figures 7 et 8 montrent les symptémes typiques du RYMYV rencontrés dans les parcelles de
riziculture : la maladie se manifestait surtout par le jaunissement des feuilles.

N I8 /)
Jaunissement

provoqué par
le RYMV

K

L

Figure 7 : Champs de riz de la variété Adny présentant les symptémes de RYMV a Fobougou.
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Figure 8 : Champ de riz de la variété de Kogoni présentant les symptémes de RYMV a Niono.
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5.2 Données sur les échantillons collectés

Les études réalisees sur le terrain nous ont permis de colleter 35 échantillons repartis sur les
huit sites de 1’étude (Tableau II).

Tableau 11 : Répartition des échantillons en fonction de la nature de la plante collectée

Site Variétés/adventices Date de R ,Nomb.re Total/Site
collecte d’échantillons
BG 90-2 23/10/2018 1
_ Kogoni 91-1 23/10/2018 2
Niono i i 6
O. longistaminata 23/10/2018 2
Wassa (IR 300) 23/10/2018 1
Py
@ BG 90-2 24/10/2018 1
o
S _ O. barthii 24/10/2018 1
g | M’Bewani 6
W Wassa (IR 300) 24/10/2018 3
«Q
2 Adny 24/10/2018 1 g
=)
o
Adny 25/10/2018 1 =
Fobougou 2 3
Kogoni 91-1 25/10/2018 1 3
é\
A D .
o & | Manikoura IR 31/10/2018 8 8
xS
3 & | Baguinéda NA 29/10/2018 0 0
Hybride indien 01/11/2018 8
sl ] BHD 01/11/2018 1 4
Py élingué
& J O. longistaminata 01/11/2018 1
o
> Leersia hexandra 01/11/2018 1
% | N
3 Loulouni Riz local 27/09/2018 1 1 © D
o N
73 D 5
o =
. . S g
Niena Riz local 25/09/2018 1 1 23

NA : Non applicable.

Nous avons collectés 30 échantillons de feuilles de I’espece Oryza sativa (la sous-espéce
Japonica) quatre échantillons de I’espéce de riz sauvage (Oryza longistaminata et Oryza
barthii) et un échantillon (Leersia hexandra). Sélingué et Manikoura étaient les zones les plus
infectée par la maladie, avec des fréquences de 30,56% et 22,22%. Sur les huit sites de 1’étude,

nous n’avons pas trouvé de symptémes a Baguinéda.
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5.3 Présence du RYMYV dans les échantillons de plantes collectés

Nous avons effectué le test ELISA sur les 35 échantillons collectés dans les sept sites pour
confirmer la présence du RYMV.

Figure 9 : Photo de la plague contenant des échantillons.

BL : Tampon d’extraction ; NE : Contr6le Négatif ; CP : Contr6le positif ; SP : Echantillon.
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Tableau 111 : Résultat du DAS-ELISA en fonction de la densité optique

La densité optique des extraits de feuilles.

Numéro Code DO CV % Variété_s ou Sites ELISA
Puits moyenne adventices résultat
SP1 ADF1 0,504 6,73 Adny Fobougou +
SP2 WAB2 0,558 2,16 Wassa M’Bewani +
SP3 BGB1 0,185 0,38 BG M’Bewani -
SP4 OLN10 0,133 1,60  O. longistaminata Niono -
SP5 OLN2 0,125 3,39  O. longistaminata Niono -
SP6 IRM8 0,263 0,00 IR Manikoura +
SP7 IRM1 1,036 1,37 IR Manikoura +
SP8 KGF3 0,447 4,11 Kogoni Fobougou +
SP9 KGNG6 0,472 3,75 Kogoni Niono +
SP10 WAB1 0,586 2,05 Wassa M’Bewani +
SP11 HYS8 0,285 0,99 Hybride indien Sélingué +
SP12 HYS1 0,587 0,12 Hybride indien Sélingué +
SP13 KGN9 0,661 7,39 Kogoni Niono +
SP14 IRM4 0,139 3,57 IR Manikoura -
SP15 SN1 0,205 1,38 Riz local Niéna -
SP16 LHS6 0,124 0,57 Leersia hexandra  Sélingué -
SP17 HYS5 0,389 3,46 Hybride indien Sélingué +
SP18 ADB4 0,566 5,25 Adny M’Bewani +
SP19 HYS10 1,150 4,00 Hybride indien Sélingué +
SP20 RSOB 0,105 1,35 O. barthii M’Bewani -
SP21 IRM2 1,503 0,09 IR Manikoura +
SP22 IRM3 1,571 4,77 IR Manikoura +
SP23 IRM5 0,164 4,76 IR Manikoura -
SP24 IRM6 1,609 2,90 IR Manikoura +
SP25 BHDS3 0,118 2,40 BHD Sélingué -
SP26 IRM7 0,176 2,01 IR Manikoura -
SP27 HYS7 0,494 2,29 Hybride indien Sélingué +
SP28 HYS2 0,322 1,98 Hybride indien Sélingué +
SP29 BGN5 0,676 3,14 BG Niono +
SP30 HYS11 0,424 3,34 Hybride indien Sélingué +
Sipeill WAN11 0,204 9,38 Wassa Niono -
SP32 OLS9 0,121 0,59  O. longistaminata  Sélingué -
SP33 WAB3 0,951 2,68 Wassa M’Bewani +
SP34 HYS4 0,187 1,51 Hybride indien Sélingué -
SP35 SL1 0,176 3,21 Riz local Loulouni -

DO moyenne : densité optique moyenne, CV : coefficient de variation, + : Positif, - : Négatif,
SP : Numéro des puits de la plague ELISA

Les extraits de feuilles saines avaient des absorbances inférieures ou égales a 0,103. La variété
IR avait la plus grande densité optique (1,609) et I’espéce O. barthii avait la plus petite valeur
de la densité optique (0,105). Le coefficient de variation de la densité optique de nos répliquas
étaient inférieur a 10%.
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5.4 Pourcentages des échantillons positifs

Sur un total de 35 échantillons collectés, 21 échantillons étaient positifs au test ELISA, soit un
taux de positivité de 60% (Figure 10).

Négatif
40,00%

Positif
60,00%

W Négatif M Positif

Figure 10 : Distribution des échantillons selon le résultat du test ELISA
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5.5 Distribution des échantillons en fonction des localités et des résultats du test ELISA

La répartition des échantillons positifs est représentée par la figure suivante :

Baguinéda M'Bewani Fobougou Loulouni Manikoura Niena Niono Selingué

.[>

w

N

[ERN

o

W Négatif ™ Positif

Figure 11 : Fréquences de RYMYV dans les zones d’études selon les échantillons collectés.
Au total 21 échantillons ont été détectés positif au test ELISA. La majorité de ces échantillons
provient de Sélingué (33%) et Manikoura (24%).
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6 COMMENTAIRES ET DISCUSSION

La présente étude souligne la présence de la panachure jaune dans plusieurs sites de riziculture
au Mali. En effet, nous avons trouvés des échantillons positifs dans les sites de M’Bewani,
Fobougou, Manikoura, Niono et Sélingué. Ces résultats est en accords avec données antérieures
sur la présence de la maladie a Niono et Sélingué en riziculture irriguée au Mali [76]. Plusieurs
études ont rapporté que le systéeme de culture notamment la riziculture irriguée était favorable

a la propagation de la panachure jaune du riz [77], [81], [69].

A notre connaissance, c’est la premiere fois que le RYMV est mis en évidence au niveau du
périmétre irrigué de Manikoura. Contrairement aux études antérieures, nous nous sommes
intéressés a la riziculture de bas-fond dans la région Sikasso (Loulouni, Niena), mais nous
n’avons pas trouvé d’échantillons positifs malgré la présence de feuilles symptomatiques. En
effet, la présence des symptomes a elle seule n’est pas suffisante pour confirmer la présence du
RYMYV. Malgré la similitude des symptomes, 1’analyse sérologique a montré que 40% des
¢chantillons testés ne contenaient pas le RYMV. D’ou la nécessité d’associer a I’observation

morphologique des tests serologiques et/ou moléculaires [3], [83].

Par ailleurs il faut signaler qu’au cours de cette étude I’ensemble des échantillons positifs
provenaient des variétés de riz cultivés. Aucun adventice ni d’espéce de riz sauvages n’a été
testé positif au RYMV. Il reste a savoir si cette absence est due a la faible représentativité de

ces échantillons (5/35) ou a la résistance de ces plantes vis-a-vis du RYMV.

En ce qui concerne les variétés de riz de cultivées, nous avons constatés une prévalence élevée
de la panachure jaune du riz pour les variétés IR et Hybride indiens. Cela s’expliquerait en
partie par I'introduction récente de ces variétés a Sélingué et a Manikoura, deux localités

voisines mais aussi par le fait que Sélingué est reconnu par une forte incidence du RYMV [59].

Sur le plan méthodologique, nous avons considéré ’ensemble des feuilles collectées dans un
champ comme échantillon. Ceci augmente la chance de détection de la maladie et permet en
effet de mieux étudier la distribution de la maladie. Cependant cette approche ne nous permet
pas d’évaluer la diversité du virus a I’échelle de la plante ou au sein de la parcelle, mais plutot

a I’échelle de site.

L’utilisation du Kit de diagnostic ELISA de la société SEDIAG, a permis certes de détecter la

présence du RYMV. Mais aucune information sur les types et les souches de virus circulant au
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Mali n’a été obtenu. Aussi aucune information non plus sur les anticorps ou antigénes ciblés
par le kit de diagnostic utilisé n’a été fourni. Ceci reléve d’un grand intérét pour conclure qu’en

a la sensibilité et la spécificité du kit.

Notre étude a porté sur 35 échantillons symptomatiques collectés répartis entre huit zones de
riziculture au Mali. La sélection des symptomes et leurs recherches dans les champs pendant

une journée par zone de riziculture explique la taille de nos échantillons.

L’identification symptomatique de RYMYV nous avait permis de collecter 35 échantillons, cette
diversité de nos échantillons montre la variabilité de I’hdte de RYMV. Cette variabilité avait
été prouvée par des études antérieure [71], [66].

Les variétés IR et ’'Hybride indien collectés a Manikoura et Sélingué, avaient une forte
représentation dans nos échantillons (Tableau Il). Ceci pourrait s’expliquer par la nouveauté
des deux variétés de plante cultivée et par la forte prédominance de I’infection dans les deux
localités (Tableau I). Une étude antérieure avait confirmé la présence de RYMV a Sélingué
avec une forte incidence [77]. Par contre le RYMV a été détecté pour la premiére fois a
Manikoura.

Le DAS-ELISA a détecté la presence RYMV dans 21 échantillons sur un total de 35 analysés
(Tableau I11). Nous pouvons confirmer avec la certitude de 60% la présence de RYMYV dans les
parcelles. Ceci nous montre que 1’observation des symptémes du RYMV pourrait alors fournir
des résultats satisfaisants pour I’estimation de I’incidence du RYMYV dans les champs de riz
selon beaucoup d’autres auteurs [59], [76], [30].

Malgré la similitude des symptémes, 1’analyse sérologique nous a montré que 40% de nos
échantillons ne contenaient pas le RYMV. Cet absence de détection du virus dans tous nos
échantillons s’expliquait par la diversité de nos échantillons, d’autres études rapportaient qu’il
faut toujours associer le test sérologique a 1’observation morphologique [3], [83]. Les
¢chantillons positifs étaient constitués a 100% d’espéces cultivées, cela pourrait s’expliquer par
le fait que nos recherches étaient concentrées sur les champs, digue et diguettes, et la
différenciation des symptdmes en fonction du stade de développement et la variété de la plante.
Cette différenciation des symptomes avait été confirmé par une autre étude [13].

La collecte et I’analyse des échantillons a révélé que la majorité provient de Sélingué (33%) et
Manikoura (24%) ; Ces résultats pourraient s'expliquer par une autre études, qui avait eu une

fréquence de 23% de la maladie a Sélingué [62].
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La maladie de la panachure jaune du riz a été détectée dans 5 localités (M’Bewani, Fobougou,
Manikoura, Niono et Sélingue) sur les 8 visitées ce qui montre que tous les périmétres rizicoles
n’ont pas été affectés par le RYMV. En considérant la fréquence des symptdmes de la maladie
en fonction des échantillons colletés, les localités les plus touchées par le RYMV sont : Sélingué
avec 30.56% de I’ensemble des échantillons colletés, Manikoura 22.22%, Niono 16.67,
M’Bewani 16.67%, Fobougou 5.56%, Loulouni et Niéna avec 2.78% chacun. D’autres auteurs
ont aussi confirmé des fréquences élevées de la présence du RYMYV dans nos différents lieux
de collecte (Niono 27%, Sélingué 32% et Fobougou 12%) [46], [59].

Les localités indemnes de la maladie au cours de notre étude étaient : Baguinéda, Loulouni et
Niéna. Par contre, une autre étude mais antérieure avait confirmé la présence de RYMV a
Baguinéda [30]. Tandis que la présence du virus dans les localités de Loulouni et Nieéna n’avait
pas été confirmée dans aucun document officiel. Par ailleurs d’autres auteurs au mali SARRA
[77] et SAMAKE [76] ont respectivement confirmé la présence du virus a Fobougou, Niono et
Sélingué [76], [84]. Les zones de riziculture affectées par le RYMV au cours de notre étude
pratiquaient toutes de la riziculture irriguée (Tableau Il). Ceci peut s’expliquer par la

transmission de la maladie par 1’eau qui avait été confirmée en 2004 par d’autre étude [46].
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7 CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

7.1 Conclusion

Au terme de notre étude nous avons obtenu un taux de positivité de 60% de RYMV, ces résultats
nous ont permis de confirmer la présence du RYMV dans 5 localités de riziculture au Mali. Elle
a montré une absence du RYMV dans les systémes de riziculture de Bas-fonds et chez les
adventices, mais il faut noter que notre étude n’a pas pris en compte certains parametres afin de

confirmer cette absence.

7.2 Recommandation
Au vue de ces résultats, nous recommandons d’approfondir les recherches sur :

» La caractérisation sérologique des isolats avec ’utilisation des anticorps monoclonaux
spécifique dans la détection du RYMV.

» La caractérisation moléculaire des isolats afin d’étudier la phylogénie des isolats en
vue de comprendre leur classification.

> Les hotes sauvages et réservoir du virus.

> Le criblage des variétés de riz afin d’identifier des sources de résistance pour le virus.
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9 ANNEXES

Annexe 1 : Préparation des solutions tampons pour PELISA

A. PBS 1X

Dissoudre dans 1L d’eau distillée :

NaCl ..o 8¢
NagHPO4-12H20 oo, 2,99
KH2PO;4 .......... 0,29
KCl o 0,2g
NAN3 o 0,29

Cette solution est a pH 7,4

B. PBST 1X = Tampon de Lavage 1X
A 1L de PBS, ajouter :
Tween20 ..o 0, 5mL
Cette solution est a pH 7,4

C. Tampon d’extraction Général 1X
A 1L de PBS, ajouter :
PVP (Mw 10,000-40,000) ..................... 10g
Tween20 ..o, 0, 5mL
Cette solution est a pH 7,3

D. Tampon Coating 1X

Dissoudre dans 1L d’eau distillée :

Na2CO3 .o 1,599
NaHCO3 ..o 2,939
NaN3 ..o 0,29
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Pourpre de Bromocresol ....................... Smg
Cette solution est a pH 9,6
E. Tampon Conjugué 1X

A 1L de PBST, ajouter :

Rouge Congo .....ooovvvviiiiiiiiiiin, 40 mg
Cette solution est a pH 7,4

F. Tampon Substrat (pNPP) 1X
Dissoudre dans 1L d’eau distillée :

Diéthanolamine ..........ccoiiiiiiiii i, 97 ml

Ajuster le pH a 9.8 avec HCI
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