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Résumé

Le mil a chandellePennisetum glaucunfL.) R. BR., est une importante culture pluviale@éa aux conditions climatiques
extrémes d'Amérique d'Asie du Moyen Orient et dtife. Les rendements a I'hectare sont généraletreanfaibles a cause
des nombreuses contraintes abiotiques et biotigioed le charbon du mil. L'agent infectieux de cettaladie est
Moesziomyces penicillaria@refeld) Vanky BasidiomycotaUstilaginaceag un champignon biotrophe endophyte présent
dans toutes les zones de culture du mil. La malséienanifeste par la castration des ovaires qui tsansformés en un
organe appelé sore rempli de téliospores. A I'hautaelle, seul le mode de pénétration par la festiconnu. Toutefois la
présence de téliospores viables dans le sol jusqneaprofondeur de 22,5 cm laisse supposer lalgbigsd’une infection
systémique. Les travaux réalisés portent sur l&tpgtion de ce champignon par les racines et sodence sur la formation
de sores. Des plantules ont été inoculées au ndeswacines en boite de Magenta par des spodeids penicillariae Des
portions de racines prélevées sur de jeunes ptantstade F4 ont montré au microscope a balayagdagpénétration
racinaire est possible. Au microscope électron@w&nsmission quelques rares cas de présence aklinmy au niveau du
méristéme caulinaire ont été observés. Sur legdhantillons inoculés par la racine et placés ere $asqu'a la maturation
des épis, aucun sore n'a été détecté. Ainsi lesreisons montrent qu’une pénétration au niveaurdeises suivie d’'une
croissance systémique du champignon dans la @atienne des jeunes plants est possible. Si laeffiéente d’infection

du mil a chandelle pa¥l. penicillariaeest la voie florale, il reste a définir 'impacat th pénétration au niveau des racines sur
I'étiologie et I'épidémiologie de la maladie.
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Abstract :

Pearl millet,Pennisetum glaucurfL.) R. Br, is a major rain culture adapted to tlreame climatic conditions of America,
Asia, Middle-East and Africa. The yields are gefigreery weak because of many abiotic and biotictdas among which
smut disease. The causal agent of this diseasddesziomyces penicillariag¢Brefeld) Vanky, Basidiomycota,
Ustilaginaceag This biotropic endophytic fungus is presentlirttee areas of Pearl millet culture. Typical symptof this
disease consists in transformation of ovaries @tracture filled of teliospores called sorus. Upntow, only infection via
spicklets by teliospores is considered. Howeves,fgiresence of viable teliospores in soil until B2c&ntimeters depth is in
favour of a systemic growth of the fungus in Peaitlet. The works completed concern the mode afdtibn of this fungus
via the root and its incidence on sorus formatioung seedlings were root-inoculated in Magentaelsdxy sporidia of.
penicillariae Using scanning electronic microscopy, hyphae vadrserved in root samples from seedlings at thgestd,
revealing that root penetration is possible. Usnagsmission electronic microscopy, hyphae weretesl in stem apices,
although rarely. Upon ten plantlets inoculatedHy toot and cultivated in greenhouse until mataratf spicklets, no sorus
was detected. Although roots penetration of Pedietnby M. penicillariae and systemic growth was demonstrated, the
efficient way of infection is via spicklets. Thecidence of roots penetration on aetiology and epidiegy of Pearl millet
smut disease remains to be defined.

Key words :
Pearl millet,Pennisetum glaucunsmut,Moesziomyces penicillariaeoot penetration.
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1. Introduction

Le mil a chandelle ou mil perlé,
Pennisetum glaucuni{L.) R. BR., est une
importante culture pluviale dans les pays
tropicaux. Il constitue l'alimentation de
base d'une grande partie des populations
en Afrique Occidentale et en Inde (Kumar
and Andrew [1]). Considéré comme une
des céréales les mieux adaptées aux
conditions climatiques extrémes, il est
cultivé dans les zones arides ou semi-
arides d’Amérique du Nord, d’Amérique
Latine, d’Asie Centrale, du Moyen Orient
et d’'Afrique. En Asie et en Afrique
principalement le mil occupe la majeure
partie des surfaces cultivées, et couvre
environ 26 millions d’hectares. C'est la
principale culture vivriere au Sahel avec
plus de 90% de la production africaine qui
représente 40% de la production mondiale
(rapport ROCAFREMI-WCAMRN [2]).
Malgré son importance économique et
agronomique dans cette zone, les
rendements a I'hectare sont trés faibles et
se situent entre 500 et 600 kg/ha en
moyenne (Andrewset al., [3], rapport
ROCAFREMI-WCAMRN [4]).

Outre les aléas climatiques et la pauvreté
des sols, la production du mil en zone
sahélienne est sujette a de nombreuses
contraintes notamment biotiques dont le
charbon du mil. L’agent infectieux de cette
maladie estMoesziomyces penicillariae
(Brefeld) Vanky, Basidiomycota
Ustilaginaceag un champignon biotrophe
endophyte présent dans toutes les zones de
culture du mil. La maladie se manifeste par
la castration des ovaires qui sont
transformés en un organe rempli de
téliospores appelé sore. Ces téliospores
diploides a maturité, germent et
formeraient aprés méiose une baside
générant de facon itérative des cellules
haploides, les sporidies. A I'heure actuelle,
seul le mode de pénétration par la fleur a
été decrit, (Bhatt [5], Girard et Delassus

[6D).

L'agent du charbon du mil

Les Ustilaginacées développent différentes
stratégies d'infection de leurs hotes:
certaines especes telles g8gorisorium
relianum f.sp. zeasur mais ne pénétrent
gu'au niveau racinaire (Martineet al.,
[7]), d’autres commeJstilago maydissur
Zea mayspeuvent réaliser des infections
par pénétration foliaire et/ou florale
(Snetselaaet al.,[8, 9, 10]. Les infections
artificielles du mil par Moesziomyces
penicillariae sont généralement réalisées
par inoculation des inflorescences au stade
gonflement de I'épi avec une suspension
de sporidies, de téliospores, ou d'un
meélange de sporidies et de téliospores. La
présence de téliospores viables dans le sol
a été signalée jusqu’a une profondeur de
22,5 cm (rapport ICAR [11]). Malgré tout
les modes dinfection en plein champ
autres que par la fleur ne sont pas connus,
et les mécanismes de pénétration racinaire
n’'ont jamais été observeés.

Les travaux réalisés portent sur I'existence
ou non dun mode de pénétration et
d’infection de ce champignon par la racine.

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel

Souche fongique

La souche deMoesziomyces penicillariae
(Brefeld) Vanky utilisée est S13, issue de
téliospores collectées a Tankanto (Sud du
Sénégal) en 1999 sur la variété de mil
Sanio. Des sores a enveloppe intacte ont
été deésinfectés durant 10 minutes a la
chloramine T 2% (Sigma). Aprés ringages,
'enveloppe de chaque sore est brisée
aseptiguement, des téliospores sont
prélevées et mises a germer sur milieu de
culture PDA (Potato Dextrose Agar, Difco)
a 28°C. La germination de plusieurs balles
de téliospores d’'un méme sore engendre
des colonies multisporidiales.

Materiel végétal .
La variété de mil Pennisetum glaucumg
(L.) R. Br] utilisée est GB 8735, fournieg
par le Centre de Recherches Agronomiqugs
de Bambey Sénégal (CNRA). Les grains
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sont désinfectés a la chloramine T 2%
durant une nuit. Apres ringage, ils sont mis
a germer sur PDA.Pour les analyses
microscopiques les grains germeés sains
avec des radicules d’environ lcm sont
transférés dans des boites de Magenta
contenant 150 mL de milieu M sans
saccharose (Bécard and Fortin [12]). Les
inoculations en puits (1 puits central
recevant la radicule du jeune plant et 3
puits autour) sont faites avec 30ul d’'une
suspension multisporidiale de I'échantillon
S13 dans chaque puits (Fig. 1). Les boites
de Magenta sont ensuite placées en salle de
culture (photopériode 16h/8h, 27°C/23°C,
70% d'humidité relative) durant 20 jours.
Pour tester [lefficience de [linfection
racinaire, les boites de Magenta n’étant pas
appropriee a des cultures longues, les
grains en germination sains sont

transplantés en pot avec terreau, inoculés
puis cultivés en serre (Photopériode
26°C/24°C,

16h/8h, d'humidité

relative).

60%

Figure 1 : Co - culture mil M. penicillariae
sur le milieu M en boite de Magenta.

2.2. Méthodes

L'efficacité de la pénétration par la racine
a été vérifite par [I'observation
microscopique du champignon dans les
tissus de I'hGte et par la formation de sores
sur les chandelles.

Méthodes d'analyses microscopiques

Des fragments de racines de 5 mm de
longueur et des extrémités caulinaires de
tiges de jeunes plants de mil cultivés en
boite de Magenta sont prélevés au stade F3
(racines) et F4 (apex) pour les observations
microscopiques. Tous les échantillons sont
fixés pendant une nuit avec une solution de
glutaraldéhyde (2,5%) dans le tampon
cacodylate de sodium (0,05M pH 7,2).

Pour les observations en microscopie
électronique a balayage des fragments de
racine, les échantillons ont été lavés dans
le tampon cacodylate 0,05M puis
déshydratés progressivement a I'éthanol et
passés au point critique avant métallisation
(or/palladium a 30mA). Les observations
ont été effectuées avec les appareils JEOL
JSM-840 (Tokyo, Japan) a 15 KV et
HITACHI S 450 a 10 KV.

Pour les observations en microscopie
électronique a transmission des extrémités
caulinaires, les échantillons ont été laves
dans le tampon cacodylate 0,05M [2h (4x
30 min)], post-fixés a I'osmium 1% (1h)
puis inclus dans de la résine spurr aprés
déshydratation séquentielle a [I'éthanol.
Des coupes ultra fines (60 a 90 nm)
réalisées au microtome Ultracut E, (Leica
France) a l'aide d'un couteau Diatome
diamant ont été traittes au PATAg
(Periodic Acid-Thiocarbohydrazide-Argent
protéinate). Les observations ont été
réalisées sur microscope Philips 301
(Eindhoven, Pays-Bas).

Essais sur I'efficience de l'infection
racinaire

Dix plantules inoculées par les racines ont
été cultivées en serre jusqu'a la fin de
'anthése pour observer I'apparition des
symptémes sues épis.

3. Résultats

3.1. Analyse microscopique

L’observation en microscopie électronique
a balayage (Figs. 2 et 3) révele la présence
d’un lacis d’hyphes et de sporidies formant
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un manchon adhérant a la surface de
guelques racines.

, %)

L'agent du charbon du mil

Des sections d’apex caulinaires observées
au microscope électronique a transmission

B

Figures 2, 3 :vues en MEB de la surface racinaire. Lacis de niycg(my) et de sporidies (spd) formant
un manchon autour de la racine (R).

L'observation d’'une section de coupe en
microscopie a balayage permet de mettre
en évidence la présence dhyphes a
I'intérieur des cellules de la racine (Fig. 4).
Sur I'ensemble de nos observations, les
hyphes sont essentiellement localisés dans
les cellules du rhizoderme. La progression
du mycélium est essentiellement
intracellulaire  mais des ramifications
intercellulaires peuvent étre observées.

ont montré la présence du mycélium dans
certaines cellules (Fig. 5). Il faut souligner
gu'a ce stade de développement de la
plante et dans nos  conditions

expérimentales, le champignon a été tres
difficile & détecter dans cette zone. En
figure 5, 'hyphe en position intracellulaire

est entouré d’'une membrane en continuig
avec le plasmalemme. Les cellules c@
'h6te ne semblent pas étre affectées e
facon notable, l'intégrité cellulaire étan-(tfs;

,_5
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nanisme, symptome observé dans d’autres
cas de pathologie par lekstilaginaceae

préservée. Cette organisation ultra-
structurale est typique des interactions

biotrophes debJstilaginaceae

Figure 4: vue en MEB d’une coupe de racine
(technique du etching) révélant la présence de
mycélium en position intracellulaire (my).

Figure 5: vue en MET d’une coupe de méristéme apical cauéregres infection racinaire. Un hyphe (Hy) en
position déjetée dans une cellule héte (CH), esturé par une membrane (mb) reliée (fleche douhle)
plasmalemme (p) de la cellule hoéte.

Efficience de l'infection racinaire

J. Sci. Technc

Aprés infection au niveau des racines, un
développement normal des épis et des
grains a été observé. Aucun sore n'est
apparu sur les dix échantillons placés en
serre. Néanmoins deux plantes ont
développé un phénomene de tallage et de

4. Discussions—conclusions

Ce présent travail a permis de mettre en
évidence que linfection au niveau des
racines du mil a chandelle par
Moesziomyces penicillaria@st possible,
comme c'est le cas pour dautres
Ustilaginaceae La présence de mycélium
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extra-racinaire et la formation de manchon
autour des racines d’hotes ont déja été
observées dans le casUdtilaginaceae

pénétrant par les racines (Martinez et al.,

[7D.

Nos observations microscopiques ont
révélé quelques cas de présence du
champignon dans les  méristemes
caulinaires apres inoculation de plantules
au niveau des racines. Ainsi si 'ensemble
des résultats montrent la capacité de
pénétration racinaire d®l. penicillariag
son aptitude a la croissance systémigue
planta semble réduite. Ceci est confirmé
par la non production de sores. En
conclusion : Tlinfection au niveau des
racines n'est pas efficiente quant a la
production de sores dans nos conditions
experimentales.

Cette conclusion est a nuancer. D’'une part
ces essais n'ayant pas été repétes
suffisamment ne nous permettent pas de
fournir une affirmation statistiqguement
fiable sur l'efficience de la pénétration par
les racines. D’autre part, ces résultats ayant
été obtenus sur une seule variété (GB
8735), ne signifie pas qud. penicillariae

ne soit pas capable d’infecter efficacement
d’autres variétés de mil ou d'autres plantes
hotes telles quePennisetum violaceum
Enfin, les conditions climatiques ont une
importance dans le développement de la
maladie. Des travaux antérieurs effectués
en condition naturelle ont montré que
I'inoculation du mil au niveau des racines
peut aboutir a la formation de quelques
sores en saison pluvieuse (période
favorable pour la maladie) mais pas en
saison seche (Diagne-Leye [13]). Nous
avions alors conclu a un apport extérieur
d'inoculum déposé sur les inflorescences
par des insectes, mais les résultats actuels
nous amenent a revoir cette interprétation.
Malgré tout, les différences enregistrées
entre l'efficacité de l'infection racinaire et
de linfection par la voie florale sont des
arguments en faveur de la prépondérance
de linfection au niveau des inflorescences

L'agent du charbon du mil

lors du cycle épidémiologique. Sur la base
de nos résultats nous pouvons nous poser
la question de limpact du mode de
pénétration par les racines lors des semis
en début de saison des pluies, et dans la
conservation de l'espéce sur les plantes
adventices en saison défavorable. Pour
cela, I'étiologie et I'épidémiologie de la
maladie apres infection au niveau des
racines devront étre évalués en condition
naturelle controlée, sur différentes variétés
et espéces de plante héte.
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