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RESUME

Identification et caractérisation de la résistance du pois face a la fusariose

vasculaire

Le travail porte sur [lidentification et la caractérisation moléculaire et
métabolique de la résistance du pois (Pisum spp.) face a la fusariose vasculaire
causée par Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop). L’étude concerne I'évaluation du
comportement de 88 génotypes de pois effectuée en deux phases: (1) une
collection de 28 génotypes testés vis-a-vis de 4 souches de Fop (R1: race 1,
R2F42, Argl et Arg3: race 2), (2) une autre collection élargie, composée de 60
génotypes testés vis-a-vis des deux souches de Fop, R2F42 et R1. Les
expérimentations sont conduites en conditions semi-controlées (sous serre en
polycarbonate). Les 4 souches pathogénes ont induit des symptémes typiques de
la fusariose vasculaire sur les plants inoculés (flétrissement, jaunissement,
desséchement et/ou mort de la plante). Sur la base de ce tableau
symptomatologique typique de cette trachéomycose, le paramétrage de son
développement et de son évolution est examiné a travers les calculs des taux
d’infection (T1%), des indices visuels de sévérité (VIS) et de I'aire sous la courbe
de progression de la maladie (AUDPC). Chez la premiere collection, les 28
génotypes sont résistants aux souches R1, Argl et Arg3, tandis que 23 génotypes
sont résistants a la souche R2F42. Avec la deuxieme collection, 49 génotypes
sont résistants a la souche R1, alors que 17 génotypes seulement sont résistants
a la souche R2F42. Selon les valeurs dAUDPC, la souche R2F42 est la plus
virulente, suivie par la souche R1. Les deux souches Argl et Arg3 sont les moins
virulentes.

La quantification moléculaire de Fop chez 7 génotypes inoculés avec la
souche R2F42, a été mise en évidence par RT-PCR. Les taux d’ADN de Fop
enregistrés sont positivement corrélés avec les taux d’infection (r=0,953). Les taux
les plus faibles sont enregistrés chez les génotypes résistants 2370 (2,32%. de
I’ADN total) et 3068 (4,88%0), tandis que les génotypes sensibles 3029 et P648 ont
enregistré les taux d’ADN, respectivement, les plus élevés (68,69%o et 95,32%o).
Ces résultats indiquent le potentiel des génotypes résistants a délimiter, ou a
inhiber, la colonisation et la progression vasculaire du pathogéne.

Le dosage, par HPLC, de la pisatine dans les racines de 4 génotypes de pois
inoculés avec la souche R2F42, révele des niveaux plus importants chez les
génotypes résistants 3068 (0,57 pg/mg de racine) et 952 (0,4 pg/mg) par rapport
au génotype sensible 3029 (0,15 pg/mg) et partiellement résistant 2996 (0,07
pMg/mg), 24h aprés linoculation, mettant en évidence le réle majeur de cette
phytoalexine dans les mécanismes de défense chez le pois.

Mots clés : Fusariose vasculaire, Pisum spp, comportement, résistance, pisatine.



ABSTRACT

Identification and characterization of pea resistance against fusarium wilt

The work concerns identification, molecular and metabolic characterization of
pea resistance (Pisum spp.) against fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum
f.sp. pisi (Fop). The study is about behavioral evaluation of 88 pea genotypes
performed in two phases: (1) a collection of 28 genotypes tested against 4 Fop
strains (R1: race 1, R2F42, Argl and Arg3: race 2), (2) an enlarged collection,
composed of 60 genotypes tested against two Fop strains, R2F42 and RL1.
Experiments are conducted under semi-controlled conditions (in polycarbonate
greenhouse). The 4 pathogenic strains induced typical symptoms of fusarium wilt
on the inoculated plants (wilting, yellowing, drying and/or plant death). On the
basis of this typical tracheomycosis symptom-pathological table, disease
development and evolution parameter setting is examined through calculations of
infection rate (T1%), visual index of severity (VIS) and area under the disease
progress curve (AUDPC). Within the first collection, the 28 genotypes are resistant
to strains R1, Argl and Arg3, while 23 genotypes are resistant to the strain R2F42.
In the second collection, 49 genotypes are resistant to strain R1, while only 17
genotypes are resistant to strain R2F42. According to the AUDPC values, strain
R2F42 is the most virulent, followed by strain R1. Both strains Argl and Arg3 are
less virulent.

Fop molecular quantification of 7 genotypes inoculated with the strain R2F42
was highlighted by RT-PCR. The recorded Fop DNA rates positively correlate with
the infection rates (r=0.953). The lowest rates were recorded in resistant
genotypes 2370 (2.32%. of total DNA) and 3068 (4.88%.), while sensitive
genotypes 3029 and P648 recorded the highest Fop DNA rates (68.69%. and
95.32%0 respectively). These results indicate resistant genotypes potential to
delimit, or to inhibit, colonization and vascular progression of the pathogen.

Pisatin determination, by HPLC, carried out on roots of 4 pea genotypes, 24
hours after being inoculated with the strain R2F42, reveals higher levels in
resistant genotypes 3068 and 952 (respectively 0.57 pg/mg of root and 0.4 pg/mg)
compared to sensitive genotype 3029 (0.15 pg/mg) and the partially resistant
genotype 2996 (0.07 pg/mg), highlighting the major role of this phytoalexin in peas
defense mechanisms.

Key words: Fusarium wilt, Pisum spp, behavior, resistance, pisatin.



uaidla

e sl shl sl Jsal e YL Ao lie (i g paas

(Pisum spp.) s Y3 Lesial (o) 5 b sall Cana sl 5 Gl () denl) g
Gl Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop) oe paldl Jle sl asljpdll doud s
i 12a1 28 (e Ao sama (1) 10ils e o Goal YL i Jaei 88 sl iy Al )
(2) « 2 A :Arg3 5 Arg 1 « R2F42 « 1 Al 1R1 :Fop (e ¥ 4 aa & il
Cy ol R2FA2 5 R1 oDl s & il s Jasi B0 (e 435S Lol ST 35 e sane
Jsels (8 A peall Aay Y YL Y (Sl (8) A8 e 4l gy Al
S Glis il (Jsd) Aeadaall il e Jle sl o)) sdll J el il gai gl e
DIA e Aadiliy o) ghail i i aall 138 (2l je ¥ Jhall Jooal) Gulud Je (Al g
casall Hghai st it Aaludly (VIS) Gaall 325 pdise ¢(TI%) Abay) Jae clus
& ¢ Arg3 5 Argl ¢ R1L <3kl L glie G Uai 28 (1S ¢ 15Y1 de sendl) 3 (AUDPC)
oS G Uaai 49 Al de geadl Lpilly R2F42 A5l Leglia (1S L Uaai 23 o o
il Wi, R2F42 AL Loglia S Laih Lisa Uaai 17 of 0on 8 R1 AL Laglia
LilS Arg3 s Argl oDl R1 AL Ll dl a1 R2F42 AL calS (AUDPC
A s J8Y)
iaul 51 (R2F42 ANl dazdas 4y Llail 7 xie ¢ Fop 2 S sall (oSl 0l o
Llay) CYare ae Llay) ddaii e i€ Fop sl paeall Aaddl @loalll RT-PCR
00 %02.32) 2370 Cpestiall Guiall cplaadll vie el o dasad 5 (r=0.953)
53029 Cabuall Glial) Glhaaill Jaas Leis ¢ (%04.88) 3068 5 (5554 menll Mo
o2 i (sl e %095.32 5 %068.69) Fop sl Laeall s i P648
& oaeall Jalall adiiy Flal T ff Caliy o daglall Al Llal) 508 ) gl
il dge
ALl dexhalt dys Llail 4 50 8 (HPLC 4hul sy pisatine bdes Cids
(L3l (e @e/@Se 0.57) 3068 Casliall Cpuianll (phaill & el sl e (R2F42
Lisa pstidl 5 (fo/gSe 0.15) 3029 (bassl) indl Taailly & e «(&lo/gSe 0.4) 952

A il sl e Ju les okl 3 delu 24 @l 5 o(alo/aSe 0.07) 2996
YU e gladll Ul 8 pisatine

pisatine cw s sl ¢ Pisum spp. ¢ Se sl a5l sl J g dalidal) cilalsl)



REMERCIEMENTS

Tout d’abord, je tiens a écrire un « MERCI » sincére a mon promoteur, Pr.
Messaoud BENCHABANE, qui je lui dois tout mon respect et ma considération.
Mes mots ne seront jamais suffisants pour lui exprimer ma gratitude et ma
reconnaissance. Je lui remercie de tout mon cceur pour le soutien dont il a fait
preuve a mon égard, tout au long de ma formation. Je lui remercie aussi d'avoir
enrichi mes connaissances et de m’avoir toujours guidé. Je salue son amabilité,
sa patience, sa disponibilité, sa souplesse d’esprit et son savoir. Qu’il sache qu'il
restera mon exemple, et que je suis trés fiere d'étre I'étudiante d'un professeur

aussi exceptionnel.

Mes vifs remerciements s’adressent aussi a mon co-promoteur Dr. Nicolas
RISPAIL pour le temps consenti pour suivre mon travail durant mon stage a
Cordoue, malgré ses nombreuses responsabilités. Je lui remercie également pour
ses précieuses remarqgues et orientations qui ont bien enrichi la thése. Qu’il trouve

ici mes sincéres reconnaissances.

Je tiens a remercier chaleureusement Dr. Faiza AMMAD qui a gracieusement
accepté de présider le jury, mais aussi pour ses encouragements et motivation.
Que Pr. Noureddine ROUAG et Dr. Omrane TOUMATIA, trouvent ici
I'expression de ma profonde gratitude pour avoir accepté de participer a I'expertise

de cette thése et pour le temps consacré a I'évaluation de ce travail.

Un merci trés spécial a I'ingénieur de laboratoire de mycologie, notre chére
Djamila FADIL, qui m’a appris tous les principes de manipulation des
champignons. Je la remercie énormément pour sa disponibilité, ses précieux
conseils et ses encouragements. Je remercie également Walid BOUARAR et
Hayat LAKHDARI, ingénieurs de laboratoire de virologie et de microbiologie, pour
leur disponibilité le long de la période de mes expérimentations. Je tiens aussi a
remercier Malika, secrétaire au service PGRS de notre faculté pour son efficacité

et sa sympathie.

Je remercie aussi du fond du coeur Hind BENKOURTEBY, pour m’avoir

prodigué de bons encouragements. Je n‘oublie pas a remercier aussi Samira



OUSERIR et Rafik BERDJA qui ont été toujours préts a m’aider. Mes
remerciements s’adressent aussi a Dr. Moustafa BANI, MCA a 'ENSB de

Constantine, pour son aide et ses orientations.

Je tiens a remercier toutes les étudiantes qui ont participé a la réalisation de
ce travail sous ma direction : Kessoum F.Z., Benmira Zitouni R., Herida N.,

Goudjil S., Abdelmoumen W., Hafsi A., Benmoussa B. et Kara L.

Je remercie ma famille : mes trés chers parents qui ont toujours été la pour
moi, mes fréres, ma sceur et mes belles-sceurs, pour leur inestimable soutien et

encouragements.

Enfin que toutes les personnes, qui ont contribué de prés ou de loin a la

réalisation de ce travail, trouvent ici 'expression de ma gratitude.

Ce travail est dédié a ma formidable famille :

« A mon cher Papa et a ma chere Maman, maigres récompenses pour
I'immense effort et sacrifice. Que Dieu vous garde et vous protége.

« A mes chers freres Aissam, Chems-Eddine et Zakaria.

« A ma chére sceur Sanaa.

. A mes cheres belles-sceurs Yacina et Rima.

. A mes nieces chéries Mariem, Nour, Manar, Amena et Sirine.

.« Etamon neveu Abd-Essamad.



TABLE DES MATIERES

RESUME
ABSTRACT

saile
REMERCIEMENTS

TABLE DES MATIERES

LISTE DES ILLUSTRATIONS, GRAPHIQUES ET TABLEAU

INTRODUCTION . ...ttt 13
1. CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE .......c.cocoviveirinne. 16
1.1, Le POIS (PISUM SPP.) coeiiiiieiieieeeeeeee e 16
1.1.1. LeS IEQUMINEUSES ......uvuiiiii et e e e e e 16
1.1.2. OFIQING e 16
O I T 1= 01 ] T 1= 17
1.1.4. Description botanique et écologie de la plante...........ccccccccceeeeeee. 18
1.1.5. Usages et valeur NULHLIVE.............ceiiiie e 20
1.1.6. ProducCtion du POIS ........ciieieeeiiiiiiiiiii e e e e 22
1.1.6.1. DanS 1€ MONUE.........oiiiiieiieiiiiiiiie e 22
1.1.6.2. ENAIGEIIE oot 22
1.1.7. Facteurs limitant la production ..o 23
1.1.7.1. Stress abiotiQUES ......coeeeeeiieeiecee e 23
1.1.7.2.  StresS DIOtIQUES ......uuiii e 24

a. Ravageurs et parasites..........ccccovvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 24

b. Principales maladies bactériennes et virales............................. 24

c. Principales maladies fongiques ..........cccooeeeeeiiiiiiiiiiii e, 25
1.2. Lafusariose vasculaire du POIS.......cccceeeiiiiviiiiiiiiiiee e 26
1.2.1. Généralités sut Fusarium OXYSPOIUM.........cccuuuuurerreeeeeeaaniniiieeeeeenss 26
1.2.2. Caractéristigues morphologiqQUeS...........ccoovvviiiiiiiiiiiieeeee, 27
1.2.3. Processus d’iNfeCtioN .........ccooviviiiiiiiii e 28
1.2.3.1. PENEIatioN ....cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 28
1.2.3.2.  CoOlONISALION .....cceuiiiiiieie e 29
1.2.3.3. CONSEIVALION.....ccuiiiiiiiee et 30
1.2.4. Mécanismes Parasitaires ..........ccooeveeiieiiiiiieeeeee e 30

1.2.4.1. Les enzymes de dégradation de la paroi cellulaire................... 30



1.2.4.2. ProducCtion de tOXINES ......ooeieieee e 30

1.2.4.3.  AULreS MECANISMES ...ccceeieeeeeeee e 31
1.2.5. Races de Fusarium oxysporum f.Sp. pPiSi .......cceeevviieeiiiiiiiiiiiiieeeenn, 31
1.2.6. Symptébmes de lamaladie...........cccceeiieieiiiiiiiiie e 32
1.2.7. EPIAEMIOIOGIE ..ot 33
1.2.8. Méthodes de lutte contre la maladie ..............cccceeeeeieee . 33
1.2.8.1.  Lutte CURUIAIE ... 34
1.2.8.2.  Lutte ChIMIQUE ......eveiiieeeeeeeeee e 34
1.2.8.3.  Lutte biolOgIQUE ........oiieieieeeee e 35
1.2.8.4. LU gENALIQUE .....uveeie et 35
1.3. Résistance des plantes face aux maladies parasitaires................. 35
1.3.1. Résistance qUantitatiVe ............cccuueieiiiiieee e 37
1.3.1.1. Résistance incomplete versus résistance compléte ................. 37
1.3.1.2. Phénotype de la résistance quantitative ...............ccccccveeeeeennn. 38
1.3.1.3. Geénomique de la résistance quantitative..............cccocccvvvveeeennnn. 38
1.3.1.4. Avantages de la résistance quantitative ...........cccccccoeeuvvieeeennn. 40
1.3.2. Mécanismes de résistance chez les plantes.........cccccccoovvvviinennnn. 41
1.3.2.1. Les espéces réactives de 'oxygéne (ROS)........cccevvvvveinnnnnnn. 41
1.3.2.2. Les barriéres structurelles ..........ccccooeeeeiii, 42
1.3.2.3. Les protéines liées a la pathogéneése ...........ccccceeeviiiiiiiiennnnnn. 43
1.3.2.4. ROle des phytonOrmoONES.........ccoooveiiiiiii 44
1.3.2.5. Les phytoaleXines ... 45

= W o 115 (o o [ U = SR 45

b. Modulation et voies de biosynthese............ccccooeeeviiiiiiiieneeee. 45

c. Les phytoalexines chez les |égumMINEUSES..........ccccvvvvininnnnnnnns 46

1.3.3. Ressources génétiques et amélioration de la résistance chez le pois

....................................................................................................... 48
1.3.3.1. ReSSoUrces gENELIQUES ........cuuveiiiieeeeeeeeeiiiie e et 48
1.3.3.2. Sélection et amélioration génétique...........ccceeveeeeerieeiiiiiiieeeennn. 49
2. CHAPITRE 2. MATERIEL ET METHODES.........cccoviiieeceiee e, 51
2.1. Etude de comportement de génotypes de pois face a la fusariose

VASCUIAIME. ... oo e e 51
2.1.1. Matériel biologiQUE ........cccoiiieiiiee e 51
2.1.1.1. Premiere COlleCtioN ..........coveiiiiiiii e 51

2.1.1.2. DeuXieme COBCHON. ...ttt r e 53



2.1.2. Prégermination des grainNes ...........cevvvveeeeeiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 53

2.1.3. INOCUlUM fONGIQUE......coiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 53
2.1.4. Inoculation des plantules..........cccoiieeeiiiiiiiiie e 54
2.1.5. Traitements IUAIES. ..o 54
2.1.5.1. Premiere collection (28 génOtypes) .......ccvvvvvvveereiiiieiiiiiieeeeennnn, 54
2.1.5.2. Deuxiéme collection (60 génotYPeS).......cevvrrvrieririiiiiiiieieieenennn 54
2.1.6. Parameétres d’évaluation .........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 59
2.1.6.1. Suivi SymptomatologiQUE .........cceeevrreeiiiiiiieeeee e e e e eeaanns 59
2.1.6.2.  TauX dINFECHION ..o s 59
2.1.6.3. Indice de séveérité de la maladie (VIS) ........cccouviieeiiieeniiiiiinee 60
2.1.6.4. Courbe des aires de progression de la maladie (AUDPC)......... 61
2.1.7. Analyses StatiStiQUES...........ceuvuuiiiii e 61
2.2. Quantification moléculaire de Fop inplanta.........ccccccccceeiiiiiiniennn, 61
2.2.1. Matériel DIolOgIqQUE ..........uveeiiiieeieie e 61
2.2.2. Inoculation et MiSe €N CUITUIE .........ccceueviriieeeerreeeees e 62
2.2.3. Extraction de FADN .........coooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 62
2.2.4. Quantification par PCR en temps réel.........ccooevrnienneeneeneeenns 63
2.3. Dosage de la piSatiNe.........ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 64
2.3.1. Matériel biologiQUE ........cccoieieiece e 64
2.3.2. Inoculation et MiSe €N CUITUIE .........ccceueviriieeeereee e 64
2.3.3. Extraction de la phase organique..........ccccccvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 64

2.3.4. Séparation des composants par chromatographie en phase liquide a

haute performance (HPLC) ... 65
3. CHAPITRE 3. RESULTATS ET DISCUSSION.......cooooovvvemreeerreserisereennnns 67
3.1. Comportement des 28 génotypes de pois vis-a-vis des 4 souches

de Fusarium oxysporum f.Sp. PiSi.........c.uuiviiiiiieiiiiiiiiiiiii e 67
3.1.1. Description symptomatologiqUe ..........cccuuvveeiiiiiiiieeiiiii e, 67
3.1.2. Taux d'infection €t VIS ... 73
3.1.3. AUDPC oo 75
3.1.4. Corrélation entre taux d’infection et VIS ... 79

3.2.  Comportement de la nouvelle collection de 60 génotypes de pois
face aux 2 souches de Fusarium oxysporum f.Sp. piSi................... 80

3.2.1. Description symptomatologique ..........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeee 80



3.2.2. TAUX A INFECHION ... ettt eeeeeseeseaeeaee e 83

3.2.3. AUDPC ... 87
3.3.  Quantification moléculaire de Fop in planta.........c.c.cccceeeevnenninnenee 91
3.4. Dosage de la piSatiNe..........coceuuuuiiiiiiiieeeeeeeces e 93
3.4.1. Aprés 24h de I'inoculation ............ccooovieiiiiiiiiiiiii 93
3.4.2. Aprés 48h de I'inoculation ... 94
3.4.3. Aprés 15 jours de I'inoculation ...........ccccoevviiiiiiiii e, 94
I T B 11T ol U =1 o] o [ PP 96
(O ][0 I 0151 [ PP 106
APPENDICES ... e e e e e 109

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ........ccooiviieecieeeeceeeee e 126



Figure 1.1 :
Figure 1.2 :
Figure 1.3:
Figure 1.4 :
Figure 1.5:
Figure 1.6 :
Figure 2.1 :

Figure 2.2 :

Figure 2.3 :

Figure 2.4 :
Figure 3.1:

Figure 3.2 :

Figure 3.3:

Figure 3.4 :

Figure 3.5:

Figure 3.6 :

Figure 3.7 :

Figure 3.8 :

Figure 3.9:

LISTE DES ILLUSTRATIONS, GRAPHIQUES ET TABLEAUX

Dessin d’'un plant de Pisum sativum.....................cccoviiiiieinnnnn.
Caractéristigues morphologiques de F. oxysporum......................
Cycle infectieux de F. OXYSPOIrUM...........c.cccovviieiiiiiiiiaieaaaaann,
Symptdmes de la fusariose vasculaire du pois...........................
Vue globale de l'interaction plante-pathogene.............................
Schéma simplifié de la biosynthése de la pisatine chez le pois......

Dispositif expérimental adopté pour la collection de 28 génotypes
de pois en interaction avec les 4 souches de Fop........................

Dispositif expérimental adopté pour la collection de 60 génotypes
de pois en interaction avec les 2 souches de Fop........................

Echelle de [Iévaluation des symptomes de la fusariose
VaASCUIAINE. ...

Conditions thermiques de la RT-PCR...........ccoiiiiiiii

Evolution des symptomes de la fusariose vasculaire sur les feuilles

Progression des symptdomes de la fusariose vasculaire chez le
genotype Séfrou inoculé avec la souche R1.............oooiiinninl.

Progression des symptomes de la fusariose vasculaire chez le
génotype Messire inoculé avec la souche R2F42........................

Comportement du génotype Messire, 31 jours aprés son
inoculation avec les quatre souches de Fop..............coooiiiinne .

Aspect des racines du génotype P632, 31 jours aprés I'inoculation
avec les quatre souches de FOp......ccoovviiiiiiiii i

Symptémes internes chez le génotype Messire, 31 jours apres
I'inoculation avec les quatre souches de Fop (G: x8)....................

Valeurs effectives de VIS des 28 génotypes de pois, 31 jours apres
leur inoculation avec les quatre souches de Fop................

Evolution des valeurs VIS des génotypes 74SN5, 2946, P651,
Merveille de Kelvedon et P21 inoculés avec les quatre souches de

Valeurs effectives d’AUDPC des 28 génotypes de pois inoculés
avec les quatre souches de FOp.........ocoiiiiiiiiiiii

56

58

60
63

67

68

69

70

71

72

74

75



Figure 3.10:

Figure 3.11:
Figure 3.12:

Figure 3.13:

Figure 3.14 :

Figure 3.15:

Figure 3.16:

Figure 3.17 :

Figure 3.18:

Figure 3.19:

Figure 3.20 :

Figure 3.21:

Figure 3.22:

Figure 3.23:

Figure 3.24 :

Figure 3.25:

Figure 3.26 :
Figure 3.27 :
Figure 3.28 :

Valeurs minimales et maximales d’AUDPC des 28 génotypes de

Corrélation de la distribution des VIS et taux d’infection...............

Comportement des génotypes, 10 jours apres leur inoculation avec
les souches R1 et R2F42 de Fop par rapport aux témoins

Comportement des génotypes, 31 jours apres leur inoculation avec
les souches R1 et R2F42 de Fop par rapport aux témoins

Aspect des racines des plantes, 31 jours aprés l'inoculation.........

Symptdmes internes chez le génotype P691, 31 jours aprés
inoculation (G: 3,2%X10).....ceieii i

Symptébmes internes chez le génotype 223, 31 jours aprés
inoculation (G: 10X10)......coiriii e

Valeurs effectives du taux d’infection des 60 génotypes de pois, 31
jours apreés leur inoculation avec la souche R1 de Fop................

Valeurs effectives du taux d’infection des 60 génotypes de pois, 31
jours apres leur inoculation avec la souche R2F42 de Fop............

Répartition (nombre) de génotypes de pois par souche de Fop
selon le taux d’infection...........coooiiii i

Valeurs effectives d’AUDPC des 60 génotypes de pois inoculés
avec lasouche RT1de FOop......oviiiiii e

Valeurs effectives d’AUDPC des 60 génotypes de pois inoculés
avec la souche R2F42 de FOp.....cccoiiiiii i,

Valeurs minimales et maximales d’AUDPC des 60 génotypes de
0101

Taux de 'ADN de la souche R2F42 de Fop par rapport a 'ADN
total selon le génotype du PoiS........c.coveiiiiiiiiiii i,

Corrélation entre le taux d’ADN de Fop et le taux d’infection
enregistré par les génotypes de pois étudiés...................oooeenll.

Teneur en pisatine 24 heures aprés I'inoculation.........................
Teneur en pisatine 48 heures aprés I'inoculation.........................

Teneur en pisatine 15 jours apres l'inoculation............................

78

79
80

81

81
82

83

83

85

86

87

88

89

90

91



Figure 3.29:

Tableau 1.1 :

Tableau 2.1 :
Tableau 2.2 :
Tableau 2.3 :

Tableau 2.4 :

Tableau 2.5 :

Tableau 2.6 :

Evolution de la teneur en pisatine des génotypes de pois

Valeur nutritive du pois (par 100g).........oovieieiiiiiiiiiiiieeae

Désignation des 28 génotypes du pois.........ccoveiiiiiiiiiiiiiininn,

Origine et provenance des souches de Fop..............coeiiiiine,

Traitements étudiés de l'interaction des 28 génotypes de pois avec
les quatre souches de FOpP......cooviiiiii i

Traitements étudiés de l'interaction des 60 génotypes de pois avec
les deux souches de FOpP......ccooiiiiiii i

Composition du mélange pour la RT-PCR pour un tube................

Caractéristigues analytiques de la courbe d'étalonnage de la
PISALING. ...

96
21
52

52

55

57

64



13

INTRODUCTION

Les légumineuses, en plus de leur richesse en protéines, jouent un role
considérable dans la durabilité des agroécosystemes, grace a leur particularité de
pouvoir fixer 'azote atmosphérique via leur interaction symbiotique avec certaines
rhizobactéries [1]. Elles font partie intégrale du régime méditerranéen et sont une
source de nourriture animale et de fourrage [2, 3, 4]. Le pois (Pisum sativum L.)
couramment appelé «petits pois», est la cinquieme légumineuse la plus cultivée
dans le monde [5], en raison de sa consommation alimentaire croissante et de son
adaptation a la fois aux régions chaudes de la Méditerranée et aux régions
tempérées. Cette plante est considérée parmi les plus anciennes cultures
domestiquées dans le monde [6]. Bien qu’elle se pratique comme une culture
homogene, une certaine hétérogénéité a été signalée chez des variétés

traditionnelles, des cultivars et des génotypes anciens [7, 8].

En 2018, plus de 10 millions d’hectares de pois ont été cultivés dans le
monde, assurant une production de prés de 35 millions de tonnes. Durant cette
période, notre pays était en pole position en Afrique du nord, avec une superficie
de 46 280 ha et une production de 197 675 tonnes [5].

Comme toutes les légumineuses, le pois est susceptible aux stress abiotiques,
notamment au déficit hydrique et a la salinité du sol. La sécheresse est le principal
facteur abiotique limitant la production. Dans les pays méditerranéens, le déficit
hydrique est devenu habituel, non seulement dans les régions arides et semi-
arides, mais également dans les régions littorales et sub-littorales en raison de
I'uniformité des précipitations et de l'irrugalirité dans leur distribution par rapport au
cycle végétatif de cette culture. De plus, les maladies d’origine biotique, sont une
menace permanente qui limitent fortement la culture du pois en réduisant ses

rendements en graines et en biomasse [9, 10].

Dans les conditions méditerranéennes propices, chaque cycle de culture est
menacé par le cumul et/ou l'interaction des stress biotiques et abiotiques. Parmi

les bioagresseurs, Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop) est un champignon
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phytopathogéne du sol qui cause de grave pertes dans tous les pays ou le pois
est cultivé [11, 12]. Ce pathogéne tellurique peut survivre sous forme de
chlamydospores, qui restent viables dans le sol pendant plusieurs années [13]. Le
pathosysteme pois-Fop est d’'une complexité accrue, en raison de la présence de
différentes races variables par leur virulence et leur spécificité parasitaire. Ainsi,
Fop est représenté principalement par quatre races différentes classées selon leur
capacité a induire la maladie dans un ensemble de lignées différentielles. Parmi
ces races, les races 1 et 2 ont été signalées dans le monde entier [14]. De plus,
Fop évolue continuellement, avec |'émergence de nouvelles variantes du

pathogéne [11].

En algérie, la fusariose vasculaire du pois est peu étudiée. Néanmoins, la
présence de cette maladie a été signalée au niveau des plaines coétiéres et
intérieures, des hauts plateaux et du Sahara, en notant la distribtion et la
fréquence des races 1, 2, 5 et 6 du pathogene [15].

Le contrble de la fusariose vasculaire se fonde principalement sur l'intégration
des différentes méthodes de gestion, y compris les pratiques culturales, la
désinfection des sols, le biocontrole et I'amélioration de la résistance des
génotypes cultivés [16, 17, 18, 19, 20]. L'utilisation de cultivars résistants reste la
méthode la plus appropriée, en plus de son adéquation avec les nouvelles
orientations dans les pratiques agronomiques durables et respectueuses de

I'environnement [21, 22].

Des sources de résistance a Fop, de type monogénique, ont été décrites chez
le pois et utilisées pour développer des cultivars résistants. Cependant, ce
mécanisme qualitatif de résistance a été rapidement dépassé par I'apparition de
nouvelles variantes du pathogéne [14]. Il est donc important d’identifier de
nouvelles sources de résistance et de centrer les efforts sur les mécanismes
quantitatifs et polygéniques qui sont plus difficiles a neutraliser par le pathogene et
qui, par conséquent, permettent d’augmenter la durabilit¢ de la résistance.
Déterminer quel sont les mécanismes conférant la résistance, chez les nouvelles
sources phytogénétiques, est aussi primordial pour pouvoir cibler et accumuler les

mécanismes les plus intéressants dans un méme cultivar.
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Parmi ses thematiques de recherche, notre laboratoire LPVRAB (Laboratoire
de Protection et de Valorisation des Ressourcse Agrobiologiques), s’inscrit dans
la détection et Iidentification d’eventuels caractéres de résistance du pois a la
fusariose vaasculaire et son biocontrdle. Dans le cadre d’'un projet de coopération
avec linstitut de [lagriculture durable (IAS-CSIC: Instituto de Agricultura
Sostenible, Cérdoba, Espafia), nous avons réalisé un premier travail portant sur
I'étude du pathosysteme Pisum spp.-Fop [23]. D’autres travaux ont porté sur le
biocontdle de la maladie par l'utilisation des bactéries bénéfiques [24], ou sur
'étude de comportement de génotypes de pois dans des conditions d’infection

naturelle en plein champ [25].

Donc, notre étude s’intéresse a plusieurs aspects, portant a la fois sur le
comportement du matériel végétal, les mécanismes impliqués dans la défense
selon les génotypes et l'identification de sources de résistance chez le pois. Ainsi,
notre travail a tois principaux objectifs :

1. Identification de nouvelles sources de résistance chez le pois (Pisum spp.)
en conditions semi-contrélées sous serre, réalisée en deux phases :
- Une premiere collection de 28 génotypes vis-a-vis de quatre souches
phytopathogénes de Fop.
- Une nouvelle collection, plus élargie, portant sur 60 autres génotypes
vis-a-vis de deux souches de Fop.
2. Etude de la colonisation du pois par quantification moléculaire du
pathogene in planta.
3. Caractérisation métabolique de la résistnace du pois, en conditions

d’inoculation expérimentale, par dosage de la pisatine.
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CHAPITRE 1

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Le pois (Pisum spp.)

1.1.1. Les légumineuses

Les légumineuses, troisieme grande famille d'angiospermes [26], occupent
une place considérable dans les régimes alimentaires traditionnels a travers le
monde et souvent conseillées pour une alimentation saine et diététique [4]. Elles
sont représentées surtout par les différents types de pois, les lentilles, les haricots,
les arachides et autres plantes a gousses [27]. Les instances internationales
encouragent leur introduction dans les régimes alimentaires du monde entier.
L’organisation des Nations Unies (ONU) a proclamé 2016 comme l'année
internationale des légumineuses, suggérant qu’elles devraient occuper une plus

grande place dans notre alimentation actuelle [28].

Les légumineuses présentent une source importante de nutriments essentiels,
notamment des protéines, des glucides a faible indice glycémique, des fibres
alimentaires, des minéraux et des vitamines. Elles sont particulierement riches en
protéines et en fibres alimentaires [29]. Ces espéces végétales, grace a leurs
aptitudes symbiotiques avec certaines catégories de bactéries du sol fixatrices

d’azote, peuvent s’enrichir davantage en protéines alimentaires [30].

Les Iégumineuses sont connues pour leur capacité a améliorer la fertilité du
sol. Elles accroissent l'apport en azote par sa fixation symbiotique, elles
augmentent la disponibilité du phosphore via leurs racines et elles améliorent les

propriétés physico-chimiques du sol grace a leur enracinement intensif [1, 31, 32].

1.1.2. Origine

L'origine et la progéniture de Pisum sativum ne sont pas bien connues, méme
s’il a été rapporté que la région méditerranéenne, I'Asie occidentale et centrale et

I'Ethiopie soient des lieux primaires de culture de ces plantes. Récemment, la
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FAO a désigné I'Ethiopie et I'Asie occidentale comme centres de diversité, avec
des centres secondaires en Asie du sud et dans la région méditerranéenne. Des
traces archéologiques de Il'utilisation du pois datant de 8000 ans avant Jésus

Christ, ont été trouvées dans le Croissant Fertile [33].

La premiére culture du pois semble avoir été en Asie occidentale, d'ou il s'est
répandu en Europe, en Chine et en Inde. Le pois était déja bien connu dans les
régions montagneuses de I'Afrigue centrale et orientale, avant l'arrivée des
Européens et était une culture vivriere bien établie et importante au Rwanda et
dans le sud-ouest de I'Ouganda en 1860. L'utilisation des gousses comestibles a
été décrite pour la premiére fois aux Pays-Bas et en France au 16°™ siécle, tandis
que l'utilisation de graines immatures comme légume a commencé en Europe un

siecle plus tard [33].

Dans son livre «Enquéte sur les plantes», traduit par HORT,
THEOPHRASTUS a également cité I'existence de traces du pois bien avant I'an
300 avant Jésus Christ. Il a décrit plusieurs espéces de légumineuses et
particulierement de pois et a indiqué que des pois ont été employés en tant que
fourrage et nourriture humaine. Selon ces études, il devient apparent que l'origine
du pois doit étre située dans la région d'Abyssinie et de I'Afghanistan. Il a ensuite
colonisé les zones méditerranéennes avant de se répandre a d'autres régions de
I'Europe et de I'Asie [34].

1.1.3. Taxonomie

Le genre Pisum fait partie de la famille des Fabaceae, de la sous-famille des
Papillionaceae et de la tribu des Vicieae. Une grande diversité morphologique a
été observée entre les plantes sauvages du pois. De nombreuses especes furent
donc initialement décrites par les botanistes pour différencier ces plantes suivant
leurs caractéristiques morphologiques a l'exemple de Pisum formosum, P.
transcaucasicum, P. abyssinicum, P. aethiopicum, P. arvense et P. sativum qui est

la plus répandue [35].

Le grand nombre d'unités taxonomiques proposées au sein du genre Pisum a

été considérablement réduit par un simple systeme compromis, basé sur trois
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especes, proposé par MAXTED et AMBROSE [36], qui est adopté par la plupart

des auteurs actuels :

- Pisum fulvum Sibth et Smith, une espece sauvage ;

- Pisum abyssinicum A. Br., une espece uniforme cultivée localement (avec les
pois communs) au Yémen et en Ethiopie ;

- Pisum sativum L., extrémement variable et classiquement divisée en deux
sous-especes: P. sativum ssp. sativum L. englobant les pois cultivés et P.
sativum ssp. elatius (Bieb.) Aschers. et Graebn., englobant toute la diversité
des formes sauvages allant du Portugal au Turkménistan et de I'Afrique du

Nord a la Normandie.

Selon ce systeme, P. sativum ssp. elatius est paraphylétique en tant que
progéniteur de P. sativum ssp. sativum, et il n'est qu'une collection formelle qui
regroupe tous les représentants sauvages de l'espece. Le statut spécifique de P.
abyssinicum est équivoque dont certains auteurs considérent ce taxon comme P.

sativum ssp. abyssinicum [37, 38, 39, 40].

La taxonomie du pois est loin d'étre satisfaisante et finale, car elle a subi une
division taxonomique excessive dans le passé. De plus, plusieurs lacunes dans
cette taxonomie peuvent étre révélées : l'identification erronée des pois cultivés
d’origine spontanée par rapport aux pois sauvages et le manque de pois
véritablement sauvages dans les collections de matériel génétique parfois
confuses, les informations géographiques insuffisantes sur les génotypes, la

contamination et les croisements incontrolés [41].

1.1.4. Description botanigue et écologie de la plante

Les feuilles du pois sont composées de 4 a 6 folioles a disposition alterne
(Figure 1.1A). Elles ont différentes teintes du vert jaune au vert bleu foncé. Les
folioles sont entieres ou plus ou moins dentées, de forme ovale ou elliptique, leur
extrémité est arrondie et crénelée, pointue ou tronquée selon les génotypes. La
feuille se prolonge par des vrilles terminales de plusieurs centimétres de long. Le
fruit du pois est de type gousse de 4 a 11 cm de longueur, dont elle contient 5 a
10 graines (Figure 1.1B) [6].
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La fleur du pois est typique de la famille de Papilionaceae (Figure 1.1C). La
corolle contient cing pétales : deux ailes et une quille formée de la fusion de deux
pétales entourant dix antheres et un style. Le pois est cléistogame et doit étre
considéré en tant qu’espéce strictement auto-fertile, bien que le xylocope (abeille
charpentiere) et le mégachile (abeille solitaire) fréquentent les fleurs et puissent
étre responsables des hybridations naturelles. Ainsi, le mélange génétique peut
avoir lieu sans intervention des sélectionneurs. Les populations naturelles et les

variétés se composent des plantes génétiquement stables [42].

IZI/ AL < /.....w

BVl

Figure 1.1 : Dessin d’'un plant de Pisum sativum [43].
(A) Feuille, (B) gousse, (C) fleur et (D) graine de pois.
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Comme la plupart des Iégumineuses, les plantes de pois présentent une
croissance indéterminée. Les premiers nceuds, dont certains donnent les
branches, sont végétatifs, alors que les noceuds suivants sont reproducteurs.
Généralement, chaque nceud reproducteur donne naissance a deux fleurs a partir
desquelles les gousses se développent. Le nombre de graines par gousse dépend
de la variété et des conditions environnementales [42].

La culture du pois a besoin d’'un climat relativement frais. Les températures
moyennes doivent étre comprises entre 7 et 24 °C. Il peut étre affecté si la
température maximale quotidienne dépasse un seuil de 25 a 28 °C en plein
champ [44]. Le pois peut étre cultivé dans les régions ou les précipitations ne
dépassent pas 400 mm, mais la pluviométrie idéale se situe entre 800 et 1000 mm
par an. Le pois est légérement sensible a la photopériode mais les jours longs
favorisent sa floraison. Il pousse sur des sols de toutes natures, dotés de niveaux
de fertilité modérés, bien drainés et a pH de 5,5 a 7 [3]. Le cycle végétatif du pois
est d'environ 140 jours pour les variétés de printemps, pouvant descendre a 90
jours pour les variétés tres précoces et remonte jusqu’a 240 jours pour les variétés
d’hiver [45].

1.1.5. Usages et valeur nutritive

Les pois possedent plusieurs usages finaux dont les feuilles, les gousses
vertes, la graine verte non mdre et la graine mlre seche peuvent étre utilisées
comme nourriture humaine ou alimentaion animale. Pour I'alimentation humaine,
le pois est principalement consommeé a l'état frais (85% d’eau). Pour cela, les
graines sont récoltées avant maturité (les petits pois verts de maraichage classés
comme légume frais). Il peut aussi étre consommé a I'état sec (15% d’eau)
lorsque les graines sont récoltées a maturité au stade sec (pois cassé classé
comme légume sec). Dans certaines régions asiatiques, les jeunes pousses

feuillées sont aussi consommees [2, 3].

Dans le cas de l'alimentation animale, la plante entiére fraiche ou ensilée
séche est utilisée comme fourrage pour les ruminants. En général, les pois dits
« fourragers » inclus tout type de pois destiné a l'alimentation animale, y compris

les pois secs en grains qui sont aussi appelés pois protéagineux [2, 3].
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Les graines de pois sont riches en protéine, en sucres solubles, en fibres, en
minéraux et en vitamines (Tableau 1.1). Le pois, comme d'autres légumineuses,
accumule également des substances naturelles bénéfiques pour la santé humaine
[46]. Les effets observés sur les maladies, notamment les maladies
cardiovasculaires, le diabéte et autres, peuvent étre le résultat de la combinaison
synergique de ses composés bioactifs, tels que des phytostérols, des isoflavones,
des saponines et des alcaloides [47, 29]. De nombreuses études ont montré que
ces composes ont des propriétés antimicrobiennes, des effets hypotenseurs, une
capacité a réduire le cholestérol, des activités anti-thrombotiques et anti-
oxydantes, une aptitude & ameliorer l'absorption/biodisponibilité des minéraux, des

effets cyto- ou immun-modulateurs et des activités opioides [48, 49, 50, 51].

Tableau 1.1 : Valeur nutritive du pois (par 100g*) [29].

Elément Quantité  Unité
Energie 118  kcal
Macromolécules

Protéines 8,34 ¢
Lipides 039 g
Glucides 2110 g
Fibres alimentaires 83 ¢
Minéraux

Calcium 14 mg
Fer 129 mg
Magnésium 36 mg
Phosphore 99 mg
Potassium 362 mg
Vitamines

Vitamine C 04 mg
Vitamine B6 0,048 mg
Vitamine E 0,03 mg
Vitamine K 50 Mg

*Valeurs basées sur les parties comestibles de graines mdres, cuites, bouillies sans sel.

Les gousses de pois peuvent étre aussi valorisées pour la production de
I'éthanol et de bio-charbon, la récupération de polysaccharides et d'hydrates de
carbone, en plus de leur utilisation comme source de fibres alimentaires [52, 53,
54]. Elles sont constituées de plus de 50% de fibres, 28,2% de glucides, 14,2% de
protéines, 4,5% de lipides et 4,5% de cendres qui se composent principalement
de K, Mg, Ca, Na, Fe, Zn et Cu [55].
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1.1.6. Production du pois

1.1.6.1. Dans le monde

Le pois est la 5°™ Iégumineuse la plus cultivée dans le monde aprés le soja,
le haricot, I'arachide et le pois chiche. Il est cultivé commercialement dans plus de
100 pays. La production des pois secs se concentre au Canada, en Russie, et en
Chine, qui produisent plus de la moitié de la production mondiale. La production
au Canada a augmenté considérablement au cours des 20 dernieres années, de
moins de 2,26 millions de tonnes au début des années 1999 a environ 3,58

millions de tonnes en 2018 [5].

La production des pois secs dans le monde a atteint un pic de 16,6 millions de
tonnes en 1990. Depuis, la production mondiale a chuté pour atteindre 13,5
millions de tonnes lI'an 2018. A I'échelle continentale, I'Europe est classée en
premier lieu en assurant plus de 38% de la production mondiale, suivie par les
deux Amériques (33,6%), I'Asie (20,5%), puis I'Afrique (4,6%) et 'Océanie (2,5%).
Au niveau africain, et en terme de production de pois sec, I'Ethiopie occupe la
premiéere place suivie par la Tanzanie, le Maroc, la Madagascar, le Rwanda et
I'Algérie [5].

1.1.6.2. En Algérie

En Algérie, le pois est la légumineuse la plus cultivée. En 2018, le pois frais a
occupé une superficie de 35 897 ha, tandis que le pois sec s’est étendu sur
10 383 ha. La production de pois frais a connu une augmentation notable pendant
cette derniére décennie, permettant a I'Algérie d’occuper la 6°™ position a
I'échelle mondiale aprés la Chine, I'inde, la France, les Etats-Unis et I'Egypte,

avec une production de 186 203 tonnes [5].

La culture du pois existe depuis longtemps en Algérie, signalée avant 1830
dans les jardins et les champs en Kabylie [56]. Cette culture a suscité un intérét
particulier auprés des services agricoles pour augmenter les superficies et
améliorer les niveaux productifs en quantité et en qualité. Plusieurs variétés de
pois frais sont utilisées par les agriculteurs algériens a savoir : la Douce de
Provence, 'Expresse a longue cosse, le Petit Provencal, la Merveille de Kelvedon

et 'Onward. Toutes ces variétés sont introduites dont les cultivars d’origine locale
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restent ignorés et non sollicités [57, 58]. Selon les données du ministere de
I'agriculture algérienne de I'an 2015, les pois sont beaucoup plus répandus a
'ouest du pays dans les wilayas de Tlemcen, Relizene, Mostaganem, Mascara,
Ain Témouchent, Sidi Bel Abbés et Chlef [59].

1.1.7. Facteurs limitant la production

Les rendements potentiels de la majorité des productions agricoles sont

généralement réduits & cause des contraintes environnementales et biotiques.

1.1.7.1. Stress abiotiques

Le froid, la sécheresse et la salinité sont les stress environnementaux les plus
importants pouvant affecter la production du pois. La plupart des cultivars de pois
sont trés susceptibles au froid et particulierement les lignées caractérisées par des

entre-nceuds longs, d’une grande surface foliaire et des graines ridées [42].

La sécheresse et le deuxiéme stress abiotique le plus important pour le pois.
En outre, une élévation transitoire ou prolongée de la température au-dela d'un
seuil défini entraine une série de réponses morphologiques, physiologiques,
biochimiques et moléculaires modifiées, conduisant a un retard de croissance des
plantes et a une perte de rendement [60, 61]. L’aridité et les températures élevées
apparaissent ensemble dans plusieurs régions de production de Iégumineuses,
pouvant interagir pour réduire les rendements [9]. De plus, la sécheresse peut
arréter la fixation de l'azote et diminuer la production de biomasse [42].

Le changement climatique est considéré comme l'une des principales
menaces pesant sur les productions agricoles dans le monde et ses implications
pour la sécurité alimentaire atteignent des niveaux alarmants. L’interaction entre
les températures élevées, les changements de la distribution des précipitations et
la frequence et l'intensité des événements météorologiques extrémes devrait avoir
un impact sur les rendements agricoles [62, 63]. Dans une étude de définition
d'idéotypes pour adapter le pois au changement climatique, il a été souligné que le
changement climatique devrait diminuer la productivité des cultivars de pois
actuels et qu'une augmentation de l'irrigation (pour faire face a la distribution des
précipitations moins favorable attendue) n'éviterait pas les pertes de rendement
[63].
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La salinité est aussi un stress défavorable a la culture du pois, causant des
pertes variant entre 74 et 100% [64, 65]. Des niveaux critiques du sel ont été
établis et des procédures de dépistage sont élaborées pour identifier les
déterminants génétiques de tolérance au sel chez le pois. La fixation de l'azote
symbiotique est notamment sensible a la salinité élevée [66]. En outre, la
présence de métaux lourds peut étre nuisible sur les cultures de pois. Il a été
démontré que I'accumulation de cadmium dans les feuilles a des effets inhibiteurs

sur la photosynthese et la croissance des plants de pois [67].

1.1.7.2. Stress biotiques

a. Ravageurs et parasites

Les insectes comme les pucerons, les thrips et le charancon sont les
principaux ravageurs qui peuvent endommager le pois cultivé ainsi que ses
graines [68]. Le ravageur le plus dommageable du pois fourrager est le charancon
du pois (Bruchus pisorum) ; ses larves réduisent le rendement et la qualité de la
semence en s’alimentant sur les graines en développement. L'incorporation de la
résistance au charangon du pois a partir des espéces sauvages de P. fulvum dans

le pois semble encourageante [69].

Orobanche crenata, plante parasite non chlorophylienne des racines
d'angiospermes qui dépend totalement de son héte pour son approvisionnement
en éléments nutritifs, constitue une contrainte importante pour la production de
pois d'hiver dans les pays asiatigues et méditerranéens [70]. Le pois est
également affecté par un certain nombre de nématodes tels que Pratylenchus

spp., Meloidogyne spp. et Heterodera goettingiana [9].

b. Principales maladies bactériennes et virales

Les bactérioses les plus redoutables du pois sont la brulure bactérienne
causeée par Pseudomonas syringae pv. pisi, qui provogue des pertes économiques
significatives particuliéerement pendant le printemps et I'été, et la maladie des

taches brunes causée par Pseudomonas syringae pv. syringae [42].

Les maladies virales sont dommageables dans la plupart des régions du

monde ou les pois sont cultivés. Il y a plus de 50 virus connus pouvant infecter le
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pois [11, 68]. Le plus important parmi eux est le virus de la mosaique du pois
(PSbMV : Pea Seed borne Mosaic Virus) qui s’est disséminé dans le monde entier
par les graines infectées. La maladie est également transmise par les pucerons
[11, 42, 71]. Le pois peut également étre affecté par d'autres virus, tels que le
virus de I'enroulement des feuilles du haricot (BLRV : Bean Leaf Roll Virus), le
virus de la mosaique et d'énation du pois (PEMV : Pea Enation Mosaic Virus)
appelé également le virus 1, la mosaique du pois provoquée par le virus 2 du
haricot (BV2: Bean Virus 2), le virus de la mosaique commune du pois
(PCMV :Pea Commun Mosaic Virus) et le virus de brunissement précoce du pois
(PEBV : Pea Early Browning Virus) [42].

c. Principales maladies fongiques

Les variations en rendement du pois sont souvent associées aux attaques
fongiques. Les maladies a craindre sur les récoltes sont surtout celles qui se
manifestent par des attaques foliaires et racinaires. L’anthracnose du pois
fourrager est un complexe de trois especes fongiques: Ascochyta pisi,
Mycosphaerella pinodes, la forme parfaite d'A. pinodes, et Phoma medicaginis
var. pinodella. Ces especes sont répandues partout ou les pois sont cultivés et

sont en particulier dommageables dans les zones douces et humides [68].

L’oidium du pois causé par Erysiphe pisi, est une maladie foliaire trés
répandue dans le monde [72]. Elle peut causer des dégats graves si elle se
développe t6t dans la saison, avant la floraison. Elle est plus importante dans les
régions subtropicales et dans les régions tempérées [11]. La résistance a I'oidium

est exprimée par un géne récessif (erl) [73, 74].

La rouille du pois est causée par Uromyces viciae-fabae et U. pisi. U. viciae-
fabae est l'agent principal de la maladie dans les régions tropicales et
subtropicales, telles que l'Inde et la Chine [75]. Plusieurs autres maladies
fongiques peuvent aussi affecter la partie aérienne du pois comme la pourriture
blanche causée par Sclerotinia spp., la pourriture grise causée par Botrytis spp., la

septoriose et 'alternariose [68, 75].

Les maladies telluriques sont considérées comme un facteur principal limitant

l'augmentation et la stabilisation des rendements du pois [13]. Parmi ces maladies,
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selon leur gravité, nous citons la pourriture racinaire causée par Fusarium solani f.
sp. pisi et la fusariose vasculaire causée par F. oxysporum f. sp. pisi (Fop). La
fusariose vasculaire provoquée par Fop a été rapporté dans tous les pays ou les
pois sont cultivés et peut étre particulierement grave lorsque des rotations courtes

des cultures sont pratiquées [76].

1.2. La fusariose vasculaire du pois

1.2.1. Généralités sur Fusarium oxysporum

Le genre Fusarium a été décrit par LINK en 1809 pour des champignons ayant
des conidies sous forme de canot ou de banane [77]. La base de données
Fusarium-ID énumere 78 espéces distinctes de Fusarium basées sur le
séquencage du géne codant le facteur 1 alpha (EF-la) de la traduction et de

I'élongation [78].

L’une des espeéces les plus importantes est Fusarium oxysporum qui renferme
des types pathogénes et non pathogenes [79]. F. oxysporum est d'origine
tellurigue cosmopolite, présentant une trés grande diversité génétique et
écologique. Cette espece est également classée cinquieme sur une liste, basée
sur I'importance scientifique et économique, des 10 principaux agents pathogénes
fongiques [80, 81]. Elle renferme plus d’'une centaine de formes spéciales et races
spécifiques aux plantes hoétes qui sont en majorité d’intérét horticole, maraicher ou
agronomique. F. oxysporum inclut également des populations non pathogénes

pour lesquelles aucune plante héte n’a été identifiée [82, 83].

Les especes phytopathogenes de F. oxysporum causent des maladies
importantes sur les cultures, en induisant spécialement la fusariose vasculaire
[84]. Ce type de trachéomycose affecte plusieurs plantes pérennes et annuelles,
aussi bien dans les zones tempérées que dans les zones tropicales [85]. Le haut
niveau de spécificité parasitaire des souches pathogénes de F. oxysporum a
conduit a la détermination de nombreuses formes spéciales (formae specialis, f.
sp.), permettant de différencier des morphotypes similaires [86]. Chaque forme
spéciale peut étre divisée en races physiologiques dont chacune est considérée
comme un pathotype distinctif en interaction avec des variétés différentielles chez

la méme espece végeétale [87, 88].
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F. oxysporum se distingue des autres espéeces de Fusarium par la production
abondante de microconidies, rassemblées en fausse téte a partir de
monophialides courtes. Seule la reproduction asexuée est connue chez cette
espéce, donc positionnée taxonomiquement au sein des Deutéromycéetes [89].
Ainsi, F. oxysporum est un Deutéromyceéte tellurique de la sous classe des
Hyphomycetes et de la famille des Tuberculariacées [90, 91, 92]. Historiguement,
F. oxysporum est décrit par son phénotype asexué en l'absence de formes
sexuées, méme si plusieurs études ont montré la présence éventuelle d'un cycle

sexué dissimulé [93, 94].

1.2.2. Caractéristigues morphologiques

F. oxysporum est une espéce anamorphe caractérisée par des critéeres
morphologiques comprenant la forme des macroconidies, la structure des
microconidiophores et la formation et la disposition des chlamydospores. La taille
du génome de ce champignon est estimée entre 18,1 et 51,5 Mb, avec un nombre
de chromosomes variant de 7 a 14, incluant les plasmides mitochondriaux

linéaires [95].

La taxonomie morphologique des espéces du genre Fusarium est basée
principalement sur la structure et l'abondance des formes de reproduction
asexuée (chlamydospores, phialides, microconidies et macroconidies) et sur des
caractéristiques culturales (texture de colonie, couleur et arome de la culture) [77].
Ainsi, F. oxysporum se caractérise par des microconidies non-cloisonnées
formées dans des monophialides courts, des macroconidies a 3 cloisons formées
a partir des monophialides sur des conidiophores embranchés dans des
sporodochia, et des chlamydospores a paroi lisse ou rugueuse formées

séparément ou en paires (Figure 1.2) [77].
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C D

Figure 1.2 : Caractéristiques morphologiques de F. oxysporum [77].
(A) Microconidies; (B) macroconidies; (C) microconidies germées sur des monophialides; et (D)

chlamydospore.

1.2.3. Processus d’infection

1.2.3.1. Pénétration

F. oxysporum peut survivre dans le sol pendant de longues périodes sous
forme de chlamydospores, rendant son élimination dans le sol quasi impossible
[88]. Les chlamydospores dormantes présentes dans le sol germent sous des
conditions favorables et infectent les plantes a travers leurs racines [96]. Aprés la
germination, un thalle se forme a partir duquel des conidies peuvent se
développer dans 6 a 7 heures, ainsi que des chlamydospores dans 2 a 3 jours

(Figure 1.3) [97].

Initialement, I'nyphe s'attache sur la surface de la racine et se développe le
long des jonctions des cellules épidermiques pour former un réseau dense
mélangé avec les poils absorbants de la racine. Aprés la colonisation extérieure,
le champignon pénétre directement par les cellules épidermiques. Bien que la
pénétration se produit principalement aux extrémités des racines, des pénétrations
a des positions aléatoires, le long des poils absorbants, aussi bien que dans les
zones méristematiques des racines primaires et latérales ont été rapportées.

Cependant, aucune structure spécialisée de pénétration n’a été observée [96].
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Figure 1.3 : Cycle infectieux de F. oxysporum [88].

1.2.3.2. Colonisation

Aprés pénétration, le champignon continue a se développer entre et dans les
cellules a travers le tissu de cortex jusqu'a ce qu'il atteigne les vaisseaux du
xyleme ou sa pénétration se produit & travers des creux et d’autres espaces
cellulaires pour se confiner dans les vaisseaux du xyleme. A ce stade, le
champignon initiera sa prolifération en s’infiltrant avec le flux de la seve pour
migrer vers la partie supérieure de la plante [96]. Les symptdmes caractéristiques
de la fusariose vasculaire apparaissent suite au fort stress hydrique provoqué par

la prolifération fongique, combinée avec des réactions de défense de I'héte [88].
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1.2.3.3. Conservation

Aux stades avancés de linfection, quand la plante se flétrit et meurt, le
champignon passe du mode biotrophe au mode nécrotrophe, en envahissant le
parenchyme de I'héte et en sporulant d’'une fagcon abondante (production de
grandes quantités de conidies et de chlamydospores) [96]. Le pathogene survit
sur les débris des plantes infectées dans le sol sous forme de mycélium et autres
formes sporales, mais le plus souvent sous forme de chlamydospores dans les

régions tempérées plus fraiches [88].

1.2.4. Mécanismes parasitaires

1.2.4.1 Les enzymes de dégradation de la paroi cellulaire

Quand ils envahissent les plantes, les champignons phytopathogénes doivent
traverser des barrieres physiques telles que la paroi cellulaire de la plante,
essentiellement composée de polysaccharides et de pectine. Chez F. oxysporum,
et en raison de I'absence de structures spécialisées, telles que les appressoriums,
sa pénétration est liée a la sécrétion des enzymes de dégradation de la paroi
végétale (CWDEs : Cell Wall Degrading Enzymes). Plusieurs enzymes, comme
les exo- et les endo-polygalacturonases, I'endo-xylanase et la pectate-lyase ont
été purifiées, caractérisées et clonées chez des isolats phytopathogenes de F.

oxysporum [96].

1.2.4.2. Production de toxines

bY

Fusarium spp. sont connus par leurs aptitudes a produire des métabolites
secondaires toxiques pour les plantes : les phytotoxines. L’'acide fusarique, un
composé d’une toxicité modérée pour les plantes, a été l'un des premiers
métabolites fongiques impliqués dans la pathogénese [98]. Cette toxine non
spécifique est produite par plusieurs especes de Fusarium [99]. A de fortes
concentrations, il induit plusieurs réactions physiologiques dans la cellule
végétale, telles que la perturbation de la croissance cellulaire, de [activité
mitochondriale et de la perméabilité de la membrane plasmique. A de faibles
concentrations, il peut déclencher les réactions de défense de la plante et la mort

cellulaire programmée [100].
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Bien que la relation entre I'acide fusarique et la pathogénése est discutable, il
a eté décrit comme le facteur responsable de la pathogénicité de la race 2 de Fop
[101]. Outre l'acide fusarique, les isolats de F. oxysporum peuvent aussi produire
d’autres toxines telles que la beauvericine, I'enniantine B, la bikaverine, la
moniliformine, la fumonisine et les trichothécenes qui peuvent aussi contribuer

dans le processus de pathogénicité [102].

1.2.4.3. Autres mécanismes

La détoxication enzymatique des phytoalexines, les voies de signalisation par
les protéines kinases (MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinases) et les protéines
G, le fonctionnement des peroxysomes, les facteurs multiples de transcription et
les protéines effectrices sont des mécanismes qui sont impliqués dans le

processus d'infection des plantes par F. oxysporum [85, 103].

Le gene Fmkl codant pour une MAPK et sa cible principale le facteur de
transcription Stel2 ont été isolés chez F. oxysporum. La signalisation par les
MAPK est impliquée dans I'adhésion des spores a la surface des racines, le
développement de I'hyphe de pénétration, la croissance invasive et la production

de la pectate lyase [104, 105].

1.2.5. Races de Fusarium oxysporum f.sp. pisi

La fusariose vasculaire du pois a été décrite la premiéere fois et distinguée de
la pourriture racinaire par JONES et LINFORD qui l'ont appelée « la maladie du
flétrissement méconnu». A ce moment, la maladie a été signalée a Wisconsin aux
Etats-Unis, ou elle a causé des pertes économiques plus importantes que celles
rapportées pour la pourriture racinaire [106]. L'agent causal a été appelé F.

othoceras var. pisi [107].

Le pathogéne a été dénommeé plus tard race 1 de F. oxysporum f. sp. pisi en
1935 [108]. En 1933, SNYDER a décrit une autre race de F. oxysporum capable
de causer le flétrissement chez des variétés résistantes a la race 1, et qui a été
dénommé race 2 [109]. Cette nouvelle race apparait plus tard dans la période de
végétation, souvent seulement durant le développement des gousses [110]. Les
races 3 et 4 ont été ensuite décrites aux Pays Bas et au Canada, respectivement
[13]. Cependant, ces deux races ont ensuite été regroupées dans la race 2 étant
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des formes dérivées plus virulentes de la race 2. En 1970, la race 5 a été décrite
au nord-ouest de Washington (Etats Unis), ou tous les cultivars commerciaux

connus résistants aux races 1 et 2, étaient attaqués [111].

En 1979, une nouvelle race de Fop a été décrite a 'ouest de Washington, qui
était pathogene sur des cultivars et des lignées améliorées résistants aux races 1,
2 et 5, et dénommée la race 6 [112]. Quatre races de Fop sont identifiées, les
races 1 et 2 décrites dans le monde entier, alors que les races 5 et 6 sont
seulement importantes a I'ouest de Washington [14]. Depuis, pas de nouveautés

sur I'évolution et le développement des races de ce pathogene.

1.2.6. Symptomes de la maladie

Les symptdmes dus aux races 1, 5 et 6 provoquent I'enroulement des feuilles
et des stipules vers le bas, I'épaississement de I'entre-nceud basal, le
jaunissement et les nécroses des feuilles et les tiges deviennent plus fragiles
(Figure 1.4A) [113]. Bien que le systeme racinaire apparaisse normal, le tissu
vasculaire de la racine et de la tige peut devenir jaune a orange. Cette
décoloration s’étend souvent a la tige supérieure (Figure 1.4B). Durant le
développement de la maladie, le jaunissement progresse des feuilles inférieures
vers l'apex de la tige. La fusariose se développe rapidement entrainant la mort des
plantes [114].

Les symptomes de la race 2, sur les plantes individuelles, sont semblables
aux symptomes d'autres races de Fop. En plein champ, les apparences sont
occasionnelles, sauf si la densité de I'inoculum est trés élevée. Habituellement, en
croissance avancée et a la floraison, les symptémes deviennent plus apparents.
Dans le cas de la race 2, la décoration est plus intense allant de I'orange au rouge
fonceé [11].
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Figure 1.4 : Symptédmes de la fusariose vasculaire du pois [114, 115].

(A) Jaunissemnt et flétrissement des feuilles, (B) décoloration des tissus vasculaires infectés (Ino)

par rapport au tissus non infectés (Con).

1.2.7. Epidémiologie

Fop peut survivre dans le sol pendant plus de 10 ans en absence de son héte
sous forme de chlamydospores a paroi épaisse. La survie est liée a I'association
du champignon avec les racines des plantes non-hétes. Le champignon est
également capable d'infecter les graines. De plus, F. oxysporum peut étre
transporté par les outils agricoles et les débris végétaux et dispersé par le vent ou
par les eaux d’irrigation. Aprés sa nouvelle installation, souvent une période de
latence, allant jusqu’a quelques années, précede le déclenchement des cycles
infectieux et épidémiques [11]. Une température du sol de 21 a 25 °C est
généralement plus favorable pour que Fop puisse initier son cycle infectieux, bien
que la race 5 peut infecter les plantes hotes en basses températures [11, 116].

1.2.8. Méthodes de lutte contre la maladie

Le contréle des agents phytopathogénes est principalement basé sur trois
stratégies : les pratiques culturales, I'application des produits agrochimiques et

l'utilisation des variétés résistantes [117].
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1.2.8.1. Lutte culturale

La rotation des cultures est la meilleure conduite culturale qui peut contribuer
a la réduction des dégats causeés par les phytopathogéenes fongiques. Cependant,
'effet reste mineur dans la résolution des problémes de pois causés par la
fusariose vasculaire, non seulement parce que les chlamydospores de Fop
survivent trés longtemps dans le sol, mais aussi parce que linoculum peut se

multiplier sur les racines des hoétes porteurs asymptomatiques [118].

La solarisation peut détruire relativement les pathogénes telluriques mais
aussi augmente la disponibilité du microbiote bénéfique du sol [119]. De plus, les
agents pathogenes du sol peuvent étre également contrdlés par I'élimination des
résidus végétaux de la culture affectée par la fusariose, ce qui empéche la
formation de chlamydospores et limite la gravité de la maladie sur la culture
suivante [120].

1.2.8.2. Lutte chimigue

Les sols infestés par F. oxysporum peuvent étre traités en diminuant
I'inoculum initial pour réduire son potentiel infectieux. La fumigation du sol avec un
fongicide a large spectre peut assurer un contréle préventif relatif, bien que la
recolonisation du sol par Fop se déroule tres rapidement [118]. Cette technique
reste couteuse, voire impossible, en cas d'application en plein champ. De plus, en
raison de l'impact négatif des produits chimiques sur les organismes non cibles,
I'environnement et la santé, la gamme et le taux des fongicides utilisés ont été

progressivement limités, dont certains d'entre eux ont été éliminés [121].

Les composés agrochimiques sont variés, mais leur efficacité reste
relativement trés limitée en raison des attaques tellurigues et les migrations
vasculaires. Un mélange de bénomyl et de thirame utilisé pour le traitement des
semences a été prouvé efficace. L'ajout de minéraux dans le sol comme le bore
(Bo), le zinc (Zn), le manganése (Mn) et le bromure de méthyle (CH3Br) peut

diminuer la gravité des fusarioses vasculaires [122].
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1.2.8.3. Lutte biologique

Durant ces dernieres années, le contrble biologique de la fusariose vasculaire
a montré des résultats encourageants. Le biocontréle consiste a utiliser des
champignons antagonistes tels les souches non pathogenes de F. oxysporum, de
Trichoderma spp. et de Gliocladium spp., et des bactéries telles que

Pseudomonas fluorescens et Burkholderia cepacia [123, 124, 125, 126, 127].

Bien que les bioproduits soient généralement des outils importants pour une
gestion plus durable des maladies et représentent des alternatives ou
compléments précieux aux pesticides classiques, ils ne représentent en pratique
gu'une proportion relativement faible, moins de 10% du marché mondial des

produits phytosanitaires [128].

1.2.8.4. Lutte génétique

L'utilisation des variétés résistantes du pois a été considérée comme la
principale mesure pratique et économique pour contrdler la maladie en plein
champ. La résistance aux quatre races de Fop est contr6lée par des géenes
dominants et héréditaires. La résistance a la race 1 est contrdlée par un seul gene
dominant (Fw) qui est intégré dans la plupart des variétés cultivées [129]. La
résistance a la race 2 est aussi conférée par un géne dominant Fwn, bien qu’il a
été démontré que plusieurs genes peuvent étre impliqués [11, 14]. La résistance a
la race 5 est contrdlée par le gene dominant Fwf localisé sur le groupe de liaison Il
prés du marqueur RAPD “U693a” [130, 131].

La résistance génétique des plantes est une alternative clé pour lutter contre
les maladies et les ravageurs des cultures. Cependant, les agents pathogenes
s'adaptent fréquemment a la résistance génétique et la surmontent, en particulier
lorsqu'elle est déterminée par des genes majeurs. Ainsi, la résistance quantitative
a gagné un intérét ces derniéres années pour relever le défi majeur de la durabilité

de la résistance génétique [132].

1.3. Résistance des plantes face aux maladies parasitaires

Les attaques des d'agents phytopathogenes déclenche des réponses

défensives chez la plante. Il s'agit de réactions cellulaires complexes et
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multiformes, impliguant des événements histologiques, physiologiques,
biochimigques et moléculaires, qui agissent individuellement ou ensemble pour
limiter la propagation du pathogene et la manifestation de la maladie. La réponse
des plantes aux premiers stades de l'infection fongique implique la mort cellulaire,
la production de métabolites secondaires antimicrobiens, des molécules de
signalisation, y compris les phytohormones et les espéces réactives de l'oxygene
(ROS : Reactive Oxygen Species), avec des dépodts de callose et modification de

la paroi cellulaire (Figure 1.5) [133].
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Figure 1.5 : Vue globale de I'interaction plante-pathogéne [134].
(PAMP) motif moléculaire associé au pathogene, (MAMP) motif moléculaire associé au
microorganisme, (NB-LRR) liaison nucléotidique-répétition extracellulaire riche en leucine, (JA)

acide jasmonique et (TF) facteurs de transcription.
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Les plantes utilisent ce type de réponses aux différents agents pathogeénes,
néanmoins I'ampleur et la vitesse de production des différents composés associés
varient selon les interactions spécifiques hote-pathogene, dont certaines réponses

peuvent contribuer dans le processus de la résistance [135].

1.3.1. Résistance quantitative

1.3.1.1. Résistance incompléte versus résistance complete

Historiquement, la résistance a été différenciée en deux grandes catégories: la
résistance incomplete fournie par les génes de résistance quantitative et la

résistance compléte contrdlée par les protéines de résistance (R) [136, 137].

Les génes conférant une résistance dominante, envers les pathogénes,
codent pour des protéines impliquées dans la reconnaissance spécifiqgue de la
race du pathogéne. La relation géne pour gene s’accorde a une forte résistance
codée par les genes R, envers les pathogenes exprimant des génes d’avirulence
(avr) correspondants [138]. Les génes R codent pour des protéines riches en
leucine (LRR: Leucine-Rich-Repeat) menées d'un site de perception du
pathogene [139]. Le signal reconnu par une protéine R peut assumer diverses
formes, telles que des protéines effectrices, des activités enzymatiques de ces
protéines ou des métabolites polyketides [138, 140]. En contraste avec la forte
résistance codée par un seul géne R, la résistance de I'h6te souvent oligo- ou
polygénique, rapportée a une résistance horizontale ou quantitative, est identifiée

par des locus multiples a traits quantitatifs (QTL : Quantitative Trait Loci) [141].

La résistance quantitative peut se référer a un niveau incomplet ou partiel du
phénotype de résistance. Elle peut également se référer a une distribution
continue entre phénotypes résistants et sensibles dans une descendance,
résultant le plus souvent de la ségrégation d'alleles avec des effets variables a
plusieurs locus. En revanche, la résistance qualitative fait référence a un niveau
de résistance complet ou élevé, ou a une ségrégation bimodale des phénotypes
dans une descendance, classant les individus en deux catégories distinctes:

résistants et sensibles [132].
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1.3.1.2. Phénotype de la résistance guantitative

La résistance quantitative se référe a une résistance conduisant a une
réduction de la maladie, mais pas a son absence totale [136, 142, 143]. En tant
que caractere quantitatif, ce type de résistance est controlé par plusieurs genes
pouvant interagir avec l'environnement et les uns avec les autres. Il a été montré
que les effets cumulatifs de nombreux locus peuvent entrainer des niveaux élevés
de résistance [144, 145]. De ce fait, la résistance quantitative désigne toute
résistance incompléte d’un génotype végétal face a un agent pathogene [146].
Cette résistance peut étre aussi appelée résistance partielle ou horizontale [147,
148].

Phénotypiqguement, la résistance quantitative présente une distribution
continue des caracteres qui ne correspondent pas aux ratios mendéliens de
ségrégation. Ceci s’oppose au caractére qualitatif, dans lequel la variation est

généralement due a des différences au niveau d’un locus [136, 142].

La résistance inductible chez les plantes contre les agents phytopathogenes
est un processus en trois étapes: (1) la reconnaissance d'un organisme
potentiellement hostile; (2) la transduction du signal pour transmettre des
informations sur une éventuelle attaque et (3) les réponses de défense pour que la
plante hdte minimise les dommages causés par le pathogene [149]. De plus, la
résistance spécifique peut impliguer des défenses préformées telles que des
barriéeres structurelles et des métabolites secondaires [150, 151, 152].
L'augmentation de la vitesse, de la force ou de I'efficacité de I'un de ces éléments
de défense contribue a la résistance qui peut étre durable si les agents

pathogenes sont incapables de s'y adapter facilement [153].

Chez le pois, la résistance génétique partielle, associée aux mécanismes de la
résistance quantitative, a été décrite pour plusieurs parasites et agents
phytopathogénes, tels que Pseudomonas syringae pv. pisi [154], Uromyces pisi

[155], Orobanche crenata [156] et Fusarium oxysporum [20].

1.3.1.3. Génomique de la résistance quantitative

Plusieurs genes contrdlent généralement la résistance quantitative et sont

associés a des régions génomiques ou QTL qui contribuent, chacun avec un effet
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variable, au phénotype de résistance a un pathogéne donné. La résistance
quantitative confére souvent un niveau partiel de résistance a la plante, ne
permettant pas le contréle absolu de l'infection, mais réduit la multiplication des
pathogenes et limite leur pouvoir de colonisation, ainsi que la gravité des
symptomes. Cependant, une combinaison de résistance QTL aux effets puissants
peut conduire a une résistance totale dans certains cas [157].

Les QTL de résistance peuvent étre spécifigues ou non spécifiques a une
espéce pathogene. Certains QTL peuvent conférer une résistance a plusieurs
agents pathogenes [158, 159]. En effet, ces génes codent pour des protéines
ayant un réle dans la reconnaissance des pathogenes, la transduction du signal,
la défense et le métabolisme de I'hdte. Des genes, des protéines et des
métabolites régulés par une résistance quantitative en réponse a une infection
pathogene ont également été identifiés. Des protéines et des métabolites liés a la
résistance impliqués dans les activités antimicrobiennes, de dégradation des
toxines et de renforcement de la paroi cellulaire ont été identifiés chez plusieurs

especes veégétales [132, 160].

La résistance quantitative est généralement plus durable que la résistance
qualitative, vu que les souches pathogénes virulentes surmontent rapidement les
génes R [161, 162]. Cette durabilité accrue de la résistance quantitative pourrait

étre due a différents parametres [163, 164]:

- l'effet de résistance partielle exercant une faible pression de sélection sur
les populations pathogénes ;

- une combinaison de pressions de sélection contradictoires sur I'évolution
des pathogenes ;

- une faible probabilité de mutations pathogénes multiples nécessaires pour
surmonter plusieurs QTL ;

- une combinaison de différents mécanismes associés a la résistance qui,
ensemble, sont plus difficiles a surmonter ;

- une combinaison de mécanismes de résistance agissant successivement a
différents stades du cycle biologique du pathogéne ou tout au long du
développement de la plante.
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Néanmoins, des études évolutives expérimentales menées en passant
successivement un pathogéne sur des plantes porteuses de résistance
quantitative, suggerent que les champignons et les virus peuvent encore éroder ce
type de résistance [165, 166, 167]. En effet, la dégradation ou I'érosion de la
résistance quantitative ou de la résistance QTL par des souches pathogénes a été
observée également dans des conditions naturelles. Les études de ces systémes
ont permis de mieux comprendre les processus d'adaptation des agents
pathogenes impliqués [168, 169, 170, 171, 172].

1.3.1.4. Avantages de la résistance quantitative

Vu que plusieurs génes contrdlent ce type de résistance, la pression évolutive
sur les agents pathogénes est considérablement diminuée. La résistance
quantitative peut donc étre une bonne source de résistance durable, une
résistance qui reste efficace pendant une longue période. En effet, plusieurs
genes contrblant cette résistance sont utilisés dans les programmes d’amélioration
sans enregistrer une augmentation de virulence des agents pathogénes [173,
174].

En outre, la résistance quantitative est plus efficace contre les phypathogénes
nécrotrophes que la résistance qualitative. Cette derniére entraine frequemment
une mort cellulaire connue sous le nom de réaction d’hypersensibilit¢é (HR :
Hypersensitive Response). La HR limite la croissance et la colonisation des
agents pathogénes biotrophes et conduit généralement & une résistance totale
contre ces agents. Cependant, des pathogénes nécrotrophes, qui se nourrissent
de tissus morts, exploitent cette mort cellulaire pour augmenter leur propre
virulence. Contrairement a la résistance qualitative, la résistance quantitative
constitue un moyen efficace de contrdle des pathogénes biotrophes et

nécrotrophes [175].

De nombreux locus impliqués dans la résistance quantitative sont efficaces
contre plusieurs races d'un pathogene donné, offrant une résistance a large
spectre, ou sont efficaces contre plusieurs pathogénes [173]. De plus, la
résistance quantitative est efficace face a plusieurs groupes de microorganismes

(bactéries, champignons, virus et nématodes) et face aux agents pathogénes qui
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infectent différentes parties a différents stades de développement de la plante
[136].

1.3.2. Mécanismes de résistance chez les plantes

1.3.2.1. Les espéces réactives de 'oxygeéne (ROS)

Les cellules végétales produisent des especes toxiques d’oxygene réactif
(ROS), comme sous-produits de leur métabolisme primaire, tels que le peroxyde
d'hydrogéne (H,0,), I'oxygéne singulet (*O,), I'anion superoxyde (O,) et le radical
hydroxyle (OH). Les ROS peuvent agir en amont et/ou en aval selon diverses
cascades de signalisation. Le niveau de leur accumulation détermine leur réle
dans la cellule car elles pourraient agir comme des molécules importantes de
transduction du signal (a de faibles niveaux) ou comme des molécules toxiques (a
des niveaux €élevés) avec un fort pouvoir oxydant [176, 177]. La production d'O;" et
de H,O, est connue pour étre impliquée dans les mécanismes de défense des
plantes, ainsi que dans les processus de leur croissance et développement et

dans la réponse au stress abiotiques [178, 179].

Une des premiéres réactions de défense de la plante a une attaque parasitaire
est le «burst oxydatif», qui génére une production localisée et transitoire de ROS,
qui semble étre une caractéristique commune de la réponse chez les plantes
[180]. La production des ROS a été signalée chez plusieurs interactions des

plantes avec des bactéries avirulentes, des champignons et des virus [181].

Les ROS peuvent agir comme des molécules antimicrobiennes, des agents
réticulant la paroi végétale pour bloquer la pénétration des agents pathogéenes et
comme des messagers secondaires locaux et systémiques pour déclencher des
réponses immunitaires supplémentaires, telles que I'expression des genes ou la
fermeture des stomates [182, 183, 184].

L'excés de production des ROS dans la cellule végétale entraine des
dommages oxydatifs, favorisant ainsi la peroxydation des lipides et
endommageant les macromolécules telles que les pigments, les protéines, les
acides nucléiques et les lipides [181]. Pour maintenir I'équilibre redox des cellules
lors d’'un stress, les plantes impliquent des antioxydants, tels que l'ascorbate, le

glutathion, les composés phénoliques et les enzymes piégeant les ROS (la
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superoxide dismutase et la catalse) [185, 186, 187]. Chez des cultivars de pois
résistants a I'oidium, une activité importante de la superoxide dismutase et de la

catalse, a été enregistrée [188].

1.3.2.2. Les barrieres structurelles

Aux stades pré-vasculaires et vasculaires de l'infection, les plantes répondent
a l'invasion fongique par l'activation des mécanismes de défense qui incluent la
production du dépbt de callose, I'accumulation des composés phénoliques et la
formation de tyloses (excroissances des cellules parenchymateuses du xyléme)
[189].

Le premier moyen de défense de la plante contre de nombreux pathogenes
est présenté par le réseau de macromolécules de la paroi cellulaire de I'héte. Si
cette barriere est surmontée, la cellule tente de limiter la propagation de l'infection
par plusieurs moyens. La réponse la plus commune est la formation d'appositions
de la paroi cellulaire qui a été montrée pour étre rapidement induite apres le début
de la pénétration des champignons, parfois apres quelques heures seulement.
Ces appositions, appelées papilles, comprennent une matrice de callose

incorporée avec la cellulose, la subérine, le calcium et le silicium [190].

Dans un premier stade d'hydrolyse de la paroi cellulaire, des mécanismes
physigues sont impliqués, en utilisant la lignine et des composés phénoliques de
la paroi pour restreindre l'action des CWDEs du pathogéne sur la paroi cellulaire
de I'néte. Un deuxiéme mécanisme chimique se produit a un stade ultérieur pour
éviter la production de CWDEs par l'agent pathogene. Cette inhibition est liée a la

participation des phénols estérifies dans la paroi cellulaire [190, 191].

Les barriéres structurelles naturelles, telles que I'endoderme des racines ou
celles créées par la production et I'accumulation des gels et de tyloses vasculaires
par les cellules adjacentes du parenchyme et leur accumulation dans les
vaisseaux du xyleme, peuvent bloquer la progression des hyphes des

champignons phytopathogénes, y compris F. oxysporum [88, 192].
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1.3.2.3. Les protéines liées a la pathogenése

La biosynthése et l'accumulation de protéines inductibles liees a la
pathogenese (protéines PR: Pathogenesis-Related Proteins) est l'une des
principales réponses de défense biochimique des plantes a l'infection parasitaire.
Ces protéines, de faible poids moléculaire (6 a 43 kDa), sont fortement résistantes
a la dégradation protéolytique et aux faibles valeurs du pH, permettant leur survie
dans des milieux hostiles tels que le compartiment vacuolaire ou les espaces
intercellulaires [193]. Les protéines PR se trouvent dans presque tous les organes,
y compris les racines, les fleurs et les tiges avec des niveaux d'abondance

maximaux dans les feuilles [194].

Les protéines PR sont fortement induites par les infections. Leur expression et
leur accumulation sont liées au type d'agent pathogene et a la nature des tissus
végeétaux infectés. Elles sont produites sur le site d'infection, les tissus
environnants et les tissus systémiques plus €éloignés du site infecté. La production

dans les parties non infectées protégera les plantes d'une nouvelle infection [133].

Plusieurs familles de protéines PR, dont les protéines PR-1 et PR-2 (3-1,3-
glucanases), les protéines PR-3 et PR-4 (chitinases), les protéines de type
thaumatine et osmotines (PR-5), les peroxydases (PR-9), les défensines (PR-12)
et la thionine (PR-13), présentent des activités antifongiques qui ont été
principalement démontrées par des études in vitro suggérant leur implication dans
la défense des plantes. Etant donné que les 3-1,3-glucanes et les chitines sont les
principaux constituants de la paroi cellulaire fongique, une co-induction pour une
expression coordonnée de la B-1,3-glucanase et de la chitinase apres infection a

été rapportée chez de nombreuses espéeces végétales [195].

L'analyse protéomique dans le cas d'infection du cultivar sensible du pois
« Livioletta » par Peronospora viciae, a révelé une augmentation significative de
I'abondance de la protéine PI1176 induite par le pathogene, la protéine ABR17 liées
aux stress, une protéine de liaison a ARN riche en glycine, trois protéines
photosynthétiques ainsi que des glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénases
cytosoliques et chloroplastiques dans les feuilles infectées [196]. La plupart des
protéines identifiées lors d’'une étude protéomique du pathosystéme P. sativum-

hY

Uromyces pisi, correspondaient a des enzymes impliquées dans la
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photosynthese, le métabolisme, la biosynthése et la défense, dont le
comportement était différent en fonction de la sensibilité/résistance des génotypes
étudiés. Les résultats obtenus dans cette étude suggerent que les plantes
pourraient réduire leur photosynthése et autres métabolismes énergétiques pour
améliorer la production de protéines liées a la défense pour faire face aux stress
[197].

1.3.2.4. Rb6le des phytohormones

La biosynthése et la signalisation des phytohormones sont importantes pour
moduler la réponse des plantes aux pathogénes. Les réles interactifs de I'acide
jasmonique (JA), de I'éthylene (ET) et des acides salicyliques (SA) dans la
signalisation de défense et la réponse immunitaire des plantes sont bien confirmés
[133]. Cependant, la contribution importante d'autres phytohormones telles que
I'acide abscisique (ABA), I'acide gibbérellique (GA), les auxines, les cytokinines et
les brassinostéroides dans la régulation de la réponse de défense des plantes, a

été mise en évidence [198].

L'infection par certains pathogenes induit la synthése de JA et ET suivie par
I'activation de leurs voies de signalisation. L'infection par des champignons
nécrotrophes favorise la production d'ET dans la plante héte [133]. Les
composants moléculaires des voies de réponse ET et les facteurs impliqués dans
leur régulation contribuent aux réponses immunitaires des plantes a l'infection par
des nécrotrophes. De nombreux composants de la voie de réponse ET sont
connus pour avoir une fonction de défense contre les nécrotrophes ou la perte par

mutations fonctionnelles a conduit a des manifestations de la maladie [199, 200].

L'analyse protéomique des cultivars de P. sativum infectés par le virus de la
mosaique transmis par la semence (PSbMV : Pea Seed-Born Mosaic Virus), a
montré une augmentation significative de la biosynthese des acides aminés, du
meétabolisme des glucides et de la signalisation redox, mais aussi une
augmentation des niveaux de JA ainsi que des niveaux et de l'activité de la

lipoxygénase [201].
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1.3.2.5. Les phytoalexines

a. Historigue

A l'origine, le concept des phytoalexines en tant que composés antimicrobiens
a été suggéreé pour la premiére fois dans les années 1940 sur la base d’'une étude
de l'infection de Solanum tuberosum par I'oomycete Phytophthora infestans [202].
Sans connaitre les substances distinctes, les phytoalexines ont été déterminées
comme des composés chimiques inhibiteurs qui ne sont activés qu'en présence
de l'agent pathogene dans des cellules hétes vivantes proches du site d'infection
[203, 204, 205]. De plus, la toxicité des phytoalexines, envers les agents
pathogénes, a été décrite comme non spécifique. Cependant, la sensibilité des
agents pathogénes aux phytoalexines est variable [206].

La premiére phytoalexine, la pisatine, a été isolée de Pisum sativum infecté
par Sclerotinia fruticola et sept autres champignons phytopathogénes facultatifs et
obligatoires [207]. La synthése des phytoalexines antifongiques a été ensuite
observée chez d'autres plantes hoétes (Phaseolus vulgaris et Capsicum
frutescens). La pisatine a été déterminée comme composé propre a P. sativum,
indiqguant des différences spécifiques a I'espece dans I'accumulation de
phytoalexine [206]. De nombreuses analyses physiologiques et biochimiques
ultérieures des interactions plantes/pathogénes ont révélé que le spectre des
phytoalexines accumulées en réponse a divers pathogenes fongiques et

bactériens dépend fortement des especes ou familles végétales [203, 208].

b. Modulation et voies de biosynthése

Les phytoalexines sont dérivees de voies métaboliques centrales
interconnectées, qui peuvent étre distinguées en 3 types de métabolisme :
alcaloide, isoprénoide (terpénoide) et phénylpropanoide [205, 209]. Ces voies
métaboliques forment différentes classes de phytoalexines selon les précurseurs
basaux ou les conversions enzymatiques ultérieures le long des sections
meétaboliques. Par conséquent, bien que les phytoalexines produites par
différentes espéces végétales au sein d'une méme famille soient en général
étroitement liées, leur spectre et leur quantité peuvent fortement varier entre les

espéces végétales [206].
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Les métabolites phénylpropanoides sont basés sur des modifications de
I'acide aminé aromatique phénylalanine et sont donc dérivés de la voie shikimate.
La conversion initiale de la phénylalanine en acide cinnamique intermédiaire est
catalysée par la phénylalanine ammoniac-lyase (PAL). En fonction des
conversions ultérieures, des métabolites fonctionnellement divers peuvent étre
formés, y compris des acides (hydroxy) benzoiques, tels que le salicylate, qui
peuvent cependant étre directement dérives du chorismate. Alternativement,
I'acide cinnamique peut étre converti en acide coumarique par la cinnamate-4-
hydroxylase. L'acide cinnamique peut étre encore modifié en acide caféique, acide
féruligue et acide sinapique (hydroxycinnamates), qui peuvent finalement (via les
intermédiaires aldéhydiques) étre transformés en leurs alcools (monolignols)
[206].

Les phytoalexines phénylpropanoides peuvent également étre dérivées de
phénols simples par addition d'un autre cycle benzénique (cyclisation de trois
résidus d'acide malonique) via la stilbene synthase (STS) ou la chalcone synthase
(CHS) conduisant respectivement a des stilbénes ou des flavonoides [205]. La
formation de composés flavonoides résulte de plusieurs réactions enzymatiques
ultérieures impliquant par exemple la chalcone isomérase, la chalcone réductase,
la flavone 3-hydroxylase, la flavone synthase, la flavonol synthase et la 2-
hydroxyisoflavonone synthase [210]. Les phytoalexines flavonoides sont produites
chez plusieurs especes végétales telles que la luzerne (médicarpine, sativane), le
haricot (kievitone, phaseolline), le riz (sakuranetine), le soja (glycéollines) et le

pois (maackiaine, pisatine) [211, 212].

c. Les phytoalexines chez les légumineuses

Les Légumineuses comprennent de nombreuses especes comestibles, telles
gue le soja (Glycine max), le pois (Pisum sativum), le pois chiche (Cicer
arietinum), la luzerne (Medicago sativa), l'arachide (Arachis hypogaogaea) et le
lupin (Lupinus angustifolius). Sous un stress biotique, les plantes de cette famille
produisent des phytoalexines appartenant principalement aux différentes classes
d’isoflavones [213, 214]. Chez les espéces du genre Medicago, les composés
ptérocarpans (médicarpine, vestitol, vestitone et sativan) sont synthétisés en

réponse a une infection fongique ou bactérienne ou a une élicitation d'ions
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métalliques [214, 215, 216]. Les phytoalexines du soja sont des ptérocarpans
prénylés (les glyceollins), alors que dans le lupin ce sont la wightéone et la lutéone
[213, 214, 217, 218]. Chez le pois chiche, les principales phytoalexines sont la
meédicarpine et la maackiaine,

tandis que chez le pois, la pisatine est la

phytoalexine majeure [219].

La pisatine (Figure 1.6), un 6a-hydroxyl-ptérocarpane, est relativement unique
parmi les ptérocarpans naturels en raison de la stéréochimie (+) de sa liaison 6a-
11a C-C [220]. La pisatine est censée étre synthétisée via deux intermédiaires
chiraux, (-)-7,2’-dihydroxy-4’,5’-méthylenedioxy-isoflavanone [(-)-sophorol] et (-)-
7,2’-dihydroxy-4’,5’-méthylenedioxyi-soflavanol [(-)-DMDI] [221].
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Figure 1.6 : Schéma simplifié de la biosynthése de la pisatine chez le pois [222].

(PAL) phénylalanine ammonia-lyase, (CHS) chalcone synthase, (IFR) isoflavone réductase.

Les études sur la biosynthese de la pisatine ont montré que des
intermédiaires énantiomériques sont impliqgués dans sa production indiquant que
les pois maintiennent toujours la voie biosynthétique de ptérocarpans [221].. Des
enzymes telles que la phénylalanine ammonia-lyase (PAL), la chalcone synthase
(CHS) et l'isoflavone réductase (IFR), sont responsable de la régularisation de la

biosynthése de la pisatine (Figure 1.6) [222].
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1.3.3. Ressources génétigues et amélioration de la résistance chez le pois

1.3.3.1. Ressources génétigues

Auparavant, les ressources génétiques du pois ont été préservees dans des
collections au niveau du centre international des recherches agricoles des zones
arides (ICARDA : International Center for Agricultural Research in Dry Areas) a
Alep, en Syrie. Depuis I'an 2000, aucun centre international n’existe pour
regrouper tout le matériel génétique du pois Cependant, un inventaire a été
réalisé en 2013 en identifiant 98 947 entrées réparties sur 28 banques de genes,
composeées de races locales (38%), de cultivars commerciaux (34%), de stocks
mutants (5%) et de lignées améliorées (13%). Sur ces 98 947 entrées, seules
1876 (2%) sont des espéces apparentées aux pois sauvages [8, 224].

Actuellement, les principales collections du matériel génétiqgue du pois sont

conserveées par 10 différents centres et instituts a travers le monde [223] :

- L'Institut National de Recherche pour [I'Agriculture, [I'’Alimentation et
'Environnement (INARE, France) : 8 839 entrées.

- La banque génomique des graines en Australie (AGG : Australian Grains
Genebank) : 7 432 entrées.

- L'Institut Vavilov en Russie : 8 203 entrées.

- Le département de l'agriculture des Etats-Unis (USDA : US Department of
Agriculture) : 6 827 entrées.

- LICARDA : 6 105 entrées.

- L’institut Leibniz des recherches sur la génétigue des plantes en
Allemagne : 5 343 entrées.

- Llinstitut de la génétique végétale en Italie : 4 558 entrées.

- L’institut des sciences des cultures en Chine : 3 837 entrées.

- Le Bureau national des ressources phytogénétiques en Inde (NBPGR :
National Bureau of Plant Genetic Resources) : 3 609 entrées.

- Le John Innes Center au Royaume-Uni : 3 006 entrées.

De nombreuses études ont été conduites pour étudier la diversité et les
marqueurs génétiques de Pisum. Ainsi, plusieurs collections sont analysées via

des techniques moléculaires, aboutissant a la structuration de collections
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fondamentales. Les collections principales de pois analysées au niveau
moléculaire et les collections fondamentales formulées, pourraient servir comme
kits pour la cartographie des lignées, une stratégie pour accéder au déterminisme

des génes et des régions génomiques étant a la base des caracteres désirés [8].

1.3.3.2. Sélection et amélioration génétique

Le pois est I'organisme modéele original utilisé par Mendel dans sa découverte
des lois fondamentales de I'héridité, en constituant la base de la génétique
végétale moderne [10]. La facilité de sa culture, sa reproduction par auto-
pollinisation et sa richesse en variation génétique ont fait du pois un sujet facile
pour la recherche et 'amélioration génétique [225]. Cette derniere a commenceé
par la domestication et a continué a travers [lhistoire. Depuis lors, les
sélectionneurs ont découvert et ont présenté de nouvelles lignées pour adapter les
plantes indéterminées, grandes, minces, abondantes ou grimpantes avec de
petites graines colorées a des plantes a récolte précoce et déterminée avec de

grandes graines sans tannins [9].

Les objectifs de 'amélioration du pois varient selon la région de production et
l'utilisation finale. Les premiers objectifs communs a toutes les régions et types
des produits incluent l'augmentation du rendement, la résistance aux maladies, la
qualité supérieure pour l'utilisation finale recherchée et I'adaptation agronomique
aux conditions de la production locale [68, 225). L’amélioration classique a
apporté des progrés significatifs de la production végétale et de la qualité des
graines. La méthode d’amélioration la plus largement pratiquée est le systéme
d’amélioration de races pures a travers la ségrégation transgressive a partir des
croisements, de sélection massale et du systeme de descendant d'une seule
graine. En outre, le backcross est utilisé généralement pour introduire un seul
caractére deésiré [226]. Par ailleurs, Il y a une longue histoire d’amélioration
mutationnelle du pois ou des agents mutagénes chimiques ou radioactifs ont été
utilisés sur les cultivars commerciaux, pour induire des mutations aléatoires le
long du génome pour de nouveaux caractéres pouvant étre utiles dans

I'amélioration, tels que I'épaisseur de tige ou la floraison simultanée [227].
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Beaucoup de maladies communes du pois peuvent étre controlées par des
genes simples tels que erl, er2 et Er3, conférant la résistance a l'oidium.
L’amélioration des plantes a été extrémement réussie en combinant plusieurs de

ces genes dans les génotypes végétaux a améeliorer [9, 225].

Plusieurs programmes d’amélioration ont visé la caractérisation des QTL
responsables de la résistance aux champignons phytopathogénes et aux
mauvaises herbes, chez les génotypes sauvages et cultivés du pois. Cependant,
I'hybridation intraspécifiqgue et interspécifigue permet l'exploitation des genes
d’intérét des espéces sauvages et non améliorées au profit des espéces cultivées.
Tous les génotypes sauvages connus de Pisum sont facilement croisés avec les
génotypes cultivés [68]. P. fulvum est la seule espéce sauvage distincte, qui a été
une source utile de résistance aux maladies et aux insectes [68, 228]. La sélection
assistée avec les marqueurs moléculaires (MAS: Marker Assisted Selection) a été
largement utilisée dans les programmes d’amélioration. Cette approche a été
inititée au début des années 80. Ces techniques sont devenues applicables,
notamment avec la facilité acquise dans leur manipulation ainsi que leurs codts

financiers raisonnables [22, 226].
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1. Etude de comportement de génotypes de pois face a la fusariose

vasculaire

Dans le cadre de notre coopération avec I'Institut de I'Agriculture Durable de
Cordoue (IAS-CSIC), et sur la base du programme adopté et les priorités de

sélection et d’amélioration, nos expérimentations sont planifiées en deux phases :

- La premiere phase consiste a examiner le comportement d’'une collection
de 28 génotypes vis-a-vis de quatre souches phytopathogénes de Fop. A la
fin de cette phase, les souches les plus virulentes seront sélectionnées et
reconduites pour les essais de la deuxiéme phase.

- La deuxiéme phase s’intéresse également a I'étude du comportement, mais
avec une autre collection plus élargie, composée de 60 génotypes, en
interaction avec les deux souches de Fop les plus virulentes, préalablement

sélectionnées lors de la premiére phase.

2.1.1. Matériel biologigque

2.1.1.1. Premiére collection

Les expérimentations de I'étude du comportement sont réalisées avec une
premiere collection composée de 28 génotypes, issus de populations spontanées
et de cultivars de Pisum spp. Les génotypes appartiennent aux deux espéces P.
fulvum et P. sativum. Cette derniére renferme plusieurs sous-especes a savoir
sativum, arvense, elatius, jormadi et syriacum. 26 génotypes font partie de la
collection de I'lAS-CSIC, tandis que les semences des deux autres geénotypes
Séfrou et Merveille de Kelvedon, cultivés localement, sont fournies par I'lnstitut
Technique des Grandes Cultures de Sétif (ITGC, Sétif) (Tableau 2.1).
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L’évaluation des niveaux de résistance ou de sensibilité du matériel végétal

est conduite avec quatre souches de Fop (R1, R2F42, Argl et Arg3), fournies par

'lAS-CSIC. La souche R1 est classée en race 1, alors que les souches R2F42,

Argl et Arg3 sont classées en race 2 (Tableau 2.2).

Tableau 2.1 : Désignation des 28 génotypes du pois.

Génotypes

Espeéces correspondantes

JI 1412 (cv. Marlin), JI 1760 (cv. Consort-af), JI 1559 P. sativum ssp. sativum
(cv. Mexique 4), JI 2480 (RIL 15x399 68), Radley,
Polar, Messire, 74SN5, New Season, 1123, 2946,

Merveille de Kelvedon

P21, P614, P615

P. sativum ssp. elatius

P42, P627, P632, P633, P634, P638, Séfrou P. sativum ssp. arvense

P650

P. sativum ssp. jormadi

P665

P. sativum ssp. syriacum

P656, P316, P669, P651

P. fulvum

Tableau 2.2 : Origine et provenance des souches de Fop.

Souche de Fop Race Origine et provenance
R1 Race 1 Souches de référence “Department of
Agriculture, Agricultural Research Service,
R2F42 Race 2 Pullman, USA”
Isolées a partir des plantes symptomatiques et
Argl et Arg3 Race 2 identifiees par PCR (facteur EF-1qa, ITS) IAS-

CSIC, Cordoue, Espagne)

La régénération des souches fongiques est réalisée par des ensemencements

sur le milieu PDA (Potato Dextrose Agar), a 28 °C pendant quatre a cing jours.
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2.1.1.2. Deuxiéme collection

La nouvelle collection est représentée par 60 autres genotypes de Pisum spp.
dont 57 génotypes sont de l'espéce P. sativum, 2 génotypes de l'espéce P.
abyssinicum et un seul génotype de l'espéce P. fulvum. Ces génotypes, de

différentes origines, font partie de la collection de I'lAS-CSIC (Appendice D).

Le comportement de ces 60 génotypes a été étudié en interaction avec deux
souches de Fop, R1 (race 1) et R2F42 (race 2) (Tableau 2.2).

2.1.2. Prégermination des graines

Les graines de pois ont été superficiellement désinfectées pendant 20 min
dans une solution d’hypochlorite de sodium (20%) puis rincées deux fois avec de
I'eau distillée stérile. Les graines de chaque génotype sont enveloppées dans du
papier filtre stérilisé, humectées et placées dans des boites de Pétri. Pour stratifier
les graines, les boites ont été couvertes avec du papier aluminium et mises a 4 °C
pendant 4 jours. Apres stratification, les boites sont incubées a 25 °C jusqu'a la
germination des graines. Les graines germées sont transférées dans des pots de
250 ml de volume, contenant de la perlite stérile et maintenues sous serre en
polycarbonate (20 a 25 °C). Les plantules sont arrosées avec de I'eau courante

selon le besoin de I'état hydrique.

2.1.3. Inoculum fongigue

Selon la technique décrite par DI PIETRO et RONCERO [229], les
suspensions fongiques sont préparées en prélevant des disques mycéliens a
partir de cultures de Fop, sur milieu PDA, agées de 4 a 5 jours. 5 a 6 disques, d’un
diametre de 50 mm, sont mis dans des flacons de 200 ml contenant du milieu
liquide PDB (Potato Dextrose Broth). L’incubation s’est déroulée a la température
ambiante (20 a 25 °C), sous agitation continue (170 rpm). Aprés 5 jours, les
spores sont récupérées par filtration de la suspension, a travers les mailles de 2
compresses stériles. A l'aide d'une cellule de Malassez, la concentration des

filtrats a été mesurée et ajustée a 5x10° spores/ml [230].
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2.1.4. Inoculation des plantules

L’inoculation des plantules a été conduite selon la technique d’immersion
racinaire décrite par HAGLUND [230]. Au stade 2 a 3 nceuds, les plantes sont
dépotées et les racines délicatement lavées sous I'eau du robinet pour enlever la
perlite adhérée. Un tiers du systeme racinaire a été coupé avant 'immersion du
reste de la racine dans la suspension de spores, pendant 5 min. Aprés
I'inoculation, les plantes de pois sont transplantées dans leurs pots et incubées
sous serre jusqu'a la fin de I'expérimentation (T° : 26 £ 2 °C, H% : 60-70%,

photopériode : 10h jour/14h nuit).

2.1.5. Traitements étudiés

2.1.5.1. Premiére collection (28 génotypes)

L’expérimentation a pour objectif d’étudier I'interaction de deux facteurs :

- Facteur « génotype » composé de 28 niveaux correspondant aux 28
génotypes de pois étudiés (Tableau 2.1).

- Facteur « souche » comprend 5 niveaux correspondant aux quatre souches
de Fop et au témoin sain traité, selon le méme protocole, ou la suspension
de Fop est remplacée par de l'eau distillée stérile (EDS) lors de

I'inoculation.

L’interaction des deux facteurs (28 x 5) est représentée par 140 traitements
(Tableau 2.3). Comme chaque traitement est répété six fois (140 x 6), au total 840
plants sont randomisés dans 2 blocs aléatoires complets A et B, a raison de 3

répétitions par bloc (Figure 2.1).

2.1.5.1. Deuxiéme collection (60 génotypes)

Dans ce deuxieme essai, nous avons étudié I'interaction de deux facteurs :

- Facteur «génotype » avec 60 niveaux, représentés par les 60
génotypes du pois.

- Facteur « souche » avec 3 niveaux, représentés par les deux souches de
Fop (R1 et R2F42), en plus de témoin sain (EDS).
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Dans cet essai, 180 traitements sont étudiés (60 x 3) (Tableau 2.4), avec cinq
répétitions pour chaque traitement (180 x 5), soit un total de 900 plants. Ces
derniers sont répartis et randomisés selon un dispositif expérimental en deux
blocs aléatoires complets A et B, a raison de 3 répétitions dans le bloc A et 2

répétitions dans le bloc B (Figure 2.2).

Tableau 2.3 : Traitements étudiés de l'interaction des 28 génotypes de pois avec

les quatre souches de Fop.

Souches de Fop Témoins
Genotypes R1 R2F42 Arg1 Arg3 EDS
JI 1412 1 29 57 85 113
JI 1760 2 30 58 86 114
JI 1559 3 31 59 87 115
J1 2480 4 32 60 88 116
Radley 5 33 61 89 17
Polar 6 34 62 90 118
Messire 7 35 63 91 119
74SN5 8 36 64 92 120
New Season 9 37 65 93 121
1123 10 38 66 94 122
2946 11 39 67 95 123
P21 12 40 68 96 124
P42 13 41 69 97 125
P316 14 42 70 98 126
P614 15 43 71 99 127
P615 16 44 72 100 128
P627 17 45 73 101 129
P632 18 46 74 102 130
P633 19 47 75 103 131
P634 20 48 76 104 132
P638 21 49 77 105 133
P650 22 50 78 106 134
P651 23 51 79 107 135
P656 24 52 80 108 136
P665 25 53 81 109 137
P669 26 54 82 110 138
Séfrou 27 55 83 1M1 139

M. Kelvedon 28 56 84 112 140
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Figure 2.1 : Dispositif expérimental adopté pour la collection de 28 génotypes de pois en interaction avec les 4 souches de Fop.

(cf. Tableau 2.3, p. ex. 112: M. Kelvedon x Arg3).
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Tableau 2.4 : Traitements étudiés de l'interaction des 60 génotypes de pois avec les

deux souches de Fop.

Génotypes Souches de Fop Témoin Génotypes Souches de Fop Témoin

R1 R2F42 EDS R1 R2F42 EDS

1148 1 61 121 27 31 91 151
1149 2 62 122 223 32 92 152
1160 3 63 123 742 33 93 153
1171 4 64 124 801 34 94 154
1176 5 65 125 904 35 95 155
1196 6 66 126 1046 36 96 156
2905 7 67 127 1556 37 97 157
2938 8 68 128 2017 38 98 158
2946 9 69 129 2605 39 99 159
944 10 70 130 2714 40 100 160
952 1 71 131 3106 41 101 161
1994 12 72 132 760 42 102 162
1996 13 73 133 2310 43 103 163
1066 14 74 134 P65 44 104 164
2448 15 75 135 P39 45 105 165
2329 16 76 136 P315 46 106 166
2575 17 77 137 P629 47 107 167
2633a 18 78 138 P630 48 108 168
2633b 19 79 139 P633 49 109 169
3044 20 80 140 P648 50 110 170
3068 21 81 141 P26 51 1M1 171
3029 22 82 142 P69 52 112 172
3030 23 83 143 P691 53 113 173
3034 24 84 144 P692 54 114 174
2372 25 85 145 2367 55 115 175
2995 26 86 146 2370 56 116 176
2996 27 87 147 2378 57 117 177
2998 28 88 148 2076 58 118 178
22 29 89 149 2342 59 119 179

26

w
o

90 150 1943 60 120 180
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Figure 2.2 : Dispositif expérimental adopté pour la collection de 60 génotypes de pois en interaction avec les 2 souches de Fop.

(cf. Tableau 2.4, p. ex. 41: 3106 x R1).
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2.1.6. Paramétres d’évaluation

La symptomatologie typique de la fusariose vasculaire du pois, le taux d’infection,
'indice de sévérité et le calcul des aires de progression de la maladie, sont les 4
parameétres utilisés pour évaluer le comportement de la premiére collection de 28
génotypes de pois. Pour la deuxieme collection de 60 nouveaux génotypes, I'indice
de sévérité n’est pas pris en considération, dont nous nous sommes contentés des 3

autres paramétres.

2.1.6.1. Suivi symptomatologique

Les observations symptomatologiques concernent le suivi et le contrdle du
développement des symptomes typiques de la fusariose vasculaire du pois sur les
parties aériennes (symptdbmes externes) et au niveau du systéme vasculaire

(symptdbmes internes) :

- Les symptdmes externes s’expriment par un flétrissement et un jaunissement
des feuilles suivis par un dessechement et/ou la mort de la plante [113].

- Une décoloration rougeatre des tissus de la tige et du collet de la plante a été
précédemment décrite pour étre associée aux infections par F. oxysporum
[11]. L’examen de ces symptbmes internes est réalisé avec des coupes
pratiguées sur des plantes inoculées. Les plantes sont dépotées, 31 jours
apres l'inoculation puis lavées sous I'eau du robinet. A I'aide d’un scalpel, des
coupes longitudinales sont réalisées sur la partie supérieure de la tige et sur le
systéme racinaire, pour observation sous loupe binoculaire ou sous

microscope optigue.

2.1.6.2. Taux d’infection

Le taux d’infection (T1%) est exprimé sur chaque plant individuellement. |l s’agit
de calculer la proportion des feuilles symptomatiques par rapport au nombre total de

feuilles de chaque plant, comme suit :

Nombre de feuilles symptomatiques

T d'infecti 0oy =
aux d'infection (%) Nombre total des feuilles de 1a plante
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Le calcul des valeurs effectives des taux d’infection pour chaque plant a été
réalisé comparativement aux témoins sains traités par I'eau distillée stérile. La
catégorisation des réactions des plants aux inoculations est regroupée selon les

classes adoptées par MCPHEE et al. [231] :

- T1% <50 % : les génotypes sont résistants,
- 50% <TI% <70 % : les génotypes sont partiellement résistants,

- TI1% > 70 % : les génotypes sont sensibles.

2.1.6.3. Indice de sévérité de la maladie (VIS)

Le calcul de I'indice visuel de la sévérité (VIS : Visual Index of Severity) se base
sur I'évaluation des symptémes foliaires, de chaque plante, a l'aide d’'une échelle
visuelle de 5 niveaux (Figure 2.3) [20]. L'indice final est représenté par la moyenne

des valeurs VIS de I'ensemble des feuilles de chaque plant.

Somme de toutes les valeurs VIS des feuilles de la méme plante
Nombre total des feuilles

VIS =

1 2 3 4 5

Figure 2.3 : Echelle de I'évaluation des symptémes de la fusariose vasculaire [20].

(1) Feuille verte saine ; (2) initiation d’'un jaunissement et d’un flétrissement ou d’'un
enroulement de la feuille ; (3) jaunissement ou flétrissement de plus de 50% de la feuille ; (4)

jaunissement ou flétrissement complet de la feuille ; (5) feuille morte.

Le calcul des valeurs effectives des VIS pour chaque plante a été exécuté
comparativement aux témoins traités par I'eau distillée stérile. La différenciation des
réactions des plants aux inoculations est effectuée selon les classes désignées par
NEUMANN et XUE [232] :

- VIS < 3 : les génotypes sont résistants,
- 3 <VIS =4 : les génotypes sont partiellement résistants,

- VIS >4 : les génotypes sont sensibles.
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2.1.6.4. Courbe des aires de progression de la maladie (AUDPC)

Pour comparer les réactions des génotypes étudiés, vis-a-vis de la fusariose
vasculaire, les valeurs des taux d’infection ont été utilisées pour calculer l'aire de
progression de la maladie (AUDPC : Area Under the Disease Progress Curve), qui
integre lintensité des symptébmes et leur progression dans le temps, selon

I'équation suivante [233]:

AUDPC = Z‘[izx"rl X (t; L1 )]

Dont : x;: taux d’infection estimé a la date i, x;+1 : taux d’infection estimé a la date

i+1, ti+1: nombre de jours entre la date i et la date i+1.

Le calcul des valeurs effectives des AUDPC pour chaque plante, a est réalisé

comparativement aux témoins traités par I'eau distillée stérile (ttmoins sains).

2.1.7. Analyses statistiques

Les résultats des taux d’infection, des valeurs VIS et des valeurs AUDPC ont
subi une analyse de variance (ANOVA) en utilisant le logiciel statistique « Systat »

vers. 12.

Le calcul des moyennes des taux d’infection, des VIS et des valeurs AUDPC a
été effectué, dont les différences sont significatives en se basant sur la plus petite
différence au seuil a < 5%. De plus, une étude de corrélation entre le VIS et le taux

d’infection a été effectuée.

2.2. Quantification moléculaire de Fop in planta

2.2.1. Matériel biologique

Pour quantifier TADN de Fop présent dans les tissus du pois, 7 génotypes de
Pisum spp. ont été étudiés : P21, P648, 952, 2370, 2633a, 3029 et 3068 (Tableau
2.1 et Appendice D). La souche R2F42 de Fop a été utilisée, en qualité d’agent

pathogene, lors des inoculations des plantules.
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2.2.2. Inoculation et mise en culture

Des plantes au stade de deux a trois nceuds ont été inoculées par la suspension
fongique de la souche R2F42 (5x10° spores/ml) suivant la technique d’immersion
des racines partiellement coupées décrite auparavant [230]. Deux traitements ont été

effectués en 3 répétitions:

- Le premier représente les témoins traités avec de I'eau distillée stérile.
- Le deuxieme correspond aux plantes inoculées avec la souche R2F42 de

Fop.

Les plantes sont incubées dans des conditions semi-contrdlées sous serre (T° :
26 £ 2 °C, H% : 60-70%). Quinze jours aprés I'inoculation, le collet de chaque plante

a été récupéreé et conserve en congélation (-80 °C).

2.2.3. Extraction de 'ADN

Pour l'extraction de I'ADN total, nous avons suivi la méthode décrite par
HARTNEY et al., [234]. Les collets préalablement congelés ont été broyés, a l'aide
d’'un mortier, dans 'azote liquide. Les échantillons d’ADN de chaque traitement sont
obtenus a partir de 100 a 200 mg du broyat homogénéisé dans 1 ml de tampon de
lyse CTAB (appendice B). Pour isoler les acides nucléiques, 'homogénat a été
incubé 30 min a température ambiante, en présence d’une solution contenant 4 pul de
B-mercaptoéthanol et 1 ml de chloroforme/octanol (24:1, V/IV). Apres centrifugation
(7000 rpm, 5 min) a la température ambiante, le surnageant de chaque échantillon,
contenant les acides nucléiques, est incubé 1h a -80 °C en présence de 1 ml
d’éthanol (100%) préalablement refroidi a -20 °C pour précipiter 'ADN. Aprés
incubation et centrifugation (3000 rpm, 5min) a la température ambiante, le
surnageant est éliminé et le culot d’ADN est lavé avec 1ml d’éthanol froid (75%). Le
culot d’ADN est ensuite séché, toujours a température ambiante, et re-suspendu
avec 50 ul d’eau ultra pure. Pour éliminer toute trace d’ARN, les échantillons sont

ensuite traités avec 4 yl d’ARNase A pendant 1h a 37 °C.

Afin de contréler la pureté de I'ADN, 1 pl de chaque échantillon a été séparé par
électrophorése sur un gel d’agarose (0,7%) et en présence du tampon TAE
(Appendice B). En parallele, la concentration en ADN est déterminée par
spectrophotométrie a 280 nm par un NanoDrop 1 000 (Thermo SCIENTIFIC, Etats-
uUnis).
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2.2.4. Quantification par PCR en temps réel

L’essai de quantification de Fop par RT-PCR (Real-Time Polymerase Chain
Reaction) a été conduit dans des plaques a 48 puits avec I'appareil et le logiciel du
systeme de détection des séquences StepOne (Applied Biosystems, Etats-Unis).
Pour réaliser la réaction, nous avons suivi les instructions du fabricant. Les
conditions thermiques sont 5 min a 95 °C, suivies de 35 cycles de 1 min a 95 °C et
30sa65°C,enplusde 10 s a 79 °C pour la lecture de la fluorescence (Figure 2.4).

1009 g5c 1 g5 |
k } ‘ |
500 1 100 | e |
, ; “' 72°C \
; ! — 00:10 1
1 | . :
[ I 65°C A
I 1 —— I !
1 | 0:30 I
I 1 |
1 | :
: I Dénaturation Hybridation Elongation Lecture |
: ! fluorescencel
: ! | i R
| 1 € > | . 4°C
| | Cycle répété 35 fois I

0 | I

Figure 2.4 : Conditions thermiques de la RT-PCR.

Les échantillons et le témoin négatif (eau moléculaire pure) ont été répétés 3
fois. Un ensemble d'une série de dilutions de la culture pure de la souche R2F42 de
Fop (10 ng/ul, 1 ng/ul, 0.1 ng/ul, 0.01 ng/pl et 0.001 ng/ul), a été incorporé dans
chaque test RT-PCR et répété 3 fois pour générer une courbe standard. L’ADN
standard correspond a 'ADN génomique de la souche R2F42 est extrait a partir du
mycélium et préalablement ajusté a 10 ng/ul avant de faire les dilutions successives
de 10.

La réaction a été réalisée dans un volume total de 20 pl contenant les éléments
présentés dans le Tableau 2.5. Nous avons utilisé le kit Roche Bioscience (FastStart
Universal SYBR Green Master Rox), contenant la Taq polymérase, le tampon, le
chromophore et les dNTPs. Les séquences genomiques de Fop ont été amplifiées
en utilisant les amorces FOR1 et FOR2 a une concentration de 2uM :

- Amorce 1 (sens): FOR1 (5-ACATACCACTTGTTGCCTCG-3).
- Amorce 2 (anti-sens): FOR2 (5-CGCCAATCAATTTGAGGAACG-3’).
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Tableau 2.5 : Composition du mélange pour la RT-PCR pour un tube.

Composant Quantité
Fast Start SYBR green Master Mix (2x) 10 ul
Amorce 1: FOR 1 0.4 ul
Amorce 2: FOR 2 0.4 ul
ADN total 4 ul
Eau moléculaire 5.2 pl

2.3. Dosage de la pisatine

2.3.1. Matériel biologigque

La quantification de la pisatine, accumulée dans les racines des plants de pois, a
éte testée avec 4 génotypes (952, 3029, 3068 et 2996) (Appendice D), inoculés avec
la souche R2F42 de Fop (Tableau 2.2).

2.3.2. Inoculation et mise en culture

Des plantes au stade de deux a trois nceuds issues de graines préalablement
désinfectées, ont été inoculées par la suspension fongique de la souche R2F42 de
Fop (5x10° spores/ml) suivant la technique d’immersion des racines partiellement

coupées décrites auparavant [230].

Chaque génotype est représenté par quatre traitements en trois répétitions,

selon le temps considéré apres inoculation :
- Le premier : témoins récupérés juste apres l'inoculation.
- Le deuxiéme : plantes récupérées 24h aprés I'inoculation.

- Le troisiéme : plantes récupérées 48h aprés I'inoculation.

- Le quatrieme : plantes récupérées 15 jours aprés I'inoculation.

2.3.3. Extraction de la phase organique

Pour extraire la phase organique susceptible de contenir la pisatine, nous avons
suivi la technique décrite par BANI et al. [235]. Les racines des plantes ont été
manuellement broyées dans un mortier contenant de 'azote liquide. 200 mg de la

poudre végétale obtenue, sont utilisés pour I'extraction, dans des tubes contenant 20
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ml de la solution d’extraction (50% méthanol-0,5% NaCl). La suspension obtenue a
été ensuite centrifugée (20 min, 7000 rpm a 10 °C). Le surnageant a été récupéré et

re-centrifugé de nouveau deux fois dans les mémes conditions précédentes.

L’extraction est réalisée avec l'acétate d'éthyle a I'aide d’'une ampoule a
décanter. Le solvant a été ajouté en double volume de la solution a extraire. La
phase organique a été récupérée et I'opération d’extraction a été répétée 3 fois. Une
fois la phase organique finale est récupérée, nous avons ajouté 5 g de sulfate de
sodium afin d’éliminer toutes traces d’eau. La solution est ainsi filtrée, pour éliminer
le précipitat du sulfate de sodium et mise dans des flacons en verre. Pour concentrer
la solution, le contenu des flacons est séché a l'aide d’'un évaporateur rotatif. Le
produit séché obtenu est utilisé pour la séparation de ses composants chimiques par

chromatographie.

2.3.4. Séparation des composants par chromatographie en phase liquide a haute

performance (HPLC)

La teneur en pisatine des extraits organiques a été effectuée par HPLC suivant
la méthode décrite par PREISIG et al. [236] et modifiee par BANI et al. [235], en
utilisant I'appareil Agilent (série 1200, Etats-Unis), équipé d’'un détecteur a barrette
de photodiodes (309 nm). Les extraits organiques dissous dans le méthanol sont
séparés sur une colonne Agilent Eclipse XDB-C18, avec une phase mobile
composée d’acétonitrile et deau (CH3CN/H20, 25:75, v/v) transformée en
CH3CN/H20 (46:54, viIv) par un gradient linéaire chaque 50 min. Les conditions
initiales ont été reconstituées selon un gradient linéaire aprés la 5°™ minute, et la
colonne a été rééquilibrée dans ces conditions pour 10 min avant le lancement du
prochain cycle avec un débit de 1.0 ml/min. Le temps de rétention de la pisatine était
de 23,5 £ 0.7 min dont la teneur en pisatine des extraits organiques a été mise en

évidence par co-injection.

Pour quantifier la pisatine, une courbe d'étalonnage de 'HPLC est réalisée, avec
la quantité absolue de pisatine précédemment isolée et dissoute dans le méthanol,
dans un intervalle de 0.5-40 pg (0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 30 et 40 ug), en répétant trois
fois chaque concentration (Tableau 2.6). La courbe de progression linéaire de
I'HPLC pour la pisatine, représentée par la quantité absolue rapportée a I'aire du pic
chromatographique, a été obtenue en se basant sur des valeurs pesées et calculées

a partir des 8 montants cités auparavant.
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Tableau 2.6 : Caractéristiques analytiques de la courbe d'étalonnage de la pisatine.

T, (min) Intervalle Pente r? N° de points de donnée

23,5+0.7 0,5-40 514,06 0,997 8

La courbe et calculée par la forme y = a + bx dont (y) : I'aire du pic chromatographique et (x) : ug du
métabolite injecté. T,: Temps de rétention. r2 : coefficient de détermination.

Les échantillons ont été dissous dans du méthanol a 10 mg d'extrait/ml et des
aliquotes de 20 pL ont été injectées dans I'appareil de 'HPLC. Chaque échantillon a
été dosé 3 fois. La quantification de la pisatine a été calculée en interpolant I'aire des
pics chromatographiques avec les données de la courbe d'étalonnage et exprimée

en ug/mg d’extrait ou en ug/mg de racine.
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Comportement des 28 génotypes de pois vis-a-vis des 4 souches

de Fusarium oxysporum f.sp. pisi

3.1.1. Description symptomatologigue

L’expression de la fusariose vasculaire souvent apparait sur les parties
foliaires, qui expriment les conséquences des atteintes racinaires et vasculaires.
Les symptdmes commencent par I'enroulement des extrémités du limbe vers le
bas (Figure 3.1A), accompagné d’un jaunissement unilatéral (Figure 3.1B) qui se
poursuit le long des feuilles. A ce stade, dans le cas des génotypes sensibles, il y
a développement de nécroses progressives, jusqu’a ce que la feuille entiére

flétrisse et se desseche (Figure 3.1C).

Figure 3.1 : Evolution des symptémes de la fusariose vasculaire sur les feuilles du
pois.
(A) Enroulement, (B) jaunissement unilatéral et (C) desséchement de la feuille.

Au niveau de la plante entiére, les premiers symptémes sont perceptibles sur
les génotypes sensibles 7 a 10 jours aprés I'inoculation, sur les premiéres feuilles
(Figures 3.2B et 3.3B), et atteignent progressivement les jeunes feuilles jusqu'au
dessechement complet (Figure 3.3D) et la mort de la plante entiére. Ce tableau
symptomatologique a été clairement observé dans le cas du génotype Messire
infecté par la souche R2F42 (Figure 3.3E).



Figure 3.2:

Progression des symptdmes de la fusariose vasculaire chez le génotype Séfrou inoculé avec la souche R1.
(A) 7 jours, (B) 13 jours, (C) 19 jours et (D) 27 jours aprés I'inoculation.
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Figure 3.3 : Progression des symptdmes de la fusariose vasculaire chez le génotype Messire inoculé avec la souche R2F42.

(A) 7 jours, (B) 13 jours, (C) 19 jours, (D) 27 jours et (E) 31 jours apres I'inoculation.
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Nous avons constaté que les quatre souches de Fop provoquent les mémes
symptdmes sur I'ensemble des génotypes (flétrissement, jaunissement et
dessechement), en notant que la souche R2F42 a induit des symptomes plus
intenses que les souches R1, Argl et Arg3, sur les génotypes 2946, P21, P615,
P634, 1123 et Messire (Figure 3.4).

Figure 3.4 : Comportement du génotype Messire, 31 jours aprés son inoculation
avec les quatre souches de Fop.
(+) Plante inoculée, (-) témoin (EDS).

En paralélle avec les symptomes foliaires, la souche R2F42 (race 2) a causé une
décoloration rouge foncé a brun sur les racines et le collet de la plupart des
génotypes testés. Les souches R1, Argl et Arg3 de Fop quand a elles n'ont pas
causé cette décoloration (Figure 3.5).
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Figure 3.5 : Aspect des racines du génotype P632, 31 jours apres l'inoculation avec
les quatre souches de Fop.

(+) Plante inoculée, (-) plante non inoculée (témoin).

Quant aux symptdmes internes, I'observation des coupes sous loupe binoculaire
(x8), a montré une décoloration brune des tissus parenchymateux des différents
génotypes testés (Figure 3.6). De plus, une décoloration rouge foncé du systeme

vasculaire est visible chez les plantes inoculées par la souche R2F42 (Figure 3.6).



Témoin (EDS)

Figure 3.6 : Symptomes internes chez le génotype Messire, 31 jours apres I'inoculation avec les quatre souches de Fop (G: x8).
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3.1.2. Taux d’infection et VIS

L’analyse de la variance (ANOVA) des taux d’infection et des valeurs VIS a mis
en évidence des différences significatives de la virulence des quatre souches de Fop
(Appendice E). La souche R2F42 a induit les taux d’infection et les valeurs VIS les
plus élevés (Figure 3.7B), alors que les valeurs les plus faibles sont enregistrées

chez les deux souches Argl et Arg3 (Figures 3.7C et D).

L’ANOVA a révélé des différences significatives entre les 28 génotypes étudiés
(Appendice E). Les génotypes Messire, 2946, P21 et P634 inoculés avec la souche
R2F42, ont montré des taux d’infection et des VIS plus importants, tandis que les
génotypes Jl 1760, 74SN5 et Radley inoculés avec les souches Argl et Arg3, ont
montré les valeurs les plus faibles. Les taux d’infection enregistrés, 31 jours aprés
I'inoculation, varient de 15,74% (JI 2480-Arg3) a 64,58% (2946-R2F42) (Appendice
F). Les valeurs VIS varient de 1,03 (P651-Arg3: Figure 3.7D) a 4,41 (2946-R2F42 .
Figure 3.7B).

En interaction avec la souche R1, tous les génotypes se sont avérés résistants,
montrant des VIS inférieurs a 3. Le génotype P627 a la valeur effective de VIS la
plus importante (2,56), suivi par P633 (2,52), P615 (2,47), P665 (2,41), P650 (2,29),
Séfrou (2,23) et 2946 (2,15). Les deux génotypes Radley et P651 ont les VIS les plus
faibles (1,09 et 1,13, respectivement) (Figure 3.7A).

En interaction avec la souche R2F42, les génotypes 2946 et P21 sont les plus
sensibles en enregistrant des VIS supérieurs a 4. Les génotypes Messire, 1123,
P615 et P634 sont partiellement résistants avec des VIS compris entre 3 et 4, alors
que les génotypes les plus résistants sont Radley, P656, P651, JI 1559 et Merveille

de Kelvedon en enregistrant des VIS inférieurs a 1,5 (Figure 3.7B).

Tous les génotypes étudiés, inoculés avec la souche Argl, sont résistants (VIS <
2,5), tel le cas du génotype 2946 (2.15) et le génotype P656 (1,05) (Figure 3.7C). En
interaction avec la souche Arg3, les 28 génotypes sont résistants a cette souche
(VIS < 2,5) (Figure 3.7D).
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Figure 3.7 : Valeurs effectives de VIS des 28 génotypes de pois, 31 jours aprées leur
inoculation avec les quatre souches de Fop.

Les barres d'erreur correspondent aux écarts types issus de 6 répétitions.

De méme que la progression des taux d’infection (Appendice 1), la cinétique des
valeurs VIS durant la période du suivi ttmoigne d’une progression tres rapide de la
maladie chez les génotypes inoculés avec la souche R2F42, avec laquelle
I'apparition des premiers symptémes a été notée a partir du 7™ au 10°™ jour aprés
I'inoculation, sur la plupart des génotypes étudiés (Figure 3.8). La seule exception
est le cas du génotype Merveille de Kelvedon qui a montré une période de latence
relativement longue, puisque les symptdomes n’étaient pas visibles sur ce génotype

qu’a partir du 22°™ jour aprés I'inoculation (Figure 3.8).
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Figure 3.8 : Evolution des valeurs VIS des génotypes 74SN5, 2946, P651, Merveille

de Kelvedon et P21 inoculés avec les quatre souches de Fop.

En interaction avec les souches R1, Argl et Arg3, les génotypes 2946 et P21 ont
montré les premiers symptémes a partir du 7°™ jour, pour atteindre des valeurs VIS
avoisinant 3, 16 jours apres leur inoculation (Figure 3.8). Les génotypes les plus
résistants (Merveille de Kelvedon et P651) ont enregistré une cinétique trés lente
avec apparition des premiers symptébmes 13 jours (R1), 16 jours (Argl) et 19 jours

(Arg3) apres leur inoculation (Figure 3.8).

3.1.3. AUDPC

L’analyse de la variance des valeurs AUDPC a montré des différences
significatives entre la virulence des quatre souches de Fop (Appendice E). Les
valeurs AUDPC les plus importantes ont été enregistrées avec la souche R2F42
(Figure 3.9B), tandis que les valeurs les plus faibles ont été enregistrées avec les
deux souches Argl et Arg3 (Figure 3.9C et D).
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Figure 3.9 : Valeurs effectives d’AUDPC des 28 génotypes de pois inoculés avec les

quatre souches de Fop.
Les barres d'erreur correspondent aux écarts types issus de 6 répétitions.

L’ANOVA a mis en évidence aussi des différences significatives entre les

réactions des 28 génotypes inoculés (Appendice E). Les valeurs AUDPC les plus

importantes sont enregistrées chez les génotypes P21, 2946 et P615 inoculés avec

la souche R2F42 (Figure 3.9B), alors que les valeurs les plus faibles sont notées

chez les génotypes JI1559 et Merveille de Kelvedon inoculés avec les souches Argl
et Arg3 (Figure 3.9C et D). Les valeurs sont comprises entre 36,64 (Merveille de
Kelvedon-Arg3: Figure 3.9D) et 1115,87 (P21-R2F42: Figure 3.9B).
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En interaction avec la souche R1, les AUDPC les plus importants ont été
enregistrés chez les génotypes P627, P633 et 2946 (> 600), tandis que les plus
faibles (< 150) sont enregistrés chez les génotypes Radley et P651 (Figure 3.9A). En
interaction avec la souche R2F42, les génotypes P21, 2946 et P615 ont enregistré
des AUDPC dépassant 900, alors que les génotypes Merveille de Kelvedon, JI 1559
et Radley sont les plus résistants (AUDPC < 300) (Figure 3.9B).

En interaction avec la souche Argl, les génotypes 2946, P627 et P633 ont noté
les valeurs les plus élevées (AUDPC > 400). Les trois génotypes Merveille de
Kelvedon, New Season et JI1559 sont les plus résistants (AUDPC < 105) (Figure
3.9C). Avec la souche Arg3, les génotypes 2946 et P633 ont enregistré des AUDPC
supérieurs a 650. Le génotype JI1559 est le plus résistant a cette souche (101,42),
suivi par les génotypes P651 (112,47), JI 2480 (115,04) et P632 (123,12) (Figure
3.9D).

Le calcul des valeurs minimales et maximales d’AUDPC, correspondant aux 28
génotypes, révele la variabilité de leurs réponses vis-a-vis des quatre souches de

Fop. De cette maniere, 4 groupes sont distingués (Figure 3.10):

1. Le groupe A, (AUDPC < 250) représente le génotype JI1559 en interaction
avec les quatre souches du pathogene (Figure 3.10A).

2. Le groupe B, avec des valeurs relativement faibles (0 < AUDPC < 500),
composé de 15 génotypes: JI1412, JI1760, Radley, Polar, 74SN5, New
Season, Merveille de Kelvedon, JI2480, P614, P651, P42, P632, P656, P316
et P699 (Figure 3.10B).

3. Le groupe C, dont les valeurs sont intermédiaires (100 < AUDPC < 750),
regroupe 8 génotypes : Messire, 1123, P627, P633, P634, P638, Séfrou et
P650 (Figure 3.10C).

4. Le groupe D, le plus sensible (250 < AUDPC < 1000) composé de trois
génotypes : 2946, P21 et P615 (Figure 3.10D).

Le génotype P665 a enregistré les plus grandes variations fluctuant entre O et
plus de 500 indiquant une différence tres marquée de susceptibilité selon la souche

de Fop testée (Figure 3.10).
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Figure 3.10 : Valeurs minimales et maximales d’AUDPC des 28 génotypes de pois.

En comparant les valeurs minimales et maximales des AUDPC, correspondant
aux quatre souches de Fop, nous déduisons que les valeurs les plus importantes
sont notées avec la souche R2F42 (Figure 3.11A). La race 1 représentée par la
souche R1 est moins virulente que la souche R2F42 (Figure 3.11B), mais plus
virulente que les souches Argl et Arg3. Ces deux dernieres souches n’ont pas

montré des différences significatives entre elles (Figure 3.11C).
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Figure 3.11 : Valeurs minimales et maximales d’AUDPC des quatre souches de Fop.
(*) : Les valeurs ayant la méme lettre ne présentent pas des différences significatives.

3.1.4. Corrélation entre taux d’infection et VIS

Le coefficient de corrélation entre la sévérité de la maladie et les taux d’infection

des génotypes inoculés est tres élevée (r=0,902, p=0,000) (Figure 3.12).

Les résultats obtenus a partir du calcul des deux paramétres (VIS et taux
d’infection) sont fortement semblables, permettant de bien distinguer les génotypes
résistants, les génotypes sensibles et méme les réactions intermédiaires (génotypes
partiellement résistants). La forte corrélation entre les deux parametres indique la
possibilité d’utiliser un de ces parametres pour déterminer le comportement des

génotypes face a la fusariose vasculaire.
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Figure 3.12 : Corrélation de la distribution des VIS et taux d’infection.

3.2. Comportement de la nouvelle collection de 60 génotypes de pois

face aux 2 souches de Fusarium oxysporum f.sp. pisi

3.2.1. Description symptomatologique

Sept a 10 jours aprés l'inoculation, les premiers symptémes typiques de la
fusariose vasculaire du pois sont notables sur certains génotypes (Figure 3.13). Les
symptbmes commencent sur les feuilles primaires (Figure 14.A) et atteignent
progressivement les jeunes feuilles jusqu'a ce que I'ensemble de la plante flétrit et

meurt 19 a 30 jours aprés inoculation (Figure 3.14).
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Figure 3.13 : Comportement des génotypes, 10 jours aprés leur inoculation avec

les souches R1 et R2F42 de Fop par rapport aux témoins (EDS).
(A) Génotype 944 et (B) génotype 1996.

Figure 3.14 : Comportement des génotypes, 31 jours aprés leur inoculation avec les
souches R1 et R2F42 de Fop par rapport aux témoins (EDS).
(A) Génotype P315 et (B) génotype P691.
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Bien que les deux souches de Fop aient provoqué les mémes types de
symptémes sur les génotypes (jaunissement, flétrissement, enroulement et nécrose),
intensité des symptdmes était plus importante chez les plantes inoculées avec
R2F42, par rapport a la souche R1 (Figures 3.13 et 3.14). En comparant les deux
souches, nous avons constaté une variabilit¢é dans les réponses des géenotypes,
variant de la haute sensibilité a la résistance. Généralement, les symptomes de
fletrissement progressent beaucoup plus rapidement chez les génotypes inoculés
avec R2F42 qu’avec R1 (Figure 3.13).

Comme pour la partie aérienne, le pathogéne a causé des dégats sur la partie
racinaire. Les génotypes inoculés avec R2F42 ont montré une décoloration rouge
foncé a brune aux niveaux des racines et du collet, tandis que peu de ces
symptdmes ont été observés chez les génotypes inoculés avec la souche R1.
Concernant les témoins immergés dans I'eau distillée stérile, les racines des plantes

n’ont pas montré des décolorations (Figures 3.15).
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Figure 3.15 : Aspect des racines des plantes, 31 jours aprés I'inoculation.
(A) Génotype 2329 et (B) génotype 3068.

L’examen microscopique a révelé, sur les coupes longitudinales fraiches de la
racine et du collet, une décoloration rouge foncée du systéeme vasculaire et/ou des
tissus parenchymateux chez les génotypes susceptibles (Figure 3.16) et
partiellement résistants (Figure 3.17) inoculés avec la souche R2F42. Par contre, les

plantes inoculées avec la souche R1 n’ont pas montré cette décoloration.
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Figure 3.16 : Symptomes internes chez le génotype P691, 31 jours aprés
I'inoculation (G: 3,2x10).

Figure 3.17 : Symptomes internes chez le génotype 223, 31 jours apres
l'inoculation (G: 10x10).

3.2.2. Taux d’infection

L’ANOVA des taux d’infection enregistrés par les 60 nouveaux génotypes
inoculés avec les 2 souches de Fop (R1 et R2F42), a mis en évidence des

différences hautement significatives (p=0,000) (Appendice K).

En interaction avec la souche R1, les 60 génotypes peuvent étre rassemblés
dans deux groupes distincts (Figure 3.18):

- Le premier groupe (T% < 50%), composé de 49 génotypes résistants : P65,
1160, P692, 1046, 2946, 801, 1171, 223, 2995, 1176, 1148, 1149, 1196, 944,
952, 1994, 1996, 2329, 2633a, 2633b, 3044, 3068, 3029, 3030, 3034, 22,
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2938, 26, 27, 2017, 2342, 2372, 2367, 904, 1556, 2605, 760, 2998, P26, P39,
1066, 2310, P629, P630, P633, P648, P315, P691 et 1943.

Le deuxieme groupe (50%< T% < 70%), rassemble 11 génotypes
partiellement résistants : 2905, 2370, 2448, 2575, 2996, 2076, 2714, 3106,
742, 2378 et P69.

En interaction avec la souche R2F42, trois groupes sont distingués (Figure

3.19) :

Le premier groupe (T% < 50%), composé de 17 génotypes résistants : 801,
P65, 2370, 3068, 1148, 1149, 952, 2633a, 2633b, 2995, 2938, 26, 2342,
2376, 1046, P39 et 2310. Le plus faible taux d’infection (10,47%) est
enregistré chez le génotype 801.

Le deuxiéme (50%< T% < 70%), composé de 16 génotypes partiellement
résistants : 1196, 2905, 223, 1994, 2448, 3034, 2575, 2996, 2017, 2367,
2605, 2998, P26, 742, P630 et P633.

Le troisieme groupe (T% > 70%), composé de 27 génotypes sensibles : 1160,
1171, 1176, 2946, 944, 1996, 2329, 3044, 3029, 3030, 22, 27, 2076, 904,
1556, 2714, 760, 3106, 1066, P629, P648, P315, P691, P692, 2378, P69 et
1943. La valeur maximale (88,88%) est notée chez le génotype P315.

Le méme génotype peut ne pas présenter le méme comportement envers les

deux souches de Fop. C’est le cas par exemple des génotypes 1160, 944, 27 et

P692 qui sont résistants vis-a-vis de la souche R1 (Figure 3.18), alors qu’ils sont

sensibles a la souche R2F42 ou les taux d’infection sont supérieurs a 70% (Figure

3.19).

Avec la souche R1, parmi les 60 génotypes testés, 49 sont considérés comme

résistants (T1% < 50%) et 11 sont partiellement résistants (50%< T% < 70%). Face a

cette souche, nous n’avons enregistré aucun génotype sensible. En interaction avec

la souche R2F42, 17 génotypes sont résistants (Tl % < 50%), 16 génotypes sont

partiellement résistants (50% < T% < 70%) et 27 génotypes sont sensibles (T1% >
70%) (Figure 3.20).
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Figure 3.18 : Valeurs effectives du taux d’infection des 60 génotypes de pois, 31 jours aprés leur inoculation avec la souche R1 de

Fop.

Les barres d'erreur correspondent aux écarts types issus de 5 répétitions.
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Figure 3.20 : Répartition (nombre) de génotypes de pois par souche de Fop selon

le taux d’infection.

3.2.3. AUDPC

L’ANOVA des valeurs AUDPC enregistrées chez les 60 nouveaux génotypes
de pois face aux deux souches de Fop (R1 et R2F42), a mis en évidence des
différences significatives entre les différents génotypes (p=0,000) (Appendice K).
Le calcul ’AUDPC confirme les résultats obtenus des taux d’infection, dont les
génotypes résistants ont des AUDPC les plus faibles, tandis que les génotypes
sensibles ont les valeurs les plus élevées (Figures 3.21 et 3.22).

En interaction avec la souche R1, de faibles valeurs sont enregistrées par les
deux génotypes résistants P65 et 801 (78,98 et 197,93, respectivement), alors
qgue la valeur maximale de 2159,18, a été notée par le génotype 2076 (Figure
3.21). En interaction avec la souche R2F42, les valeurs d’AUDPC les plus faibles
correspondant aux génotypes les plus résistants, sont enregistrées avec les deux
génotypes P65 et 801 (144,14 et 178,88, respectivement). Les AUDPC les plus
élevés (> 2150) sont notés chez les génotypes sensibles 1171, 1176, 2946, 944,
1996, 3044, 3029, 2076, 1556, 760, 1066 et P648 (Figure 3.22).

De méme que le taux d’infection, la valeur AUDPC du méme génotype différe
selon la souche de Fop, tel le cas du génotype 1171 qui a enregistré une valeur
de 503,80 avec la souche R1 (Figure 3.21) et 2494,66 avec la souche R2F42
(Figure 3.22). C’est le cas aussi du génotype 2946 qui a enregistré un AUDPC de
497,63 avec la souche R1 (Figure 3.21) et 2486,64 avec la souche R2F42 (Figure
3.22).
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Figure 3.21 : Valeurs effectives d AUDPC des 60 génotypes de pois inoculés avec la souche R1 de Fop.
Les barres d'erreur correspondent aux écarts types issus de 5 répétitions.
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Les barres d'erreur correspondent aux écarts types issus de 5 répétitions.
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Figure 3.23 : Valeurs minimales et maximales d’AUDPC des 60 génotypes de pois.
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Le calcul des valeurs minimales et maximales a mis en évidence la variabilité de
réponse du méme génotype face aux souches R1 et R2F42 de Fop (Figure 3.23).
Des différences trés importantes ont été notées chez certains génotypes, ou I'écart
entre la valeur minimale et maximale est tres élevé. C'est le cas des génotypes
1171, 1176, 944, 3029, 1556, P648 et P691 ou la différence entre les deux valeurs
dépasse le seuil de 900. Par contre, certains génotypes, tels que P65, 1149, 801,
2905, 2714, P633 et 2378, ont enregistré des écarts ne dépassant pas 150 (Figure
3.23).

3.3. Quantification moléculaire de Fop in planta

L’analyse de la variance (ANOVA) révele une différence significative entre les
témoins sains (EDS) et les plants inoculés avec la souche R2F42. La quantification
(RT-PCR) in planta, de I'ADN de la souche R2F42 de Fop, est clairement distincte

des témoins qui ne présentent pas d’amplification (Appendice L).

Des différences significatives ont été détectées entre les quantités d’ADN

fongique contenues dans les échantillons d’ADN des génotypes étudiés (Figure

3.24).

2370 3068 2633a P21 3029 pp4s

(o]
o
|

(*))
o
|

P_(%o)

ADN de Fo
N
N

N
o
|

Génotypes

Figure 3.24 : Taux de 'ADN de la souche R2F42 de Fop par rapport a ’'ADN total
selon le génotype du pois.

a, b, cetd: la méme lettre indique I'absence de différences significatives. Les barres d'erreur

correspondent aux écarts types issus de 3 répétitions.
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La quantité de 'ADN de Fop amplifiée par RT-PCR, a été exprimée en taux pour
mille (%o0) par rapport a ’ADN total extrait. Selon les taux enregistrés, quatre groupes

sont distingués (Figure 3.24) :

- Le groupe « a » avec les taux les plus faibles composé de deux génotypes
2370 (2,32%0) et 3068 (4,88%o).

- Le groupe «b» composé des deux génotypes 2633a et 952 qui ont
enregistré des taux d’ADN fongique ne dépassant pas 24%o (20,97%., et
23,51%o respectivement).

- Le groupe « c » composé des génotypes P21 et 3029, avec respectivement
57,32%o et 68,69%0 d’ADN de Fop.

- Le groupe « d » composé du seul génotype P648 qui a montré le taux d’ADN

fongique le plus élevé (95,32%o).

La quantité de 'ADN de Fop mesurée in planta est positivement corrélée avec
les niveaux du taux d’infection enregistrés par chaque génotype (r=0,953) (Figure
3.25).

| | | | | | | |
Q O er A 0 DS ADH P '\QQ

ADN de Fop (%o )
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Figure 3.25 : Corrélation entre le taux d’ADN de Fop et le taux d’infection enregistré

par les génotypes de pois étudiés.

Sur la base de ces résultats, nous constatons que Fop est faiblement présent
dans les tissus végétaux des génotypes résistants 2370 et 3068, correspondant aux
taux d’infections 15,7% et 16,57%. C’est le cas aussi des génotypes 2633a et 952
ayant des taux d’infection de 32,91% et 47,85%, respectivement. Quant au génotype
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partiellement résistant P21 (T1%=64,45%), il a enregistré un taux de 57,32%o. d’ADN
de Fop. Les deux génotypes sensibles 3029 et P648 (TI% > 70%), ont enregistré le
taux d’ADN de Fop le plus important.

3.4. Dosage de la pisatine

Les chromatogrammes obtenus (HPLC) ne montrent aucun changement
qualitatif entre génotypes ou traitements, ce qui exclut la possibilité de présence de
composeés différents (Appendice M). La teneur en pisatine est mesurée en pg/mg
d’extrait (Appendice O) ou en pg/mg de poids frais de la racine, suivant la courbe
d’étalonnage préalablement établie (Appendice M). L’analyse de la variance des
teneurs en pisatine indique une différence significative entre les génotypes et entre
les différents traitements (appendice N).

3.4.1. Aprés 24h de l'inoculation

Apreés 24h de l'inoculation avec la souche R2F42, le dosage de la pisatine a
révélé que la teneur en cette phytoalexine chez les plantes inoculées était plus
importante que chez les témoins, a I'exception du génotype 2996 ou le témoin a

montré une teneur légerement plus élevée que les plantes inoculées (Figure 3.26).
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Figure 3.26 : Teneur en pisatine 24 heures apreés l'inoculation.

a, b, et ab : la méme lettre indique I'absence de différences significatives. Les barres d'erreur

correspondent aux écarts types issus de 3 répétitions.
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La quantité de pisatine accumulée chez les deux génotypes résistants 3068 et
952, exprimée en pg/mg de racine, semble la plus importante (0,57 pg/mg et 0,4
png/mg, respectivement). Chez le génotype partiellement résistant 2996 et le
génotype sensible 3029, les teneurs en pisatine sont relativement plus faibles (0,08
pg/mg et 0,09 pg/mg, respectivement) (Figure 3.26).

3.4.2. Aprés 48h de l'inoculation

Aprés 48h de l'inoculation, la teneur en pisatine la plus élevée (0,59 pg/mg de
racine) est enregistrée chez le génotype résistant 3068. Le génotype résistant 952 a
montré une teneur de 0,17 pg/mg, suivi par le génotype sensible 3029 (0,15 pg/mg).
Le génotype partiellement résistant 2996 a accumulé la quantité de pisatine la plus
faible (0,07 pg/mg) (Figure 3.27).
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Figure 3.27 : Teneur en pisatine 48 heures aprés 'inoculation.

a et b : la méme lettre indique I'absence de différences significatives. Les barres d'erreur

correspondent aux écarts types issus de 3 répétitions.

3.4.3. Aprés 15 jours de l'inoculation

15 jours aprés l'inoculation, le génotype résistant 952 a accumulé la teneur en
pisatine la plus importante en enregistrant 1,6 pg/mg de racine. Le génotype sensible
3029 a enregistré 0,49 ug/mg, dépassant ainsi le génotype résistant 3068 avec 0,19
png/mg (Figure 3.28).
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Figure 3.28 : Teneur en pisatine 15 jours aprés I'inoculation.

a, b, et c : la méme lettre indique I'absence de différences significatives. Les barres d'erreur

correspondent aux écarts types issus de 3 répétitions. (*) : Traitement manquant.

L’analyse de la variance (ANOVA) indique aussi une différence significative entre

traitements (témoins, 24h, 48h et 15 jours aprés l'inoculation) (Figure 3.29) :

- Chez le génotype résistant 952, la quantité de pisatine augmente aprées
24h de l'inoculation et redescend a 48h, pour ré-augmenter et enregistrer
son maximum apres 15 jours de I'inoculation.

- Chez le génotype résistant 3068, 'accumulation de la pisatine a augmenté
24 heures aprés son inoculation pour atteindre sa valeur maximale aprés
48, en enregistrant par la suite une diminution de sa teneur apres 15 jours
de l'inoculation.

- Chez le génotype partiellement résistant 2996, nous avons noté une
diminution progressive de la quantité de pisatine.

- Chez le génotype sensible 3029, une augmentation continue de la teneur

en pisatine a été enregistrée.
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Figure 3.29 : Evolution de la teneur en pisatine des génotypes de pois étudiés.

Les barres d'erreur correspondent aux écarts types issus de 3 répétitions. (*) : Traitement manquant.

3.5. Discussion

La fusariose vasculaire du pois causée par Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop),
est une redoutable maladie pouvant provoquer de graves pertes [11, 12]. Pour lutter
contre cette trachémycose, certains fongicides peuvent étre utilisés, néanmoins leur
efficacité est relativement limitée, en raison des capacités de conservation du
pathogene dans le sol et sur les débris végétaux et sa progression systémique
vasculaire qui est quasiment hors d’atteinte. En plus, ces derniéres années, il y a
mépris envers les produits agrochimiques a cause de leurs effets néfastes sur la
santé et sur la microflore bénéfique du sol [12, 237, 238]. Les méthodes de lutte
biologique sont des sources prometteuses de contréle et trouvent des échos tres
favorables auprés des agriculteurs et des consommateurs. Cependant, la
commercialisation des biopesticides demeure trés limitée a cause de la complexité
de leur production a I'échelle industrielle et leur inadéquation avec les pratiques

agronomiques courantes [239].

La sélection de cultivars résistants, méme si les approches analytiques et
méthodologiques sont fastidieuses, toutefois il est largement reconnue qu’il s’agit de
solutions sdres et plus durables [22, 240]. Des sources de résistance a la fusariose
vasculaire du pois ont été identifiées et sont utilisées pour améliorer les variétés

cultivées [20, 21]. La recherche de nouvelles sources de résistance aux stress,
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biotiques et abiotiques, ainsi que la détermination de leurs mécanismes de défense

sont une étape fondamentale pour une exploitation pratique.

Notre étude a évalué les niveaux de résistance/sensibilité d’'une collection de
génotypes de pois, exécutée en deux phases : la premiéere s’intéresse a 'étude du
comportement de 28 génotypes face a quatre souches de Fop, suivie par 60 autres
génotypes face a 2 souches du pathogéne. Dans ce genre d’études, certes la
recherche de déterminants moléculaires et/ou biochimiques, régissant la résistance
des plantes aux bioagresseurs est essentielle, néanmoins I'expression phénotypique
reste une étape primordiale, permettant la confirmation et I'évaluation des
comportements génotypiques. Ainsi, dans le cas de notre pathosystéme, la typicité
symptomatique, notamment avec la diversité du méme pathogéne, a travers ses
races, constitue un moyen permettant d’évaluer le comportement du génotype

végeétal vis-a-vis du degré de virulence du pathogene.

La fusariose vasculaire cause un ensemble de symptémes externes, incluant
I'éclaircissement des nervures, I'enroulement des feuilles, le flétrissement, le
jaunissement, les nécroses et la mort de la plante [113]. Les quatre souches de Fop
ont provoqué ce méme tableau symptomatologique sur les génotypes étudiés. Dans
nos essais, en conditions semi-contrdlées, nous avons constaté que la souche
R2F42 est la plus virulente, causant des symptdmes plus intenses sur les génotypes
sensibles et partiellement résistants (Messire, P21, P634, P669, 944, P315 et P691).

Pour une méme souche, la réponse de chaque génotype était trés variable.
Généralement, les symptdmes de flétrissement progressent beaucoup plus
rapidement chez les génotypes Messire, P21, 2946, 944 et P692, que chez d’autres
comme par exemple les génotypes Radley, Merveille de Kelvedon, P665, 801 et
P65. Ces symptdmes peuvent étre le résultat d’'un déficit hydrique da a l'occlusion
des vaisseaux généreée par I'infection [113]. Dans le cas des fusarioses vasculaires, il
se produit souvent la combinaison de la condensation du mycélium dans les cellules
du xyleme et/ou la production de toxines, causant ainsi le flétrissement des plantes
atteintes et leur mort subséquente [94, 192, 241, 242, 243]. Le blocage de la
circulation normale de la seve, chez les génotypes sensibles, peut étre di a
I'obstruction du systéme vasculaire et des cellules du xyleme. Ainsi, la formation de
telle obstruction a été supposée pour étre la conséquence d'une réaction défensive

retardée survenant dans la tige des plantes sensibles [244]. De plus, la production de
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la gomme par la plante par l'action d'une pectinase fongiqgue a également été

suggeérée pour étre l'origine de ces occlusions vasculaires [192, 241].

En parallele aux symptomes externes, linfection du pois par Fop est
généralement associée avec une décoloration des tissus vasculaires qui deviennent
rouge-orange ou noirs. Chez les plantes sensibles, cette décoloration vasculaire
progresse de la racine vers la tige et elle est généralement plus intense en réponse a
la race 2 du champignon [11, 20, 245]. Dans notre travall, le tissu vasculaire de la
plupart des génotypes étudiés inoculés par les souches R2F42, Argl et Arg3, a viré

vers une couleur rouge foncé.

La plupart des travaux sur la résistance du pois a la fusariose vasculaire,
prennent en considération le taux d’infection et la sévérité des symptébmes en tant
que parametres distinctifs [20, 21, 232]. Ainsi, nous avons utilisé ces parametres
pour différencier les réponses des deux collections de Pisum spp. Les différentes
méthodes d’évaluation de la maladie (taux d’infection, VIS et AUDPC) ont révélé une
grande variabilité chez les interactions étudiées (souches de Fop x génotypes du
pois).

Suivant la classification établie par MCPHEE et al. [231], les 28 génotypes de la
premiére collection sont tous résistants aux souches R1, Argl et Agr3, ou les taux
d’infection ne dépassent pas 50%, tandis qu’en interaction avec la souche R2F42, 23
génotypes sont résistants. Chez la deuxieme collection, 49 nouvelles sources de
résistance, a la souche R1 sont identifiées, tandis qu’en interaction avec la souche

R2F42, 17 nouvelles sources de résistance sont déterminées.

D’aprés INFANTINO et al. [14], le taux d’infection seul apparait insuffisant pour
distinguer les réponses des génotypes étudiés. Afin de décrire correctement les
réactions des 28 génotypes de la premiére collection, en interaction avec les quatre
souches de Fop, nous avons complété le calcul des taux d’infection par une
évaluation de la séverité des symptomes (VIS). Ce dernier a été adopté dans
plusieurs études pour évaluer la résistance vis-a-vis de la fusariose vasculaire [20,
232, 242, 246, 247, 248]. Donc, I'utilisation de I'échelle de sévérité des symptéomes a
apporté une meilleure quantification de la maladie, car elle considére les symptémes
au niveau de la feuille et donne une meilleure idée de la proportion affectée chez la

plante, reflétant ainsi le degré d’expression quantitative de la maladie.
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Le calcul des VIS a confirmé les résultats obtenus en taux d’infection, ou les
deux parameétres sont positivement corrélés (r=0.906). En effet, les valeurs VIS les
plus importantes correspondent aux taux d’infection les plus élevées. Afin de
déterminer la méthode de notation la plus adaptée et la plus simple pour évaluer la
fusariose vasculaire, BANI et al., [20] ont aussi étudié la corrélation entre les
différents parameétres. D’aprés leur étude, une forte corrélation entre VIS et taux
d’infection (r=0,925), suggere l'utilisation de I'un des deux parameétres seulement
pour déterminer le niveau de résistance/sensibilité des génotypes de pois face a la

fusariose vasculaire.

Restreindre I'évaluation de la maladie aux seules valeurs du taux d’infection et
de VIS finaux semble loin de refléter les détails du développement et d’évolution de
la fusariose vasculaire. Pour cela, nous avons calculé I'AUDPC, car ce parametre

évalue la progression de la maladie dans le temps [233, 249].

Les différentes méthodes d’évaluation de la maladie utilisées dans ce travail,
nous ont permis de distinguer les réponses des différents génotypes face aux
souches phytopathogénes de Fop. La résistance ou la susceptibilité d’'un génotype
donné est relative a la souche de Fop utilisée. C’est le cas par exemple du génotype
Merveille de Kelvedon qui a enregistré une valeur effective dAUDPC de 584,52 avec
la souche R1, alors qu’il a enregistré une valeur de 36,64 avec la souche Arg1. Cette
variabilité, envers les différentes souches du méme pathogene, peut étre la
conséquence d’'une spécificité du biotype pathogéne vis-a-vis des différents cultivars
de la méme espéce hote. Les relations entre les agents pathogénes et leurs hétes
végetaux sont déterminées au niveau d’entités génétiques, représentées d’'une part
par les biotypes (pathotypes ou races) des parasites et d’autre part par les cultivars
des plantes. Une des manifestations les plus connues de la spécificité parasitaire est
la résistance dite verticale : la variété concernée résiste totalement a certaines
souches du parasite mais elle est sensible a d’autres, manifestant ainsi une
interaction différentielle. Tout biotype du parasite qui est capable de surmonter un
facteur de résistance verticale est dit virulent a I'égard du cultivar correspondant
[250].

Au sein des deux collections du pois étudiées, 3 types de comportement ont été
enregistrés : des geénotypes sont sensibles a la maladie, des génotypes qui sont
partiellement résistants et d’autres qui sont résistants. L’'étude menée par BANI et

al., [20], a révélé une variabilité de réponses de 73 génotypes de Pisum spp. face a
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la souche R2F42 de Fop, qui ont varié entre résistance et susceptibilité, avec des
génotypes a reésistance partielle. De telle variabilité de réponses suggere que la
résistance de la collection étudiée de Pisum spp. a cette souche de Fop est de
nature quantitative. Cette derniére peut se référer a un niveau incomplet ou partiel du
phénotype de résistance, permettant au pathogéne de se reproduire et de se
propager. Elle est polygénique impliquant plusieurs genes, dont chacun contribue a

un faible niveau de résistance [157].

Parmi les quatre souches utilisées de Fop, R2F42 a été la plus virulente en
enregistrant des valeurs du taux d’infection, de VIS et ’AUDPC les plus importantes,
suivie par la souche R1 puis les deux souches Argl et Arg3. Une étude sur la
pathogénicité de 5 souches de Fop (incluant les deux souches R2F42 et Arg3), a
révélé le rble majeur des toxines, telles que l'acide fusarique et I'acide 9,10-

déhydrofusarique, dans la pathogénicité et la virulence de Fop [101].

La colonisation de I'héte est 'une des étapes cruciales de la pathogénése, ou le
pathogéne doit gagner l'intérieur de la plante pour qu’il puisse compléter son cycle
infectieux. Pour quantifier les agents pathogenes in planta, la plupart des méthodes
moléculaires développées sont basées sur la détection par PCR de I'ADN du
pathogéne. Ces méthodes fournissent la possibilité de détecter de trés petites
quantités de microorganismes [251]. Dans notre travail, nous avons effectué une
guantification moléculaire de 'ADN de Fop dans les tissus de 7 génotypes de pois
inoculés avec la souche R2F42. La quantité de 'ADN de Fop par rapport a L’ADN
total des échantillons a été mise en évidence par une PCR quantitative en temps
réel. Le taux de 'ADN de Fop est positivement corrélé avec le taux d’infection
enregistré chez les génotypes étudiés (r=0,953). En effet, les génotypes sensibles
ont montré des taux d’ADN élevés, reflétant ainsi que la colonisation des tissus
végétaux par Fop est plus importante chez les génotypes sensibles par rapport aux
génotypes résistants. Des recherches sur le pathosysteme pois-Fop ont montré que
I'invasion interne des racines pivotantes et des hypocotyles était moins fréquente
chez le cultivar « Vantage », qui posséde le géne de résistance a la race 1, que chez
le cultivar sensible « M410 » [252]. En outre, pour mettre en évidence la colonisation
des plants de pois par Fop, BANI et al. ont essayé de ré-isoler les colonies du
champignon a partir des différentes parties de la plante. Les colonies ont été
détectées dans les racines de tous les génotypes (résistants, partiellement résistants

et sensibles). Cependant, les colonies fongiques n'ont été récupérées qu'a partir des
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tiges des génotypes sensibles, suggérant ainsi que la propagation de Fop a été
délimitée chez les génotypes résistants [20]. ULLOA et al. ont montré aussi que les
génotypes résistants empéchent le champignon d'achever la colonisation du xyléme

a partir de la racine pivotante [248].

Dans l'interaction de F. oxusporum f.sp. lycopersici avec des génotypes de
tomate, VAN DER DOES et al. ont démontré que le champignon colonise a la fois le
xyléme de la racine et de la tige chez les plantes résistantes, ce qui suggere qu’il
peut étre considéré comme un endophyte sur un génotype végétal résistant, dont il
colonise I'n6te mais ne provoque pas de symptémes [253]. Dans cette méme étude,
il a été révélé que le champignon était capable d'atteindre le systéme vasculaire de
la tige des génotypes résistants. Cependant, I'extension de la colonisation du
systéme vasculaire de I'hdte était inférieure a celle des plantes sensibles. Cela
indique que le blocage complet de la pénétration fongique ne se produit pas
forcément lors des interactions incompatibles [253]. Ces aboutissements s’accordent
avec nos résultats, ou les génotypes résistants de Pisum spp. contenaient 'ADN de
Fop au niveau du collet mais a de faibles quantités, contrairement aux génotypes

sensibles.

La résistance a F. oxysporum chez plusieurs especes végétales a été largement
étudiée. Plusieurs travaux montrent que les souches de ce pathogéne sont capables
de coloniser l'intérieur de la plante malgré la présence d'une réponse fonctionnelle de
résistance. C’est le cas par exemple de l'interaction incompatible de ce champignon
avec le haricot, ou certaines souches colonisent la plante des racines jusqu'a la
région basale de la tige [254, 255], alors que la colonisation des génotypes résistants
de pois ou de pastéque est limitée aux racines et parfois aux collets [20, 256]. En
outre, SCOTT et al. ont démontré que des souches phytopathogénes de F.

oxysporum peuvent coloniser les tissus de la plante sans causer la maladie [257].

L'invasion et la colonisation de I'hGte par F. oxysporum dépend de plusieurs
facteurs variant selon le pathosysteme. De méme, I'héte développe différentes
barrieres physiques et chimiques pour bloquer la progression du pathogéne a
différents niveaux en fonction de l'espece hoéte ou du cultivar. Les mécanismes les
plus efficaces sont la production de composés antifongiques, la formation de papilles
aux sites de pénétration, la subérisation et la lignification des parois cellulaires,

'accumulation de gommes, de gels ou de tyloses dans les cellules du xyleme et



102

'occlusion des vaisseaux par prolifération de cellules adjacentes de parenchyme
[192, 242, 258, 259, 260, 261, 262, 263]. Chez le pois, une protéine antifongique de
31 kDa, a été isolée chez la variété macrocarpon de P. sativum. La protéine, appelée
pisumine, a montré une activité antifongique envers F. oxysporum et Rhizoctonia
solani [264]. Une autre protéine antifongique de 11 kDa, a été aussi isolée a partir
des graines de P. sativum var. arvense Poir, ayant une activité inhibitrice envers F.

oxysporum [265].

Ces différents mécanismes contribuent a bloquer la progression du pathogene et
a deétruire les hyphes invasives. Bien que plusieurs de ces mécanismes soient
souvent décrits simultanément dans la racine de I'hote, leur contribution relative a la
résistance varie selon I'héte et le cultivar [235]. Chez le pois, des études ont montré
que le principal déterminant de la résistance au Fop est l'occlusion des tissus du
xyleme, le renforcement de la paroi cellulaire des vaisseaux et la production de la
pisatine [235, 244, 266, 267].

La pisatine est la principale phytoalexine de pois induite en réponse a des agents
pathogenes, dont elle est un métabolite antifongique puissant [268, 269, 270, 271,
272]. Elle a été identifiée comme le principal composant de la fraction inhibitrice

présente dans les exsudats des génotypes du pois [235].

Dans la derniere partie de notre travail, nous avons réalisé le dosage de la
pisatine (HPLC) chez quatre génotypes de pois, apres leur inoculation avec la
souche R2F42 de Fop. Les génotypes résistants et partiellement résistants
présentent généralement une teneur en pisatine plus importante par rapport aux
génotypes susceptibles. Ce constat indique que la pisatine joue un rdle important
dans la défense de ces génotypes face a Fop. Comme le génotype partiellement
résistant 2996 ne possede qu’une trés petite quantité de pisatine, qui n’évolue pas
avec le temps, certains génotypes doivent mettre en place d’autres mécanismes de
défense [235].. Dans notre étude, les génotypes résistants contiennent plus de
pisatine au moment de l'infection et répondent rapidement a l'invasion fongique, en
augmentant transitoirement la quantité de pisatine 24h aprés linoculation. Ces
résultats indiquent que la pisatine joue un rble trés important dans les réactions
défensives des génotypes 3068 et 952. De ce fait, la résistance de ces deux
génotypes est due, au moins en partie, a la synthese massive de pisatine et a son

accumulation rapide pendant les premieres 24h, suivant leur inoculation.



103

Les résultats semblent aussi indiquer un réle de la pisatine dans la réaction
défensive responsable de la résistance partielle. En effet, si le génotype 2996 ne
montre pas de différence significative avec le génotype susceptible 3029 durant les
premiéres 48h, I'accumulation de pisatine dans les racines infectées durant la
période suivante doit permettre de limiter la croissance du pathogéene, ralentissant

ainsi la colonisation de la plante hote et le développement de la maladie.

Bien que des études antérieures ont signalé que la pisatine inhibait la croissance
de F. oxysporum dans un intervalle de 25 a 100 pg/ml dans des essais biologiques in
vitro [268, 270], I'étude menée par BANI et al. a prouvé qu’elle peut inhiber la
germination de Fop a une concentration beaucoup plus faible [235]. L'efficacité des
phytoalexines en tant que composés de défense peut étre déterminée par la
présence ou l'absence de composés qui influencent leur activité antimicrobienne
selon les plantes [203]. Une bonne corrélation entre la quantité de phytoalexine
susceptible d'étre en contact avec l'agent pathogene et la toxicité in vitro est

essentielle pour déterminer le r6le d'une phytoalexine dans la défense [273].

15 jours apres l'inoculation, une augmentation trés importante de la teneur en
pisatine chez le génotype résistant 952, mais aussi chez le génotype sensible 3029.
Par contre, une réduction notable de la pisatine a été enregistrée chez le génotype
partiellement résistant 2996, indiquant ainsi que son accumulation tardive peut avoir
un rble renforcant la défense chez les génotypes résistants mais pas chez les
génotypes sensibles. Les résultats obtenus dans notre travail semblent, donc,
indiquer deux fonctions de la pisatine dans la réaction défensive : une réaction rapide
et précoce permettant une résistance compléte a l'infection et une autre plus tardive

permettant une résistance partielle.

by

La synthése d'une phytoalexine se produit de novo suite a une infection
pathogéne et differe entre les interactions compatibles et incompatibles dans la
dynamique de leur biosynthese, plutdét que dans la présence/absence dans les
plantes hoétes résistantes ou sensibles [203, 204, 205]. Par conséquent, le succés
général de cette réaction de défense repose sur sa dynamique, qui est déterminée

par le répertoire génétique de I'hbte [274].

La souche R2F42 de Fop utilisée dans notre travail a induit la maladie chez le
geénotype sensible 3029, malgré I'accumulation croissante de la pisatine dans ses

racines. CRUICKSHANK a indiqué que la tolérance a une phytoalexine pourrait étre
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un caractere de pathogénicité [275]. En 1964, UEHARA a rapporté que deux agents
pathogenes du pois étaient capables de dégrader la pisatine par déméthylation
comme mécanisme de détoxification [276]. Des analogues de génes de la famille
PDA (Pisatin Demethylating Ability) présents chez I'agent phytopathogéne de pois

Nectria haematococca, ont été isolés et identifiés chez F. oxysporum [277, 278].

Pour développer des outils de protection des plantes, les travaux ont été
longtemps dirigés sur la génération de pesticides ou sur les investigations
moléculaires des autres mécanismes de défense, autres que les phytoalexines. Cela
peut également étre da a I'extréme diversité des phytoalexines et la complexité de la
biosynthése pour beaucoup d'entre elles, ce qui a rendu difficile I'identification sans
équivoque des mécanismes de régulation adaptés [206, 279]. Cependant, les
progres accomplis au cours des dernieres années sur les méthodes moléculaires, y
compris l'analyse des mutants et des plantes transgéniques, ont également
fortement contribué a la compréhension de la biosynthese des phytoalexines et de
leur régulation. Ces connaissances, associées aux caractéristiques intrinseques des
phytoalexines, en tant que substances antimicrobiennes a large spectre, en font une
cible prometteuse pour I'amélioration des especes végétales [206, 280, 281]. Compte
tenu de l'objectif de réduction de [l'utilisation des pesticides et des limites de la
sélection classique, la régulation génétique des phytoalexines ou des métabolites
secondaires en général est considérée comme un objectif encourageant pour

améliorer la protection des cultures [279, 282, 283].

Les études sur les phytoalexines se sont appuyées presque exclusivement sur
des expériences contrdlées au laboratoire ou sous serre, ce qui fournit un systéme
trés net pour étudier l'induction et la régulation de ces composés. D’'un autre cété, les
plantes des écosystemes naturels et agricoles sont exposées a de hombreux stress
autres que l'attague d'un agent pathogene. Bien que plus complexe a mettre en
place et a interpréter, il serait tres utile de déterminer si une plante, se développant
dans des conditions naturelles, produit des phytoalexines comme prévu par des
expériences d'infection contrélée, ou si les stress causés par les pratiques culturales

entrainent une production plus ou moins constante de phytoalexines [273].

La complexité du pathosysteme Pisum spp.-Fusarium oxysporum f.sp. pisi réside
dans la diversité de l'agent pathogéne représentée par ses différentes races

physiologiques, mais aussi dans I'hétérogénéité des populations de la plante héte.
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Dans notre travail, les nouvelles sources de résistances a la maladie ont été
identifiées parmi un ensemble de génotypes de pois provenant de différentes régions
du monde, révélant ainsi I'éventuelle richesse de ces pays en ressources
génétigues. La catégorisation des comportements des génotypes étudiés vis-a-vis du
pathogéne, témoigne de la praticabilité des méthodes choisies pour évaluer les
niveaux de reésistance des différents génotypes de pois face a la fusariose
vasculaire. L'étude de comportement des génotypes a été complétée par une
quantification moléculaire du pathogéne et une caractérisation métabolique, pour
mettre en évidence les mécanismes impliqués dans la défense de la plante face a la
maladie. Cette caractérisation doit étre complémentée par une évaluation des
comportements de ces mémes génotypes dans des conditions d’infection naturelle
en plein champ, mais encore par une étude plus approfondie du déterminisme
génétigue qualitatif et/ou quantitatif de la résistance, qui est actuellement possible
avec I'évolution des méthodes génotypiques, moléculaires et biochimiques. Avec de
tels parametres descriptifs et spécifiques, additionnés aux apports informatiques des
bases et d’analyse de données, il est trés envisageable de procéder a des sélections

assistées par ces marqgueurs, dans un programme de travail intégré.
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CONCLUSION

La fusariose vasculaire du pois, causée par Fusarium oxysporum f. sp. pisi
(Fop), est souvent sévere et engendre des pertes considérables dans les régions
propices au développement de cette trachéomycose, tel le cas des conditions
pédoclimatiques algériennes. Devant les situations infectieuses, parfois d’ampleur
épidémique, la lutte principale a caractére chimique n’assure pas le controle
souhaitable. Donc, la sélection de cultivars résistants, aux différentes races du
pathogene, semble étre parmi les mesures les plus appropriées, notamment avec

les orientations actuelles pour une gestion durable des écosystémes agricoles.

Notre travail, dans sa premiére étape s’intéresse a la recherche et
l'identification de caracteres de résistance chez Pisum spp. vis-a-vis de la
fusariose vasculaire chez deux collections de génotypes de pois. En se basant sur
I'expression symptomatologique typique de ce pathosystéme, nous avons noté
des comportements différentiels chez les génotypes étudiés, par rapport a la
souche du pathogene inoculée. Les résultats obtenus, confirmés par les suivis du
taux d’infection et de I'évolution de la maladie (VIS et AUDPC), permettent de
différencier les réponses des génotypes expérimentés (résistance ou sensibilité).

Les taux d’infection et les VIS sont positivement corrélés (r=0,906).

En somme, chez la premiére collection (28 génotypes), il existe 28 sources de
résistance vis-a-vis des souches R1, Argl et Arg3, et 22 sources de résistance
vis-a-vis de la souche R2F42. Le calcul des AUDPC confirme que la souche
R2F42 est la plus virulente, devancant la souche R1, suivies par Argl et Arg3.
Avec la deuxieme collection (60 génotypes), envers la souche R1, 49 génotypes
sont résistants et 11 génotypes sont partiellement résistants. En interaction avec
la souche R2F42, 17 nouvelles sources de résistance ont été déterminées, tandis

que 16 génotypes sont partiellement résistants et 27 génotypes sont sensibles.
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La quantification de 'ADN fongique, par RT-PCR, dans les tissus végétaux est
positivement corrélée (r=0,953) avec les taux d’infection. Les génotypes résistants
(2370, 3068, 2633a et 952) contiennent moins de 24%. d’ADN fongique par
rapport a 'ADN total extrait. Le génotype partiellement résistant P21 a enregistré
une valeur de 57,32%0, tandis que les génotypes sensibles ont des quantités
d’ADN variant entre 68,96%o et 95,32%o. Ces résultats indiquent que les génotypes
résistants possedent des mécanismes leur permettant de réduire la colonisation
des tissus et d’inhiber, voir méme de bloquer, la progression du pathogéne dans

les tissus vasculaires.

Le dosage de la pisatine par HPLC a révélé des niveaux différentiels
d’accumulation de cette phytoalexine dans les racines des génotypes de Pisum
spp., aprés 24h et 48h de leur inoculation avec R2F42 de Fop. Les génotypes
résistants (952 et 3068) ont accumulé plus de pisatine par rapport au génotype
sensible (3029) et partiellement résistant (2996). Ceci témoigne du réle majeur de
la pisatine dans les réactions de défense contre ce pathogéne. 15 jours apreés
I'inoculation, la teneur en pisatine a augmenté chez le génotype résistant 952,
mais elle a nettement diminué chez 'autre génotype résistant 3068, ce qui indique
que la présence du pathogene peut diminuer la quantité de pisatine synthétisée

par la plante.

Sur le plan génotypique, les génotypes résistants de Pisum spp. identifiés
dans cette étude, sont considérés comme source de résistance et seront intégrés
dans les programmes de croisement et d’amélioration. Sur le plan phénotypique,
cette évaluation reste tributaire de leurs comportements (surveillance et
confirmation) dans les conditions naturelles de plein champ et en interaction avec

les différentes pratiques culturales, biologiques et méme chimiques.

Afin de favoriser les mécanismes les plus durables, il est avantageux de
poursuivre les études des caractérisations moléculaire et métabolique, pour une
meilleure détermination des mécanismes responsables et effectifs de la
résistance/tolérance a Fusarium oxysporum f.sp pisi (Fop). Il est aussi nécessaire
d’isoler et de caractériser des populations locales de Fop et d’approfondir nos
investigations, avec le peu d’informations a I'état actuel, pour mieux différencier la

virulence de ce pathogéne et se prononcer sur ses races éventuelles. Finalement,
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il sera intéressant aussi d’étudier le comportement de ces mémes génotypes vis-
a-vis d’autres maladies et stress abiotiques, pour une exploitation durable et

intégree.
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APPENDICES

Appendice A

Liste des symboles et abréviations

ADN Acide désoxyribonucléique

ANOVA  Analyse de la variance

ARN Acide ribonucléique

AUDPC  Area Under the Disease Progress Curve
CTAB Bromure d’hexadécyltriméthylammonium
CV. Cultivar

CWDE Enzyme dégradant la paroi cellulaire (Cell Wall Degrading Enzyme)

dNTPs Désoxyribonucléosides triphosphate

EDS Eau Distillée Stérile

ET Ethylene

f.sp. Forme spéciale

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations
Fop Fusarium oxysporum f.sp. pisi

G. Grossissement

H% Hygrométrie

HPLC Chromatographie en phase liquide a haute performance
HR Réaction d’hypersensibilité (Hypersensitive Response)

IAS-CSIC Instituto de Agricultura Sostenible - Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (Cérdoba, Espafia)

ICARDA International Center for Agricultural Research in Dry Areas

JA Acide jasmonique

kDa Kilodalton

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase

PCR Amplification en chaine par polymérase (Polymerase Chain
Reaction)

PDA Potato Dextrose Agar (milieu de culture)

pH Potentiel hydrogéne

PR Pathogenesis-Related Protein



QTL
ROS
rpm
RT-PCR
SA

spp.
ssp.

T

TAE
T1%

VIV

var.

VIS

Quantitative Trait Locus

Espéce réactive d’'oxygéne (Reactive Oxygen Species)
Rotation par minute

PCR en temps réel (Real Time PCR)

Acide salicylique

Especes

Sous-espece

Température
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Appendice B

Milieux de culture et tampons utilisés

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Pomme de terre 200¢
Dextrose 2049
Agar 159
Eau distillée stérile 1 000 mi

Le milieu est par la suite autoclavé pendant 20 min a 120° C.

Milieu PDB (Potato Dextrose Broth)

Pomme de terre 200 g
Dextrose 2049
Eau distillée stérile 1 000 ml

Le milieu est par la suite autoclavé pendant 20 min a 120° C.

Tampon d’extraction de ’ADN (CTAB)

Ajouter 1,21 g de Tris Base dans 50 ml d’eau distillée stérile.
Ajuster le pH a 8,0 avec du NaOH.

Ajouter 0,744 g EDTA, 8,18 g NaCl et 2 g CTAB.

Réchauffer a 60°C jusqu'a dissolution.

Ajuster le pH a 8,0 avec du NaOH.

Compléter a 100 ml et conserver a 37°C.

Gel d’agarose pour I’électrophorése

Tampon TAE (Tris, Acétate, EDTA) 100 ml
agarose 0,79
GelGreen 4 ul



Pays d’origine des 28 génotypes de pois de la premiére collection

Appendice C

Génotypes Espéce correspondante Pays d’origine
Jl 1412 P. sativum ssp. sativum Inconnu
JI1760 P. sativum ssp. sativum Inconnu
JI 1559 P. sativum ssp. sativum Inconnu
J1 2480 P. sativum ssp. sativum Inconnu
Radley P. sativum ssp. sativum Inconnu
Polar P. sativum ssp. sativum Inconnu
Messire P. sativum ssp. sativum Inconnu
74SN5 P. sativum ssp. sativum Inconnu
New Season P. sativum ssp. sativum Inconnu
1123 P. sativum ssp. sativum Inde
2946 P. sativum ssp. sativum Inde
M. Kelvedon P. sativum ssp. sativum Inconnu
P42 P. sativum ssp. arvense Afghanistan
P627 P. sativum ssp. arvense Ethiopie
P632 P. sativum ssp. arvense Ethiopie
P633 P. sativum ssp. arvense Ethiopie
P634 P. sativum ssp. arvense Ethiopie
P638 P. sativum ssp. arvense Ethiopie
Séfrou P. sativum ssp. arvense Maroc
P21 P. sativum ssp. elatius Soudan
P614 P. sativum ssp. elatius Turquie
P615 P. sativum ssp. elatius Turquie
P650 P. sativum ssp. jormadi Ethiopie
P665 P. sativum ssp. syriacum Syrie
P316 P. fulvum Inconnu
P656 P. fulvum Syrie
P651 P. fulvum Syrie
P669 P. fulvum Turquie
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Especes correspondantes et pays d’origine des 60 génotypes de pois de la

Appendice D

deuxiéme collection

Génotype Espéce correspondante Origine Type de matériel
1. 1148  P.sativum Inde Variété locale
2. 1149 P. sativum Inde Variété locale
3. 1160 P. sativum Inde Variété locale
4, 1171 P. sativum Inde Variété locale
5. 1176  P.sativum Inde Variété locale
6. 1196  P. sativum Inde Variété locale
7. 2905 P. sativum Inde Variété locale
8. 2938  P.sativum Inde Variété locale
9. 2946 P.sativum Inde Variété locale
10. 944 P. sativum Hongrie Variété locale
11. 952 P. sativum Hongrie Variété locale
12. 1994 P. sativum Grece Sauvage

13. 1996 P. sativum Gréce Sauvage

14. 1066 P. sativum Turquie Variété locale
15. 2448  P. sativum Turquie Variété locale
16. 2329 P. sativum Ethiopie Variété locale
17. 2575 P. sativum Ethiopie Variété locale
18. 2633a P. sativum France Inconnu

19. 2633b P. sativum France Inconnu

20. 3044  P.sativum R. Tchéque Lignée améliorée
21. 3068 P.sativum R. Tchéque Lignée améliorée
22. 3029 P. sativum Australie Lignée améliorée
23. 3030 P.sativum Australie Lignée améliorée
24. 3034  P.sativum Australie Lignée améliorée
25. 2372 P. sativum Pakistan Variété locale
26. 2995 P. sativum Pakistan Variété locale
27. 2996  P. sativum Pakistan Variété locale
28. 2998  P. sativum Pakistan Variété locale
29. 22 P. sativum Pérou Cultivar (ALBERJON)
30. 26 P. sativum Iran Variété locale
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Génotype Espéce correspondante Origine Type de matériel
31. 27 P. sativum Equateur Variété locale
32. 223 P. sativum Finlande Variété locale
33. 742 P. sativum Suede Variété locale
34. 801 P. sativum Allemagne Variété locale
35. 904 P. sativum Pologne Variété locale
36. 1046 P. sativum Etats-Unis Variété locale
37. 1556 P. sativum Kenya Cultivar (ONWARD)
38. 2017 P. sativum Colombie Variété locale
39. 2605 P. sativum Danemark Cultivar (ROSAKRONE)
40. 2714 P. sativum Bulgarie Variété locale
41. 3106 P. sativum Espagne -

42. 760 P. sativum ssp. sativum Royaume-Uni  Variété locale
43. 2310 P. sativum ssp. sativum Espagne Variété locale
44, P65 P. sativum ssp. sativum Espagne Sauvage

45, P39 P. sativum ssp. sativum Chypre Inconnu

46. P315 P. sativum var. arvense - Sauvage

47. P629 P. sativum var. arvense Ethiopie Inconnu

48. P630 P. sativum var. arvense Ethiopie Inconnu

49. P633 P. sativum var. arvense Ethiopie Inconnu

50. P648 P. sativum var. arvense Ethiopie Inconnu

51. P26 P. sativum ssp. elatius Grece Sauvage

52. P69 P. sativum ssp. elatius Turquie Inconnu

53. P691 P. sativum ssp. elatius Turquie Inconnu

54. P692 P. sativum ssp. elatius Turquie Inconnu

55. 2367 P. sativum ssp. cinereum Russie Sauvage

56. 2370 P. sativum ssp. cinereum Russie Sauvage

57. 2378 P. sativum ssp. cinereum Russie Sauvage

58. 2076 P. abyssinicum Yémen Variété locale
59. 2342 P. abyssinicum Egypte Sauvage

60. 1943 P. fulvum Palestine Sauvage
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Appendice E

ANOVA appliquée aux taux d’infection, aux VIS et aux AUDPC des 28 génotypes
du pois en interaction avec les quatre souches pathogenes de Fop

Taux d’infection

Facteur Somme des carrés ddl  Carrés moyens F-ratio Valeur p
Génotype 56 571,512 27 2 095,241 13,243 0,000%**
Souche 45 625,682 3 15 208,561 96,126 0,000%**
Génotype*Souche 37 161,549 81 458,785 2,900 0,000%**

(***) : Différences trés hautement significatives.

VIS
Facteur Somme des carrés ddl  Carrés moyens F-ratio Valeur p
Génotype 111,233 27 4,120 12,870 0,000%**
Souche 113,857 3 37,952 118,565 0,000***
Génotype*Souche 105,582 81 1,303 4,072 0,000***

(***) : Différences trés hautement significatives.

AUDPC
Facteur Somme des carrés ddl  Carrés moyens F-ratio Valeur p
Génotype 15 445 054,790 27 572 039,066 16,722 0,000***
Souche 8 334 904,629 3 2778 301,543 81,216 0,000%**
Génotype*Souche 6 306 758,153 81 77 861,212 2,276 0,000%**

(***) : Différences trés hautement significatives.
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Appendice |

Evolution des taux d’infection des 28 génotypes de pois
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Appendice J

Evolution des valeurs VIS des 28 génotypes de pois
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Appendice K
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ANOVA appliquée aux taux d’infection, aux VIS et aux AUDPC des 60 génotypes

du pois en interaction avec les deux souches pathogénes de Fop

Taux d’infection

Facteur Somme des carrés ddl  Carrés moyens F-ratio Valeur p
Génotype 120 828,852 59 2047947 9,110 0,000%
Souche 104 332,567 1 104 332,567 464,131 0,000***
Génotype*Souche 95 140,934 59  1612,558 7,174 0,000%

(***) : Différences trés hautement significatives.
AUDPC

Facteur Somme des carrés ddl  Carrés moyens F-ratio Valeur p
Génotype 1,198E+008 59 2030941,074 25,102 0,000%*
Souche 42 255 824,331 1 42 255 824,331 522,266 0,000***
Genotype*Souche 57 230 448,274 59 970 007,598 11,989 0,000%**

(***) : Différences trés hautement significatives.
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Appendice L

Quantification moléculaire de Fop in planta par RT-PCR

Courbe standard pour la RT-PCR
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Appendice M

Dosage de la pisatine par HPLC

Courbe d’étalonnage du dosage de la pisatine
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ANOVA appliquée aux teneurs en pisatine

Appendice N

Exprimées en aire/mg de racine

124

Source de variation  ddl Somme des carrés  Carrés moyens  F-ratio Valeur p
Génotype 3  27.4489 9.1496 15.44 <.001
Traitement 2 5.5473 2.7737 4.68 0.019
Génotype*Traitement 6 5.9455 0.9909 1.67 0.171
Résiduel 24 14.2264
Total 35 53.1682

Exprimées en aire/mg d’extrait

Source de variation ddl Somme des carrés  Carrés moyens  F-ratio Valeur p
Génotype 3 17.6352 5.8784 11.22 <.001
Traitement 2 6.8091 3.4046 6.50 0.006
Génotype*Traitement 6 5.9914 0.9986 1.91 0.121
Résiduel 24 12.5747 0.5239
Total 35 43.0104




Appendice O

Résultats du dosage de la pisatine exprimés en pg/mg d’extrait
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Résumé

Description du sujet : La fusariose vasculaire présente un sérieux probléme menagant les cultures de pois. En
raison de 1’échec des procédures de lutte chimique, 'utilisation de cultivars résistants semble la méthode de lutte
la plus adéquate pour favoriser les pratiques de 1’agriculture durable.

Obijectifs : Etude de niveau de résistance de 28 nouveaux génotypes de Pisum spp. issus de diverses lignées
parentales, vis-a-vis de la fusariose vasculaire, dont deux génotypes cultivés localement et adaptés en Algérie
(Merveille de Kelvedon et Séfrou).

Méthodes : Interaction des génotypes de Pisum spp. avec 4 souches de Fusarium oxysporum f. sp. pisi selon la
technique d’inoculation par immersion racinaire dans les suspensions fongiques. L’expérimentation a été
conduite dans des conditions semi-contrdlées sous serre en verre. Les comportements des genotypes de pois ont
été analysés sur la base des symptdmes exprimés, le taux d’infection, I’indice visuel de sévérité (VIS) et ’aire de
progression de la maladie dans le temps (AUDPC).

Résultats : Les 4 souches du pathogene ont induit des symptdmes typiques de la fusariose vasculaire chez le
pois. A travers les parameétres étudiés, les analyses statistiques ont permis de classer le comportement des
génotypes de pois selon ’expression de la maladie et leur interaction avec les souches inoculés.

Conclusion : Les paramétres d’évaluation ont permis de regrouper les interactions des 28 génotypes de pois
avec les quatre souches pathogenes selon la gravité de la maladie. Les génotypes qui semblent tolérants ou
relativement résistants a la fusariose vasculaire seront intégrés dans des programmes de sélection et
d’amélioration des variétés cultivées.

Mots clés : Pisum spp. ; Fusarium oxysporum f.sp. pisi ; génotypes ; comportement ; résistance.

BEHAVIORAL STUDY OF PEA COLLECTION (PISUM SPP.) AGAINST
FUSARIUM WILT
Abstract

Description of the subject: Fusarium wilt is a serious problem threatening pea crops. Due to the failure of
chemical control procedures, the use of resistant cultivars appears the most appropriate control method to
promote sustainable agriculture practices.

Obijective: Study of the resistance level of 28 new genotypes of Pisum spp. from various parental lines, against
fusarium wilt, including two genotypes cultivated and adapted in Algeria (Kelvedon Wonder and Sefrou).
Methods: Interaction of Pisum spp. genotypes with 4 strains of Fusarium oxysporum f. sp. pisi using root
immersion inoculation technique in fungal suspensions. The experiment was carried under semi-controlled
conditions in a glass greenhouse. The behaviors of pea genotypes were analyzed based on expression of
symptoms, the infection rate, the visual index of severity (VIS) and the area under the disease progress curve
(AUDPC).

Results: The 4 pathogen strains induced typical symptoms of fusarium wilt. According to studied parameters,
statistical analyses allowed the classification of pea’s genotypes according to disease expression and their
interaction with the inoculated strains.

Conclusion: The evaluation parameters permitted classification of the 28 pea genotypes with the four
pathogenic strains according to the disease severity. Genotypes that seem tolerant or relatively resistant to
fusarium wilt will be integrated into breeding and varieties selection programs.

Keywords: Pisum spp., Fusarium oxysporum f.sp. pisi, genotypes, behavior, resistance.
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INTRODUCTION

Les légumineuses alimentaires sont connues
parmi les cultures les plus importantes dans le
monde, notamment dans les pays du bassin
méditerranéen. Elles offrent un apport en
protéines végétales pour I’alimentation humaine
et animale et constituent un excellent précédent
cultural dans les systémes de production
céréaliére. Le pois (Pisum sativum L.) est
compté comme la troisiéme légumineuse la plus
cultivée dans le monde, en raison de sa
consommation alimentaire croissante et de son
adaptation, a la fois, aux régions chaudes de la
Méditerranée et aux régions tempérées. Selon
les statistiques de la FAO de I’an 2017, plus de
10 millions d’hectares de pois ont été cultivées
dans le monde. Leur production a augmenté de
22,9 millions de tonnes en 2000 a pres de 37
millions de tonnes en 2017 [1]. En Algérie, 46
280 ha ont été cultivés en pois frais et secs I’an
2018 avec une production de 197 675 tonnes
[1]. Cette plante est considérée parmi les plus
anciennes cultures domestiquées [2]. Bien
qu'elle se pratique comme une culture
homogeéne [3], une certaine hétérogénéité a été
signalée chez des variétés traditionnelles et chez
des cultivars et des génotypes anciens [4]. Le
rendement des cultures de pois peut étre affecté
par divers stress biotiques, entre autre la
fusariose vasculaire. L’agent pathogéne en
cause, Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop), est
un champignon du sol qui provogue de graves
pertes dans tous les pays ou le pois est cultivé
[5]. Ce pathogeéne tellurique peut survivre sous
forme de chlamydospores, qui peuvent rester
viables dans le sol pendant plus de 10 ans [6].
Fop est représenté principalement par quatre
races différentes, classées selon leur capacité a
induire la maladie dans un ensemble de lignées
différentielles. Parmi ces races, les races 1 et 2
ont été signalées dans le monde entier [7]. Le
contrdle de cette maladie se fonde
principalement sur l'intégration des différentes
méthodes de gestion, y compris les pratiques
culturales [8], la désinfection des sols [9], le
biocontrole [10, 11] et ’amélioration de la
résistance des génotypes cultivés [12, 13]. Bien
qu’un programme de lutte intégrant toutes ces
mesures doit étre appliqué, l'utilisation de
cultivars résistants reste I'approche la plus
adéquate et la plus adpatées aux pratiques de
I’agriculture durable [14]. Pour améliorer la
résistance des cultivars, les génotypes sauvages
ou cultivés sont considérés comme une source
potentielle de genes.

Donc, le criblage de collections de ces
génotypes constitue une étape indisponsable
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dans la recherche de nouvelles sources de
résistance naturelle. Cependant, avant de
pouvoir étre utilisées dans les programmes
d’amélioration des plantes, leurs niveaux de
résistance a Fop doivent étre évalués. Dans ce
cotexte, le présent travail vise a étudier le
comportement d’une collection de 28 nouveaux
génotypes de Pisum spp. issus de diverses
lignées parentales, vis-a-vis de quatre souches
de Fop, dont deux génotypes cultivés
localement et adaptés en Algérie (Merveille de
Kelvedon et Séfrou). Les expérimentations
sont conduites en condition semi-contrdlées
sous serre en verre en Algérie (département des
Biotechnologies de la faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie, université Blida 1), afin de
les utliser ultérierement comme sources de
génes de résitance. Ces génotypes font 1’objet
d’une recherche approfondie de leur
comportement face a de nombreux stress
biotiques (mildiou, oidium et orobanche) et
abiotiques (sécheresse et salinité) au niveau de
I’institut de Dl’agriculture durable (IAS-CSIC,
Cordoue, Espagne), dans le but d’élargir leur
aire de culture dans les pays de la région
méditerranéenne.

MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal

L’étude concerne une collection de 28
génotypes issus de populations spontanées et de
variétés cultivées de Pisum spp. Les génotypes
appartiennent aux deux espéces P. fulvum et P.
sativum. Cette derniére renferme plusieurs sous-
espéces a savoir sativum, arvense, elatius,
jormadi et syriacum. Les semences des deux
génotypes Séfrou et Merveille de Kelvedon,
cultivés localement, ont été fournies par
I’Institut Technique des Grandes Cultures de
Sétif (ITGC, Sétif). Leur utilisation dans notre
travail a pour objectif d’évaluer leur
comportement vis-a-vis de Fop. Les semences
des 26 autres génotypes sont issues de 1’Institut
de I’ Agriculture Durable de Cordoue (IAS-CSIC,
Cordoba, Spain) (Tableau 1).

2. Matériel fongique

Quatre souches de Fusarium oxysporum f.sp.
pisi (R1, R2F42, Argl et Arg3) fournies par
I’'TAS-CSIC (Cordoue, Espagne) sont utilisées
dans les inoculations fongiques.

La souche R1 appartient a la race 1, alors que
les souches R2F42, Argl et Arg3 sont de la
race 2 (Tableau 2).
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La régénération des souches fongiques, fournies
initialement sous forme mycélienne sur papier
filtre stérilisé, a été réalisée par ensemencement
sur le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) et
incubation & 28°C pendant cing jours.

3. Suspensions fongiques

Les suspensions fongiques ont été préparées en
prélevant des disques mycéliens & partir des
cultures de Fop agées de 4 a 5 jours (sur milieu
PDA). Les disques ont été mis dans des flacons
contenant 200 ml du milieu liquide PDB
(Potato Dextrose Broth) et incubés a 25°C, sous
agitation continue (170 rpm). Aprés 5 jours, les
spores sont récupérées par filtration de la
suspension a travers les mailles de 2
compresses stériles. A 1’aide d’une cellule de
Malassez, la concentration des filtrats a été
ajustée a 5x10° spores/ml [15].

4. Pré-germination des graines

Les graines des différents génotypes ont été
superficiellement désinfectées pendant 20 min
dans une solution d’hypochlorite de sodium
(20%) puis rincées deux fois avec de I’eau
distillée stérile. Elles sont par la suite
enveloppées dans un papier filtre stérilisé et
humecté et placées dans des boites de Pétri et
mises en incubation a 25 °C. Aprés leur
germination, les graines sont transférées dans
des pots de 250 ml de volume contenant de la
perlite stérilisée (& deux reprises a 250°C
pendant 1h). Les pots sont ensuite maintenus
sous serre en polycarbonate en conditions
ambiantes  (température: 26 +  2°C,
hygrométrie :  60-70%, photopériode: 10h
jour/14h nuit).

5. Inoculation des plantules

Pour procéder a I’inoculation avec les souches
de Fop, nous avons appliqgué la méthode
d’immersion des racines décrite par Haglund
[15]. Au stade de deux a trois nceuds, les
plantules sont dépotées et leurs racines sont
délicatement lavées sous 1’eau du robinet pour
enlever le substrat de culture adhéré (perlite
stérile). Un tiers du systéme racinaire a été
coupé du reste de la racine, avant I’immersion
dans la suspension de spores fongiques, pendant
5 min a la température ambiante. Les témoins
sont traités de la méme fagon en remplagant la
suspension fongique par 1’eau distillée stérile.
Tous les traitements effectués (inoculation des
28 génotypes par les quatre souches + témoins)
ont été répétés 6 fois. Apres ’inoculation, les
plantules de pois sont transplantées dans leurs
pots et incubées sous serre jusqua la fin de
I’expérimentation, avec des arrosages a l’eau
courante selon le besoin.
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6. Paramétres étudies
Symptomatologie : aprés sept jours
d’inoculation, 1’évaluation du comportement
des différents génotypes a été effectuée
périodiquement, aprés trois jours, durant une
période de végétation de 31 jours. La notation
des symptomes s’est basée sur le descriptif
symptomatologique typique de la maladie
adopté dans plusieurs travaux [5, 6, 13, 16]. Les
symptémes s’expriment dés les premiers stades
végétatifs par un flétrissement et un
jaunissement des feuilles suivis par un
dessechement et/ou la mort de la plante.
Taux d’infection (T1%) : 11 s’agit d’un
parametre distinctif [13, 14, 17], utilisé pour
différencier les réactions des génotypes de
Pisum spp. Il est représenté par la proportion de
feuilles symptomatiques par rapport au hombre
total de feuilles.
Sévérité des symptdmes (VIS Visual
Index of Severity) : Cet indice de sévérité est le
mieux indiqué dans plusieurs études pour
évaluer la résistance du pois vis-a-vis de la
fusariose vasculaire [13, 17, 18]. L’utilisation
de I’échelle de sévérité des symptdmes apporte
une meilleure quantification de la maladie, car
elle considere les symptémes au niveau de la
feuille et donne une meilleure idée de la
proportion affectée chez la plante, reflétant
ainsi le degré et la quantité de la maladie.
L’échelle utilisée contient 5 niveaux [13] (Fig.
1). La valeur finale est représentée par la
moyenne des valeurs VIS de I’ensemble des
feuilles de chaque plante.
AUDPC (Area Under Disease Progress
Curve) : Nous avons calculé I'AUDPC qui
intégre D’intensité des symptomes et leur
progression dans le temps. Les valeurs des taux
d’infection ont été utilisées pour le calculer
selon I’équation suivante [19] :
AUDPC = Z [%

Dont : X;: taux d’infection estimé a la date 1 ;
Xi+1 : taux d’infection estimé a la date i+1 ; tjq:
nombre de jours entre la date i et la date i+1.
Les calculs des valeurs effectives des taux
d’infection, des VIS et des AUDPC ont été
réalisés comparativement aux témoins sains.

7. Analyse statistique

Les résultats des valeurs VIS, des taux
d’infection et des valeurs AUDPC ont subi une
analyse de variance (ANOVA) en utilisant le
logiciel statistique «Systat» vers. 12. Le calcul
des moyennes des VIS, des taux d’infection et
des valeurs AUDPC a été effectué en utilisant le
méme logiciel, dont les différences sont

X (tiy1 —t
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significatives en se basant sur la plus petite différence au seuil o < 5%.

Tableau 1 : Génotypes du pois étudiés.

Génotypes de pois Espéces correspondantes Source

JI 1412, J1 1760, JI 1559, JI 2480, Radley, Pisum sativum ssp. sativum IAS-CSIC,Cordoue, Espagne
Polar, Messire, 74SN5, New Season,

1123, 2946
Merveille de Kelvedon Pisum sativum ssp. sativum ITGC, Sétif, Algérie
P21, P614, P615 P. sativum ssp. elatius IAS-CSIC, Cordoue, Espagne
P42, P627, P632, P633, P634, P638 P. sativum ssp. arvense IAS-CSIC, Cordoue, Espagne
Séfrou P. sativum ssp. arvense ITGC, Sétif, Algérie
P650 P. sativum ssp. jormadi IAS-CSIC, Cordoue, Espagne
P665 P. sativum ssp. syriacum IAS-CSIC, Cordoue, Espagne
P656, P316, P669, P651 P. fulvum IAS-CSIC, Cordoue, Espagne
Tableau 2 : Souches de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop).
Souche de Fop Race Origine et provenance
R1 Race 1
Souches de référence USDA-ARS, Pullman, USA
ROF42 Race 2 (IAS-CSIC, Cordoue, Espagne)
Argl et Arg3 Race 2 Isolées a partir des plantes symptomatiques et

identifiées par PCR (1AS-CSIC, Cordoue, Espagne)

1

Figure 1 : Echelle de 1’évaluation des symptomes de la fusariose vasculaire [13].

(1) Feuille verte saine ; (2) initiation d’un jaunissement et d’un flétrissement ou d’un enroulement de la feuille ; (3)
jaunissement ou flétrissement de plus de 50% de la feuille ; (4) jaunissement ou flétrissement complet de la feuille ; (5)
feuille morte.
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RESULTATS

1. Symptomatologie

Les premiers symptomes de la fusariose
vasculaire du pois, ont été détectés sur les
génotypes Messire, P21 et 2946, 7 a 10 jours
aprés I’inoculation. Les symptomes de la
maladie apparaissent sur les premiéres feuilles
et atteignent progressivement les jeunes
feuilles jusqu'au desséchement complet et la
mort de la plante entiére de certains génotypes
comme c’est le cas du génotype Messire
infecté par la souche R2F42 (Fig. 2). Au
niveau foliaire, les symptémes débutent par le
jaunissement et/ou la courbure vers le bas des
extrémités du limbe. Le jaunissement
progresse ensuite a travers la feuille et
s’associe avec une nécrose progressive jusqu'a
ce que la feuille entiere flétrisse et se desséche
(Fig. 2).

Les quatre souches de Fop utilisées provoquent
le méme tableau symptomatologique sur les
génotypes étudiés. Dans nos essais en
conditions  semi-contrblées, nous avons
constaté que la souche R2F42 cause des
symptomes plus intenses sur les génotypes
susceptibles tels que Messire, P21, P634, P669,
et Séfrou (Fig. 3). Pour une méme souche, la
réponse de chaque génotype a été trés variable.
Généralement, les symptémes de flétrissement
progressent beaucoup plus rapidement chez les
génotypes Messire, P21 et 2946 que chez

d’autres tels que Radley, Merveille de
Kelvedon et P665. En paralélle avec les
symptdbmes foliaires, la souche R2F42,

appartenant a la race 2 du pathogene, a causé
une décoloration rouge foncé a brun sur les
racines et le collet de la plupart des génotypes
testés. Les souches R1, Argl et Arg3 de Fop
n’ont pas causé cette décoloration, et les
racines et collet de tous les génotypes inoculés
avec ces souches ont présenté une couleur
normale (Fig. 4).

2. Taux d’infection et VIS

Les différentes méthodes d’évaluation de la
maladie ont révélé une grande variabilité chez
les interactions étudiées (souches de Fop et
génotypes du pois). Ainsi, I’analyse de la
variance des valeurs de taux d’infection et de
VIS a mis en évidence des différences tres
hautement significatives entre les
comportements des 28 genotypes suite a leur
inoculation avec les quatre souches de Fop
(p<0,005).
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Selon les taux d’infection enregistrés, les deux
génotypes JI 1760 et 74SN5 sont les plus
résistants a la souche Arg 1 (TI<5%), tandis
que les quatre génotypes 2946, P21, P634 et
Messire sont les plus sensibles a la souche
R2F42 (T1>60%). Quant aux valeurs VIS, le
génotype P627 inoculé avec la souche R1, s’est
avéré le plus susceptible (VI1S=2,56), suivi par
P633 (2,52), P615 (2,47), P665 (2,41), P650
(2,29), Séfrou (2,23) et 2946 (2,15). Les deux
génotypes qui s’avérent les moins susceptibles
envers cette souche sont Radley et P651
(VIS<1,2) (Fig. 5.A). En interaction avec la
souche R2F42, les génotypes 2946 et P21
s’avérent les plus sensibles (VIS>4). Les
génotypes qui sont les plus résistants sont
Radley, P656, P651, JI 1559 et Merveille de
Kelvedon (VIS<1,5) (Fig. 5.B). Tous les
génotypes étudiés inoculés avec la souche
Argl, ont enregistré des valeurs VIS
inférieures a 2,5 (Fig. 5.C). En interaction avec
la souche Arg3, les deux génotypes 2946 et
P615 ont présenté des valeurs VIS dépassant la
valeur de 2. Les autres génotypes ont
enregistré des valeurs inférieures a 2 (Fig.
5.D).

En )prenant les cing génotypes Merveille de
Kelvedon, P651, P21, 2946 et 74SN5 comme
exemple (Fig. 6), nous constatons que la
cinétique des valeurs VIS durant la période du
suivi a révélé la progression trés rapide de la
maladie chez les génotypes inoculés avec la
souche R2F42, avec laquelle 1’apparition des
premiers symptomes a été notée a partir du 7°™
ou 10°™ jour aprés I’inoculation. La seule
exception est le génotype Merveille de
Kelvedon qui a montré un temps de latence
plus long, puisque les symptomes n’ont
commencé a étre visibles qu’a partir du 22°™
jour (Fig. 6). En interaction avec les souches
R1, Argl et Arg3, les génotypes qui sont
avérés les plus susceptibles (2946 et P21), ont
développé les premiers symptdmes a partir du
7éme jour pour atteindre des valeurs avoisinant
3, 16 jours apres I’inoculation. Les génotypes
les plus résistants (Merveille de Kelvedon et
P651) ont enregistré une cinétique trés lente
avec apparition des premiers symptémes 13
jours (R1), 16 jours (Argl) et 19 jours (Arg3)
apres leur inoculation (Fig. 6).



MEKHALDI et al. Revue Agrobiologia (2020) 10(1): 1837-48

Figure 2 : Progression des symptomes de la fusariose vasculaire chez le génotype Messire inoculé

avec la souche R2F42.
(A) 7 jours, (B) 13 jours, (C) 19 jours, (D) 27 jours et (E) 31 jours aprés ’inoculation.

Figure 3 : Comportement du génotype Messire 31 jours apres I’inoculation.
(+) Plante inoculée, (-) plante non inoculée (témoain).

Figure 4 : Aspect des racines du génotype P632, 31 jours aprés I’inoculation.
(+) Plante inoculée, (-) plante non inoculée (témoain).
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3. AUDPC

En interaction avec la souche R1, les valeurs
les plus importants ont été enregistrés chez les
génotypes P627, P633 et 2946 (AUDPC >
600), tandis que les plus faibles ont été
enregistrés chez les génotypes Radley et P651
(AUDPC< 150) (Fig. 7.A). En interaction avec
la souche R2F42, les génotypes P21, 2946 et
P615 sont les plus sensibles (AUDPC>900),
alors que les génotypes Merveille de
Kelvedon, JI 1559 et Radley sont les plus
résistants (AUDPC<250) (Fig. 7.B). En
interaction avec la souche Argl, le génotype le
plus sensible était 2946, suivi par les génotypes
P627 et P633 (AUDPC>550). Les trois
génotypes Merveille de Kelvedon, New Season
et JI 1559 étaient les plus résistants (AUDPC<
105) (Fig. 7.C). Pour la souche Arg3, le
génotype 2946 est le plus sensible, suivi par le
génotype P633. Le génotype JI 1559 est le plus
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résistant a cette souche suivi par les génotypes
P651, JI 2480 et P632 (Fig. 7.D, Tableau 3).
Le calcul des valeurs minimales et maximales
d’AUDPC 4 groupes distincts (Fig. 8) :
Groupe A: JI1559 a enregistré
AUDPC<250.

Groupe B: JI1412, JI 1760, Radley, Polar,
74SN5, New Season, Merveille de Kelvedon,
J12480, P651, P42, P632, P656, P316 et P699,
ont montré des valeurs relativement faibles
(0<AUDPC<500).

Groupe C: Messire, 1123, P627, P633, P634,
P638, Sefrou et P650 ont enregistré des valeurs
intermédiaires (100<AUDPC<750).

Groupe D: 2946, P21 et P615 qui ont
enregistré les AUDPC les plus élevés
(250<AUDPC<1000).

Le génotype P665 a enregistré les plus grandes
variations fluctuant entre 0 et plus de 500
indiguant une différence trés marquée de
susceptibilité selon la souche de Fop testée.
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Figure 7 : Valeurs effectives d’AUDPC des 28 génotypes de pois.
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Tableau 3 : Valeurs moyennes d’AUDPC des 28 génotypes de pois.

Génotypes Souches de Fop
R1 R2F42 Argl Arg3
J11412 3219+6,4 482,3+5,4 301,8+6,6 318,2+6,5
JI1 1760 202,9 +£13,6 502,3 5,6 1745+5,1 1619+44
Radley 103,8 +£5,3 221,2+8,5 1385+6,7 203,3%6,1
Polar 212,1+6,2 403,1+6,2 304,3+8,9 146,1 + 8,8
Messire 423,8+6,9 802,8+3,1 1876 +6,1 2499+ 47
74SN5 291,2+9,8 305,0+85 213955 225,1+55
New Season 211,3+7,2 462,1+59 101,9+2,7 241,1+31
1123 376,7+6,6 790,0+ 3,4 348,4+ 7,6 287,2+15
2946 625,3+3,2 957,7+2,6 639,2+ 4,2 748,3+ 3,4
M. Kelvedon 596,5+ 3,4 98,3+49 425+28 152,5+4,6
JI 1559 210,1+8,8 202,5+4,2 104,8 £ 3,2 99,4+26
JI1 2480 268,7+9,2 526,1+4,8 195,3+3,5 108,1+59
P21 4784+53  11211+19 304591 474252
P614 324,4+75 548,6 £ 4,7 206,8+ 7,6 3509+7,1
P615 526,9+ 15,3 952,621 307,9+8,3 4465+ 7,2
P651 1051+ 7,7 455,1+55 2482+110 1035%34
P42 1529+54 2505+101 1775+111 180,2+71
P627 7422+ 4.8 736,8 + 3,7 606,9+ 3,4 389,2+6,5
P632 193,2+6,6 405,6 £6,1 219,141 1199+4.4
P633 688,1+29 787,6 +£3,2 5533+44  682,1+37
P634 300,7 + 8,2 748,1+3,2 3502+73  263,4+99
P638 389,1+7,6 651,6 + 3,7 2113+44 1729+6,1
Séfrou 4559+6,1 605,8 +4,3 1526 +£57 3216%8,0
P650 371,765 5571+ 48 416,9+3,8 353,7+7,6
P665 271,7+127 436,5+12,7 200,1+6,1 260,2+6,9
P656 252,1+99 251,9+9,7 1757+ 6,6 305,1+8,9
P316 151,7+ 3,3 544,4+51 252,1+9,8 299,2 + 8,2
P669 329,2+7,6 403,8 £ 6,1 227651 2975+94
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Figure 8 : Valeurs minimales et maximales d’AUDPC correspondant aux 28 génotypes étudiés.
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DISCUSSION

La fusariose vasculaire cause un ensemble de
symptdmes externes, incluant 1’éclaircissement
des nervures, ’enroulement des feuilles, le
flétrissement, le jaunissement, les nécroses puis
la mort de la plante [20]. L’association de ces
symptobmes a été signalée chez les génotypes
sensibles de pois en réponse aux quatre races de
Fop. Ce tableau symptomatologique peut étre le
résultat d’un déficit hydrique da a l'occlusion
des vaisseaux [20] ou de la combinaison des
activités du pathogene, telles que la
condensation du mycélium dans les cellules du
xyléme et/ou la production de toxines [18]. En
plus des symptomes foliaires, la souche R2F42
a induit une décoloration au niveau des racines
et collets des génotypes sensibles. Selon Kraft
et Pfleger [5] et Kraft et al. [16], cette
décoloration vasculaire progresse de la racine
vers la tige et elle est généralement plus intense
en réponse a la race 2 du champignon. Les
différentes méthodes d’évaluation de la maladie
utilisées dans ce travail, nous ont permis de
distinguer les réponses des 28 génotypes face
aux guatre souches de Fop. La résistance ou la
susceptibilité d’un génotype donné est relative a
la souche de Fop utilisée. C’est le cas par
exemple du génotype Merveille de Kelvedon
qui a enregistré une valeur effective d’AUDPC
de 584,52 avec la souche RI1, alors qu’il a
enregistré une valeur de 36,64 avec la souche
Argl. Cette variabilité envers les différentes
souches du méme pathogéne peut étre la
conséquence d’une spécificité du biotype
pathogéne vis-a-vis des différents cultivars de la
méme espéce hote [21]. Quant aux deux
génotypes localement cultivés en Algérie,
Merveille de Kelvedon a montré un niveau de
résistance trés important envers les trois
souches appartenant a la race 2 du pathogéne
(R2F42, Argl et Arg3), tandis qu’il est
partiellement résistant a la race 1 représentée
par la souche R1. Pour le génotype Séfrou, il a
montré une résistance partielle envers les deux
souches R1 et R2F42, alors qu’il est résistant
aux deux souches Argl et Arg3. Selon les
travaux de Neumann et Xue, les génotypes de
pois peuvent étre classés selon leurs VIS
enregistrés.  On peut distinguer 3 types
comportements différents : les génotypes qui
présentent des valeurs de VIS entre 1 et 3 sont
considérés comme résistants, tandis que les
génotypes qui présentent des valeurs entre 3 et
4 sont classes comme partiellement résistants et
les valeurs dépassant le niveau 4 sont
considérés comme susceptibles [17].
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L’¢tude menée par Bani et al. a révélé une
variabilité des réponses de 73 accessions de
Pisum spp. face a la souche R2F42 de Fop, qui
varient entre résistance et susceptibilité, en
incluant des résistances partielles. Une telle
variabilité de réponses suggére que la résistance
de la collection étudiée de Pisum spp. a cette
souche est de nature quantitative. Comme
résultat de cette étude, 11 nouvelles sources de
résistance ont été identifiées et confirmées, qui
peuvent é&tre utiles dans des programmes
d’amélioration [13]. La résistance aux quatre
races de Fop est contrblée par des génes
héréditaires et dominants. La résistance a la
race 1 est contrdlée par un seul géne dominant
(Fw) qui est intégré dans la plupart des variétés
cultivées [22]. La résistance a la race 2 est
aussi conférée par un géne dominant Fwn [5],
bien qu’il a été démontré que plusieurs génes
peuvent étre impliqués [7]. La résistance a la
race 5 est contr6lée par le géene dominant Fwf
[23, 24]. Les genes de résistance a la race 2
n’ont pas été encore assignés a un emplacement
chromosomique [25]. En exprimant ces génes,
les génotypes résistants peuvent activer
plusieurs mécanismes de défense tels que la
production de callose [26], la synthése des
phénols estérifiés dans la paroi cellulaire [27] et
I'accumulation de la pisatine [28]. Parmi les
quatre souches utilisées de Fop, R2F42 s’avere
la plus virulente en enregistrant des valeurs du
taux d’infection, de VIS et d’AUDPC les plus
importantes, suivie par la souche R1 puis les
deux souches Argl et Arg3. Une étude sur la
pathogénicité de 5 souches de Fop (incluant les
deux deuches R2F42 et Arg3), a révélé le role
majeur des toxines, notamment [’acide
fusarique et 1’acide 9,10- déhydrofusarique,
dans la pathogénicité et la virulence de Fop
[29].

CONCLUSION

Le suivi symptomatologique et le calcul des
paramétres  d’évaluation de la fusariose
vasculaire nous a permis de différencier le
comportement de 28 génotypes de pois vis-a-
vis de quatre souches de Fusarium oxysporum
f.sp. pisi. Les réponses de ces génotypes varient
entre  résistance, résistance partielle et
sensibilité, ce qui révéle la nature quantitative
de la résistance du Pisum spp. face a cet agent
phytopathogene. Les génotypes ayant montré
des niveaux importants de résistance (Radley,
Polar, 74SN5, New Season, Merveille de
Kelvedon, JI1559, P42 et P656), peuvent étre
intégrés dans des programmes de croisement et
d’amélioration, pour mieux les exploiter
comme sources de résistance.
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Cependant, ¢a sera avantageux de poursuivre
les études sur ces génotypes afin de caractériser
les  mécanismes  responsables de la
résistance/tolérance & Fop de maniére a
favoriser les mécanismes les plus durables. 1l
est aussi nécessaire de continuer la
caractérisation des populations locales de Fop et
d’approfondir  les  recherches sur les
mécanismes pouvant différencier la virulence
de ce pathogéne. Finalement, il sera intéressant
aussi d’étudier le comportement de ces mémes
génotypes vis-a-vis d’autres maladies et stress
abiotiques, pour une exploitation durable et
intégrée.
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