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Résumeé

Etude de l'interaction Pisum spp.-Fusarium oxysporum f.sp. pisi

Notre travail porte sur I'étude de l'interaction Pisum spp.-Fusarium oxysporum
f.sp. pisi (Fop). La premiere partie du travail consiste a I'étude de comportement
de 18 génotypes du pois vis-a-vis de deux souche de Fop : R1 (race 1) et R2F42
(race 2). L’expérimentation a été menée sous serre dans des conditions semi-
controlées. Les génotypes ont été inoculés selon la méthode d’'immersion des
racines dans les suspensions de spores. Les 2 souches ont pu induire des
symptomes typiques de la fusariose vasculaire sur les plants inoculés
(flétrissement, jaunissement, dessechement et/ou mort de la plante). Le taux
d’infection est le parametre d’évaluation de la maladie. Les deux génotypes P648
et Merveille de Kelvedon sont résistants a la souche R1 en enregistrant des
valeurs ne dépassant pas 50%. Les génotypes 2946, P21, 3030, 2998, 3106 et 26
ont été les plus sensibles a R1 avec des taux d’infection qui dépassent 70%. La
plupart des génotypes étudiés étaient sensibles a souche R2F42 en enregistrant
des taux d’infection de 100%. Le génotype 3044 a été partiellement résistant a
R2F42 (50,92%). Le génotype contréle Merveille de Kelvedon a été le plus
résistant a R2F42 (21,42%). La souche R2F42 a été plus virulente que la souche
R1, en enregistrant les valeurs de taux d’infection les plus élevés.

Pour déterminer la continuité de la séve, nous avons utilisé le bleu de naphtol
comme traceur colorant. Les génotypes résistants ont présenté une coloration
bleue au niveau des racines, des tiges et des tissus des feuilles, alors que cette
coloration a été limitée aux racines chez les génotypes sensibles.

Afin de détecter la présence de Fop au niveau des tissus végétaux, un essai
de ré-isolement du pathogéne a été effectué a partir des différentes parties des
plantes inoculées (racine, collet, partie inférieure et partie supérieur de la tige).
Les génotypes sensibles P615 et 2946 montent le développement des colonies de
Fop autour des fragments de toutes les parties. En revanche, I'apparition des
colonies du champignon a été limitée aux racines et au collet chez les génotypes
résistants.

Mots clés : Pisum spp., fusariose vasculaire, Fusarium oxysporum f.sp. pisi,
résistance.



Abstract

Study of the interaction Pisum spp. - Fusarium oxysporum f.sp. pisi

Our work concerns the study of the interaction Pisum sativum-Fusarium
oxysporum f.sp pisi (Fop). The first part of the work involves the study of behavior
of 18 genotypes of pea toward two strains of Fop: R1 (race 1) and R2F42 (race 2).
The experiment was carried under greenhouse under semi-controlled conditions.
The genotypes were inoculated according to the method of immersion of the roots
in the suspensions of spores. The 2 strains could induce typical symptoms of the
fusarium wilt on the inoculated seedlings (wilting, yellowing, drying and/or died of
the plant). The rate of infection is the parameter used to evaluate the disease.
Both genotypes P648 and Kelvedon Wonder are resistant to R1 strain by
recording values not exceeding 50%. The genotypes 2946, P21, 3030, 2998, 3106
and 26 were the most sensitive to R1 with rates of infection exceeding 70%. Most
of the genotypes studied were susceptible to strain R2F42 by recording rates of
infection 100%. The genotype 3044 was partially resistant to R2F42 (50,92%). The
genotype control Kelvedon Wonder was the most resistant to R2F42 (21.42%).
The strain R2F42 was more virulent than the strain R1, by recording the highest

values of rates of infection.

To determine the continuity of the sap, we used naphthol blue as dye tracer.
Resistant genotypes showed a blue coloration in the roots, stems and leaf tissues,
while this coloring has been limited to roots in susceptible genotypes.

To detect the presence of Fop in plant tissues, a pathogen re-isolation test
was carried out from different parts of plants inoculated (root, crown, lower and
upper part of the stem). The susceptible genotypes P615 and 2946 amounted
colony development of Fop around fragments of all parties. However, the
appearance of the fungus colonies was limited to the roots and the crown in
resistant genotypes.

Keywords: Pisum spp., fusarium wilt, Fusarium oxysporum f .sp. pisi, resistance.
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Introduction

Introduction

Les légumineuses alimentaires sont considérées parmi les cultures
importantes dans le monde et dans la plupart des pays du bassin méditerranéen.
Elles offrent un apport en protéines végétales pour l'alimentation humaine et
animale et constituent un excellent précédent cultural dans les systemes de
production céréaliere (FAOSTAT, 2013).

Le pois (Pisum spp.) est une légumineuse annuelle cultivée dans le monde
entier. Selon les statistiques de la FAO, et a partir de 'année 2000, la production
mondiale s’est stabilisée autour de 10 million de tonnes. Les principaux pays
producteurs sont le Canada (35%), la Russie (12%), et la Chine (13%). En Algérie,
les conditions climatiques et le sol sont trés favorables a sa culture, dont la culture
du pois frais s’étendait sur 50 315 hectares avec une production de 186 300
tonnes (FAOSTAT, 2013).

La production et la croissance du pois sont souvent limitées par de nombreux
stress biotiques et abiotiques (Miguel et al., 2006). Le froid, la sécheresse et les
déficits nutritionnels sont les stress environnementaux les plus importants pouvant
affecter le pois (Cousin, 1997). Cette culture peut subir des ravages par une large
gamme d’agents pathogénes comprenant des champignon, des bactérie, des
virus, des insectes et des nématodes (Rubiales et al., 2012).

Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop) est 'agent responsable de la fusariose
vasculaire, une maladie destructrice du pois qui a été rapportée dans tous les
pays ou le pois est cultivé (Kraft et Pfleger, 2001). Ce pathogéne tellurique peut
survivre sous forme de chlamydospores a paroi épaisse, qui restent viables dans
le sol pendant plus de 10 ans (Kraft, 1994). A l'origine, quatre races spécifiques de
Fop ont été identifiées : la race 1, la race 2, la race 5 et la race 6 (Kraft, 1994). La

maladie est caractérisée par un ensemble de symptbmes incluant
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I'éclaircissement des nervures, I'enroulement des feuilles, le flétrissement, le
jaunissement, les nécroses puis la mort de la plante (MacHardy et Beckman,
1983). De plus, la race 2 du pathogéne cause des décolorations des tissus
vasculaires (Kraft et Pfleger, 2001).

Le contrle de cette maladie se fonde principalement sur l'intégration des
différentes méthodes de gestion, y compris les pratiques culturales, la désinfection
des sols, le biocontrole et 'amélioration de la résistance des génotypes cultivés
(Navas-Cortes et al., 1998 ; Alabouvette, 2009 ; Momma et al., 2010, Sharma et
al., 2010, Bani et al., 2012), bien que la stratégie de gestion la plus appropriée et

la plus efficace est I'utilisation de cultivars résistants (Haglund et Kraft, 2001).

Notre travail a pour objectif d’étudier linteraction Pisum spp.-Fusarium

oxysporum f. sp. pisi. Pour cela, trois essais sont réalisés :

1. Etude du comportement de génotypes de Pisum spp. vis-a-vis de souches
pathogénes de Fop. L'expérimentation a été menée sous serre dans des

conditions semi-contrblées.

2. Essai du tracage de la continuité de la seve.

3. Essai de détection de la présence de Fop afin d’étudier I'ampleur de la

colonisation par 'agent pathogéne.
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Chapitre I.

Synthése bibliographique

1. Le pois (Pisum spp.)
1.1. Origine et historique

Le pois est une plante tres anciennement cultivée dans le monde puisque sa
culture a commenceé il y a environ 8 000 ans dans la région du Croissant fertile, au
méme temps que certaines céréales (blé, orge) et d'autres légumineuses (vesce,
lentille). Il a été découvert dans des sites archéologiques néolithiques en Gréce et
en lrak entre 7 500 et 5 000 ans avant Jésus-Christ, sous forme de restes
provenant soit de plantes de cueillette, soit de plantes domestiquées. Par la suite,
sa culture s'est diffusée vers l'ouest (Europe) et vers l'est (Inde). On en trouve
trace notamment dans le site archéologique de Troie, en Europe centrale (vers 4
000 ans avant Jésus-Christ), en Europe occidentale et en Inde (vers 2 000 ans
avant Jésus-Christ) (Cousin et Bannerot, 1992). Des restes du pois ont été
retrouvés notamment dans des habitats lacustres du début de I'age du bronze en
Suisse et en France (lac du Bourget) (Pitrat et Foury, 2003).

Les centres primaires d'origine du pois se situent probablement en Abyssinie,
en Afghanistan et aux régions avoisinantes. La région méditerranéenne
constituant un centre secondaire. A partir de ces centres, le pois se serait dispersé
dans le reste de I'Europe et de I'Asie (Cousin, 1996).

1.2. Description botanique

Les pois sont des plantes annuelles essentiellement autogames, mais des

taux d’allogamie peuvent étre observés chez certains cultivars (Pouvreau, 2004).
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Le pois est une plante herbacée de 20 a 150 cm de hauteur (Nyabyenda,
2005). Il forme une racine principale pivotante développée et des racines
secondaires latérales. Le systéeme racinaire ramifié peut atteindre 1 m. Des
nodules globulaires peuvent se développer sur la racine principale des jeunes
plants dans les 30 premiers cm (Figure 1) (Pierre, 1994).

Le pois est caractérisé par une tige herbacée angulaire ou cylindrique avec
peu ou pas de ramification. Le plant est plus ou moins grimpant suivant les
cultivars. La tige est constituée de plusieurs entre-nceuds creux, souvent pourpres
a la bas et avec des stipules larges. Il forme des feuilles alternantes avec 1 a 3
paires de folioles et un long pétiole creux. Les folioles opposées ou non sont
rhomboides, asymétriques et pourvues de courts pétioles (Pierre, 1994).

Floraison, nouaison,
Fécondation auto-game,
Floraison indélerminée.
Deux a trois fleurs par
étage sur 4 A 7 étages.

Premier étage floral a
hauteur variable suvant
variété, densité et date de
Semes.

3 feude

1% feutie , N \
) &t A Pré-feuiles (écailes) a
soode =" S nmEren  rassele desquelies
S partent les ramifications.

‘ . Le nombre de
177 0Cai0e = 1% narud —o W ™27 dcante o ramifications dépend de la
> navo w— variété, de la densité et de

nommv. r\ o la date de semis.
V< A Systéme racinaire ramifié
& %% (D pouvant atteindre 1 m.

Nodosités abondantes
f dans les 30 premiers cm.

-

Figure 1. Morphologie générale du pois (Boyeldieu, 1991).
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Les fleurs du pois sont blanches ou violettes. Leur taille est de 3 a 4 cm de
long. Elles naissent a l'aisselle des feuilles et les pédoncules de longueur variable
supportent une a trois fleurs (Elzebroek et Wind, 2008). Les feuilles sont alternes,
composées-pennées, et se composent de deux grandes stipules foliacés, un a
plusieurs paires de folioles ovales et des vrilles terminaux (McGee, 2012).

Le fruit est une gousse a deux valves et d’'une longueur de 4,5 a 8 cm. Les
gousses contiennent en moyenne 2 a 5 graines. Les graines sont de couleur
verte, creme, brune, orange brun ou violette. Les graines de couleur verte, jaune
ou brune, sont souvent tachetées de couleur violette. Elles sont globulaires, lisses
ou ridées et pourvues d’un petit hile elliptique qui contient des cotylédons jaunes
(Pierre, 1994).

1.3. Taxonomie

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 espéces de pois
furent donc initialement décrites par les botanistes pour différencier ces plantes
suivant leurs caractéristigues morphologiques comme par exemple Pisum
formosum, P. transcaucasicum, P. abyssinicum, P. aethiopicum, P. arvense et P.

sativum qui est I'espéce la plus répandue ( Fourmont, 1956).

La classification des Pisum basée sur la morphologie et la caryologie a
changé au fil du temps d'un genre avec cing especes (Govorov, 1937) a un genre
monotypique (Lamprecht, 1966 ; Marx, 1977). Bien que Davis (1970) a
reconnu deux especes, P. fulvum et P. sativum, a la fois originaire de Turquie, il
n'a pas tenu en compte la troisieme espece putative P. abyssinicum, qui est
endémique au Yémen et en Ethiopie (Smykal et al., 2011). La classification la plus
récente et la plus utilisée de Maxted et Ambrose (2000) a adopté trois especes :
P. abyssinicum, P. fulvum et P. sativum.

1.4. Principaux types de culture et intérét agro-alimentaire

Plus de 1000 variétés de pois ont été recensées dans le monde entier (Cousin,
1997). Les graines de pois sont riches en protéine (23-25%), en amidon (50%), en
sucres solubles (5%), en fibre, en minéraux et en vitamines (Bastianelli et al.,



Chapitre | Synthése bibliographique

1998). Le pois, comme d'autres légumineuses, accumule également des
substances naturelles (métabolites secondaires), comme les isoflavonoides qui
sont considérés bénéfiques a la santé humaine grace a leur pouvoir anticancéreux
et d'autres activités promotrices de la santé (Dixon et Sumner, 2003). Pour ces
raisons, le pois posséde plusieurs usages finaux dont les feuilles, les gousses
vertes, la graine non mdre (verte) et la graine mdre séche peuvent étre utilisées

comme nourriture humaine ou alimentaion animale (Brink et Belay, 2006).

Le pois potager ou petit pois (Pisum sativum) est une plante annuelle cultivée
pour ses graines. Il est caractérisé par sa hauteur variable selon les variétés (de
0,40 a 0,60 m pour les variétés naines et demi-naines, et jusqu'a 1,50 m pour les
variétés a rames, trés productives et doivent-étre tuteurées), par des tiges gréles,
des feuilles terminées par une ou plusieurs vrilles et composées d'une ou trois
paires de folioles, et les gousses sont de 5 a 10 cm de longueur, peuvent contenir

jusqu'a une dizaine de graines lisses globulaires ou angulaires (Jean, 1994).

Le pois de conserve comprennent des variétés cultivées en plein champ, a
forte densité, sans tuteur, récoltées mécaniqguement et doivent produire des petits
pois frais de bonne qualité. Les variétés a graines lisses sont en général
appertisées, tandis que les variétés a graines ridées sont traitées en surgélation et
donnent un produit plus sucré et moins farineux. Mais, de plus en plus, des
variétés a graines ridées petites sont transformées par appertisation (Cousin,
1996).

Les pois protéagineux sont des variétés sélectionnées pour une production
élevée de pois secs relativement riches en protéines, pour I'alimentation animale.
lls ont un cycle végétatif plus court et sont considérés comme culture entierement

mécanique (Jean, 1994).

Le pois fourrager comprend des variétés appartenant a la sous espéce
arvense de P. sativum. Les tiges sont tres longues, peuvent atteindre 2 m et
portent de nombreuses ramifications. Les fleurs sont en général colorées en rose
violacé et les gousses sont petites et ne renferment que quelques graines. Ces
variétés produisent une quantité élevée de matiére verte mais tres peu de graines.
Elles sont cultivées seules ou en association avec une céréale pour une
production importante de fourrage vert (Cousin, 1996).

6
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Comme d’autres légumineuses, le pois est recommandé dans la rotation des
cultures, car il brise le cycle des maladies et ravageurs, il fournit de I'azote, il
améliore la diversité et I'activité microbienne du sol, il améliore I'agrégation du sol

et il conserve I'eau (Biederbeck et al., 2005).

1.5. Production du pois
1.5.1. Production mondiale

Le pois est la deuxieme culture importante de Iégumineuses dans le monde
entier avec un rendement moyen de 1.72 tonnes/ha. Les pois secs sont cultivés
commercialement dans presque 100 pays, mais la production se concentre au
Canada (35%), en Russie (12%), et en Chine (13%). Conjointement, ces trois
pays produisent plus de la moitié des pois secs du monde (FAOSTAT, 2013).

1.5.2. Production en Algérie

En Algérie, le pois a été cultivé avant 1830 dans les jardins et les champs en
Kabylie (Laumont et Chevassus, 1960). La culture a pris un développement
important en 1945. Elle a connue par la suite un essor remarquable de 1947 a
1952. En 1980, 10 800 ha ont été consacrés a cette culture. C’est en 1993
(Figure 2) qu’on a enregistré la superficie la plus importante avec 20 800 ha alors
que le rendement le plus important a été enregistré en 2001 sur une superficie de
19 970 ha (FAOSTAT, 2004). En 2009, cette superficie passe a 28 724 ha avec
une production annuelle de 102 970 tonnes, soit un rendement de 35 800 kg/ha
(MADR, 2009). En 2013, la culture du petit pois frais s’étendait sur 50 315
hectares avec une production de 186 300 tonnes, dont les wilayas productrices
sont Mascara, Boumerdes, Biskra et Tlemcen (Benachour, 2008 ; FAOSTAT,
2013).

% Annual Growth Rate

Algérie

M Production ¥ Rendement I Superficie récoltée

Figure 2. Taux de croissance annuel du pois frais en Algérie
1993 — 2014 (FAOSTAT, 2013).
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1.6. Ecologie

1.6.1. Exigences climatiques

Le pois demande un climat tempéré humide. Les variétés d'hiver résistent au
froid (-1 a 2°C). Les températures élevées accélerent la maturation des petits pois
et entrainent leur durcissement. Au cours de végétation, il demande des
températures relativement peu élevées. Le meilleur taux de germination est en
général obtenu a une température de 18°C. En général, les pois s'adaptent au

climat frais et supportent le froid rigoureux (Jean, 1994).
1.6.2. Sol et besoins en eau et en lumiere

Le pois s'accommode de tous les types de sol a condition qu'ils soient bien
drainés et qu'ils offrent une bonne capacité de rétention en eau. Le pH optimal se
situe entre 5,5 et 7,0 (Jean, 1994).

En outre, le pois est susceptible a la sécheresse. A certaines périodes seches,
il est nécessaire de prévoir des irrigations. |l a besoin d'eau au moment de la
floraison et de la formation des graines. Le pois demande de l'air et de la lumiére,
donc il ne doit pas étre cultivé dans des parcelles abritées (Jean, 1994).

1.7. Stress biotiques et abiotiques limitant la production

La production de légumineuses est grandement limitée par de nombreux stress
biotiques et abiotiques. Un grand nombre de maladies, ravageurs et stress
abiotiques sont communs a toutes les cultures de Iégumineuses (Miguel et al.,
2006).

1.7.1. Stress abiotiques

Le froid, la sécheresse et les déficits nutritionnels 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 (Cousin, 1997). La sécheresse et le deuxieme stress abiotique
le plus important pour le pois. L’aridité et les températures élevées apparaissent
ensemble dans plusieurs régions de production de légumineuses, dont les deux
types de stress peuvent interagir pour réduire les rendements (Rubiales et al.,
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2012). De plus, la sécheresse peut arréter la fixation de I'azote et diminuer la
production de biomasse (Cousin, 1997).

En outre, la salinité est aussi un stress important du pois (Saxena, 1993). Le
pois est modérément sensible aux désordres nutritionnels. Les plants de pois
souffrent parfois d'un manque de bore, de carence en calcium, de carence en fer
et en magnésium (Claude et al., 1994).

1.7.2. Stress biotiques
1.7.2.1. 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 (Kraft et Pfleger, 2001). Le puceron du pois, dont la distribution est
mondiale, est le seul puceron qui cause des pertes importantes aux pois destinés
au marché des produits frais et du surgelé, ainsi qu'aux pois secs destinés a
l'industrie de la soupe en conserve et de l'alimentation animale. Le pois est
également affecté par un certain nombre de nématodes tels que Meloidogyne
hapla et Ditylenchus dipsaci (Claude et al., 1994).

1.7.2.2. Principales maladies bactériennes et virales

Les bactérioses les plus redoutables du pois sont la brulure bactérienne
causée par Pseudomonas syringae pv. pisi, qui provoque des pertes économiques
significatives particulierement pendant le printemps et I'été, et la maladie des
taches brunes causée par Pseudomonas syringae pv. syringae (Cousin, 1997).

Les maladies virales sont dommageables dans la plupart des régions du
monde ou les pois sont cultivés (Redden et al., 2005). Il y a plus de 50 virus
connus pouvant infecter le pois (Kraft et Pfleger, 2001). Le plus important parmi
eux est le virus de la mosaique du pois (PSbMV : Pea Seed borne Mosaic Virus)
qui a été disséminé dans le monde entier par les graines infectées (Khetarpal et
al., 1990 ; Cousin, 1997).La maladie s'est également transmise par les pucerons
(Kraft et Pfleger, 2001). Le pois peut également étre affecté par d'autres virus, tels
que le virus de I'enroulement des feuilles du pois (PLRV : Potato 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
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haricot (BV2: Bean Virus 2), le virus de la mosaique commune du pois
(PCMV :Pea Commun Mosaic Virus) et le virus de brunissement précoce de pois
(Cousin, 1997) .

1.7.2.3. Principales maladies fongiques

La variation du rendement du pois est souvent associée a des attaques
fongiques. Les maladies importantes de cette récolte incluent des maladies
fongiques foliaires et racinaires (Claude et al., 1994).

Les ascochytoses sont causées par trois champignons étroitement
apparentés. On trouve ces maladies partout ou le pois est cultivé, particulierement
dans les zones tempérées. Les pertes peuvent atteindre 50 % chez le pois de
conserverie, surtout s'il est infecté par Mycosphaerella pinodes (Claude et al.,
1994). La septoriose causée par Septoria pisi, est commune chez le pois. Elle
affecte principalement les feuilles agées et a donc peu d'effets sur les rendements
du pois (Claude et al., 1994) .

Le mildiou causé par Peronospora pisi, se développe par temps frais et
humide et ne se dissémine que dans les régions cétieres ou dans les régions
fraiches et humides. Les oospores du P. pisi sont produites en grand nombre dans
les tissus malades et c'est sous cette forme que le champignon hiverne dans la
graine, le sol et sur les résidus de culture. Certaines peuvent survivre dans le sol
pendant 10 a 15 ans (Claude et al., 1994) .

L'oidium est une maladie commune, mais elle cause rarement des dommages
sur les petits pois de conserve parce qu'on les récolte habituellement avant que la
maladie ne devienne grave. |l est plus fréquent chez le pois potager tardif et sur le
pois fourrager. Le champignon responsable de I'oidium Erysiphe pisi, infecte de
nombreux hoétes et se trouve sur plus de 350 espéces de plantes. Le parasite
existe en de nombreuses races physiologiques, chacune d'entre elles n'affectant
que les cultures les plus apparentées (Claude et al., 1994) .

Les graines, les tiges et les racines du pois peuvent étre infectées par de
nombreux parasites fongiques telluriques, du semis a la récolte. Ces champignons
provoquent des symptomes de flétrissement, de nécrose des racines et du collet,

10
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de fonte et de brllure des semis et de pourriture des graines, ce qui rend difficile a
différencier les uns des autres. Bien que Pythium et Rhizoctonia ont une large
gamme d'hétes, Fusarium oxysporum f. sp. pisi et F.solani f. sp. pisi sont
monophagiques et ne sont pathogénes que sur le pois (Claude et al., 1994) .

2. Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop)

2.1. Généralité

Le genre Fusarium a été découvert par Link en 1809 pour des champignons
ayant des conidies sous forme de canot ou de banane (Fourie et al., 2011). En
2013, la base de données Fusarium-ID a énuméré 76 especes distinctes de
Fusarium basées sur le séquencage du gene facteur 1 alpha (EF-1a) de la
traduction et de I'élongation (Chakrabarti, 2013).

Fusarium est considéré comme I'un des genres les plus adaptables et les plus
maniables des Eumycota. L'une des espéces les plus importantes est Fusarium
oxysporum qui est composée de souches pathogenes et non pathogénes (Gordon
et Martyn, 1997). F. oxysporum est un champignon d'origine tellurique
cosmopolite, qui présente une trés grande diversité génétique et écologique. Cette
espéce inclut plus d’'une centaine de formes spéciales et races qui sont chacune
spécifique a une plante hoéte, souvent des espéces végétales d’intérét horticole,
maraicher ou agronomique. F. oxysporum inclut également des populations non
pathogénes pour lesquelles aucune plante héte n’a été identifiée a ce jour (Barik
et al., 2010 ; Arroyo-Garcia et al., 2003).

Les espéces phytopathogenes de F. oxysporum causent des maladies
importantes sur les cultures, en induisant spécialement le flétrissement vasculaire
(Tello et Lacas, 1990). Cette maladie attaque plusieurs plantes pérennes et
annuelles, aussi bien dans les zones tempérées que dans les zones tropicales
causant leur jaunissement et leur flétrissement (Di Pietro, 2003). Le haut niveau
de spécificité des souches pathogénes de F. oxysporum a conduit a la
détermination des formes spéciales (formae specialis, f. sp.) ce qui permet la
différentiation de ces souches morphologiquement similaires (Cunnington, 2009).
Chaque forme spéciale peut étre divisée en races physiologiques et chaque race

11
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physiologique montre un modele caractéristique de virulence sur des variétés
différentielles dans la méme espéce héte (Agrios, 2005 ; Armstrong et Armstrong,
1981).

Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop) est un pathogéne important et
destructeur du pois (Pisum spp). Il a été rapporté dans tous les pays ou le pois est
cultivé (Kraft et Pfleger, 2001). Cet agent pathogéne transmis par le sol peut
survivre sous forme de chlamydospores a paroi épaisse, qui restent viables dans
le sol pendant plus de 10 ans (Kraft, 1994).

2.2. Taxonomie et caractéres morphologiques

F. oxysporum est un Deutéromycete tellurique appartenant a la sous classe
des Hyphomyceéetes et a la famille des Tuberculariacées (Messiaen et Cassini,
1968 ; Booth, 1971 ; Nelson et al, 1983). L'approche principale pour la
classification de Fusarium est toujours la morphologie, et le caractére essentiel
pour les especes a placer dans ce genre est la production de spores asexuées :
les macroconidies en forme de banane distinctive, les microconidies et les

chlamydospores (Figure 3) (Leslie et al., 2001 ; Burgess et al., 1994).

Dans un milieu de culture solide, comme le milieu PDA (Potato Dextrose
Agar), les différentes formes spéciales de F. oxysporum peuvent varier
d’apparence. Généralement, au début de la croissance, le mycélium aérien est
blanc et peut ensuite changer vers une large variété de couleurs (du violet
jusqu’au pourpre foncé) selon la souche de F. oxysporum (ou forme spéciale). Si
les sporodochia (amas de conidiophores provenant d’un stroma ou masse
d’hyphes) sont abondants, la culture apparaitra de couleur creme ou orange
(Smith et al., 1988).

Des macroconidies cloisonnées peuvent étre produites sur monophialides et
polyphialides dans le mycélium aérien, mais aussi sur monophialides courtes dans
des structures spécialisées appelées sporodochia (Leslie et Summerell, 2006).Le
monophialide est une cellule de conidies avec un pore unique a partir de laquelle
les conidies sont libérées. Un polyphialide peut posséder plusieurs de ces
ouvertures. Les Microconidies peuvent varier en forme et en taille, et sont

produites dans le mycélium aérien en touffes ou en chaines, a la fois sur

12



Chapitre | Synthése bibliographique

monophialides et polyphialides (Leslie et al., 2007). Ces microconidies ont souvent
la forme d’une virgule ou sont ellipsoidales (Agrios, 2005 ; Nelson et al., 1983).

Les chlamydospores sont des formes de résistance avec des parois plus
épaisses et une teneur élevée en lipides. Dans le cas de leur présence, elles
peuvent se former au milieu des hyphes ou a leur extrémité (Leslie et al., 2007).
Elles sont des spores rondes composées d’'une ou de deux cellules, entourées
d’'une paroi épaisse plus ou moins pigmentée. Elles sont déposées en paires, en

triplets ou rarement en forme rassemblée (Agrios, 2005 ; Nelson et al., 1983).

25 um 25 um 50 um

Figure 3. Caracteres microscopiques de Fusarium oxysporum (Leslie et Summerell,
2006).

(A) Macroconidies ; (B) microconidies ; (C) chlamydospores et (D) microconidies produites in
situ par monophialide et polyphialides.

2.3. Lesraces de Fop

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 la
race 2. Cette nouvelle race apparait plus tard dans la période de végétation,
souvent seulement durant le développement des gousses (Haglund ,1984). Les
races 3 et 4 ont été ensuite décrites aux Pays Bas et au Canada, respectivement.
Cependant, ces deux races ont ensuite été regroupées dans la race 2 étant des
formes dérivées plus virulentes de la race 2 (Kraft, 1994). En 1970, la race 5 a été
décrite au nord-ouest de I'état de Washington (Etats Unis), ou tous les cultivars
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commerciaux connus résistants aux races 1 et 2, étaient susceptibles (Haglund et
al., 1970).

En 1979, une nouvelle race de Fop a été décrite a I'ouest de I'état de
Washington, qui était pathogene sur des cultivars et des lignées améliorées
résistants aux races 1, 2 et 5, et a été dénommée la race 6 (Haglund et Kraft
.,1979). A I'heure actuelle, quatre races de Fop ont été identifiées, les races 1 et 2
décrites dans le monde entier, alors que les races 5 et 6 sont seulement
importantes a l'ouest de I'état de Washington aux Etats-Unis (Infantino et al.,
2006).

3. La fusariose vasculaire du pois

3.1. Historique de la maladie

La fusariose vasculaire du pois a été décrite la premiére fois et distinguée de
la pourriture racinaire par Jones et Linford (1925) qui I'ont appelée « la maladie du
flétrissement méconnu». A ce moment, la maladie a été signalée dans 50
parcelles a Wisconsin aux Etats-Unis, ou elle a causé des pertes économiques
plus importantes que celles rapportées pour la pourriture racinaire (Jones et
Linford, 1925). L’agent causal a été appelé F. othoceras var. pisi (Linford, 1928).
Le pathogéne a été nommé plus tard race 1 de F. oxysporum f. sp. pisi en 1935
(Goth et Webb, 1981).

3.2. Cycle d’infection

L’infection par F. oxysporum est initiée par la germination des spores dans le
sol en réponse a un signal indéterminé dans les exsudats des racines de I'héte (Di
Pietro et al., 2003 ). Lors de la germination, les hyphes infectieux adherent a la
surface de la racine et pénetrent directement a travers I'épiderme des racines
sans formation d'une structure spécialisée (Figure 4) (Bishop et Cooper,
1983 ; Rodriguez et Mendgen, 1995).

Le mycélium avance alors inter ou intracellulairement par le cortex de la
racine, jusqu'a ce qu'il atteigne les vaisseaux du xyleme (Bishop et Cooper,
1983 ; Beckman, 1987). a ce stade, le champignon passe au mode endophytique,

au cours duquel il reste exclusivement dans les vaisseaux du xyleme. Par la suite,
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il peut s’infiltrer par la production de microconidies qui migrent vers le haut avec le
flux de la séve pour coloniser rapidement I'hn6te (Bishop et Cooper, 1983).

Les symptomes caractéristiques de la fusariose vasculaire apparaissent a
cause du fort stress hydrique provoqué par la prolifération fongique, combinée
avec des réactions de défense de 'héte. Aux stades avancés de l'infection, quand
la plante est morte, le champignon passe du mode biotrophe au mode
nécrotrophe, en envahissant le parenchyme de I'héte et en sporulant d’'une fagon
abondante (production des grandes quantités de conidies et de chlamydospores)
(Chakrabarti, 2013). Le pathogene survit sur les débris des plantes infectées dans
le sol sous forme de mycélium et sous toutes ses formes de spores, mais le plus
souvent sous forme de chlamydospores dans les régions tempérées plus fraiches
(Agrios, 2005).
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Figure 4. Cycle infectieux de Fusarium oxysporum (Agrios, 2005).
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3.3. Transmission

Snyder (1932) a rapporté que la race 1 de Fop peut étre transmise par graines
lors de la récolte a partir d'un champ infesté. Parmi 8 000 graines testées,
seulement 4 graines ont pu transmettre le pathogéne, en suggérant que parfois

les petites particules du sol peut étre logées par le champignon (Snyder, 1932).

La race1 de I'agent pathogéne peut étre isolée a partir des nceuds de la tige
lorsque le premier se développe sur une plante flétrie. Bien qu'aucune preuve n’ait
été présentée, il est possible que l'agent pathogéne ne puisse envahir le
pédoncule et donc la gousse et les graines. La probabilité de transmission par
semences de la race 2 de Fop qui infecte la plante au stade floraison et de
développement des gousses, est beaucoup plus élevée que pour larace 1, 5, ou 6
qui tuent habituellement la plante avant la floraison (Snyder, 1932).

3.4. Mécanismes parasitaires
3.4.1. Les enzymes de dégradation de la paroi cellulaire

Quand ils envahissent les plantes, les champignons phytopathogenes doivent
traverser des barrieres physiques telles que la paroi cellulaire de la plante,
essentiellement composée de polysaccharides et de pectine. Chez F. oxysporum,
'absence de structures spécialisées, telles que les appressoriums, a toujours été
un facteur important liant sa pénétration avec des enzymes de dégradation de la
paroi végétale (CWDEs : Cell Wall Degrading Enzymes). Plusieurs enzymes,
telles que les exo- et les endo-polygalacturonases, I'endoxylanase et la pectate-
lyase ont été purifiées, caractérisées et clonées chez des isolats phytopathogénes
de F. oxysporum (Chakrabarti, 2013).

3.4.2. Production de toxines

Le genre Fusarium est connu pour produire une large gamme de toxines
(mycotoxines et phytotoxines). Chez F. oxysporum, deux toxines ont été
identifiées pour étre capables d’induire les symptédmes typiques de la maladie. |l
s’agit de la lycomarasmine et de I'acide fusarique. La production in planta de la
lycomarasmine a été démontrée chez plusieurs plantes, telles le coton, la tomate
et le pois. Cependant la production de cette toxine ne peut pas étre corrélée avec
la pathogénicité du champignon (Pegg, 1981).
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L’acide fusarique est une toxine non spécifique produite par plusieurs especes
de Fusarium (Abouzeid et al., 2004). A de fortes concentrations, il induit plusieurs
réactions physiologiques dans la cellule végeétale, 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 (Jiao et al., 2013).

Outre que l'acide fusarique, les isolats de F. oxysporum peuvent produire
d’autres toxines telles que la beauvericine, I'enniantine B, la bikaverine, la
moniliformine, la fumonisine et les trichothécénes qui peuvent aussi contribuer a

leur pathogénicité (Irzykowska et al., 2012).

3.4.3. 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
récemment les protéines effectrices, sont des mécanismes qui sont impliqués
dans le processus d'infection des plantes par F. oxysporum (Di Pietro et al., 2003 ;
Michielse et Rep, 2009). Le gene fmk1 codant pour une MAPK et sa cible
principale le facteur de transcription Ste12 a été isolé chez F. oxysporum. Il a été
démontré que 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 (Di Pietro et al., 2001 ;
Rispail et Di Pietro, 2009).

3.5. Mécanismes de défense de la plante

Pour faire face aux infections par les phytopathogénes, la plante possede
différents mécanismes de résistance. Il existe des barrieres physiques préformées
de la plante. La premiere ligne de défense physique préformée peut étre
présentée aux différents niveaux en recouvrant la surface des organes de la
plante (racine, tige). Il s’agit de la cuticule, de I'épiderme et de I'écorce (Dubreuil,
2010). Ces barrieres préexistantes peuvent étre contournées par les
microorganismes ou le pathogene doit recourir aux ouvertures naturelles ou
artificielles (stomates et blessures) (Compant, 2007).
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Une fois que l'agent pathogene pénétre dans la plante, la diminution du pH,
les enzymes de dégradation ou les composés antimicrobiens produits par la
plante permettent de restreindre l'infection (Compant, 2007). Les phénols, les
glycosides phénoliques, les lactones non saturées, les composés sulfuriques, les
saponines, les glycosides cyanogéniques et les glucosinolates sont des composés
constitutifs des plantes qui ont aussi une activité antifongique (Mansfield, 1983 ;
Osbourn, 1996).

La réponse hypersensible produite par la mort des cellules parenchymateuses
des tissus vasculaires infectés par le champignon a €galement été observée sur
des racines de plantes infectées par F. oxysporum (Beckman et al., 1989). Dans
un premier stade d'hydrolyse de la paroi cellulaire, des mécanismes physiques
sont impliqués, en utilisant la lignine et des composés phénoliques de la paroi
pour restreindre I'action des CWDEs du pathogéne sur la paroi cellulaire de I'héte.
Un deuxieme mécanisme chimique se produit a un stade ultérieur pour éviter la
production de CWDEs par l'agent pathogéne. Cette inhibition est liée a la
participation des phénols estérifiés dans la paroi cellulaire (EI Modafar et El
Boustani, 2002 ; Vidhyasekaran, 2008).

La production de composés antifongiques est également une stratégie de
base de défense chez la plante (Dixon, 2001). Elle comprend la production et
I'accumulation de composés antimicrobiens, appelés phytoanticipines et
phytoalexines, dans le site d'infection (Mert-Turk, 2002). Des peptides
antimicrobiens et des espéces réactives d'oxygéne peuvent étre aussi produits
lors d’'une infection parasiataire (Lamb et Dixon, 1997 ; Garcia-Olmedo et al.,
1998). Une protéine antifongique ayant une masse moléculaire de 31kDa, a été
isolée chez la variété macrocarpon de Pisum sativum. La protéine, appelée
pisumine, a montré une activité antifongique envers F. oxysporum et Rhizoctonia
solani (Ye et Ng, 2003). Une autre protéine antifongique ayant une masse
moléculaire de 11 kDa, a été aussi isolée a partir des graines de Pisum sativum
var. arvense Poir, qui a montré son activité inhibitrice envers F. oxysporum (Wang
et Ng ,2006).
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Chez la plupart des plantes, les génes conférant une résistance dominante
envers les pathogénes, codent des protéines impliquées dans la reconnaissance
spécifique de la race du pathogéne. La relation gene pour géne accorde a une
forte résistance codée par les génes R, envers les pathogénes qui expriment des
génes d’avirulence (avr) correspondants (Nimchuk et al., 2003). Les génes R
codent deux catégories de protéines riches en leucine (LRR : Leucine-Rich-
Repeat) menées d'un site de perception du pathogéne (Jones et Takemoto,
2004). Le signal reconnu par une protéine R peut assumer diverses formes, telles
qgue des protéines effectrices, des activités enzymatiques de ces protéines ou des
métabolites polyketides (Nimchuk et al., 2003 ; Diener et Ausubel, 2005).

En contraste avec la forte résistance codée par un seul géne R, la résistance
de I'héte et souvent oligogénique, reportée a une résistance horizontale, est
identifiée par des locus multiples a traits quantitatifs (QTL : Quantitative Trait Loci)
(Diener et Ausubel, 2005). Les deux types de résistance monogénique et
oligogénique envers F. oxysporum, ont été décrites chez plusieurs especes
végétales (Sherbakoff, 1949 ; Beckman et Roberts, 1995).

3.6.Symptomes et conditions favorables

Les hautes températures et les sols humides sont les conditions favorables au
développement de la fusariose vasculaire. Le pathogéne apparait le plus souvent
dans des zones mal drainées du champ. Une température du sol de 21 a 25° C
est généralement plus favorable pour que Fop puisse causer la maladie, bien que
la race 5 peut infecter les plantes hétes a des basses températures (Hagedorn,
1984 ; Kraft et al., 2001).

Les symptémes sont caractérisés par un léger jaunissement initial du feuillage
et un flétrissement des feuilles supérieures qui progresse en I'espace de quelques
jours jusqu'a un flétrissement permanent, dont les feuilles restent attachées
(Figure 5.A). Le systeme vasculaire de la plante se décolore, particulierement au
niveau du collet et de la racine. Généralement, la maladie apparait dans des
emplacements bien délimités du champ au sein desquels un grand nombre des
plantes flétrissent et meurent (Black et al., 1993).
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L’infection par les races 1, 5 et 6 de Fop provoque I'enroulement des feuilles
et des stipules vers le bas, I'épaississement de lI'entre-nceud basal, le
jaunissement et les nécroses des feuilles et les tiges deviennent plus fragiles. Bien
que le systéme racinaire apparaisse normal, le tissu vasculaire de la racine et de
la tige peut devenir jaune a orange (Figure 5.B). Cette décoloration vasculaire
s’étend souvent a la tige supérieure. Durant le développement de la maladie, le
jaunissement se progresse des feuilles inférieures vers I'apex de la tige (Figure
5.A). La fusariose se développe rapidement entrainant la mort des plantes
infectées (Bani, 2015).

Figure 5. Symptomes de la fusariose vasculaire sur pois (Castillejo et al., 2015 ; Bani,
2015).

(A) Symptomes sur un génotype (S) sensible, (P) partiellement résistant et (R) résistant. (B)

Décoloration des tissus vasculaires.

Les symptdmes de la race 2 sur les plantes individuelles sont semblables aux
symptomes d'autres races de Fop. Cependant, les symptdmes de plein champ
consistent seulement a des plantes présentant des symptémes occasionnels sauf
si le niveau d'inoculum est extrémement élevé. Les symptémes de la race 2 se
produisent habituellement plus tard en pleine croissance, souvent a la floraison.
La décoloration vasculaire causée par la race 2 est généralement plus intense que
les autres races allant de 'orange au rouge foncé (Kraft et Pfleger, 2001).
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3.7. Controle de la maladie

Le contréle des agents phytopathogénes est principalement basé sur trois
stratégies : les pratiques culturales, I'application des produits agrochimiques et
I'utilisation de variétés résistantes (Guimaraes et al., 2007).

3.7.1. Lutte culturale

La rotation des cultures est la meilleure pratique culturale qui peut contribuer a
la réduction des dégats causés par les phytopathogénes fongiques. Cependant,
elle n'a qu'un effet 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 l'inoculum peut se
multiplier sur les racines des hétes porteurs asymptomatiques (Keiko et Nagisa,
2005).

3.7.2. Lutte chimique

La fumigation du sol avec un fongicide a large spectre est une méthode de
lutte potentiel qui fournit un bon contréle préventif, bien que la recolonisation du
sol par Fop se déroule trés rapidement (Keiko et Nagisa, 2005). En outre, la
fumigation des sols est couteuse pour l'application aux champs et en raison de
l'impact négatif des produits chimiques sur les organismes non cibles et le
potentiel de risque pour l'environnement et la santé, la gamme et le taux de
fongicides utilisée a été progressivement limitée et certains d'entre eux ont été

éliminées, tels que le bromure de méthyle (Duniway, 2002).

3.7.3. Lutte biologique

Durant ces derniéres années, le contrble biologique de la fusariose a donné
des résultats encourageants. Le biocontréle consiste a utiliser des champignons
antagonistes tels que les souches non pathogénes de F. oxysporum, Trichoderma
et Gliocladium, et des bactéries telles que Pseudomonas fluorescens et
Burkholderia cepacia (Benchabane et al., 2000 ; Pal et McSpadden-Gardener,
2006 ; Toua et al., 2013). Bien que promettant, aucun de ces microorganismes n’a
été utilisé pour contréler la fusariose en pratique jusqu'a présent (Bani, 2015).
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3.7.4. Lutte génétique

L’utilisation des variétés résistantes du pois a été considérée comme la seule
mesure pratique et économique pour contréler la maladie en plein champ. La
résistance aux quatre races de Fop est contrblée par des genes dominants et
héréditaires .La résistance a la race 1 est contr6lée par un seul géne dominant
(Fw) qui est intégré dans la plupart des variétés cultivées (Grajal-Martin et
Muehlbauer, 2002).

La résistance horizontale a été identifiée, mais elle reste incompléte. Donc,
quand le potentiel de la maladie est élevé, les cultivars meurent ou se mdrissent
précocement que les plantes indemnes de maladie, ce qui cause une perte de
rendement et de la qualité de congélation ou la mise en conserve des graines de
pois (Hagedorn, 1984 ; Kraft et Pfleger, 2001).
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Chapitre |II.
Matériel et méthodes

1. Etude de comportement des quelques génotypes de pois
vis-a-vis de la fusariose vasculaire

1.1. Matériel végétal

Une collection de 15 génotypes issus de populations spontanées de Pisum
spp., a été étudiée (Figure 6). Il s’agit de 2998, 2995, 3044, 2714, 2329, P648,
P26, 3068, 3030, 3106, 2372, 2367, 26, 2905 et 3034. De plus, trois génotypes
contr6les : Merveille de Kelvedon (résistant), P21 et 2946 (sensibles), appartenant
a la I'espéce P. sativum, ont été utilisés (Bani et al., 2012, Mekhaldi, 2016). Les
semences des différents génotypes ont été issues de l'Institut de I’Agriculture

Durable de Cordoue (/nstitut of Sustainable Agriculture Cordoba, Spain).

Figure 6. Semences des génotypes de pois étudiés.
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1.2. Souches de Fop

Deux souches de Fop ont été utilisées: R1 et R2F42 (Figure 7). La souche R1
appartient a la race 1 du champignon tandis que la souche R2F42 appartient a la
race 2. Ces souches ont été gracieusement fournies par I'Institut de I'Agriculture

Durable de Cordoue (/nstitut of Sustainable Agriculture, Cordoba, Spain).

A partir de ces deux souches, des repiquages de maniere aseptique sont
effectués : des explants de culture ne présentant aucune contamination sont
prélevés au niveau de la zone périphérique des colonies. L’opération est
renouvelée jusqu’a obtention d'une culture pure. Apres incubation, des
observations microscopique sont effectuées présentant les caractéeres Fusarium
oxysporum f.sp .pisi (Champion, 1997). Afin de les régénérer, Les souches ont été

cultivées sur le milieu PDA et incubées a 28°C pendant 4 a 5 jours.

Figure 7. Cultures des deux souches de Fop utilisées.

1.3. Prégermination des graines

Les graines du pois ont été superficiellement désinfectées dans une solution
d’hypochlorite de sodium (1%) pendant 30 min a température ambiante afin
d’éliminer toutes traces d’infections superficielles préexistantes (Figure 8.A). La
désinfection a été suivie de deux rincages a l'eau distillée stérile pendant 20
minutes pour chaque ringage. Les graines ont été par la suite séchées sur papier

filtre stérile, puis enveloppées dans un papier stérilisé et humecté et placées dans
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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. Aprés stratification, les boites
ont été incubées a 25°C jusqu'a la germination des graines (Mekhaldi 2016)
(Figure 8.B).

Figure 8. Désinfection et pré germination des graines.

(A) Désinfection et (B) germination des graines.

Une fois germées, les graines ont été transférées dans des pots en plastiques
de 250 ml de volume contenant de la perlite stérile et maintenues sous serre. Les

plantules sont arrosées avec de I'eau courante selon le besoin.

1.4. Préparation de I'inoculum

Selon la technique décrite par Di Pietro et Roncero (1998), les suspensions
fongiques ont été préparées en prélevant des disques mycéliens a partir des
cultures de Fop agées de 4 a 5 jours (sur milieu PDA) (Figure 9.A). Les disques
ont été mis dans des flacons contenant 200 ml du milieu liquide PDB a raison de 5
a 6 disques par flacon et incubés a la température ambiante, sous agitation
continue (170 rpm) (Figure 9.B).

Apres 5 jours, les spores ont été 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 puis ajustée a 5x10° spores/ml| (Figure
9.C) (Haglund, 1989).
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Figure 9. Préparation de I'inoculum.

(A) Prélevement des disques mycéliens, (B) mise en agitation des suspensions fongiques de Fop

et (C) mesure de la concentration a I'aide d’'une cellule de Malassez.

1.5. Inoculation des plantules

Pour procéder l'inoculation des plantes avec les souches de Fop, nous
avons utilisé la technigue d'immersion des racines (Haglund, 1989). Au stade 2
a 3 nceuds, les plantules ont été dépotées (Figure 10.A) et leurs racines ont
été nettoyées par lavage a I'eau du robinet pour enlever la perlite adhérée. Un
tiers du systéme racinaire a été coupé (Figure 10.B) avant I'immersion du reste
de la racine dans la suspension de spores, pendant 5 min a la température
ambiante (Figure 10.C). Aprés linoculation, les plantules du pois ont été
transplantées dans leurs pots et incubées sous serre jusqu'a la fin de

I'expérimentation.
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Figure 10. Inoculation des plantes du pois.

(A) Dépotage des plantes, (B) coupure et (C) Immersion des racines dans la suspension

fongique.

1.6. Traitements appliqués

Notre expérimentation a pour objectif d’étudier l'interaction de deux facteurs
(Tableau 1):

- Le facteur « génotype » est composé de 18 niveaux correspondant aux 18
génotypes de pois étudiés (y compris les génotypes contrbles).

- Le facteur «souche» comprend 3 niveaux correspondant aux deux
souches et aux témoins pour lesquels la suspension de Fop a été
remplacée par de I'eau distillée stérile (EDS) lors de I'inoculation.

Le nombre total des traitements était 54 (Tableau 1), dont chaque traitement a

été répété 5 fois, soit un total de 270 plantes (unités expérimentales).

27



Chapitre Il Matériel et méthodes

Tableau 1. Les différents traitements appliqués.

Genotypes FopR1 FopR2F42  EDS
2998 T T19 T37
2995 T2 T20 38
3044 13 21 T39
2714 T4 T22 T40
2329 15 123 T41
P648 T6 T24 T42
P26 7 125 T43
3068 18 126 T44
3030 9 127 T45
3106 T10 28 T46
2372 T11 129 T47
2367 T12 T30 T48

26 T13 31 T49
2905 T14 32 T50
3034 T15 133 51

M. Kelvedon T16 T34 T52
P21 T17 135 T53
2046 T18 136 T54

1.7. Evaluation de la maladie
1.7.1. Suivi symptomatologique

Les observations symptomatologiques concernent le suivi et le contréle du
développement des symptémes typiques de la fusariose vasculaire du pois sur les
parties aériennes (symptdmes externes) et au niveau du systeme vasculaire
(symptdmes internes). Les symptdmes externes s’expriment par un flétrissement
et un jaunissement des feuilles suivis par un desséchement et/ou la mort de la
plante (Bani et al., 2012).

Une coloration rougeéatre des tissus de la tige et du collet de la plante a été
précédemment décrite pour étre associée aux infections par F. oxysporum (Kraft
et al., 2001). Afin d'observer ces symptdmes internes, nous avons examiné des
coupes des plantes inoculées par les deux souches de Fop, sous une loupe
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binoculaire (G : x8). Pour cela, les plantes inoculées ont été dépotées 30 jours
apres l'inoculation puis lavées sous I'eau du robinet. La tige et la partie supérieure
du systéme racinaire ont été longitudinalement coupées, a l'aide d’un scalpel et

observées sous une loupe binoculaire.

1.7.2. Calcul du taux d’infection

Pour chaque plante, nous avons calculé le taux d’infection, représenté par la
proportion de feuilles symptomatiques par rapport au nombre total de feuilles. Le

taux d’infection se calcule selon la formule suivante :

Nomre de feuilles symptomatiques

Taux d’infection (%) = % 100

Nombre total des feuilles

Les génotypes présentant une valeur de taux d’infection inférieure ou égale a
50% sont considérés comme résistants, les génotypes présentant des taux
d’infection entre 50 et 70% sont classés comme partiellement résistants alors que
les génotypes avec des valeurs de taux d'infection dépassant 70% sont
considérés comme sensibles (McPhee et al., 1999).

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

sont significatives en se basant sur la plus petite différence au seuil a < 5%.

2. Tracage de la continuité de la seve

Pour déterminer la continuité de I'eau et de flux des éléments nutritifs au sein
des plantes, nous avons déterminé la capacité de rétention et du transport d’une
solution du traceur colorant qui est le bleu de naphtol (Figure 11. A). Pour cela,
des plantes inoculées avec la souche R2F42 de Fop ont été récupérées 30 jours
apres leur inoculation et lavées de la perlite sous I'eau du robinet. Les racines des
plantes ont été immergées dans une solution de 0,1% de bleu de naphtol dans
des tubes en verre de 50 ml (Figure 11.B) pendant 12 h dans une chambre
d’environnement contrélé a 28°C. La continuité de I'eau et de flux de la séve a été

alors déterminée par observation visuelle d'une coloration bleue dans les
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vaisseaux des plantes a partir des sections longitudinales et transversales du tissu

végétal frais sous la loupe binoculaire ou sous microscope photoniques (Bani et
al., 2012).
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Figure 11. Essai de continuité de flux de la séve sur des plantes du pois.

(A) Solution de bleu de naphtol et (B) immersion des racines dans la solution.

3. Essai de détection de la présence de Fop

3.1. Matériel végétal

Six génotypes de pois ont été utilisés afin de déterminer 'ampleur de leur
colonisation par Fop. Il s’agit de 2 génotypes sensibles P615 et 2946 et de 4
génotypes résistants P651, P656, Merveille de Kelvedon et New Season (Bani et
al., 2012 ; Mekhaldi, 2016). Les semences des 6 génotypes ont été issues de
I'Institut de I’Agriculture Durable de Cordoue (IAS-CSIC, Cordoba, Spain).

3.2. Ré-isolement de Fop

Le pathogene a été ré-isolé a partir de quatre parties (racine, collet, région
inférieure et supérieure de la tige) des plantes inoculées par la souche R2F42 de
Fop. Le ré-isolement a été effectué 7 jours apres l'inoculation.
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Suivant la méthode décrite par Bani et ses collaborateurs (2012), les plantes
sont lavées de la perlite sous I'eau du robinet, superficiellement désinfectées dans
une solution 2.5% hypochlorite de sodium-5% éthanol pendant 2 min, puis rincées
deux fois avec de I'eau distillées stériles pendant 2 min. les plantes ont été par la

suite divisées en quatre parties (racine, collet, région inférieure et supérieure de la

tige ).

Une section d’environ 1 a 1.5 cm de longueur de chaque partie a été alors
déposée sur le milieu PDA contenant la kanamycine (0.1mg/ml) et incubée a 28°C
pendant 3 jours. La présence de Fop dans les sections des plantes a été détectée

par 'observation du développement d’'une colonie autour de la section (Figure 12).

2 min 2 min 2 min

Eau distillée stérile Eau distillée stérile 2> /° bypochlorite de
sodium + 5% éthanol

Figure 12. Etapes congues pour la désinfection superficielle et de ré-isolement de Fop.
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Chapitre L.

Résultats et discussion

1.Comportement des génotypes du pois vis-a-vis de la
fusariose vasculaire

1.1. Description symptomatologique

Les deux souches R1 et R2F42 de Fop provoquent les mémes symptémes
sur les génotypes étudiés. Nous avons constaté que la souche R2F42 est plus
virulente que la souche R1, en causant des symptomes plus intenses sur les
génotypes affectés.

1.1.1. Symptémes sur la partie aérienne

Les premiers symptdmes sur les plantes sensibles sont apparus environ 10 a
15 jours apres l'inoculation. Les symptémes de la maladie ont été observés sur les
feuilles basales et atteignent progressivement les jeunes feuilles jusqu'au
desséchement complet et la mort de la plante (Figures 13, 14).

Figure 13. Progression des symptomes de la fusariose vasculaires chez le génotype

3106 inoculé avec la souche R1 de Fop.

(A) 7 jours, (B) 13 jours, (C) 19 jours et (D) 27 jours apres l'inoculation.
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Figure 14. Progression des symptomes de la fusariose vasculaires chez le génotype
3044 inoculé avec la souche R2F42 de Fop.

(A) 7 jours, (B) 13 jours, (C) 19 jours et (D) 27 jours aprés l'inoculation.

Au niveau des feuilles, le jaunissement progresse des feuilles inférieures vers
I'apex de la tige. L'initiation des symptdmes commence aux extrémités du limbe
qui deviennent vert jaunatre et/ou se courbent vers le bas. Le jaunissement
progresse a travers la feuille en s’associant avec une nécrose jusqu'a ce que la
feuille entiére flétrie et se desséche (Figure 15). Les tiges deviennent plus fragiles

avec une coloration jaune a orange.

Figure 15. Evolution des symptémes de la fusariose vasculaires sur les feuilles.
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1.1.2. Symptémes racinaires
Les racines de la plupart des génotypes inoculés avec la souche R2F42 ont
montré une décoloration rouge foncée a brun. Les génotypes qui sont avérés
susceptibles ou partiellement résistants, ont montré une décoloration plus intense
part rapport aux génotypes résistants et par rapport aux témoins. Par contre, les
racines des plantes inoculées avec la souche R1 n’ont pas montré cette

décoloration (Figure 16).

( I
y %
I
‘ 7\
:—{\'. '_/‘. /7
I
R1 R2F42 EDS EDS

Figure 16. Aspect des racines des plantes 30 jours aprés l'inoculation.
(A) Génotype 2329 et (B) génotype 3068.

1.1.3. Symptémes internes

Des coupes longitudinales de la racine et du collet des différents génotypes
ont été réalisées 30 jour aprés leurs inoculation avec les deux souches R1 et
R2F42 de Fop. L’observation de ces coupes sous une loupe binoculaire (G : x8) a
révélé la présence d’'une décoloration rouge foncé du systeme vasculaire et/ou du
tissu parenchymateux des génotypes susceptibles inoculés avec la souche
R2F42. Par contre, les plantes inoculées avec la souche R1 n’ont pas montré

cette décoloration (Figure 17).
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Témoin 2367-R1 2367- R2F42

Figure 17. Symptémes internes dus aux deux souches de Fop (R1 et R2F42) 30 jours

apres l'inoculation (G : x8).

1.2. Taux d’infection

Le taux d’infection des génotypes étudiés était estimé en dénombrant le
nombre de feuilles porteuses de symptbmes de la fusariose vasculaire, par
rapport au nombre total des feuilles. Le taux d’infection des 18 génotypes varie de
25 a 100%. Sur cette base, nous avons pu sélectionner les génotypes résistants,
partiellement résistants et sensibles selon leur réponse aux deux souches de Fop.

L’analyse de la variance des valeurs des taux d’infection a mis en évidence
des différences tres hautement significatives (p=0,000) entres les réponses des 18
génotypes étudiés en interaction avec les deux souches R1 et R2F42 de Fop
(Annexe 2).

D’aprés le calcul des moyennes du taux d’infection, nous avons pu classer les
génotypes étudiés en trois catégories : résistants, partiellement résistants et
sensibles. En interaction avec la souche R1, les deux génotypes P648 et Merveille
sont résistants en enregistrant des valeurs du taux d’infection ne dépassant pas
50%. La résistance partielle a été signalée chez les génotypes 2995, 3034,
2367,2905, 3068, 2714, 2372, 2329, 3044 et P26, en enregistrant des taux
d’infection compris entre 55,76% et 65,49%. Les génotypes 2946, P21, 3030,
2998, 3106 et 26 ont été les plus sensibles avec des taux d’infection qui
dépassent 70% (Figure 18.A).

35



Chapitre I Résultats et discussion
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Figure 18. Taux d’infection des 18 génotypes étudiés 30 jours aprés I'inoculation avec les
deux souches de Fop (R1 et R2F42).

En interaction avec la souche R2F42, la plupart des génotypes étudiés étaient
sensibles. Un taux d’infection de 100% (mort de la plante) a été enregistré chez
les génotypes 2946, P21, 2995, 3030, 3034, 2372, 2714, 2905, 2998 et P648 dont
ils sont avérés trés sensibles a cette souche. Les génotypes 2329, 3068, 2367 et
P26 ont été aussi sensibles avec des taux d’infection variant entre 76,56% et
91,11%. Le génotype 3044 a été partiellement résistant avec une moyenne de
taux d’infection de 50, 92%, tandis que le génotype contréle Merveille de Kelvedon
a été le plus résistant en enregistrant une moyenne de taux d’infection de 21,42%
(Figure 18.B).

La progression de la maladie a été également estimée dans le temps ou nous
avons observé que [I'évolution des symptdmes était plus rapide chez les
génotypes inoculés avec la souche R2F42 par rapport a ceux inoculés avec la

souche R1.
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L’apparition des premiers symptdmes a été observée a partir du 7°™ ou 10°™®
jour aprés linoculation avec la souche R2F42, sur la plupart des génotypes
étudiés. La seule exception est le génotype Merveille de Kelvedon qui a montré un
temps de latence bien plus long puisque les symptdmes n’ont commencé a étre
péme

visibles sur ce génotype qu’a partir du 2 jour apres I'inoculation (Figure 19.B).

R1 R2F42

100 A B
-~ =4=M.Kelvedon -~ =4=MKelvedon
S X
~ -#=P21 ~ =i=P21
c k2046 c whe= 2946
0 0
- P48 - w——P548
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uﬂ_’ ——2998 3 —1998
:E =0-3044 ;E =0-3044
T T = T —2714
X X
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! o
- 3034 [ 3034

0100 13 16 19 22 25 28 34 100 13 16 19 225 25 28 3
Jours aprés inoculation Jours apres inoculation

Figure 19. Evolution des valeurs de taux d’infection chez quelques génotypes étudiés.

En interaction avec la souche R1, les génotypes qui sont avérés les plus
susceptibles (2946, 26, P21 ,2998), ont montré les premiers symptdémes a partir
du 7°™ jour pour atteindre des valeurs avoisinant 50%, 16 jours aprés I'inoculation
(Figure 19.A). Les génotypes les plus résistants (Merveille de Kelvedon et P648)
ont enregistré une cinétique trés lente avec des valeurs avoisinant 50% aprées 30

jours de leur inoculation (Figure 18.A).

En comparant les valeurs minimales et maximales de taux d’infection
correspondant aux deux souches de Fop utilisées, nous avons pu déduire que les
valeurs les plus importantes ont été enregistrées chez les génotypes inoculés
avec la souche R2F42. La race 1 représentée par la souche R1 est moins
virulente que la souche R2F42 (Figure 20). LANOVA a mis en évidence une

différence trés hautement significative entre ces deux souches (Annexe 2).
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Figure 20. Valeurs minimales et maximales de taux d’infection de deux souches R1 et
R2F42 de Fop.

2. Tracage de la continuité de la seve

Le colorant du bleu de naphtol a été utilisé comme traceur pour étudier la
continuité de I'eau et le flux d'éléments nutritifs chez les génotypes du pois, 30
jours apres leur inoculation avec la souche R2F42 de Fop.

La coloration des tissus vasculaires a été enregistrée chez le génotype
résistant Merveille de Kelvedon au niveau des racines, des tiges et méme des
feuilles, dont la circulation de la séve a été normale. Tandis que chez les
génotypes sensibles (2946, P21 et P648) et les génotypes partiellement
résistants(2329,3068,2367), la coloration bleu n’a été observée qu’au niveau des
racines.
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Au niveau des feuilles, les tissus et nervures sont devenus bleus (Figure 21).
Les coupes transversales et longitudinales des tiges et des racines des plantes
sont aussi démontré la présence d’'une coloration bleue au niveau des cellules du
systéme vasculaire (Figure 22). Cependant, l'intensité et le prolongement de la
coloration dans les tissus végétaux ont varié selon le génotype testé, dont la
coloration bleue était beaucoup plus intense dans le génotype résistant Merveille
de Kelvedon par rapport aux génotypes sensibles 3044, 26, 3106, P26 et 2367.
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Figure 21. Observation microscopiques de la coloration par le bleu de naphtol au niveau
des feuilles du génotype Merveille de Kelvedon inoculé avec la souche R2F42 (G : x10).

(A) Feuille sans coloration, (B) feuille avec des nervures colorées et (C) feuille avec des

nervures et tissus colorés.
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Figure 22. Observation microscopiques de la coloration par le bleu de naphtol au niveau
des tiges et des racines.

(A) Coupe transversale de la tige (G : x32), (B) coupe longitudinale de la tige (G : x100), (C)
coupe transversale de la racine (G : x100) et (D) coupe longitudinale de la racine (G : x8).

3. Détection de la présence de Fop

Pour déterminer 'ampleur de la colonisation du champignon, les plantes des
génotypes ont été récupérées 7 jours aprés leur inoculation avec la souche R2F42

pour ré-isoler le pathogene.

Trois jours aprés lincubation des sections, nous avons observé le
développement d’un réseau mycélien autour des fragments des plantes inoculées.
Les colonies fongiques ont été sous forme de filaments blanchatres émergeant du

tissu végétal (Figure 23).
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Chez les génotypes sensibles P615 et 2946, les colonies de Fop se sont
développées autour des sections des différentes parties de la plante. En
revanche, chez les génotypes résistants Merveille de Kelvedon, New season,
P651 et P656, les colonies de Fop ont été développées uniquement autour des

sections des racines et du collet (Figure 23).

Figure 23. Développement des colonies de Fop autour de la section des plantes
inoculées.

(R) racine, (C) collet, (TI) partie inférieure de la tige et (TS) partie supérieure de la tige.

4. Discussion Générale

Notre travail avait pour objectif d’étudier l'interaction de Pisum spp. avec
'agent causal de la fusariose vasculaire Fusarium oxysporum f.sp. pisi. La
premiere partie du travail a été consacré a I'étude de comportement d’une
collection de 18 génotypes de Pisum spp. vis-a-vis de deux souches pathogenes
de Fop (R1: race 1, R2F42 : race 2), dans des conditions semi-contrlées sous
serre. Ces deux souches ont pu induire des symptdmes typiques de la fusariose

vasculaire et les 18 génotypes ont présenté différents comportements.
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La fusariose vasculaire provoque une série de symptbmes externes,
incluant I'éclaircissement des nervures, I'enroulement des feuilles, le flétrissement,
le jaunissement, les nécroses puis la mort de la plante (MacHardy et Beckman,
1983). Ces symptdbmes peuvent étre le résultat d’'un déficit hydrique da a
l'occlusion des vaisseaux (MacHardy et Beckman, 1983) 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 (Charchar et Kraft, 1989).

Dans linteraction des 18 génotypes de Pisum spp. étudiés avec les deux
souches de Fop, des symptdbmes typiques de la fusariose vasculaire ont été
signalés chez les génotypes sensibles. La réponse de chaque génotype a été tres
variable. Généralement, les symptébmes de flétrissement progressent beaucoup
plus rapidement chez les génotypes sensibles tels que 2946, P21 ,2998 et 3030
que chez les génotypes résistants tels que Merveille de Kelvedon.

Concernant les symptébmes externes, linfection du pois par Fop est
généralement associée avec une deécoloration 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 (Kraft et Pfleger, 2001). D’apres les
observations des coupes racinaires, le tissu vasculaire de la plupart des
génotypes inoculés par la souche R2F42, a viré vers une coloration rouge foncée.
Par contre, cette décoloration a été absente chez les génotypes inoculés par la
souche R1. Un noircissement des cellules corticales et épidermiques a été
également observé au niveau du collet de certains génotypes tels que P21, P26,
3106, 3044 et 2329.

La plupart des travaux sur la résistance du pois a la fusariose vasculaire
prennent en considération le taux d’infection et la sévérité des symptdmes en tant
que parametres distinctifs (Neumann et Xue, 2003 ; Lebeda et al., 2010 ; Bani et
al., 2012, Mekhaldi, 2016) . Ainsi, nous avons utilisé le calcul du taux d’infection
pour différencier les génotypes de Pisum spp. dont il nous a permis d’identifier

trois catégories de réactions : résistance, résistance partielle et susceptibilité.
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Les génotypes présentant une valeur de taux d’infection inférieure a 50% sont
considérés comme résistants. Selon ces valeurs, et en interaction avec la souche
R1, les génotypes 2946, P21, 3030, 2998, 3106 et 26 ont été les plus sensibles,
avec des taux d’infection supérieurs a 70 %. Alors que les génotypes 2946, P26,
2995, 3030, 3034, 2329, 2372, 2714, 3068, 2905, 2367,2998, P26 et P648 sont
les plus sensibles en interaction avec la souche R2F42.

La deuxieme partie du travail a été consacrée a la détermination de la
continuité de la seve chez les génotypes inoculés en utilisant un colorant traceur
(bleu de naphtol). L’'observation microscopique des coupes transversale et
longitudinales des tiges et racines des différents génotypes inoculés avec la
souche R2F42, nous a permis de constaté une différence d'intensité de la
coloration et de son prolongement dans les tissus vegétaux selon le génotype
testé. Les génotypes sensibles tels que P26, 2367 et 3068 ont présenté une
coloration bleu clair par rapport au génotype résistant Merveille de Kelvedon.

Le blocage de la circulation normale de la séve chez les génotypes sensibles
peut étre di a lobstruction du systéme vasculaire et des cellules du xyléme
(Tessier et al.,, 1990). 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 (Tessier et al., 1990). De plus, la production de la gomme par la
plante par l'action d'une pectinase fongique a également été suggéré pour étre
I'origine de ces occlusions vasculaires (Pegg, 1985 ; Beckman, 1987).

Les amas mycéliens de Fop dans les cellules du xyléme sont la cause
principale du flétrissement des plantes et de leur mort subséquente suite a un
stress hydrique (Pegg, 1985 ; Beckman, 1987 ; Webster et Weber 2007).

D’autre part, et pour déterminer 'ampleur de la colonisation du champignon au
niveau des différentes parties des génotypes inoculée par R2F42, le ré-isolement
de Fop a révélé un développement d’un réseau mycélien autour des fragments

des plantes inoculées.
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Chez les génotypes sensibles testés, les colonies de Fop se sont développées
autour des fragments des différentes parties de la plante (racine, collet et parties
inférieure et supérieure de la tige). En outre, dans les génotypes résistants
Meveille de Kelvedon, New season, P651 et P656, les colonies de Fop se sont

développées uniquement autour des fragments des racines et du collet.

Les résultats montrent que la colonisation fongique du systéme vasculaire est
souvent rapide. Cette colonisation facilite souvent la production de microconidies
dans les vaisseaux du xyleme. En effet, ces microconidies ont été démontrées
pour étre transportées vers le haut via le flux de la séve jusqu'a ce qu'elles
atteignent les différentes partie de la plante (Beckman et al., 1961 ; Beckman et
al., 1962 ; Bishop et Cooper, 1983).
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Conclusion

La fusariose vasculaire du pois, causée par Fusarium oxysporum f. sp. pisi, a
été signalée dans tous les pays ou le pois est cultivé. La maladie est souvent
sévere la ou on pratique de courtes rotations avec d’autres cultures. Dans ces
conditions, quand le pathogéne développe des quantités suffisantes d’'inoculum et
en présence d’un cultivar sensible, il en résulte des pertes économiques
considérables. En raison de lefficacité réduite du contrdle chimique de cette
maladie et de la pollution et risques sanitaires associés a ce type de méthodes de
contréle, l'utilisation de cultivars résistants aux différentes races du pathogéne,

semble étre la mesure la plus appropriée.

Notre travail avait pour objectif d’étudier linteraction Pisum spp.-Fusarium
oxysporum f.sp. pisi. La premiere partie a porté sur I'étude du comportement de
18 génotypes du pois vis-a-vis de deux souches phytopathogenes de Fop dans
des conditions semi-contrélées sous serre. Les deux souches de Fop (R1 et
R2F42) ont pu induire des symptdmes typiques de la fusariose vasculaire
(flétrissement, jaunissement, dessechement des feuilles et décolorations des
vaisseaux et des racines). Les différents génotypes étudiés ont réagi d’'une fagon

différentielle selon la souche inoculée de Fop.

Pour [l'évaluation de la maladie, nous avons calculé le taux d’infection
représenté par le pourcentage des feuilles symptomatiques par rapport au nombre
total des feuilles. En interaction avec la souche R1, les deux génotypes P648 et
Merveille sont résistants en enregistrant des valeurs du taux d’infection ne
dépassant pas 50%, alors que les génotypes 2946, P21, 3030, 2998, 3106 et 26
ont été les plus sensibles avec des taux d’infection qui dépassent 70%. En
interaction avec la souche R2F42, la plupart des génotypes étudiés étaient
sensibles en enregistrant des taux d’infection de 100%. Le génotype 3044 a été
partiellement résistant avec une moyenne de taux d’infection de 50, 92%, tandis
que le génotype contrdle Merveille de Kelvedon a été le plus résistant en
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enregistrant une moyenne de taux d’infection de 21,42%. La souche R2F42 a été
plus virulente que la souche R1, en enregistrant les valeurs de taux d’infection les

plus éleves.

D’autre part, et afin de déterminer la continuité de I'eau et des éléments
nutritifs chez les génotypes du pois, un tracage par le bleu de naphtol a été
effectué sur des plantes inoculées par la souche R2F42. Les résultats obtenus
démontrent la présence du colorant au niveau des racines et des tiges de tous les
génotypes (résistants ou sensibles), alors que sa présence au niveau des feuilles
a été restreinte aux génotypes résistants. Nous avons constaté donc que chez les
génotypes sensibles, il y avait un blocage de la circulation de la séve par le
champignon.

La troisiéme partie du travail a été consacré a I'étude de I'ampleur de la
colonisation du pathogéne. Le ré-isolement de Fop a partir des fragments des
plantes inoculées avec la souche R2F42, a révélé sa présence au niveau des
différentes partie de la plante chez les génotypes sensibles, tandis que chez les
genotypes résistants, I'apparition des colonies du pathogéne a été limitée au
niveau de la racine et du collet. Ces résultats peuvent mettre en évidence des
mécanismes de résistance situés a la base de la tige et la racine des plantes
résistantes. La susceptibilité peut étre le résultat d'une résistance insuffisante et

retardée de ces mécanismes.

Les différents génotypes de Pisum spp. étudiés qui ont montré des niveaux
importants de résistance envers Fop, peuvent étre utilisés dans les programmes
d’amélioration de la résistance chez le pois. Les mécanismes de résistance a la
fusariose vasculaire doivent d’avantage étudiés au niveau cellulaire, tissulaire et

méme moléculaire.
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Annexes

Annexe 1

Milieux de culture utilisés

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar).

s Pomme de terre 200 g.

% Dextrose 20 g.

% Agar 15g.

% Eau distillée stérile 1 000 ml.
Autoclavage 20 min a 120° C.

Milieu PDB (Potato Dextrose Broth).
s Pomme de terre 200 g.
% Dextrose 20 g.
< Eau distillée stérile 1 000 ml.
Autoclavage 20 min a 120° C.

Annexes
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Annexe 2

ANOVA appliquée aux taux d’infection des 15 génotypes du pois en
interaction avec les deux souches pathogenes de Fop (R1 et R2)

Facteur Somme des carrés ddl  Carrés moyens F-ratio Valeur p
Génotypes 30321,938 17 1783,643 6,542 0,000
Souches 21862,399 1 21862,399 80,184 0,000

(***) Différence trés hautement significatives.
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Annexe 3

Valeurs des taux d’infection de quelques génotypes en interaction avec la

souche R1 de Fop

senompi— - [Ti 10j 13 16 19 2 5 |8 3

2367 26,42857| 34,54762| 37,26984| 32,66667| 34,60606| 34,78788| 36,10101| 52,0404 56,9759
3068 24,7619| 36,07143| 38,21429| 38,57143| 33,5 32,78788| 35,93939| 41,54545| 62,76224
2905 47,18254| 52,46032| 44,44444| 39,36364| 45,25253( 44,96503| 49,09091 56,19048| 65,49817
P26 52,00524| 55,77778| 50,81746| 55,83333| 58,3333 58,8974 57,69231 59,93207| 58,18182
2995 46,66667| 52,97619| 47,61905| 54,16667| 53,98148| 61,81818| 61,81818| 63,63636| 63,63636
3030 50 62,5| 52,23214| 54,46429| 54,86111( 65,27778|  62,5| 72,72721| 71,4015
3106 2880052 42,5| 41,94444| 48,27778| 52,27273 44,09091 53,52681| 61,07226| 71,81319
2329 44,90476| 47,04762| 56,57143| 59,07143| 56,9413 61,74603 60| 58,88889| 59,7222
y£j)) 34,66667| 41,71429| 48,46032  50,5| 49,66667| 54,86869| 58,18182| 61,3333 60

j : jours aprés l'inoculation.

Valeurs des taux d’infection de quelques génotypes en interaction avec la
souche R2F42 de Fop

w1100 (13 (6 (15 [ |5 |8 3y

2367 157143 55| 58,38889| 50,38889| 5177778| 62722220 76 78| 80,9099
3068 16,3805 44,7381] 452381| 5190476 61,2381 64,57143| 6584416 6584416 81,5584
2905 64,16667| 67,18254( 72,11111] 75,27778| 93,33333 97,7778 100] 100, 100
P26 1321429 47,18254) 48,79365( 53,2778 55,5 63,50091] 64,44444| 66,26263| 76,5656
2995 3015873 5,3%05( 80,5873 100 1000 1000 1000 100 100
3030 5178571 6160724 80,8357 100 1000 1000 000 100 100
3106 29,04762| 41,78571( 46,07143) 57,14286| 64,28571] 88,57143( 91,42857| 97,1426 100
239 6333333 81,90476| 88,5743 90| @5 925 95 91,1111 91,1111
237 55| 6771429 7878571 1000 100 10 1000 1000 100

j : jours aprés l'inoculation.
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Annexe 4

Valeurs des taux d’infection de quelques génotypes en interaction avec la

souche R1 de Fop

s [T IR Y - T 1 T

M.Kelvedon 0| 6,666667| 6,666667| 28,09524 31,42857| 31,42857| 30,47619| 44,7619| 4964286
P21 31,1111 29,36508| 45,2381( 52,08333| 59,02778| 58,7963| 67,59259| 69,3056/ 7569444
2946 43,33333] 45,55556| 51,66667| 57,93651] 72,61905| 70,3373| 6884921 70,03968| 74,00794
P643 37,3333 38,0257 43,56061{ 45,60606| 50,35897| 51,2381| 52,6667 53,9807 54,13704
2998 3780052 48| 56,42857| 54,520| 58,05556| 61,83838| 63,66667| 75,69697| 82,98368
304 31,71429) 43,8002 39,28571( 35,79365| 34,72222]  30,6| 57,69697| 39,5956 57,6667
2714 5,5| 52,14286( 60,71429| 58,03571 59,7183 46,69524{ 60,82702] 63,09975| 63,09975
% 2714286 375| A44404| 5166667 60 65 65| 63,63636| 70,8333
3034 34,47619| 35,95238 41,07143| 42,38095| 43,84921| 50,16667| 53,9545/ 57,12121] 55,76923

j : jours aprés l'inoculation.

Valeurs des taux d’infection de quelques génotypes en interaction avec la
souche R2F42 de Fop

e N T R R R

M.Kelvedon 0 0 0 0 0| 3,333333] 6666667 13,57143) 21,42857
P21 3833333 40| 70,31746| 76,66667| 82,3805 9791667|  100{ 1200 100
2946 3.44004| 4166667 60| 73,89889] 81,1048 9246032 972202 100 100
PG48 58,07143) 7333333 86,38889| 95,5556 100  100{ 100 1000 100
299 Mene 5333333 975 1000 1000 1000 100 1000 100
304 204762 50| 50,31746| 46,66667| 45,77778| 48,05051| 47,7273 46,27273) 5092075
2714 650 10 1000 100 00 100 100 100 100
% 1375 5347222 82,6889 1000 100 100 100 100, 1200
3034 3666667 6428571 9095238 100, 2000 100 100 100 100

j : jours apres l'inoculation.
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Annexe 5

Evolution des taux d’infection des 9 génotypes inoculés avec les souches
R1 et R2F42 de Fop

R1

100

90

—f— 2367
== 3068

80

== 2905

—==—P26
—=2995

=@=3030

=== 3106

w329

Taux d’infection (%)

10
2372

7j  10j 13j 16j 19) 22j 25] 28 31

Jours apres inoculation

—— 2367
== 3068

—fe— 7905

P26

—=2995

—8— 3030

—+—3106

— 2329

Taux d’infection (%)

2372

7i  10)  13j 16) 19f 22j 25 28 31

Jours aprés inoculation
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