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Résumé

Application des rhizobactéries (Pseudomonas fluorescens
et Rhizobium sp.) dans le biocontrole de la fusariose
vasculaire du pois.

La fusariose vasculaire causée par Fusarium oxysporum f. sp. pisi est une
maladie redoutable, qui provoque des dégats important sur la culture du pois. Les
rhizobactéries ont montrés leur efficacité a stimuler la croissance des plantes, et a
réduire les effets néfastes des agents phytopathogeénes.

Notre travail a pour objectif de mettre en évidence les potentialités
antagonistes in situ de trois souches rhizobactériennes (Pseudomonas fluorescens
F21, Rhizobium leguminosarum bv. viceae, le mutant de Rhizobium
leguminosarum bv. viceae) vis-a-vis de deux races de Fusarium oxysporum f. sp.
pisi (Fop R1 et Fop R2F42) en interaction avec cing génotypes de pois (J11412,
Polar, P615, Kelvedon Wonder Peas et P21).

Les essais d’application in situ, réalises sous serre en verre, ont mis en
évidence que les trois souches bactériennes, ont montrés une activité antagoniste
vis-a-vis des deux souches de Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop R1 et Fop
R2F42), en interaction avec les genotypes étudiés, tout en stimulant leur
croissance. Cette action de biocont6le est détectable durant les 35 jours de suivi
du développement de la maladie, par le calcule de son taux d’infection, sa sévérité,
ainsi que les pois frais et les pois secs des parties aériennes et souterraines.

En comparant les résultats du taux d’infection et de la sévérit¢ de maladie,
nous constatons qu’il existe une correspondance entre ces deux parametres. Et la
souche antagoniste qui a donné les meilleurs résultats est la souche Pseudomonas
fluorescens F21, suivi par la souche mutante de R. leguminosarum bv. viceae.

Mots clés : antagonisme, PGPR, Rhizobia, Pseudomonas fluorescens, Pisum sativum,
Fusarium oxysporum f. sp. pisi



Abstract

Application of rhizobacteria (Pseudomonas fluorescens et
Rhizobium sp.) in the biocontrol of fusarium wilt of pea

Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. pisi is a disease that
causes significant damage to the pea crop. Rhizobacteria have shown their
effeciency in stimulating plant growth and in reducing the adverse effects of
phytopathogenic agents.

Our aim is to demonstrate in situ the antagonistic potential of three
rhizobacterial strains (Pseudomonas fluorescens F21, Rhizobium leguminosarum
bv. viceae, the mutant Rhizobium leguminosarum bv. viveae) against two races of
Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop R1 and Fop R2F42) interacting with five pea
genotypes (J11412, Polar, P615, Kelvedon Wonder Peas and P21).

The in situ application tests carried out under greenhouse made it clear that
the three bacterial strains showed an antagonistic activity against the two strains
of Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop R1 and Fop R2F42), in interaction with
the genotypes studied, while stimulating their growth. This biocontrol effect is
detectable during the 35 days after the development of the disease, by calculating
its infection rate, its severity, as well as the fresh and the dry weight of the aerial
and underground parts.

By comparing the results of infection rate and disease severity, we find that
there is a correspondence between these two parameters. The antagonist strain
which gave best results is strain Pseudomonas fluorescens F21, followed by the
mutant strain of R. leguminosarum bv. viceae.

Key words: antagonism, PGPR, Rhizobia, Pseudomonas fluorescens, Pisum
sativum, Fusarium oxysporum f. sp. pisi
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INTRODUCTION

L'agriculture moderne dépend fortement de I'utilisation des pesticides pour
obtenir des rendements plus élevés. Cette dépendance est associee a des
problemes tels que la pollution de I'environnement, les dangers pour la santé,
I'interruption du cycle naturel des nutriments eécologiques et la destruction de
communautés biologiques. Par conséquent, la production végétale et la lutte
contre les maladies doivent étre réalisées avec moins d'intrants nuisibles
(Sivasakthi et al., 2013).

Ces derniéres années, la lutte biologique recoit un intérét particulier, grace
aux résultats prometteurs obtenus. Elle est considérée comme étant 1’une des
méthodes alternatives de la lutte chimique, son principe repose sur 1’utilisation
des microorganismes antagonistes, dont les plus étudiés sont les rhizobactéries
(Guanpeng et al., 2012).

I1 s’agit de bactéries adaptées a un biotope particulier, la rhizosphére, qui est
la partie du sol situé au voisinage immediat des racines des plantes, et qui se
caractérise par la présence d’exsudats racinaires (rhizo-dép0ts). Les rhizobactérie
sont en contacte directe avec la plante, car elles colonisent la rhizosphére en
utilisant les exsudats racinaires comme substrats nutritifs, lui conférant une
dominance de ce site au dépond des autres microorganismes du sol, mais a la
différence d’eux, elles ont en retour, un effet bénéfique sur la plante via une
multitude de mécanismes d’action (Barriuso et al., 2008 ; VVacheron et al., 2017).

Ces rhizobactéries sont connues sous le nom de PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria). Selon les différents mécanismes qu’elles impliquent,
nous distinguons les PGPR phytostimulatrices, qui ont la capacité de produire des
phytohormones, de fixer 1’azote atmosphérique, de solubiliser le phosphate et cela
stimule directement la croissance des plante (Lugtenberg et Kamilova, 2009), et
les PGPR protectrices, qui permettent de réduire D’effet des agents
phytopathogenes (Lugtenberg et al., 2001 ; Paul et Nair, 2008).

Selon leur relation avec la plante hote, ces microorganismes sont classés en
deux grandes catégories : les symbiotiques et les non symbiotiques (Khan et Zaidi,
2005).

Parmi les rhizobactéries non symbiotiques, nous avons les Pseudomonas
spp. fluorescents, qui sont équipées de plusieurs mécanismes qui permettent la
phytostimulation, la bioprotection et 1’induction de la résistance chez les plantes.
(Banasco et al., 1998 ; Ali et al. 2009 ; Bano et Fatima, 2009).

Parmi les bactéries symbiotiques, nous avons les Rhizobium spp, connus
pour leur relation symbiotique avec les légumineuses, et leur capacité a fixer
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’azote atmosphérique. Cette symbiose présente de grands intéréts agronomiques,
économiques et écologiques (Parmar et Dadarwal, 1999).

L’étude des propriétés antagonistes des PGPR bioprotectrices a concerne
principalement les interactions avec les agents fongiques phytopathogénes. Parmi
ces agents les plus redoutables nous avons Fusarium oxysporum, agent de la
fusariose vasculaire (Ryder et al., 1990).

Cette maladie tellurique a longtemps été la plus redoutée par les agriculteurs,
car elle peut toucher plusieurs cultures. L’agent pathogéne presente plusieurs
formes spéciales qui peuvent causer d’énormes dégats envers différentes cultures,
parmi lesquels nous citons : la tomate, le palmier dattier, le lin, le coton et le pois
(Mac Hardy et Beckman, 1981).

Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop), est un agent pathogene destructeur,
causant la fusariose vasculaire chez le pois (Pisum sativum). 1l a été signalé dans
tous les pays ou le pois est cultivé (Kraft et Pfleger, 2001). Cette maladie
représente 1’une des maladies les plus destructrices, du fait qu’elle est sévére et
cause des pertes économiques considerables (Kraft et al., 1998).

L’objectif de notre travail consiste a apporter un plus dans la lutte biologique,
en mettant en eévidence les potentialités antagonistes de trois souches
rhizobactériennes (Pseudomonas fluorescens F21, Rhizobium leguminosarum bv.
viceae et le mutant de Rhizobium leguminosarum bv. viveae), vis-a-vis de deux
isolats fongiques de Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop R1 et Fop R2F42), en
interaction avec cing genotypes de pois (J11412, Polar, P615, Kelvedon Wonder
Peas et P21).
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1. RHIZOBACTERIES

La rhizospheére est le lieu de multiples interactions entre microorganismes et
racine, ces interactions étant bénéfiques, nuisibles, ou neutre pour la plante (Bais
et al., 2006). Certains microorganismes naturellement présents dans les sols sont
bénéfiques pour la plante, ce qui améliore souvent la croissance végétale (Morgan
et al., 2005).

Ces microorganismes phytobénéefiques sont de deux types :

A. Ceux qui établissent une relation de symbiose (association a bénéfices
réciproques) véritable avec la plante.

B. Ceux qui restent a I’état libre dans le sol, souvent proches ou sur les
racines, et parfois localisées a I’intérieur des racines (endophytes)
(Gray et Smith, 2005), et qui établissent une relation facultative a
bénéfices réciproques appelée coopération ou association non
symbiotique.

Les PGPR ou « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » sont des bactéries
qui se développent dans la rhizosphere, et qui ont un effet positif sur la plante,
pour ces effets nous les considérons comme rhizobactéries promotrice de la
croissance vegétale (Dey et al., 2004 ; Herman et al., 2008 ; Minorsky, 2008).

Ces PGPR peuvent avoir un impact positif sur les plantes de maniere directe
ou indirecte (Figure. 1). L’effet phytobénéfiques direct des bactéries PGPR peut
correspondre a (i) une augmentation de la qualité de nutriments disponibles
(fixation libre de 1’azote, solubilisation du phosphate, etc.) (Dobbelaere et al.,
2003), (ii) une augmentation de la microstructuration du sol rhizosphérique qui
retient alors mieux 1’eau, (ii1) une modification de 1’équilibre hormonal de la
plante (production de phytohormones, désamination du précurseur de 1’éthyléne,
etc.) (Glick etal., 1998 ; Dobbelaere et al., 2003), et (iv) I’induction d une réponse
systémique chez la plante, de type ISR (Induced Systemic Resistance) ou plus
rarement SAR (Systemic Acquired Resistance).

De nombreux travaux ont montré que ces rhizobactéries interviennent dans
le biocontrdle de la plante par la diminution des effets délétéres des
phytopathogenes en synthétisant des antibiotiques spécifiques (Fischer et al.,
2009), en rentrant en compétition avec le pathogéne pour I’espace et les nutriment
(Haas et Defago 2005), et en chélatant le fer grace a la production des
siderophores (Ongena et al. 2002) (Figure 1).
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Figure 1 : Les mécanismes d’action des rhizobactéries (Ramos et al., 2009).

La colonisation des racines par les bactéries est observée depuis longtemps,
mais son importance pour la croissance et le développement des plantes est
devenu clair ces dernieres decennies (Glick, 1995). La quantité et la composition
des exsudats racinaires conditionnent également la nature des activités
bactériennes. Ces derniéres résultent de la synthese de métabolites tels que les
antibiotiques, sidérophores, substances de croissance, acide cyanhydrigue,
lipopolysaccharides (Voisard et al., 1989 ; Van Peer et al., 1991). Cette influence
se manifeste par une modification de la croissance de la plante et de la fréquence
des infections fongiques de la racine (Kloepper, 1993).

On peut diviser les rhizobactéries-selon leur relation avec la plante héte-en
deux groupes essentiels : les rhizobactéries non symbiotiques ; qui restent a
I’extérieur des cellules végétale, appelées aussi PGPR extracellulaires
(Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter...), et les rhizobactéries symbiotiques ; qui
peuvent envahir I'intérieur des cellules végétale, les PGPR intracellulaires (tel que
les Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium)
(Vessey, 2003 ; Khan, 2005).
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1.1. Rhizobacteries non symbiotiques : Pseudomonas
fluorescens

Les bactéries non symbiotiques répondant a cette définition appartiennent a
différents genres et espéces dont les plus étudiés sont : Agrobacterium
radiobacter, Azospirillum spp, Bacillus spp, Pseudomonas spp fluorescents
(Okon, 1985 ; Leong, 1986).

1.1.1. Généralités sur les Pseudomonas fluorescents

Le genre Pseudomonas, de la famille des Pseudomonadaceae, regroupe des
bactéries mobiles aérobies Gram négatif, de 2 & 4 um de longueur, en forme de
batonnets renflés, avec des flagelles polaires qui joue un réle important dans la
pathogeénicité (Kayser et al., 2001 ; Willcox, 2007). Ces bactéries sont asporulées
et peuvent produire des pigments, tels que la pyocyanine (vert-bleu) et la
pyorubrine fluorescentes (jaune-vert) (Palumbo, 1972 ; Enoch et al., 2004 ;
Willcox, 2007) (Figure 2).

Figure 2 : Photo microscopique dP. fluorescens
(http://cmr.asm.org/content/27/4/927/F7 .large.jpg)

De nombreuses bactéries appartenant a ce sous-groupe bactérien sont
retrouvées au niveau de la zone de sol sous l'influence des racines de
plantes (rhizosphere). Certaines souches appartenant a ce sous-groupe montrent
méme des effets bénéfiques pour la plante et sont alors qualifiées de PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) (Loper et al., 2012).

1.1.2. Présentation des effets bénéfiques

Le but de la bactérisation est d’augmenter le rendement des cultures, seules
certaines souches semblent présenter cette capacité (Weller, 1988). Elles ont été
appelées PGPR par Kloepper et Schroth (1978).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Rhizosph%C3%A8re
https://fr.wikipedia.org/wiki/PGPR
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L’augmentation de rendement d’une culture bactérisée résulte de deux effets
bénéfiques principaux : la stimulation de croissance des plantes et la protection
des plantes contre les maladies d’origine tellurique (Lemanceau, 1992).

D’autres effets bénéfiques ont également été décrits : certaines souches de
Pseudomonas stimulent la germination des graines, d’autres influencent
positivement les interactions entre les microrganismes symbiotiques (Rhizobium,
Bradyrhizobium, champignons mycorhiziens) et la plante hote (Lemanceau,
1992).

La diversité métabolique des Pseudomonas spp. fluorescents confére a ces
bactéries une plasticitéé importante pour s’adapter a différents environnements
(Misko et Germida, 2002), ce qui implique leur utilisation comme biofertilisants,
phytostimulateurs et agent de lutte biologique (Misko et Germida, 2002).

1.1.2.1. Stimulation de la croissance des plantes

De nombreux travaux font état d’une stimulation de la croissance des plantes
et du rendement des cultures apres bactérisation. Il apparait clairement que
I’augmentation de rendement, observée en conditions normales de production, est
toujours inférieure a I’augmentation de croissance des plantes cultivées en
conditions contrdlées (culture en pots et en serre ou en chambre climatisée). Les
Pseudomonas fluorescents sont capables de synthetiser differents meétabolites
secondaires, qui peuvent influencer positivement sur la croissance des plantes et
sont impliques également dans les relations de reconnaissances entre ces bactéries
et les plantes (Sturz et Christie, 2003 ; Zahir et al., 2004).

1.1.2.2. Protection des plantes contre les maladies d’origine tellurique

Les Pseudomonas spp. fluorescents ont été étudiés depuis des décennies pour
leurs effets bénéfiques sur la suppression efficace des maladies telluriques des
plantes (Bakker et al., 2007). Ces rhizobactéries possedent de nombreuses
caracteristiques qui permettent leur utilisation dans la protection des cultures
agricoles (Weller, 2007).

Les modeles biologiques utiliseés exposent différentes souches de
Pseudomonas et differentes maladies. Les problemes pathologiques les plus
étudiés sont : les fontes de semis, les fusarioses et les pourritures racinaires. Méme
si les travaux de lutte biologique sont tres nombreux, il est regrettable de constater
que seuls quelques-uns évaluent 1’efficacité de cette lutte en termes
d’augmentation de rendement (Leeman et al., 1991 ; Lemanceau et Alabouvette,
1991). La plupart des essais sont en effets réalisés en conditions contrélées ou
sont arrétés avant la récolte.

Plusieurs souches de Pseudomonas spp. fluorescents ont été signalées par
leur effets antagoniste (Lepoivre, 2003 ; Kwak et al., 2011). L’antagonisme peut
résulter d’un ou de plusieurs mécanismes en fonction de I’antagoniste impliqué
(Whipps, 2001), en faisant intervenir divers métabolites, qui peuvent affecter les
pathogénes par des réactions d’antibiose et/ou de competition.
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1.1.2.3. Stimulation de la germination

Une des composantes du rendement agronomique des grandes cultures est la
densité du peuplement végétal. Or, cette densité est liée a la faculté et a I’énergie
germinatives des semences. Certaines souches bactériennes, appartenant en
particulier au groupe des Pseudomonas spp. fluorescents, semblent améliorer la
germination des graines lorsque les conditions d’environnement sont
défavorables. Ainsi Kloepper et al. (1986) ont montré que le taux de germination
de graines de colza, semées dans un sol froid et battant, pouvait étre
significativement augmenté grace a [’inoculation par certaines souches
bactériennes. De méme Hofte et al. (1991) ont enregistré une augmentation
significative du taux de germination de semences de mais soumises au froid apres
inoculation de deux souches de Pseudomonas fluorescents. L une d’entre elles a,
de plus, permis de maintenir le pourcentage de germination d’un lot de semences
agé de deux ans au méme niveau que celui uniquement agé d’un an. Ces souches
sont appelées « Emergence Promoting Rhizobacteria (EPR) » (Kloepper et al.,
1986). Digat et al. (1990) ont montré que certaines souches de Pseudomonas
peuvent stimuler significativement la germination de graines de tomate méme
lorsque les conditions d’environnement ne semblent pas favorables.

1.1.2.4. Stimulation des interactions entre la microflore symbiotique et la
plante héte

Certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescents stimulent la nodulation
des légumineuses. Ainsi, Grimes et Mount (1987) ont montré qu’une souche de
Pseudomonas putida augmente de fagon significative la nodulation du haricot par
Rhizobium. De méme, Polonenko et al. (1987) ont montré que certaines
rhizobactéries pouvaient améliorer la nodulation du soja par Bradyrhizobium. Ces
souches sont appelées « Nodulating Promoting Rhizobacteria (NPR) ».

Toutes ces souches stimulent la croissance racinaire, produisent de 1’acide
indole acétique et sont pectinolytiques. Elles provoquent une augmentation de la
masse de nodosités plutot que de leur nombre (Howell et Okon, 1987). De méme,
certaines souches de bactéries influencent positivement la colonisation racinaire
de la plante héte par des endomycorhizes ou par des ectomycorhizes (Alten et al.,
1991). Mamoun et Olivier (1992) ont montré que certaines souches de
Pseudomonas spp fluorescents améliorent la pérennité de 1’association
symbiotique entre 1’ectomycorhize Tuber melanosporum et le noisetier. Par
ailleurs, ’effet bénéfique, de 1’inoculation mycorhizienne sur la plante, pourrait
étre stimulée par certaines rhizobactéries productrices de substances de croissance
(Linderman et Paulitz, 1990) et par les rhizobactéries qui augmentent la solubilité
des phosphates dans le sol (Raj et al, 1981). Ainsi 1’association
d’endomycorhizes et de Pseudomonas fluorescents s’accompagne d’une plus
grande stimulation de la croissance de la plante que la seule inoculation
bactérienne ou fongique (Oliveira et al., 1987).
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1.1.3. Mécanismes responsables des effets bénéfiques

Afin d’améliorer D’efficacité de la bactérisation, 1l est nécessaire de
comprendre les mécanismes responsables des effets bénéfiques. Deux types de
mécanismes se dégagent de I’ensemble des travaux publiés : I’'un concerne la
modification des équilibres microbiens, I’autre la modification du métabolisme et
de la physiologie de la plante (Weller, 1988).

1.1.3.1. Modification des équilibres microbiens

Kloepper et Schroth ont été les premiers a mettre en évidence 1’effet
bénéfique indirect d’une souche de Pseudomonas fluorescent sur la croissance des
plantes (Kloepper et Schroth, 1981a).

A la suite de ces travaux, de nombreux auteurs ont montré que les effets
bénéefiques des Pseudomonas spp fluorescents sont associés a leur activité
antagoniste a I’encontre de microrganismes qualifiés de pathogenes (Cook et al.,
1987 ; Elad et al., 1987). Ces microrganismes, qui provoquent ou non des
symptomes évidents, réduisent la croissance des plantes (Salt, 1979). La
protection contre les microrganismes pathogenes par des Pseudomonas
fluorescents antagonistes permet de soustraire la plante a leur activité néfaste.
Selon I’efficacité de la protection biologique, la croissance des plantes bactérisées
peut atteindre celle des plantes cultivees en absence de microrganismes
pathogenes.

La relation entre cette protection et 1’augmentation de croissance ou de
rendement est trés claire lorsque la plante est confrontée a des microrganismes qui
déterminent des symptomes évidents et bien caractérisés (Fusarium oxysporum f.
spp, Gaeumannomyces graminis var tritici, Thielaviopsis basicola... etc). Ainsi la
réduction de la gravité de la maladie s’accompagne d’une augmentation de
rendement de la culture bactérisée (Lemanceau et Alabouvette, 1991).

IT apparait donc clairement qu’un des mécanismes responsables des effets
bénefiques de certaines souches de Pseudomonas spp fluorescents repose sur
I’activité antagoniste qu’ils exercent a 1’encontre de microrganismes pathogenes.
Parmi les modes d’action antagonistes de ces Pseudomonas fluorescents, la
compétition et 1’antibiose ont été particulierement étudi¢es (Lemanceau, 1992).

a. Compétition

Les interactions microbiennes sont conditionnées par la nature et I’intensité
de la compétition entre microorganismes (Alabouvette, 1983). Cette compétition
peut s’instaurer pour I’espace et pour les nutriments. Les Pseudomonas
fluorescents antagonistes participent a ces deux types de compétition.

Méme si le role de la compétition pour 1’espace ne peut étre completement
exclu, I’essentiel des travaux relatifs a la compétition, instaurée par les
Pseudomonas fluorescents, porte sur la compétition trophique et, en particulier,
sur la compétition pour le fer, comme en attestent les différentes syntheses
bibliographiques relatives a ce sujet (Neilands et Leong, 1986 ; Loper et Buyer,
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1991). Le fer est en effet indispensable au métabolisme des microorganismes
aérobies. Cette élément est peu soluble et donc peu disponible dans les sols
cultivés. En effet, dans les sols normalement aérés, le fer est surtout oxydé (Fe*®)
(Lindsay et Schwab, 1981).

Pour acquerir cet élément indispensable mais peu soluble, les Pseudomonas
fluorescents ont développé une stratégie d’acquisition de fer qui repose sur la
synthese de sidérophores et de protéines membranaires réceptrices (Neilands,
1973 ; Leong, 1986 ; Whipps, 2001). Cette synthése n’a lieu qu’en situation de
carence en fer (Weger et al., 1986). Les sidérophores sont des métabolites de
faible poids moléculaire qui présentent une forte affinité pour le fer (Fe™®)
(Fallahzadeh-Mamaghani et al., 2009). La capacité des Pseudomonas spp. a
produire les sédirophores est dépendante de la teneur en fer et le type de source
de carbone dans le milieu (Djibaoui et Bensoltane, 2005).

La structure de sidérophores produits par différentes souches de
Pseudomonas spp fluorescents a été décrite (Van der Hofstad et al., 1986). Ils sont
constitués d’une petite chaine peptidique d’acides aminés L et D en alternance,
liee a un groupe chromophore fluorescent jaune-vert et a un groupe succinamide,
qui une fois émis dans le milieu, ils chélatent le fer (Fe*3). Ce complexe est
reconnu de fagon plus ou moins spécifique par des protéines membranaires
réceptrices (Bitter et al., 1991), qui traverse la membrane cellulaire, puis integre
la cellule ou il est réduit. Cette stratégie est plus ou moins efficace selon les
microrganismes. Tous les sidérophores ne présentent pas en effet la méme affinité
pour le fer (Fe*).

Les Pseudomonas fluorescents produisent principalement des sidérophores
appelés pyoverdine (Figure 3) (Ravel et Cornelis, 2003 ; Cornelis et al., 2008) ou
pseudobactine, qui forment avec le fer (Fe*®) un complexe appelé ferripyoverdine
ou ferripseudobactine. Le fer chélaté par les pyoverdines ne peut pas donc étre
utilisé par certains champignons.

Les Fusarium spp produisent des sidérophores mais a une affinité moindre
avec le fer (Fe™) (Lemanceau et al., 1986). De ce fait, les Pseudomonas
fluorescents sont plus aptes a mobiliser le fer que les Fusarium (Lemanceau,
1988). La croissance de ces champignons en présence de Pseudomonas
fluorescents ou de pyoverdine purifiée serait donc réduite du fait de la carence en
fer (Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Persello-Cartieaux et al., 2003 ; Suty,
2010). L’introduction de pyoverdine dans le sol détermine une diminution du taux
de germination des chlamydospores de Fusarium (Elad et Baker, 1985) et de la
gravité de la fusariose et du piétin.
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Figure 3 : Exemple de structure d'une pyoverdine
(http://wiki.eanswers.com/en/Pyoverdine)

L’activité antagoniste exercée par la pyoverdine est effectivement liée a la
compéetition pour le fer (Meyer et al., 1987).

L’utilisation de mutants ayant perdu I’aptitude a synthétiser des sidérophores
(Sid) a permis de montrer que I’activité bénéfique de certaines souches de
Pseudomonas fluorescents est bien due a la synthese de pyoverdines (Loper,
1988).

La compétition pour le fer n’est cependant pas le seul mode d’action des
Pseudomonas. Méme lorsque la synthése de sidérophores est réprimée a la suite
de I’enrichissement en fer du milieu de culture, certaines souches de
Pseudomonas fluorescents continuent a exercer leur activité antagoniste a
I’encontre de divers microrganismes (Weller et al., 1988). L’association entre
I’enrichissement du milieu de culture en fer, la répression de la syntheése de
sidérophores et la suppression de 1’activité antagoniste de Pseudomonas spp
fluorescents ne démontre pas nécessairement que la compeétition pour le fer est le
seul mode d’action antagoniste (Thomashow et Weller, 1990). En effet, la
synthése de certains antibiotiques, tout comme la synthése de sidérophores, est
régulée par la concentration en fer du milieu. Ceci a été démontré pour la souche
de Pseudomonas fluorescent N2 130 antagoniste de Pythium ultimum (Gill et
Warren, 1988) et pour la souche 2-79 antagoniste de Gaeumannomyces graminis
var tritici (Hamdan et al., 1988).

b. Antibiose
Parmi les substances excrétées par les Pseudomonas pour inhiber la
croissance des phytopathogenes, nous pouvons citer les antibiotiques (Jacques et
al., 1993). L’importance de D’antibiose dans les interactions microbiennes
responsables de la protection biologique contre les maladies a fait 1’objet d’une
synthese bibliographique.

L’antibiose exercée par certains Pseudomonas spp fluorescents a d’abord été
mise en évidence in vitro. Lindberg (1981) a établi le spectre d’activité d’un
antibiotique, la tropolone, synthétisé par une souche de Pseudomonas. Cet
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antibiotique manifeste des propriétés antagonistes a 1’encontre de différents
champignons  :  Alternaria,  Cladosporium,  Diplodia,  Fusarium,
Helminthosporium, Pyricularia, Pythium, Rhizoctonia. Howell et Stipanovic
(1980) ainsi que Fernando et al. (2005) ont caractérisé deux antibiotiques : la
pyolutéorine et la pyrrolnitrine, synthétisés par la souche Pf5 de Pseudomonas
fluorescens. Ils en concluent que la protection des plantes assurée par cette souche
de Pseudomonas est liée a la synthese de ces antibiotiques.

Ces métabolites sont capables d’interférer avec la germination, la croissance
mycélienne, la physiologie cellulaire et/ou la sporulation des agents
phytopathogénes (Lepoivre, 2003)

L’utilisation de mutants dont les génes responsables de la synthése
d’antibiotique ont subi une délétion, permet d’associer de fagon plus directe la
protection biologique a I’aptitude a produire I’antibiotique.

Enfin, des techniques de biologie moléculaire ont également permis de
stimuler la production de 2-4 diacétylphloroglucinol (DAPG) par la souche
CHAO (Figure 4), ou méme d’induire la production d’acide cyanhydrique (HCN)
(Voisard et al., 1989), de phénazine, de 2-4 diacetylphloroglucinol et de
pyolutéorine (Maurhofer et al., 1991) dans différentes souches de Pseudomonas.

O
HO OH

OH O

Figure 4 : Structure de2-4 diacétylphloroglucinol.
(http://www.wikiwand.com/en/2,4-Diacetylphloroglucinol)

1.1.3.2. Modification du métabolisme et de la physiologie de la plante

Des publications traitant de 1’alimentation minérale et de I’induction de
résistance de la plante, attestent d’un regain d’intérét en faveur des interactions
directes entre la plante et les rhizobactéries.

a. Amélioration de I’alimentation minérale de la plante

L’amélioration de I’alimentation minérale de la plante en phosphore, a été la
premiere hypothése proposée pour expliquer I’effet bénéfique enregistré a la suite
de la bactérisation de plantes. Les especes, Bacillus megaterium var.
phosphaticum et Pseudomonas spp fluorescents, augmenteraient la concentration
en phosphore soluble soit par minéralisation des phosphates organiques, grace a
des phosphatases, soit par solubilisation des phosphates inorganiques, sous 1’effet
d’acides (Rosas et al., 2006 ; Park et al., 2009). Ces effets stimulent la croissance
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et augmentent le rendement des cultures (Sturz et Christie, 2003 ; Zahir et al.,
2004).

b. Production microbienne de substances de croissance

La production de substances de croissance par les Pseudomonas fluorescents
a été fréquemment mise en évidence in vitro. Les Pseudomonas spp. fluorescents
peuvent stimuler la croissance des plantes en produisant de I’Acide Indole 3-
Acétique (AlA), qui constituent une hormone primordiale pour le développement
des plantes (Khakipour et al., 2008). De méme, la production des cytokinines par
les Pseudomonas a été signalée par plusieurs auteurs (Arkhipova et al., 2005 ;
Karadeniz et al., 2006 ; Aslantas et al., 2007). Ces substances peuvent étre
absorbeées par les racines de la plante.

c. Induction de résistance de la plante
Des travaux portant sur des modeles d’¢tude différents ont mis en ¢vidence
la plus grande résistance naturelle des plantes bactérisées par certaines souches de
Pseudomonas.

Ainsi, la souche bactérienne CHAO provoque une augmentation du chevelu
racinaire et la resistance naturelle au Thielaviopsis basicola des plantes de tabac
bactérisées (Voisard et al.,1989). Ces auteurs associent ces deux effets bénéfiques
a la synthese bactérienne d’acide cyanhydrique (HCN).

Defago et al. (1990), suggerent donc que la production de HCN par la souche
CHAO, provoquerait sur la plante un stress auquel elle réagirait par une
augmentation de son systéme racinaire et de sa résistance naturelle.

Pour Anderson et Guerra (1985), ’augmentation de la résistance des plantes
du haricot au Fusarium solani, grace a I’inoculation d’une souche de Pseudomona
sputida serait liée a leur plus grande teneur en lignine.

L’induction de résistance de 1’ceillet a la fusariose vasculaire par la souche
de Pseudomonas WCS417r a été clairement établie par VVan Peer et al. (1991). De
plus, I’induction de résistance de plantes ainsi inoculées est associée a une
augmentation de la synthese de phytoalexines, comparées a celle des plantes
témoins inoculées avec le Fusarium pathogéne. L’induction de résistance des
plantes bactérisées serait due aux lipopolysaccharidesde la souche WCS417r.

1.2. Rhizobactéries symbiotiques : Rhizobium sp

Les rhizobactéries symbiotiques, aussi appelées PGPR intracellulaires, sont
connues par leur faculté a pénétrer dans les cellules racinaires, et ce sont
généralement spécialisées dans la nodulation, dont les plus étudiés Rhizobium sp.
(Gray et Smith, 2005).

1.2.1. Généralité sur les Rhizobium :

Du grec rhiza (qui signifie racine) et bio (vie), Rhizobium signifie donc
littéralement organisme vivant dans la racine. Ce sont des bactéries procaryotes,
en forme de batonnets a 1’état libre, non sporulantes, aérobies et chimiotrophes du
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sol. Ce sont des organismes de petites tailles d'environ 0,5 a 0,9 um de largeur et
1,2 a 3 um de longueur. Les Rhizobium sont par ailleurs des bactéries gram
négatives possédant soit un flagelle polaire ou 2 a 6 flagelles péritricheux pour
leur déplacement (Figure 5) (Somasegaran et Hoben, 1994 ; Moulin et al., 2001).

Figure 5 : Rhizobium trifolii (par Frank Dazzo,1995).
(Https://commtechlab.msu.edu/sites/dlc-me/zoo/zdrr0101.jpg)

Les Rhizobium ont plusieurs propriétés bénéfiques pour la plante hote. Des
especes tel que R. leguminosarum, R. meliloti, M. mediterraneum,
Bradyrhizobium sp. et B. japonicum (Vessey, 2003 ; Afzal et Bano, 2008), ont le
potentiel de solubiliser le phosphate. Ces bactéries synthétisent des acides
organiques qui agissent sur le phosphore inorganique (I’acide 2-ketogluconic a
été identifié chez R. leguminosarum et R. meliloti (Halder et Chakrabarty, 1993),
comme ils peuvent synthétiser des enzymes (acide phosphatase,
phosphohydrolase, phytase) (Glick, 2012).

R. leguminosarum bv. phaseoli et S. meliloti sont connus aussi pour produire
des sidérophores (Arora et al., 2001). Ces Rhizobium sont connus aussi par leur
faculté de produire des phytohormones tel que 1’Acide Indole 3-Acétique (AlIA)
(Afzal et Bano 2008 ; Senthilkumar et al., 2009), les Cytokinines (Senthilkumar
et al., 2009) et les Gibberellines (Boiero et al., 2007). Mais les Rhizobium sont
surtout connus comme ¢étant des bactéries symbiotiques fixatrices d’azotes, et
peuvent étre utilisées comme des inoculant pour améliorer la fixation de 1’azote
atmosphérique chez les Iégumineuses (Lindstrom et al. 1990).

1.2.2. Symbiose fixatrice d’azote

L’azote est parmi les éléments minéraux limitant la croissance des plantes,
car ses formes assimilables sont présentes dans le sol en faible quantité. Le diazote
atmosphérique est la forme dominante de 1’azote présent sur terre, et seulement
quelques espéces de procaryotes peuvent 1’utiliser pour leur nutrition azotée. Les
plantes acquierent 1’azote par I'assimilation de 1’azote minéral (nitrate,
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ammonium) et pour certaines d’entre elles en mobilisant 1'azote atmosphérique
par le biais de leur association avec des bactéries symbiotiques fixatrices d'azote
(Stougaard, 2000).

Les principaux types de symbioses fixatrices d’azote sont les symbioses
nodulaires et les symbioses avec les cyanobactéries. Les symbioses nodulaires
sont des associations tres étroites, et nécessitent la formation d’un nouvel organe
vegétal « le nodule », qui héberge la bactérie symbiotique (Figure 6).

1 A
Figure 6 : Nodules de Rhizobium leguminosarum sur les racines du pois. (Burgess, 2013).
https://fineartamerica.com/featured/Rhizobium-leguminosarum-root-nodules-drjeremy-
burgess.htmi

Ces nodosités représentent de véritables organes d’échanges métaboliques
entre la bactérie et la plante. A I'intérieur de cet organe, les microsymbiotes
différenciées en bactéroides, transforment I'azote atmosphérigue N, en ammoniac
(NHz), en le réduisant par le complexe de nitrogénase, mais cette enzyme exige
pour son bon fonctionnement une faible teneur en oxygene. La plante maintien
les nodules en condition de microaérobie grace au parenchyme nodulaire et la
Iéghemoglobine, une protéine végetale, qui transporte et tamponne la
concentration d’oxygene indispensable a la respiration, pour permettre une
activité optimale de la nitrogenase (Perret et al., 2000 ; Ott et al., 2005).
L’ammonium est la forme biologique que la bactérie échange avec la plante contre
des photosynthétats (substrats carbones).

Le complexe enzymatique nitrogénase est constituée de deux
composants protéiques : la protéine MoFe qui est le site de la réduction du substrat
(composant I), et la protéine Fe qui est le donneur d’¢électrons (composant II)
(Figure 7). Le composant I, appelé dinitrogénase, est codé par les genes nifD et
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nifK, et le composant Il, le dinitrogénase réductase, est code par le gene nifH
(Howard et Rees, 2000 ; Downie, 2005 ; Ott et al., 2005).

P-cluster FeMo-co

FeMo-co {
P-cluster

Figure 7 : Structure de la nitrogénase (Rubio et Ludden, 2005).

La régulation de ’expression de la nitrogénase fait intervenir au niveau
transcriptionnel d’autres geénes nif de 1’opéron (nifA et nifL) ce qui rend sa
régulation plus complexe (Yamamoto et al., 2008).

Les genes nod peuvent étre fonctionnellement divisés en trois classes : les
genes régulateurs, les génes nod communs et les genes spécifiques (Long, 2001 ;
Wais et al., 2002) :

- Les genes régulateurs de transcription nodD codent pour les protéines NodD
(Long, 2001).

- Les génes nod communs, nodABC, sont des génes présents chez les différentes
especes de rhizobia, a I’exception de certains Bradyrhizobium (Miche et al., 2010)
et sont responsables de la synthése du squelette des facteurs Nod (FNs). Ces génes
sont requis pour les réponses de I'hGte et peuvent étre échangés entre les
Rhizobium sans genéralement affecter la gamme de légumineuses nodulées (Wais
et al., 2002). Ils sont indispensables a la symbiose puisque I’inactivation de I’un
d’eux se traduit par une absence de nodulation.

- Les genes nod spécifiques sont responsables des substitutions qui s’opérent
sur le squelette de base des FNs. Ces genes accessoires ne se retrouvent pas chez
tous les Rhizobium et ils sont nécessaires pour la nodulation de certaines plantes.
Chaque souche possédant son propre cortege de genes nod spécifiques qui
permettent la production d’un cocktail de FNs (Wais et al., 2002).

La fixation de 1’azote est une réaction trés colteuse en énergie (ATP et
pouvoir réducteur). De ce fait, la fixation de 1’azote par les bactéries diazotrophes
a l’état libre est peu efficace : de I’ordre de la dizaine de kg N.ha-1l.an-1.
L’association symbiotique entre des bactéries fixatrices d’azote et certaines
plantes permet d’améliorer considérablement cette valeur pour atteindre une
centaine de kg N.ha-1.an-1 (Bohlool et al., 1992).

N, + 8H*+8e +16 ATP —-> 2NH3;+ H, + 16 ADP + 16 Pi
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La symbiose Rhizobium-Légumineuses est la plus étudiée car elle concerne
beaucoup d’especes d’intérét agronomique (alimentation humaine et animale). Ce
processus biologique joue un réle essentiel dans I'agriculture durable, car il réduit
I’apport en engrais azoté exogéne (Bohlool et al., 1992 ; Stougaard, 2000 ; Hirsch
et al., 2001 ; Wang et al., 2012).

1.2.3. Symbiose légumineuses/Rhizobium

La plus grande partie des Légumineuses (88% des espéces étudiées),
interagissent avec les Rhizobium pour former des nodules fixateurs d’azote sur
leurs racines (Hirsch et al., 2001). De ce fait, les Légumineuses sont parmi les
plantes les plus étudiées (Gage, 2004 ; Patriarca et al., 2004 ; Stacey et al., 2006).

L’association Rhizobium-légumineuse est un modéle d’étude présentant une
tres grande complexité pour la spécificité de l'interaction entre les deux
partenaires symbiotiques. L’identification et la caractérisation de couples de
partenaires efficaces pour la nodulation et la fixation de 1’azote, présente une
grande importance pour leurs adaptations a des conditions écologiques ou
agronomiques précises. Jusqu’a présent, le passage par des études expérimentales
de tests de nodulation reste primordial afin de determiner le spectre d'héte d'une
souche de Rhizobium et ’efficacité de ’association.

Le terme « rhizobia » regroupe des bactéries appartenant aux quatre
differentes branches de la sous-classe o protéobactéries et se répartissent au sein
de 12 genres bactériens (Figure 8 ; Tableau 1): la branche Mesorhizobium-
Sinorhizobium- Rhizobium, la branche des Bradyrhizobium, la branche des
Azorhizobium et la branche des Methylobacterium. Les - protéobactéries,
contiennent 2 genres bactériens qui nodulent les Iégumineuses. Il s’agit des genres
Burkholderia et Cupriavidus. Les bactéries appartenant au groupe des rhizobia
sont trés diverses et ont en commun I’aptitude d’induire la formation de nodules
fixateurs d’azote sur les racines ou les tiges des Légumineuses (Moulin et al.,
2001 ; Gyaneshwar et al., 2011). Le genre Rhizobium appartient a la classe des
Alphaprotéobactéries, a I'ordre des Rhizobiales et a la famille des Rhizobiaceae
(de Lajuide et al., 2000).
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Xanthomonas
Pseudomonas

Ralstonia p
Phyllobacterium

Mesorhizobium

Cupriavidus Devosia

Agrobacteriurm

Shinella

Burkholderia B Sinorhizobium

Rhizobium
Ochrobactrum
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Bordetella
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Ricketisia Rhodopseudomonas Bradyrhizobium

Figure 8 : Arbre phylogénétique de I’ADNTr 16S a-, B et y-protéobacteries. Les genres en gras
contiennent les Rhizobium nodulant les Iégumineuses (Masson-Boivin et al., 2009).

Tableau 1 : Exemples d’associations entre rhizobia et 1égumineuses (Denarie et al., 1992 ;
Sawada et al., 2003).

Rhizobia Plantes hotes
Sinorhizobium meliloti Luzerne
Rhizobium leguminosarum
biovar viveae Pois (Pisum), Vesce (Vicia)
biovae trifolii Tréfle (Trifolium)
biovar phaseoli Haricot (Phaseolus)
Mesorhizobium loti Lotier (Lotus)
Sinorhizobium fredii Soja (Glycine)
Rhizobium sp. NGR234 Large spectre et Parasponia (non légumineuse)
Rhizobium tropicii Haricot (Paseolus), Faux Mimosa (Leucaena)
Bradirhizobium japonicum Soja (Glycine)
Azorhizobium caulinodans Sesbania

1.2.3.1.Le nodule

Les conditions requises avant la mise en place de la symbiose sont une faible
teneur en azote du sol et une photosynthése active pour assurer une source
suffisante d’énergie (A Kondorosi et E Kondorosi, 2000). Les étapes de formation
des nodules sont les suivantes :

a. Préinfection

La formation du nodule exige une collaboration génétique intime entre la
bactérie et la plante. (Michelle, 2006). L’interaction entre ces deux partenaires
débute dans la rhizospheére, la plante permettant la croissance des bactéries de
maniere sélective (Savka et al., 2002). Les flavonoides (Figure 9) présents dans
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les exsudats racinaires attirent les Rhizobium par chimiotactisme et induisent
I’expression des génes nod bactériens qui gouvernent la production des facteurs
Nod (FNs) qui induisent des éveénements morphologiques, physiologiques et
moléculaires chez la plante hote (Perret et al., 2000 ; Mulder et al., 2005 ;
Rodriguez-Navarro et al., 2007 ; Oldroyd et al., 2011).

OH

HO
OH

OH
OH

Figure 9 : Structure chimique du Flavonoide

Fuc (Me, Ac, S)
Ara

C16:0, C16:1, C16:2
C18:1,C18:4

Figure 10 : Structure du facteur Nod.Structure chimique d’un facteur Nod générique avec
quelques substitutions observées chez les différentes espéces de rhizobia indiquées en couleur.
Les variations les plus courantes de la chaine d’acides gras sont également représentées. Ac,
acétyl ; Ara, arabinosyl ; Cb, carbonyl ; Fuc, fucosyl ; Me, méthyl ; S, sulfuryl. D’apres
Cullimore et al., 2001.

b. Infection
On distingue deux types d’infection : la voie intracellulaire qui est la plus
étudiée et la voie intercellulaire. Au cours de D’infection intracellulaire, la
pénétration de la bactérie est facilitée par la courbure du poil racinaire qui cree
une zone confinée dans laquelle la bactérie est entourée par la paroi végetale,
formant ainsi une micro-niche favorable a la prolifération des bactéries (Figure
11, Gage, 2004).
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Figure 11 : Infectlon |ntracellula|re chez les Legumineuses. La bactérie colonise la rhizosphére
et entre en contact avec le poil racinaire (A). Les facteurs Nod induisent la courbure du poil
racinaire ce qui permet la création d’une zone confinée pour la bactérie qui initie 1’infection
(B). La mise en place du cordon d’infection suit le déplacement du noyau vers la base du poil
(C). D’apres Perret et al., 2000.

Un cordon d’infection est initi€ a partir de ce point par hydrolyse de la paroi
(Mateos et al., 2001), invagination de la membrane végétale et production de
matériel pariétal par la plante. Le cordon d’infection est une structure tubulaire

qui croit a I’intérieur de la cellule et dans laquelle la bactérie prolifére (Gage,
2004).

c. Développement du nodule
Parallelement a la progression de I’infection, 1’organogenese nodulaire se
met en place. L’infection de la plante par les Rhizobium induit la différenciation
et la division des cellules du cortex pour former un primordium nodulaire, lieu de
libération des bacteéries, et qui se différencie ensuite en nodosité mature.

A D’intérieur de la nodosité, la bactérie se différencie en bactéroides, forme
sous laquelle elle est capable de réduire I’azote atmosphérique (N2) en ammonium
(NH*") (Wang et al., 2012).

1.2.4. Rhizobium et lutte biologique

Les souches de Rhizobium sont souvent connues comme étant des bactéries
fixatrices d’azotes (Nutman, 1976), mais sont aussi connues pour leurs effets
antagonistes vis-a-vis des agents pathogenes, elles peuvent diminuer ou empécher
I’invasion des légumineuses par certaines especes pathogenes tel que le Fusarium
(Mew et Howard 1969). En effet, Johnston (1967) a montré que la présence de
Rhizobium meliloti dans la rhizosphére de la luzerne, avait un certain effet
protecteur contre I’invasion des racines par Fusarium roseum, cet effet est le
résultat d'une compétition nutritive dans laquelle la source de carbone est le
facteur critique.

Par la présence du microsymbiote, les Iégumineuses obtiennent un bénéfice
nutritif, et deviennent aussi plus résistantes a certaines infections. Rhizobium
meliloti et le Bradyrhizobium japonicum protégent, respectivement, la luzerne, et
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le soja du Fusarium oxysporum (Bordeleau, 1989). L'effet protecteur résulterait
d’une compétition nutritive entre le Rhizobium et I'agent pathogene, envers la
source de carbone principalement.

Dans dautres travaux, Rhizobium meliloti a inhibé la croissance de
Macrophomina pimedina, Rhizoctonia solani et Fusarium solani in vitro. Dans
des études en champ, il a été démontré que les souches R. meliloti, R.
leguminosarum et B. japonicum ont réduit la sévérité de l'infection par M.
phareofina, R. solani et Fusarium spp, de certaines légumineuses et non
legumineuses. Ainsi des Rhizobium transgéniques, R. legminosarium biovar
viciae et R. leguminosarum biovar trifolii ont protége les nodules du petit pois et
de la féverole de I'attaque des larves de Sitona flavescent. Ces souches contiennent
des fusions avec la séquence codante pour la protéine insecticide de Bacillus
subtilis (M’lakhal, 2011).

Chez le pois et le haricot, une amélioration de I'assimilation du fer par la
racine suivie d'une augmentation de la synthese de chlorophylle ont été observées,
grace a la production des sidéerophores par les Rhizobium (Becker et al., 1985).

Concernant Les interactions entre plantes/Rhizobium ou
Rhizobium/pathogenes, plusieurs mécanismes ont éte élucides :

1.2.4.1. Interaction Rhizobium/pathogéne
a. Hydrolyse
Les genes de synthese de la chitinase ont été clonés chez Bradyrhizobium,
ce qui a permis de muter le locus et d'effectuer une mutagenese dirigée par
recombinaison réciproque avec le locus sauvage. Le mutant montre une
production réduite de chitinases, une diminution de I'inhibition de I'élongation du
tube germinatif fongique, et une protection reduite des plants de pois contre
Furariurn oxysporum (Jones et al., 1986).
b. Compétition
Antoun et al., (1978), ont démontre que certaines souches de Rhizobium
avaient un effet antagoniste vis-a-vis de Fusarium oxysporum var. avenmeum, di
principalement a une compétition pour le glucose.
Moore (1988) avance que les souches de Rhizobium qui synthétisent des
siderophores en absence de fer, inhibent la croissance des agents phytopathogéne.

c. Antibiose
Smith et al. (1985), trouvent que Rhizobium meliloti peut produire la
Rhizobactine (acide aminopolycarboxylique), qu’ils utilisent pour lutter contre les
phytopathogenes et les ravageurs des légumineuses. La Rhizobactine est
apparentée structurellement aux opines. Le R. leguminosarum produit
I’anthralinate, alors que B. japonicum est capable d'utiliser I'acide citrique comme

sidérophores.
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1.2.4.2. Induction de 'immunité des plantes

Le role des lipopolysaccharides (LPS) dans I’induction de la résistance de la
plante a été déemontré. En effet, des LPS ont été testés avec des résultats positifs
vis-a-vis de divers phytopathogénes, tels que Arabidopsis/F. oxysporum ;
haricot/B. cinerea ; tabac/Phytophthora nicotianeae et pomme de terre/cyst
nématode (VanWees et al., 1997).

2. LE POIS

Parmi les légumineuses, le pois (Pisum sativum) appelé aussi pois potager,
est I’une des principales Iégumineuses alimentaires a cycle court, tout comme le
haricot vert et la feve (Levesque, 1994).

2.1. Généralite

Le pois est une importante culture a grains qui a été largement cultivée
comme source de protéines pour la nutrition animale et humaine depuis plusieurs
siecles, et a une importance economique mondiale (Rubiales et al., 2012). En
commun avec d'autres léegumineuses, il joue un réle essentiel dans la rotation des
cultures pour profiter de I’enrichissement du sol en azote, et peut étre utilisé pour
le fourrage ou le fumier vert (Redden et al., 2005). Cette culture a également été
utilisée pour les études génétiques et physiologiques en raison de ses grandes
variations géneétiques et morphologiques, il était le modele original utilisé dans la
découverte de Mendel des lois de I'héritage par Mendel des lois de I’héritage
(1866), ce qui en fait le fondement de la génétique végétale moderne (Smykal et
al., 2012).

Le pois préfere un pH supérieur a 6 et un sol poreux, ce qui favorise le
développement des nodosités, mais il peut étre cultivé dans tous types de sol. La
densité de semis varie selon les types de sol. Elle est en moyenne de 80 plants/mz.
Les dates de semis varient selon la région et la variété concernée (Lecoeur, 2005).

2.2. Description botanique

Cette plante annuelle, représentee en figure 12, porte des fruits sous forme
de gousses. La partie aérienne est constituée d'une tige principale et de
ramifications issues des bourgeons latéraux. C’est une plante a fécondation
autogame, donnant des gousses portant un nombre variable de graines dont le
maximum est une caractéristique variétale (Lecoeur, 2005). La fleur de pois est
typique de la famille des Papilionaceae, la corolle contient cing pétales. Le pois
est une culture cleistogame et doit étre considéré comme une espéce strictement
d’autonome (Cousin, 1997).

Dans sa partie souterraine, la plante de pois est constituée d’un systéme
racinaire a pivot peu développé, ayant des racines secondaires. Sur ces racines
peuvent se développer des nodosités, lieu de la symbiose entre la plante et des
bacteries du sol qui permet la fixation de 1’azote atmosphérique (Lecoeur, 2005).
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Figure 12 : Planche colorée de Pisum sativum (Masclef,1891).

2.3. Taxonomie

Le genre Pisum est membre de la famille de Fabaceae, sous-famille de
Papilionaceae et tribu de Vicieae, il regroupe trois espece : P. abyssinicum, P.
fulvum et P. sativum. P. sativum peut étre divisé en sous-espéces tel que P.s. ssp.
sativum, P.s. ssp. elatius, P.s. ssp. humile, P.s. ssp. arvense, P.s. ssp.
transcaucasicum et P.s. ssp. hortense (Redden et al., 2005; Rubiales et al., 2012).
Tous les taxons de Pisum sont diploides (2n=14) (Redden et al., 2005).

2.4. Facteurs limitant la production du pois

Les rendements potentiels des principales cultures sont généralement réduits
en raison des contraintes abiotiques en plus des contraintes biotiques (Rubiales et
al., 2012).

2.4.1. Contraintes abiotiques

Le froid, la sécheresse et les contraintes nutritionnelles, sont les stress
environnementaux les plus importants qui affectent la production de pois. La
plupart des cultivars de pois sont tres sensibles au froid (Cousin, 1997). Seulement
quelques lignes d'especes sauvages de Pisum ou de pois chiches fourragers,
probablement originaires de P.s. ssp. arvense avait eté identifié comme trés
tolérant au froid (Cousin, 1997).

La sécheresse est le deuxiéme stress abiotique le plus dévastateur chez le
pois (Rubiales et al., 2012), elle empéche la fixation de l'azote et diminue la
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production de la biomasse (Cousin, 1997). Le stress nutritionnel le plus est la
salinité (Saxena, 1993), la fixation d'azote simbiotique est particulierement
sensible a la salinité élevée (Saxena, 1993).

2.4.2. Contraintes biotiques

2.4.2.1. Ravageurs

Les insectes, y compris les vers filiformes, les pucerons, les thrips, le
charancgon des feuilles de pois peuvent causer de graves dommages aux plantes et
aux grains (Redden et al., 2005). Les ravageurs les plus dommageables du pois
sont les guépes du pois (Bruchus pisorum).

Le pois est également affecté par un certain nombre de nématodes dont
Pratylenchus spp., Meloidogyne spp. et Heterodera goettingiana, auxquels il
existe peu de résistance (Rubiales et al., 2012).

2.4.2.2. Maladies bactériennes et virales

Deux bactéries phytopathogenes tres proches sont associées aux Ppois :
Pseudomonas syringae pv. pisi qui provoque la maladie de la graisse du pois,
responsable de dégats économiques importants, en particulier au printemps et en
été, et la bactérie P. syringae pv. syringae (maladie de la tache brune), qui peut
causer une maladie grave suite aux dommages causés par la gréle ou a des
conditions excessivement humides (Mazarei et Kerr, 1991).

Concernant les maladies virales, il existe plus de 50 virus connus pour
infecter le pois a I'echelle mondiale (Kraft et Pfleger, 2001), dont le plus important
est le virus de la mosaique du pois (PSbMV) répandu dans le monde entier
(Cousin, 1997).

2.4.2.3. Maladies fongiques

Les principales maladies fongiques de cette culture comprennent les
maladies foliaires et racinaires. Les maladies foliaires les plus importantes sont
I’anthracnose (causee par un complexe de trois especes de champignons,
Ascochyta pisi, Didymella pinodes et Phoma medicaginis var. pinodella)
(Rubiales et al., 2012), I’oidium et la rouille du pois (Rubiales et al., 2009).

Parmi les maladies telluriques qui causent le plus dégats nous avons : la
pourriture racinaire causée par F. solani f.sp. pisi et la fusariose vasculaire causée
par F. oxysporum f.sp. pisi (Fop).

La fusariose vasculaire du pois causée par Fop est une maladie trés grave, et
est considérée parmi 1’un des principaux facteurs limitants l'augmentation et de la
stabilisation des rendements le pois (Kraft, 1994).
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3. FUSARIOSE VASCULAIRE

La fusariose vasculaire est une maladie commune de flétrissement fongique,
causée par I’agent pathogéne « Fusarium oxyporum ». Elle représente un facteur
limitant majeur dans la production de nombreuses cultures agricoles et horticoles
tel que le pois, le palmier dattier, le lin, 'oignon, la tomate, le coton... etc. (Mac

Hardy et Beckman, 1981).

La fusariose vasculaire du pois, causee par F. oxysporum f.sp. pisi (Fop) a
été signalée dans tous les pays ou les pois sont cultivés et peuvent étre
particulierement séveres (Kraft et Pleger, 2001), il s’agit d’une trachéomycose qui
entraine une perte d’eau et de métabolites nécessaires a la survie des cellules
vegétales, détruisant ainsi les constituants essentiels des cellules (Agrios, 2005).

3.1. Agent causal

Le genre Fusarium, decrit pour la premiére fois par Linke en 1809, appartient
a la famille des Tuberculariacées, dans le groupe des Hyphomycétes
(champignons filamenteux). L’absence de reproduction sexuée permet de
rattacher ces champignons aux Deutéromycetes (champignons imparfaits),
regroupement artificiel de formes asexuées (ou anamorphes) variees, certaines
especes de Fusarium ont une forme sexuée, dite également forme parfaite ou
téléomorphe, appartenant aux genres Nectria ou Gibberella (Gams et Nirenberg,
1989) dans I’ordre des Hypocréales, ou des Ascomycetes.

Les champignons du genre Fusarium sont ubiquistes, ils s’adaptent
facilement a toutes les conditions environnementales et sont trés répandus sous
tous les climats (Burgess et Liddell, 1983). Ils sont particulierement abondants
dans les sols, sur les débris végétaux, et sur les parties souterraines et aériennes
des plantes. Méme si la plupart d’entre eux ne sont que saprophytes, c’est en tant
que phytopathogénes qu’ils sont les plus connus. En effet, les espéces végétales
attaquées par des souches de Fusarium sont nombreuses et variées, aussi bien en
grandes cultures qu’en cultures sous serres, ou les dégats provoqués peuvent étre
spectaculaires (Nelson, 1981). Ils peuvent étre responsables de fontes de semis,
de pourritures de racines et du collet, ou de maladies vasculaires.

3.1.1. Fusarium oxysporum f.sp pisi

L’espéce Fusarium oxysporum comporte les formes phytopathogenes les
plus fréquentes et les plus importantes de la microflore fongique des sols cultivés
(Messiaen et Cassini, 1968), elle représente 80 a 90% de la flore fusarienne totale
de la rhizosphere (Correll et al.,1986). Le genre Fusarium tire son nom du latin
fucus car ses spores caractéristiques sont en forme de fuseau, appelées
macroconidies (Burgess et Lidell, 1983).
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3.1.2. Taxonomie

Le genre Fusarium a été profondément revu par Synder et Hansen (1940,
1945), Tousson et Nelson (1968) et Messiaen et Cassini (1968, 1981).

Aujourd’hui et grace a ’utilisation des techniques de la biologie moléculaire,
la systématique des Fusarium oxysporum a considérablement évoluée. (Di Pietro
et al., 2003). Actuellement, plus de 120 formae speciales ont été définies.

Regne Fungi

Division Ascomycota

Classe Hymenoascomycétes
Sous-classe Pyrenomycetideae

Ordre Hypocreales

Famille Nectriaceae

Genre Fusarium

Espece Fusarium oxysporum f. sp. pisi

3.1.3. Caractéristiques

La classification des Fusarium est comme pour tous les champignons, basée
essentiellement sur les criteres physiologiques et morphologiques (pigmentation,
aspect du mycélium, présence ou absence des spores, taille, forme, nombre de
cloisons, ...) (Bouhot, 1981).

3.1.3.1. Les Caractéres physiologiques

Ce champignon se développe bien sur le milieu gélosé a base de pomme de
terre : Potato Dextrose Agar (PDA) (Bouhot et Billotte, 1964). La croissance
débute a 7°C et demeure faible jusqu'a 12°C, devient rapide entre 21°C et 27,5°C
et s’arréte a 37°C (Malengon, 1947). L’optimum de croissance in vitro de ce
champignon est obtenu a 28°C, et la meilleure germination des microconidies est
a 27°C (Bounaga, 1975). Arib (1998), a montré que la croissance de Fusarium
oxysporum est faible entre les pH 8,5 et 9,7, et est rapide a des pH de 5 a 6. Les
sources de carbone les mieux métabolisées par ce champignon sont la pectine, le
mannose, et le glucose. Les sources d’azote organique sont mieux utilisées que
I’azote minéral.

3.1.3.2. Les Caractéristiques morphologiques

Fusarium oxysporum est un champignon imparfait, son mycélium aérien est
géneralement blanchatre ou rosatre (Daniel et al., 1973). Il peut prendre d’autres
pigmentations (violette, mauve, orange ou beige), qui sont dues a la formation
d’une multitude de spores en surface par des organes fructiféres (sporodochies,
pionnotes), ainsi qu’aux variations de la lumiere et du milieu de culture (H
Messaoudi et L Messaoudi, 1989).

Cependant, la grande variabilite morphologique est un phénomene commun
chez les formes spéciales de Fusarium oxysporum, qui peut étre expliquée par les
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variations portées sur les caractéres culturaux (aspect du mycelium aérien,
pigmentation du thalle et du milieu), sur les caractéristiques biométriques, sur les
spores (taille, forme, cloisonnement, etc....), sur les organes fructiféeres qui leur
donnent éventuellement naissance (sporodochies et pionnotes), et enfin, sur la
présence ou 1’absence de sclérotes (Henni et al., 1998).

L’aspect des souches de F. oxysporum peut fréquemment varier d’une
culture a I’autre aprés des repiquages successifs, voir dans une méme culture ou
des sections de couleurs ou d’aspects différents peuvent apparaitre (Windels,
1992).

3.1.4. Reproduction

Fusarium oxysporum fait partie du groupe des champignons imparfaits chez
lesquels la forme sexuée n’a jamais été observée. Ce champignon ne se multiplie
donc que par voie végétative ou par I’intermédiaire de spores asexuées,
conduisant a des descendances de types clonal (Assigbetse, 1993). Cette espéce
produit trois types de spores asexuées (Figure 13) :

e La microconidie : c’est une spore de petite taille (3-5 x 10-15 pm), en
genérale ovoide a ellipsoide, unicellulaire, quelque fois bicellulaire,
agglomérées en fausses tétes, jamais en chaine. Elle se forme sur le
mycelium aérien, et sont produites en fausses tétes sur des conidiophores
monophialides. La monophialide posséde un pore ou une ouverture et donne
naissance a plusieurs conidies (Guezlane, 1976 ; Agrios, 2005).

e La macroconidie : c’est une spore en forme de fuseau, cloisonnée
transversalement et de grande taille (5-10 x 25-35 pm). Dans les
sporodochies, elle est formée a partir de monophialides et a une forme
typique de taille uniforme ; sur les polyphialides, elle a une forme et une
taille variable (Guezlane, 1976 ; Assigbetse, 1993). Comporte quatre a Six
cellules dont une cellule apicale plus mince que les autres et une cellule
basale en forme de pied (Komi, 1993).

e Le chlamydospore : c’est une spore de résistance, entourée d’une paroi
¢épaisse. Elle est sphérique ou ovoide (6 x 30um), intercalaire ou terminale,
isolées ou en groupes (Guezlane, 1976 ; IMI, 1994).

La sporodochie, est un organe fructiféere, en forme d’axes ramifiés porteurs
a leur extrémite les monophialides donnant naissance aux macroconidies (Henni,
1998).
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Figure 13 : Vue microscopique de F. oxysporum (A : macroconidia, B : microconidia,
C : chlamydospores, bar d’échelle =25 um) (Leslie et Summerell, 2006).

3.1.5. Substances synthétisées par I’agent pathogéne

F. oxysporum a adapté un réseau de voies de signalisation hautement
conservees, pour détecter et répondre aux indices environnementaux par des
changements appropriés dans l'expression des genes, y compris ceux qui
conduisent a la reconnaissance de I'hGte, a la pénétration des racines, a la
dégradation des defenses de I'nGte, a la prolifération dans les tissus de 1’hdte et
établissement de la maladie (Di Pietro et al., 2001 ; Rispail et Di Pietro, 2010).

Une fois en contact avec la racine, le champignon doit pénétrer dans les
parois cellulaires (Agrios, 2005). Certains des facteurs de virulence les mieux
étudiés sont les enzymes de dégradation de la paroi cellulaire (Cellular Wall
Degradation Enzymes : CWDE). F. oxysporum sécrete un ensemble de CWDE,
tels que les polygalacturonases (PG), la pectate lyases (PL), les xylanases et les
protéases, lors de la pénétration de la racine et de la colonisation des plantes
(Beckman, 1987 ; Agrios, 2005). En conséquence, les CWDE ont été grandement
produits par Fop a l'intérieur de la plante, ce qui impligue I'importance des CWDE
dans la pathogénicité de Fop vis-a-vis de la culture de pois (Benhamou et Garand,
2001).

D'autre part, F. oxysporum est connu depuis longtemps pour produire des
métabolites secondaires phytotoxiques (phytotoxines), qui ont été impliqués dans
la pathogenese de F. oxysporum (Di Pietro et al., 2003). La toxine la plus connue
produite par F. oxysporum est lI'acide fusarique, a haute concentration, il induit de
nombreuses réponses physiologiques dans les cellules végétales, y compris
I'alteration de la croissance cellulaire, I'activité mitochondriale et la perméabilité
membranaire, alors qu’a une faible concentration, il pourrait déclencher des
réactions de défense des plantes et la mort cellulaire programmée (Bouizgarne et
al., 2006). En dehors de l'acide fusarique, certains isolats de F. oxysporum ont
montré qu'ils produisent des toxines supplémentaires telles que la beauvericine,
I'ennantaine B, la bikaverine, la moniliformin, la fumonisine et le trichothécéne
(Mirocha et al., 1989 ; Moretti et al., 2002 ; Son et al., 2008 ; Irzykowska et al.,
2012) qui peuvent également contribuer a leur pathogeéniciteé.

En outre, F. oxysporum a développé différentes stratégies pour tolérer les
composes antifongiques produits par la plante héte. Il s'agit notamment de la
modification de la teneur en stérols de la membrane (Défago et al., 1983), la
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régulation des genes spécifiques de la chitine synthéase qui ont récemment été
considérés comme des facteurs de pathogeénicité de nombreux F. oxysporum
importants (Madrid et al., 2003 ; Martin-Urdiroz et al., 2008 ; Pareja-Jaime et al.,
2010) et la sécrétion des enzymes qui dégradent et détoxifient les composés
antifongiques, comme cela a été montré avec la phytoalexine de pois (la pisatin).

3.1.6. Races

L'organisme causal de la maladie de fusariose vasculaire du pois était
initialement nommé F. othoceras var. pisi (Linford, 1928). L'agent pathogene a
ensuite été désigné comme race 1 de F. oxysporum f.sp. pisi en 1935 (Goth et
Webb, 1981).Depuis lors, les probléemes causés par la race 1 de Fop n'ont pas été
éliminés, mais la maladie est maitrisée par la croissance des cultivars résistants
(Kraft et al., 1974).

Une deuxieme infection par Fop a été observée chez le pois (race 2), ses
symptomes apparaissent plus tard dans la saison de croissance (Hagedorn, 1984).
Les isolats de cette nouvelle race étaient capables de causer la mort des plantes
résistantes a la race 1. Delwiche Commando a été le premier cultivar développe
possédant des genes de résistance pour les deux races 1 et 2 (Goth et Webb, 1981).
Les races 3 et 4 ont été décrites respectivement aux Pays-Bas et au Canada
(Schreuder, 1951, Bolton et al., 1966). Elles ont été reclassés par la suite comme
étant des isolats plus virulents de race 2 (Huebbeling, 1974 ; Kraft et Haglund,
1978 ; Kraft et Pfleger, 2001).

En 1970, la race 5 a été décrite dans le nord-ouest de Washington (Haglund
et Kraft, 1970), ou tous les cultivars commerciaux résistants aux races 1 et 2
étaient sensibles.

En 1979, une nouvelle race de flétrissement a été décrite a nouveau a I'ouest
de Washington, nommée race 6 qui était pathogéne sur les cultivars résistant aux
races 1, 2 et 5(Haglund et Kraft, 1979).

La résistance génétique a larace 1, 2, 5 et 6 de Fop est conférée par des genes
dominants indépendants (Coyne et al., 2000 ; Kraft et Pfleger, 2001)

La pathogeénicité des races 1, 2, 5 et 6 de Fop peut étre distinguée par leur
réaction sur les variétés différentielles, qui contiennent des génes dominants pour
la résistance a chaque race (Kraft, 1994 ; Kraft et Pfleger, 2001). Les races 1 et 2
entrainent des pertes économiques dans la plupart des régions de culture du pois,
alors que les races 5 et 6 causent des pertes uniquement pour les cultures de pois
primaires dans le nord-ouest de I'Etat de Washington et en Colombie-Britannique
(Haglund et Kraft, 1979).

3.2. Symptdémes

Lorsqu’une forme spéciale de Fusarium oxysporum infecte son hote, 1’action
parasitaire se montre catastrophique.
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La maladie causée par Fop entraine souvent un flétrissement vasculaire et la
mort de la plante du pois. Les symptdmes causés par les races 1, 5 et 6 de Fop
incluent : feuilles et stipules frisées vers le bas, épaississement d’entre nceuds
basaux, feuilles et tiges devenant plus fragiles, jaunissement progressif et nécrose
des feuilles. Ces derniéres sont en général atteintes de bas en haut, le sommet de
la plante pouvant rester vivant alors que les feuilles de base sont déja mortes. La
fusariose vasculaire se développe rapidement entrainant la mort de la plante
(Figure 14). Bien que le systeme racinaire externe semble normal, le tissu
vasculaire de la racine et de la tige peut devenir jaune a orange, cette décoloration
vasculaire s'étend souvent a la tige supérieure (Hagedorn, 1984 ; Kraft, 1994 ;
Kraftetal., 1998, Kraft et Pfleger, 2001, Biddle et Cattlin, 2007). Dans les terrains
ou les races 1, 5 et 6 sont répandues, les symptomes s’expriment généeralement a
n'importe quel stade de croissance, dans de petites ou grandes zones de plantes
mortes, qui s'accroissent progressivement avec le temps (Messiaien, 1981 ;
Hagedorn, 1984 ; Kraft, 1994 ; Kraft et al., 1998 ; Kraft et Pfleger, 2001). Le
symptome interne le plus important est le brunissement vasculaire (MacHardy et
Beckman, 1981).

g | |
Figure 14 : Symptdmes de la fusariose vasculaire chez le pois (Pisum Sativum).
A : jaunissement des feuilles basales. B : Flétrissement et mort de la plante.

Les symptdmes de la race 2 de Fop sont semblables aux symptomes des
autres races, a la différence d’un jaunissement unilatéral qui se déplace
asymétriquement sur un cote de la plante avant l'autre (Figure 15), puis se flétrie
(Kraft et Pfleger, 2001). La décoloration vasculaire causée par la race 2 est
généralement plus intense que les autres races, allant de I'orange au rouge foncé
(Kraft, 1994 ; Kraft et al., 1998 ; Kraft et Pfleger, 2001), et les symptomes de cette
race se produisent genéralement plus tard dans la saison de croissance, souvent au
moment de la floraison (Kraft et Pfleger, 2001 ; Biddle et Cattlin, 2007).
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Figure 15 : Jaunissement unilatéral des feuilles.

3.3. Cycle

Une infection réussie de la plante par F. oxysporum est un phénomene
complexe qui nécessite une série de processus hautement réglementés, dont : 1)
la reconnaissance des racines par des signaux émis par I’hote, 2) I'attachement a
la surface radicale et la différenciation des hyphes de pénétration, 3) la pénétration
du cortex racinaire et dégradation des barrieres physiques de I'ndte telles que
I'endoderme pour atteindre le tissu vasculaire, 4) adaptation au milieu des plantes
hostiles, y compris la tolérance aux composés antifongiques végétaux, 5)
prolifération des hyphes et production de microconidies dans les vaisseaux du
xyléme et 6) sécrétion des déterminants de la virulence tels que les petits peptides
ou les phytotoxines (Figure 16) (Di Pietro et al., 2003).

3.3.1. Formation et germination des spores

Au cours des étapes initiales de l'interaction, les agents pathogenes fongiques
doivent détecter les molécules signales de la plante, puis réagir avec des
changements morphogénétiques et biochimiques appropriés. Ce processus de
signalisation représente la premiere étape et la plus critique dans la définition du
résultat de l'infection fongique, c'est-a-dire le succés ou l'échec dans
I'établissement de la maladie (Di Pietro et al., 2003).

En tant qu'habitant du sol, F. oxysporum peut survivre a des périodes
prolongées en I'absence de I'h6te, principalement sous forme de chlamydospores
saprophyte (Beckman et Roberts, 1995). Les sécrétions racinaires induisent les
chlamydospores dormants a la germination et a I’initiation d’une infection
(Schippers et van Eck, 1981 ; Di Pietro et al., 2003).

3.3.2. Infection

Le processus d'infection vasculaire par F. oxysporum est complexe, il
nécessite une serie d’étapes hautement réglementés :
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Adhésion : l'infection fongique commence lorsque les hyphes d'infection
adherent a la surface de la racine hote (Bishop et Cooper 1983a ; Di Pietro et al.,
2003). L'adhésion du champignon a la surface de I'hdte n'est pas un processus
spécifique, car ils peuvent adhérer a la surface de I'ndte et des non hdtes
(Vidhyasekaran, 1997). La liaison spécifique au site peut étre importante pour
ancrer les propagules a la surface de la racine, apres quoi d'autres processus
nécessaires a la colonisation peuvent se poursuivre (Recorbet et Alabouvette,
1997).

Pénétration : la pénétration est susceptible d'étre contrdlée par une
combinaison de différents facteurs, incluant les composés fongiques, les
structures de surface de la plante, les activateurs ou les inhibiteurs de la
germination des spores fongiques et la formation de tube germinatif (Mendgen et
al., 1996). Les moyens par lesquels les agents pathogénes de la fusariose
vasculaire pénétrent dans les racines peuvent différer, mais il existe deux types
distincts : certaines formes pathogenes pénetrent directement dans les racines,
tandis que d'autres doivent entrer indirectement a travers des blessures
(Lucas,1998). Les sites les plus courants de pénetration directe sont situés a
proximité de la pointe des racines (Lucas,1998), I'agent pathogene entre dans la
région apicale de la racine ou I'endoderme qui n'est pas complétement differencie,
et les champignons peuvent se développer et atteindre le protoxyleme en
développement. Bien que la blessure mécanique augmente l'infection, elle n'est
pas essentielle pour I'infection racinaire latérale (Stover, 1962).

3.3.3. La colonisation

Au cours de la colonisation, le mycélium avance de maniere intercelulaire a
travers le cortex racinaire, jusqu'a ce qu'il atteigne les vaisseaux du xyléme et les
pénetre (Bishop et Cooper, 1983b ; Beckman, 1987 ; Olivain et Alabouvette,
1999 ; Benhamou et Garand, 2001 ; Olivain et al., 2006 ; Czymmek et al., 2007 ;
Zvirin et al., 2010). Le champignon reste alors exclusivement dans les vaisseaux
du xyléme, et progresse verticalement a travers eux pour coloniser I'h6te (Bishop
et Cooper 1983b; Beckman, 1987). La colonisation fongique du systeme
vasculaire de I'nGte est souvent rapide, elle est facilitée par la formation de
microconidies (Beckman et al., 1961), qui sont détachées et portées vers le haut
avec le courant de la seve (Bishop et Cooper 1983b).

Quand ce mouvement est empéché par une paroi transversale, les
microconidies germent et le tube germinatif pénetre dans la paroi, puis la
formation de microconidies reprend de l'autre coté de la paroi (Beckman et al.,
1961 ; Louvet, 1977).

A T’extérieur, I’agent pathogéne produit des chlamydospores, et forme des
organes de fructification a la surface des feuilles appelées sporodochies. Ces
derniers développent des macroconidies qui a leur tour contaminent d’autres
plantes, qui lorsqu’elles sont transportées par le vent, 1’érosion ou les insectes
elles donnent naissance a un deuxiéme cycle d'infection (Di Pietro et al., 2003).
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3.3.4. Développement de la maladie

Le flétrissement est probablement causé par une combinaison d'activités
pathogenes, telles que I'accumulation de mycélium fongique et / ou la production
de toxines et les réponses de défense de I'hdte (la production de gels, de gommes
et de tyloses et le concassage des vaisseaux par la prolifération de cellules de
parenchyme adjacentes) (Beckman, 1987 ; Di Pietro et al., 2003) ou par
dégradation des tissus hétes (Kroes et al., 1998 ; Olivain et Alabouvette, 1999 ;
Ouellette et al., 2002). Aprés le flétrissement et la mort de la plante, le
champignon atteint la surface de celle-ci, ou il produit des chlamydospores, qui
seront dispersées sur le sol pour un deuxiéme cycle d'infection (Di Pietro et al.,
2003).
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Figure 16 : Cycle biologique de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Agrios, 2005).

3.4. Lutte

Le contrble du pathogéne se réalise principalement par la combinaison de
plusieurs techniques, y compris les pratiques agricoles, I'application de produits
chimiques et l'utilisation de variétés résistantes et la lutte biologique (Kavanagh,
2005).

La rotation des cultures est la meilleure pratique agricole qui peut contribuer
a reduire les dommages causés par les agents pathogenes fongiques. Cependant,
la rotation des cultures n'a qu'un effet mineur dans la résolution du probleme de
la fusariose vasculaire du pois, non seulement parce que les chlamydospores de
Fop survivent pendant tres longtemps dans le sol, mais aussi parce que I'inoculum
peut se multiplier sur les racines des plantes sans exprimer de symptomes.
Néanmoins, une rotation qui comprend des cultures de pois au maximum une fois
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en 5 ans, aidera a éviter que la maladie atteint des niveaux dommageables (Biddle
et Cattlin, 2007).

La fumigation du sol avec un fongicide a large spectre est une autre méthode
de contr6le potentielle qui fournit un bon contréle initial (Keiko et Mashita, 2005),
bien que la recolonisation des sols par Fop se produise tres rapidement. En outre,
la fumigation des sols est trés colteuse pour I'application sur le terrain, et en raison
de I'impact négatif des produits chimiques sur les organismes non visés et du
risque environnemental et sanitaire, la gamme et le taux de fongicides utilisés ont
été progressivement limités, et il y a certains dont I’utilisation est devenue
interdite, ex : le bromure de méthyle utilisé comme fumigant du sol pré-végétal
depuis plus de 40 ans, considéré comme dangereux pour la couche d’ozone, a été
progressivement éliminé sur le marché, et interdit d’utilisation en 2015 (Duniway,
2002). Plusieurs autres fongicides ont été utilisés pour lutter contre Fop :
bénomyl, carbendazime, prochloraze, fludioxonil et azoxystrobine (Amini et
Sidovich, 2010)

En plus de ces méthodes de lutte citées, l'utilisation de variétés resistantes
des cultures de pois, semble étre une mesure pratique pour contréler la fusariose
vasculaire sur terrain (Kraft et Pfleger, 2001). Cependant, jusqu’a présent, seul le
gene dominant pour la résistance a Fop a été utilisé dans le développement des
cultivars commerciaux, et les programmes d’hybridation basés sur seulement
quelgues genes dominants courent un risque sérieux de rupture de résistance.
Cette panne de résistance autrefois efficace, oblige les scientifiques a rechercher
continuellement de nouvelles sources de résistance dans la collection de
germoplasme de pois, y compris les parents de pois sauvages.

Au cours des dernieres années, les scientifiques ont tourné leur attention vers
I’exploitation du potentiel des organismes bénéfiques pour la protection des
vegétaux (Choudhary et Johria, 2009). Le biocontrole implique 1’utilisation
d’organismes vivants ou de leurs produits, pour empécher ou réduire les pertes ou
dommages causés par les organismes nuisibles aux végétaux (Suty, 2010). La lutte
microbienne est basée sur I’utilisation de microorganismes non pathogeénes, et
semble étre prometteuse en raison de I’ubiquité de ces microorganismes dans les
agrosystemes, leur grande variété, la diversité dans leurs mécanismes d’action,
leur grande capacité a coloniser des racines des plantes, et aussi leur capacite
d’adaptation aux contraintes environnementales (Suty, 2010).

Le controle biologique de la fusariose vasculaire a donné des résultats
encourageants. Plusieurs bactéries et champignons de caracteres antagonistes
isolés a partir de la rhizosphére ont montrés leur capacité a lutter contre la
fusariose vasculaire, tels que les souches non pathogénes de F. oxysporum,
Trichoderma, Gliocladium, Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia, et
beaucoup d'autres (Pal et McSpadden-Gardener, 2006). Bien que prometteur,
aucun de ces organismes n'a été utilisé pour controler la fusariose vasculaire sur
terrain jusqu'a présent.

34



CHAPITRE 1I
MATERIELS ET METHODES



Matériels et méthodes

1. MATERIELS BIOLOGIQUE
1.1. Matériels végétal
L’essai antagoniste a été mené sur cing génotypes de pois (Pisum sativum) :
quatre génotypes espagnoles, et un génotype d’origine italien cultivé en Algérie
(Tableau 2).

Tableau 2 : Génotypes de pois utilisés.

Origine Code
Génotypes espagnoles | JI1412
Polar
P615
P21
Génotype local Kelvedon Wonder Peas

1.2. Isolats fongiques phytopathogénes

Dans notre travail expérimental, nous avons utilisé deux races de Fusarium
oxysporum f. sp. pisi (Fop) : Fop R1 (race 1) et Fop R2F42 (race 2), d’origine
espagnole (Institut de I’agriculture durable IAS-CSIC Cordoue, Espagne) (Figure
17).

Figure 17 : Les deux races de Fusarium oxysporum f.sp. pisi.

1.3. Isolats bactériens phytobénéfiques

L’objectif de cette étude est d’étudier les activités et les propriétés
antagonistes de deux souches de Rhizobium sp. (Institut de I’agriculture durable
IAS-CSIC Cordoue, Espagne) et d’une souche de Pseudomonas fluorescens
(Laboratoire de Phytopathologie de 1’université de Blida, Algérie), vis-a-vis de la
fusariose vasculaire du pois (Tableau 3 et Figure 18).
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Tableau 3 : Souches bactériennes utilisées.

Souches Origine

Rhizobium leguminosarum bv. viceae Institut de 1’agriculture durable

Mutant Rhizobium leguminosarum bv. viceae | IAS-CSIC Cordoue, Espagne

Pseudomonas fluorescens F21 Laboratoire de Phytopathologie de
I’université de Blida, Algérie

La pureté des souches a été vérifiée sur le milieu B de King (KB) (Annexe
1), en réalisant plusieurs repiquages. L’ensemencement a été réalisé selon la
technique de stries. Aprés incubation a 25°C pendant 48", les cultures sont
repiquées plusieurs fois jusqu’a 1’obtention des aspects culturaux purs et
spécifique des trois souches bactériennes étudiées. Les cultures ainsi purifiées,
sont stockées a 4°C.

Figure 18 : Les trois souches bactériennes Rlv, mutant Rlv et Pf F21.

2. ACTIVITE ANTAGONISTE
Nos essais d’antagonisme ont €té effectues in situ, avec les trois souches
bactériennes (tableau 3) vis-a-vis des deux souches de Fop (R1 et R2F42), agent
de la fusariose vasculaire du pois. Ces essais ont été réalisés en interaction avec
cing génotypes de pois (tableau 2), mise sous serre en verre.

2.1. Désinfection des semences

Les graines de pois sont désinfectées par trempage dans une solution
d’hypochlorite de sodium (1%) pendant 30 minutes a température ambiante
(Figure 19), suivi de deux ringages a I’eau distillée stérile pendant 20 minutes
chacun. Dans des conditions d’asepsie, ces graines sont placées sur du papier
Whatman humide, dans des boites Pétri couvertes avec du papier aluminium pour
les abriter de la lumiere.
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Figure 19 : Désinfection des semences avec 1I’hypochlorite de sodium (1%).

Afin de stratifier les graines et de synchroniser leur germination, les boites
sont placées au réfrigérateur a une température de 4°C pendant deux jours, puis
mises a une température de 25°C pendant 7 jours. Une fois germées, les graines
sont transférées dans des pots de Perlite stérile (Figure 20). Les plantules sont
arrosées avec de 1’eau courante selon besoin durant 35 jours.

Figure 20 : Germination des graines dans un pot de Perlite 7 jours apres le semi.

2.2. Préparation des inoculums

2.2.1. Inoculum fongique

Pour préparer les suspensions fongiques, nous avons cultivé sur milieu
Potatos Dextros Agar (PDA) (Annexe 1) les deux souches de Fop (R1 et R2F42)
pendant sept jours. A partir de cultures pures nous avons pris des disques
mycéliens que nous avons homogénéisés dans des flacons de milieu de PD
liquide. Les flacons sont mis sous agitation constante (170 rpm) a une température
ambiante pendant 5 jours, et I’inoculum est ensuite filtré a 1’aide des compresses
stériles. La concentration de chaque suspension conidienne a été ajustée a 5x10°
conidies/ml a I’aide d’une cellule de Malassez
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2.2.2. Inoculum bactérienne

La préparation de la suspension bactérienne de Pseudomonas fluorescens
F21, était réalisée a partir d’une culture bactérienne cultivée sur milieu KB et
incubée a 25°C dans I’étuve pendant 5 jours.

Concernant les suspensions des deux souches de Rhizobium leguminosarum
bv. viceae, I’inoculum bactérien était cultive sur le milieu YMA (Yeast Mannitol
Agar) (Annexe 1), incubé dans I’étuve a 28°C pendant 5 a 7 jours.

Les colonies bactériennes sont raclées et ensemencées dans des flacons
contenants de 1’eau distillée stérile. A 1’aide d’un spectrophotométre, la densité
optique a eté estimee pour chaque suspension a D.O = 0.8, a une longueur d’onde
de 600 nm, soit I’équivalent de 10° CFU/m. Les suspensions sont conservées dans
le réfrigérateur a une température de 4°C.

2.3. Inoculation des plantes

Au stade de deux a trois nceuds (Figure 21), nous avons réalisé I’inoculation
bactérienne sur un lit de tourbe avec chacune des trois souches bactériennes
(10ml) (Figure 22), suivi 24" aprés par une inoculation fongique.

E{

Figure 21 : Stade de trois nceuds Figure 22 : Lit de tourbe dans un pot de
perlite lors de I’inoculation bactérienne.
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L’inoculation fongique s’est effectuée selon la méthode « trimmed root
dipping », en coupant 1/3 du systeme racinaire que nous mettrons dans la
suspension condienne durant 5 min (Figure 23) (Haglund, 1989).

Les témoins négatifs (T-), ont été mis uniquement dans de 1’eau distillée
sterile, tandis que les témoins positifs (T+) sont inoculés avec chacune des
suspensions conidiennes (Fop R1 et Fop R2F42).

Figure 23 : Inoculation fongique (immersion des racines du pois dans la suspension fongique)

2.4. Dispositif expérimental

Les essais expérimentaux ont été realisés selon un dispositif composé de
deux blocs aléatoires complets. Les deux blocs contiennent 240 traitements (12
inoculations x 5 génotypes x4 répétitions) : chacun des blocs renferme 120
traitements (12 inoculations x 5 génotypes x 2 repétitions) (Figure 24, tableau 4).

%
7“ " k : ": \U 3

Figure 24 : Dispositif expérimental.
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Tableau 4 : Les traitements étudiés

Inoculation Fo Fo
Fop Fop P Fop P
Fo R | 7P| Ry | R2 | po | R2
Fop | P | pf Mut R1 F42 F42
EDS R2 Rilv X X F42
R1 F21 Rlv X X X
F42 Pf mut X
Fo1 | RV [ R | PP Ry | MUt
. F21 Rlv
Geénotypes
JI11412 T1 T6 | T11 | T16 | T21 | T26 | T31 | T36 | T41l | T46 | T51 | T56
Polar T2 | T7 | T12 | T17 | T22 | T27 | T32 | T37 | T42 | T47 | T52 | T57
P615 T3 | T8 | T13 | T18 | T23 | T28 | T33 | T38 | T43 | T48 | T53 | T58
K.W.P T4 T9 | T14 | T19 | T24 | T29 | T34 | T39 | T44 | T49 | T54 | T59
P21 T5 | T10 | T15 | T20 | T25 | T30 | T35 | T40 | T45 | T50 | T55 | T60
EDS Eau distillée stérile
Fop R1 Fusarium oxysporum f. sp. pisi race 1
Fop R2F42 Fusarium oxysporum f. sp. pisi race 2
Pf F21 Pseudomonas fluorescens F21
RIv Rhizobium leguminosarum bv. viceae
Mut RIv Mutant Rhizobium leguminosarum bv. viceae

2.5. Parameétres étudiés

Pour le suivi du déclenchement et de 1’évolution de la fusariose vasculaire
du pois, quatre principaux parametres ont été pris en considération : le taux
d’infection, la sévérité¢ de la maladie, poids frai et poids secs de la partie aérienne
et souterraine.

L’¢évaluation des symptomes caractéristiques de la fusariose vasculaire du
pois commencera dés I’apparition des premiers symptomes (7 jours apres
I’inoculation fongique), et se fera tous les trois jours jusqu’aux 35 jours.

Pour le suivi du développement de la maladie, nous avons utilisé une échelle
de cing degrés différentiels représentant les symptémes typiques de la fusariose
vasculaire (Figure 25) (Bani et al., 2012).

2.4 -~
_ & -y ‘!L
2 3 4 5

Figure 25 : Echelle de 1’évaluation des symptomes typiques de la fusariose vasculaire de
pois : (1) feuille verte saine ; (2) début de jaunissement de la feuille ; (3) jaunissement total
de la feuille ; (4) début de flétrissement ; (5) flétrissement total et mort de la feuille (Bani et
al., 2012).
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a) Taux d’infection
Appelé aussi indice de la maladie, évalué au jour 35 apres inoculation, en
calculant le pourcentage des feuilles symptomatiques sur le nombre total des
feuilles pour chaque plante :

_nombre de feuilles infectées

T.1.% = x 100

nombre total des feuilles

b) Sévérité de la maladie
Ce parameétre peut étre calculé suivant cette formule :

(1xf1)+(2xf2)+(3%xf3)+(4xf4)+(5%f5)
F

S=

Avec :

f1 : nombre de feuilles présentant le degre 1
f2 : nombre de feuilles présentant le degré 2
f3 : nombre de feuilles présentant le degre 3
f4 : nombre de feuilles présentant le degré 4
f5 : nombre de feuilles présentant le degré 5
F : nombre total des feuilles

Des coupes longitudinales au niveau du collet ont été réalisées afin de mettre
en évidence le brunissement des vaisseaux conducteurs de xyleme.

c) Poids frais et poids sec
A la fin de I’expérimentation, les poids frais et secs de la racine et de la partie
aérienne des plantes ont été mesurés.

Les poids frais de la partie aérienne et souterraine ont été mesurés a 1’aide
d’une balance de précision, et pour mesurer les poids secs, le matériel végétal a
été mis dans une étuve a une température de 150°C durant 48",

2.6. Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats a été basee sur 1’analyse de la variance
(ANOVA) enregistréee dans les traitements. Dans le cas de différences
significatives, et afin de déterminer I’amplitude significative des traitements, une
comparaison de ces traitements est établie par le test de Newman-Keuls au seuil
de risque d’erreur de 5% (Baird et al., 2002). Les tests statistiques sont réalisés
par Microsoft Excel 2016.
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Résultats et discussion

1. TAUX D’INFECTION

D’apres les résultats obtenus (Figures 26, 27, 28, 29, 30, tableaux 5, 6, 7, 8,
9 et annexe 2, 3), nous constatons que I’évolution du taux d’infection sur les cing
génotypes du pois montre un net recul de la maladie de la fusariose vasculaire du
pois chez les traitements bactérisés par rapport aux témoins positifs (Fop R1 et
Fop R2F2).

L’analyse de la variance ANOVA nous a permis de constater qu’il y a une
différence significative entre les traitements effectués sur les cing génotypes
(Annexe 3).

Génotypes JI11412 : Nous constatons que la bactérisation avec la souche
P. fluorescens F21 a marqué une stagnation du taux d’infection avec la souche
Fop R1 au seuil de 41,07%, alors que 1’infection a débuté avec un taux de 0,00%,
pour la souche R. leguminosarum bv. viceae il a marqué une stagnation au seuil
50,46%, alors qu’il a débuté avec 15,00% et pour le mutant de
R. leguminosarum bv. viceae la stagnation a été marquée au seuil de 43,92% alors
qu’il a débuté avec 17,78%. L’évolution du taux d’infection chez le témoin
malade (Fop R1) a été brusque et rapide, en commencant par un indice de 10,00%
pour marquer une stagnation au seuil de 5556% (Figure 26
et tableau 5).

Figure 26 : Exemple de 1’expression symptomatologique chez le génotype JI11412.
A :FopR1;B:FopR1xPf F21.
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tagnation au seuil de 66,96% (Figure 27 et tableau 6).
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Figure 27 : Exemple de 1’expression symptomatologique chez le génotype Polar.
A Fop R2F42 ; B : Fop R2F42 x Pf F21.

Génotype P615 : En interaction avec la souche fongique Fop R2F42, le taux
d’infection a marqué une stagnation aux seuils de 82,58% (P. fluorscens F21),
64,32% (R. leguminosarum bv. viceae) et de 81,14% (Mutant de la souche R.
leguminosarum bv. viceae), alors qu’ils ont débuté respectivement avec des taux
de 5,00%, 36,55% et 0,00%.Chez le témoin malade, 1’évolution du taux
d’infection a été brusque, en commengant par un indice de 20,83% (Fop R2F42)
pour atteindre un maximum de 84,52% durant la derniére observation (Figure 28
et tableau 7).

Figure 28 : Expression symptomatologique chez le génotype P615.
A Fop R2F42 ; B : Fop R2F42 x Rlv ; C : Fop R2F42 x mut Rlv.
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Génotype Kelvedon Wonder Peas:

Avec la souche P. fluorescens F21, le taux d’infection a marqué une
stagnation aux seuils de 42,50% avec Fop R1, et de 55,56% avec Fop R2F42,
alors que I’infection a débuté avec un taux de 0,00 %. Avec les deux souches R.

leguminosarum bv. viceaeet mutant de R. leguminosarum bv. viceae, les taux

d’infection ont marqué une stagnation aux seuils de 57,92% et 40,89%

respectivement en interaction avec Fop R1, en débutant avec des taux de 34,58%

)
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(Figure 31 C, D, E). Chez les témoins malades 1’évolution de I’indice d’infection
chez Fop R1 commence par 0,00% pour stagner aux seuils de 60,83%, tandis que
chez Fop R2F42 il débute avec un taux de 0,00% et atteint a un seuil de 80,00 %
(Figure 29 A et B, tableau 8).

Figure 29 : Expression symptomatologique chez le génotype Kelvedon Wonder Peas.
A:FopR1;B:FopR2;C:FopR1xPfF21;D:FopR1xRIv;E:FopR1xmutRlv.

Génotype P21 : Le taux d’infection a marqué une stagnation au seuil de
20,65% avec la souche de P. fluorescens F21, en interaction avec la souche
fongique (Fop R1), alors qu’il a débuté avec un taux de 5,00%. Tandis que
I’évolution de I’infection a été brusque avec le témoin malade (Fop R1) en
débutant avec un taux de 16,67% afin de stagner au seuil de 33,60% dans la
derniere observation (Figure 30 A et tableau 9).
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La bactérisation avec la souche R. leguminosarum bv. viceae a marqué une
stagnation du taux d’infection avec la souche Fop R2F42 au seuil de 59,38%,alors
qu’il a débuté avec un taux de 15,00%. Nous constatons que la souche de P.
fluorescens F21 en interaction avec cette méme souche pathogéne, a diminué la
progression de la maladie jusqu’aux 21°™ jours, en maintenant le taux d’infection
a 0,00%. L’évolution du taux d’infection chez le témoin malade (Fop R2F42) a
été rapide, en commencant par un indice de 4,17% pour marquer une stagnation
au seuil de 67,48% (Figure 30 B, tableau 9).

Figure 30 : Expression symptomatologique chez le
génotype P21. A : Fop R1; B : Fop R2F42.
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2. SEVERITE DE LA MALADIE

D’aprés nos résultats (Figures 31, tableau 10, 11, 12 et annexe 4, 5), nous
constatons qu’il existe une correspondance entre les résultats du taux d’infection

et de la sévérité. En comparant nos traitements avec les témoins positifs (Fop R1
et Fop R2F42), nous pouvons constater que la bactérisation des cing génotypes

de pois avec les trois souches bactériennes en interaction avec les deux souches

fongiques de Fop, a permis de réduire la sévérité de la maladie.
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: - N N
Figure 31 : Coupes longitudinales au niveau du collet du génotype Polar.
A EDS ;B :Fop R2F42 ; C: Fop R2F42 x Rlv. La fléeche indique le brunissement des
vaisseaux conducteurs chez le témoin malade Fop R2F42.

L’analyse de la variance ANOVA, nous a permis de constater qu’il y a une
différence significative entre les traitements effectués sur les cing génotypes
(Annexe 5).

Chez les témoins sains (EDS), les niveaux de séveérités lors des premieres
observations (7 jours) sont de I’ordre de 1, leur évolution reste lente et atteint en
moyenne le niveau de 1 et 2 au 35°™ jour (Tableau 10).

Pour les témoins malades, les niveaux vont de 1 des les premieres
observations, leur évolution est dynamique atteignant des valeurs de 2 a 3, voir
méme supérieurs a 3 lors des derniéres observations (Tableau 10).

L’application de la bactérisation avec les trois souches rhizobactériennes,
nous permet de constater qu’il y des symptomes préliminaires allant de niveaux 1
a 2, leur évolution reste lente, et atteint par la suite des niveaux allant de 1 a 3,
sauf pour quelques traitements qui atteignent le niveau maximal, due
principalement aux anomalies physiologiques et a I’effet délétere des bactéries
(Tableaux 11 et 12).
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Tableau 10 : Séverité de la maladie chez les génotypes non bactérisés.

Trait [Génotypes 7 11 14 18 21 25 28 32 35
11412 1,00 £ 0,00)1,28 £ 0,051,43 +0,21{1,52 +0,13|1,40+ 0,17(1,59 + 0,08|1,52 + 0,20(1,59 £ 0,57(1,71 £ 0,83
Polar 1,00 £ 0,00)1,05 £ 0,10(1,05 + 0,10(1,29 + 0,28|1,22 + 0,181,45 + 0,37|1,21 + 0,18]1,49 £ 0,52(2,30 £ 0,83
EDS |P615 1,24 +0,10(1,44 +1,20/1,49 + 0,36|1,77 £ 0,30/1,63 £ 0,39(1,55 + 0,41/1,90 £ 0,29|1,95 + 0,332,84 + 0,15
K.W.P. 1,00 £ 0,00)1,00 + 0,00(1,00 + 0,00{1,00 + 0,00(1,00 + 0,00(1,13 + 0,18J1,10 + 0,14|1,10 £ 0,14{1,50 £ 0,71
P21 1,08 +0,16(1,12 + 0,08/1,23 £ 0,08|1,17 £ 0,14/1,20+0,17(1,13 £ 0,11/1,41 £ 0,13|1,73 £ 0,351,79 £ 0,41
11412 1,10+0,14|1,10 £ 0,141,30+ 1,14{1,43 + 0,33/0,76 + 0,92|1,67 + 0,47|1,90 £ 0,46(2,31 £ 0,27(2,44 £ 0,31
Polar 1,00 + 0,00(1,00 + 0,00/1,21 + 0,28|1,10 £ 0,12/1,10 £ 0,12f1,39 + 0,18/1,29 £ 0,16|1,29 + 0,262,38 + 0,13
Fop R1/P615 1,18 +0,14|1,60 +0,62]1,63 + 0,42|1,73 + 0,65/1,68 + 0,581,65 + 0,50|1,75 + 0,41|1,83 + 0,21{2,33 + 0,13
K.W.P. 1,00 + 0,00(1,05 + 0,10/1,36 + 0,34|1,46 £ 0,52/1,46 £ 0,43(1,52 £+ 0,21/1,43 £ 0,21]1,50 + 0,352,44 + 0,58
P21 1,16 £0,13|1,13 £ 0,161,19 + 0,13|1,14 + 0,111,19 + 0,13(1,27 + 0,11]1,34 £ 0,11|1,38 £ 0,07(1,52 £ 0,13
11412 1,00 + 0,00(1,38 + 0,53|1,00 £ 0,00(1,33 £ 0,11/1,10 £ 0,14(1,10 + 0,14/1,18 + 0,02|1,65 + 0,721,86 + 0,01
Polar 1,00 £ 0,00)1,10 £ 0,12(1,06 + 0,13|1,22 + 0,31|1,35 + 0,181,69 + 0,31]1,59 + 0,20(1,58 £ 0,27(2,80 £ 0,13
RI:I:ZZ P615 1,52+0,62|1,35+0,41/1,68 + 0,65|1,42 £ 0,23/1,29 £ 0,15(1,79 £ 0,40/1,98 £ 0,22|2,51 + 0,16(3,91 + 0,83
K.W.P. 1,00 £ 0,00)1,00 + 0,00(1,26 + 0,38|1,40 + 0,46[1,25 + 0,35(1,51 + 0,47|1,44 + 0,43]2,06 £ 1,10[3,51 + 1,66
P21 1,04 +0,08(1,17 £ 0,14/1,22 £ 0,08|1,13 £ 0,10/1,22 £ 0,09(1,33 £ 0,22]1,61 £ 0,41|2,25 + 1,02[2,60 + 1,23

Tableau 11 : Sévérité de la maladie chez les génotypes bactérisés en interaction avec Fop R1.

Trait |Génotypes 7 11 14 18 21 25 28 32 35
11412 1,00 +£0,00(1,19+0,17]1,40 + 0,30f1,07 £ 0,12|1,00 + 0,00|1,29 + 0,34|1,30 £ 0,37(1,62 £ 0,27|1,90 + 0,16
Fop Polar 1,00 £ 0,00(1,09 +0,11]1,35 +0,281,37 £ 0,23|1,20+ 0,21|1,41 + 0,04|1,22 + 0,28(1,64 + 0,37|3,00 + 0,61
tl P615 1,05+0,10{1,30+0,22]1,18 +0,14|1,25 + 0,29(1,22 + 0,25|1,24 + 0,16|1,41 + 0,19(1,74 + 0,35(2,83 + 0,60
PFF21 K.W.P. 1,00 £ 0,00(1,06 +0,12]1,06 + 0,131,211 +0,13|1,20 + 0,28|1,08 + 0,10(1,17 + 0,241,007 £ 0,41/1,89 + 0,25
P21 1,05+0,101,18 +0,16]1,15 +0,01|1,09 + 0,06(1,14 + 0,06/1,13 + 0,05|1,18 + 0,07(1,30 £ 0,15|1,33 + 0,14
11412 1,28 +0,30(1,35+0,41]1,37 £ 0,26(1,66 + 0,061,58 + 0,40|1,67 + 0,31|1,94 + 0,242,25 £ 0,52|2,45 + 0,25
Fop Polar 1,29+0,34[1,29+0,48/1,26 +0,41(1,54 £ 0,10(1,41 + 0,28|1,59 + 0,32|1,68 + 0,37(2,22 £ 0,26/2,70 £ 0,17
lil P615 1,83+0,30(1,81+0,34(1,89+0,18(1,91 £+ 0,222,04 + 0,20(2,21 + 0,29(2,28 + 0,43]2,88 + 1,06(3,13 £ 0,92
Rlv K.W.P. 1,94+0,21(1,69+0,31(1,16 £ 0,20(1,25 + 0,351,213 + 0,141,30 £+ 0,32(1,41 + 0,54(2,14 £ 0,92(2,53 + 1,07
P21 1,05+0,10(1,05 +0,10/1,08 + 0,09(1,03 + 0,06(1,13 + 0,10|1,28 + 0,06|1,31 + 0,06(1,43 + 0,21|1,53 + 0,27
Fop Pl1412 1,18+0,17(1,58 +0,37(1,23 £ 0,03(1,61 + 0,36(1,38 + 0,40(1,45 + 0,24|1,74 + 0,09(1,89 + 0,21[2,01 £ 0,28
R1 |[Polar 1,00+ 0,00(1,05 +0,10(1,22 +0,21(1,21 + 0,321,213 + 0,08(1,45 + 0,04(1,36 + 0,25(1,65 + 0,172,63 £ 0,20
x |P615 1,10+0,13(1,19+0,23|1,29 £+ 0,25(1,29 + 0,25(1,34 + 0,22|1,45 + 0,12(1,64 + 0,14/1,84 + 0,17(2,87 £ 0,33
mut [K.W.P 1,00+ 0,001,00 £ 0,00(1,16 + 0,20(1,21 + 0,28(1,29 + 0,08(1,10 + 0,12(1,41 + 0,35(1,06 + 0,13[1,83 + 0,66
Rlv |p21 1,09+0,11{1,20+0,09/1,23 + 0,181,220 £ 0,05|1,24 + 0,12]1,33 + 0,14(1,48 £ 0,10(1,41 £ 0,24|1,59 £ 0,33
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Tableau 12 : Sévérité de la maladie chez les génotypes bactérisés en interaction avec la
souche Fop R2F42.

Trait. Génotypes 7 11 14 18 21 25 28 32 35

11412 2,14 +1,38(1,11+0,19|1,89+0,77(1,64 +0,38(1,57 +0,52|1,71 + 0,62(1,75 + 0,53]2,02 + 0,47 (2,27 + 0,46

Fop Polar 1,00 +0,00(1,00 + 0,00(1,25 + 0,10J1,09 +0,11(1,22 + 0,31]1,43 + 0,19(1,46 + 0,24]1,69 + 0,222,92 + 0,31
R2:42 P615 1,10+0,00|1,16 +0,11(1,38 + 0,43]1,46 + 0,29(1,53 + 0,29]1,54 + 0,40(1,75 + 0,30{2,17 + 0,52|3,71 + 0,92
PfF21 K.W.P. 1,00+ 0,00|1,08 +0,14(1,20 + 0,35]1,20 + 0,35|1,17 + 0,29]1,23 + 0,25(1,17 + 0,291,29 + 0,34|2,56 + 1,36

P21 1,00 +0,00(1,00 + 0,001,00 + 0,00]1,00 + 0,00(1,00 + 0,00]1,17 +0,17(1,68 + 0,5913,52 + 0,71 4,24 + 0,12
11412 1,00+0,00|1,11+0,19(1,32 +0,16]1,57 £ 0,33(1,33 + 0,12]1,61 + 0,10(1,95 + 0,08|2,27 + 0,142,45 + 0,52

Fop Polar 1,55+0,38/1,63+0,31(1,86 +0,35]1,76 + 0,43(1,81 + 0,36)2,03 + 0,22(2,45 + 0,24|3,02 + 0,27(3,61 + 0,21
R2:42 P615 1,78 +0,45|1,75 +0,36(1,74 +0,18]1,77 +0,211,82 + 0,37)2,07 + 0,312,41 + 0,30{2,91 £ 0,312,92 + 0,33

Rlv K.W.P. 1,65+ 0,09(1,45 +0,40(1,67 + 0,38]1,48 + 0,20(1,88 + 0,33)2,13 + 0,76(1,62 + 0,323,98 + 0,89 4,28 + 0,63

P21 1,15+0,10|1,05 +0,101,20+0,89]1,17 + 0,07|1,19 + 0,16|1,34 + 0,23[1,47 + 0,30(1,84 + 0,80(2,38 + 1,38

Fop Pl11412 1,24 +0,21)1,25+0,25/1,47 +0,411,49 +£ 0,44|1,51 + 0,68]1,48 £ 0,67(1,63 £ 0,70]1,93 + 0,70(2,27 + 0,68

R2F42|Polar 1,00 +£0,00]1,05 £ 0,10]1,20 £ 0,28(1,33 £ 0,19|1,25 £ 0,29]1,59 £ 0,19(1,57 £ 0,10(1,97 £ 0,28|3,09 £ 0,23

x |P615 1,00 +£0,00(1,05 +0,10J1,35 +0,101,53 £ 0,151,35+ 0,18]1,72 + 0,02(1,95 £ 0,23]2,39+ 0,4113,34 £ 0,53
mut (K.W.P. 1,00+ 0,00)1,27 +£0,46(1,30+ 0,90J1,51 + 0,25|1,39 + 0,241,83 + 0,60(2,09 + 0,79(3,33 + 0,615,00 + 0,00
Rlv p21 1,37+0,33]1,51+0,681,51+0,73]1,99 £+ 0,62(2,01 + 1,60)2,52 + 1,15(3,23 + 1,54{4,37 + 0,384,67 + 0,36

3. POIDS FRAIS ET POIDS SEC
D’apres les résultats obtenus (Tableau 13 et 14, annexe 6), nous constatons
que la bacteérisation des génotypes de pois avec les trois souches bactériennes a
augmenté considérablement les biomasses fraiches et seches des parties aériennes
et souterraines chez certains traitements.

Nous remarquons généralement un effet de phytostimulation des bacteries
des parties aériennes et souterraines comparés aux temoins sains (EDS), a titre
d’exemple chez le génotype Polar qui a enregistre des poids frais de 1,189 (EDS),
2,279 (Pf F21), 1,907 (RIv), 2,029 (mut RIv) (partie aérienne), et de 0,275 (EDS),
0,710 (Pf F21), 0,715 (RIv), 0,890 (mut RIv) (partie souterraine), ainsi que chez le
genotype Kelvedon Wonder Peas, qui a enregistré des poids frais de 0,571
(EDS), 1,372 (Pf F21), 1,307 (RIv), 0,976 (mut RIv) (partie aérienne). Nous avons
enregistré aussi chez le génotype JI11412 des poids secs de 0,134 (EDS), 0,267
(PfF21), 0,161 (RIv), 0,553 (mut RIv) (partie aérienne), et chez le génotype P615
des poids secs de 0,138 (EDS), 0,218 (Pf F21), 0,169 (RIv), 0,225 (mut RIv) (partie
souterraine) (Tableau 13).

En comparant I’effet de la phytostimulation des bactéries sur les cing
génotypes ¢étudiés, nous constatons qu’il y a plus d’action sur les biomasses

fraiche et seche aériennes que souterraines, a titre d’exemple chez le génotype
JI1412 (Tableau 13).

Nous remarquons aussi certains effets de bioprotection des trois bactéries,
comme chez le génotype Polar qui a enregistré des poids frais de 1,263 (Fop R1),
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2,048 (Fop R1xPf F21) (partie aérienne), chez le génotype P615 qui a enregistré
des poids secs de 0,175 (Fop R2F42), 0,305 (Fop R2F42xRIv) (partie aérienne),
et de 0,147 (Fop R1), 0,247 (Fop R1xPf F21) (partie souterraine). Et aussi chez
le génotype J11412, qui a enregistré des poids frais de 0,346 (Fop R2F42), 0,780
(Fop R2F42xmut RIv) (partie souterraine) (Tableau 14 et annexe 7).

Tableau 13 : Poids frais et poids secs (g) des parties aériennes et souterraines des témoins
saints et bactérisés pour les génotypes JI1412, Polar, P615 et Kelvedon Wonder Peas.

. Ji1412 Polar P615 K.W.P.
Traitement
Poids sec Poids frais Poids sec Poids frais

Partie aérienne 0,134 + 0,053]1,189 + 0,502|0,282 + 0,010 0,571 * 0,249
EDS Partie sous-terraine | 0,096 + 0,029 0,275 + 0,106 0,138 + 0,011]0,291 + 0,227
Pf Partie aérienne 0,267 + 0,081 2,279 + 0,236|0,361 * 0,029 1,372 * 0,412
F21 | Partie sous-terraine | 0,102 + 0,065 | 0,710 + 0,244 0,218 + 0,063 0,428 + 0,141
RV Partie aérienne 0,161 + 0,086] 1,907 + 0,146 | 0,285 + 0,048 | 1,307 * 0,260

Partie sous-terraine | 0,073 + 0,032|0,715 + 0,117]0,169 + 0,050 0,584 + 0,313
mut | Partie aérienne 0,553 + 0,536]2,029 + 0,165]0,372 + 0,081]0,976 + 0,415
Rlv Partie sous-terraine | 0,128 + 0,036 | 0,890 + 0,248 0,225 + 0,083 0,596 + 0,115

Tableau 14 : Poids frais et poids secs (g) des parties aériennes et souterraines des témoins
malades et traités pour les génotype JI11412, Polar et P615.

. J11412 Polar P615 K.W.P.
Traitement N ; N ; N ;

Poids frais Poids frais Poids sec Poids sec
Fop R1 Partie aérienne 1,152 + 0,074]1,263 + 0,184|0,234 + 0,042]0,228 + 0,024
Partie sous-terraine | 0,909 + 0,019]10,543 + 0,121]0,147 + 0,003]|0,067 + 0,017
Fop R2F42 Partie aérienne 0,690 + 0,039]1,199 + 0,593]0,175 + 0,062]0,131 + 0,040
Partie sous-terraine | 0,346 + 0,247]10,349 + 0,099]0,084 + 0,039]|0,070 + 0,032
Fop R1 Partie aérienne 1,452 + 0,077]2,048 + 0,282]0,323 + 0,060]0,271 + 0,010
* Pfr21 Partie sous-terraine | 0,596 + 0,157]10,585 + 0,083]0,247 + 0,032]0,066 + 0,023
Fop R2F42* | Partie aérienne 1,066 + 0,047]10931 + 0,312]0,305 + 0,065]0,179 = 0,046
Rlv Partie sous-terraine | 0,483 + 0,22210,375 + 0,135]0,163 + 0,036]0,046 + 0,004
Fop R2F42* | Partie aérienne 1,052 + 0,447]11,240 + 0,591]0,242 + 0,060]0,113 + 0,036
mutRlv Partie sous-terraine | 0,780 + 0,582]10,525 + 0,244]0,155 + 0,039]0,019 + 0,002

4. DISCUSSION
Les résultats obtenus dans le test de biocontrdle, concordent avec ceux déja
obtenus dans plusieurs recherches sur des essais réalisés sous serre ou en plein
champ (Benchabane, 2005 ; Toua et al., 2013 ; Ouserir, 2009 ; Yala, 2016). Ces
essais montrent 1’effet bénéfique des rhizobactéries en tant qu’agent de
biocontréle contre les agents pathogénes telluriques (Lemanceau, 1992).

Ces essais montrent que I’utilisation des trois souches bactériennes a permis
de réduire I’infection de la maladie ainsi que sa sévérité tout en stimulant la
croissance de la plante. Selon les résultats obtenus, nous constatons que la bactérie
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la plus performante est la souche de P. fluorescens F21, suivi par la souche
mutante de R. leguminosarum bv. viceae.

La bactérisation a augmenté considérablement la biomasse chez les
génotypes sensibles et partiellement résistants, et cela peut s’expliquer par le fait
que l’action phytostimulatrice des bactéries s’exprime surtout en conditions
défavorables (génotypes sensibles et partiellement résistants) par le renforcement
de la structure morphologique de la plante.

La réduction de la sévérité de la maladie causée par Fop au cours de notre
essai sous serre, peut étre expliquée par plusieurs mécanismes. Il parait clairement
que ces mécanismes responsables sur les effets de certaines rhizobactéries
reposent sur leur activité antagoniste, par la production des métabolites
secondaires qui ont un effet suppressif sur I’action de I’agent phytopathogene
(Paul et Nair, 2008). L’augmentation de la sévérité de la maladie chez certaines
interactions (rhizobactérie x pathogene), peut Etre expliquée par I’effet déletere
des bactéries. Cette effet dépend largement des conditions de 1’environnement
défavorable (Bakker et al., 1986). Il est probable aussi qu’il existe dans la
rhizosphére une compétition entre la plante et les microorganismes envers certains
éléments minéraux. Ainsi, en condition expérimentale, la pseudobactine extraite
par Pseudomonas fluorescents séquestre le fer et empéche son assimilation par de
jeunes plantes de pois et de mais, provoquant une chlorose généralisée (Becker et
al., 1985)

Les maladies engendrées par le champignon tellurique phytopathogéne F.
oxysporum f.sp. pisi ; agent de la fusariose vasculaire du pois, causent des pertes
économiques considérables.

La lutte biologique est une approche importante pour la gestion des maladies
des plantes. Tout comme les autres agents de lutte biologique, les biopesticides
microbiens sont écologiquement beaucoup plus compatibles que les produits
chimiques et ont une spécificité accrue vis-a-vis des pathogenes contre lesquels
ils sont dirigés (Thakore, 2006).

Parmi les agents exploités en lutte biologique vis-a-vis de la fusariose
vasculaire, les rhizobactéries ou les PGPR, ont été reconnues comme des agents
potentiels de biocontrle (Bloemberg et Lugtenberg, 2001). Les effets des
rhizobactéries peuvent permettre non seulement de stimuler la croissance des
plantes mais aussi de s’opposer aux agents pathogénes (Weller ; 1988).

Plusieurs mécanismes peuvent étre impliqués pour donner I’effet de
bioprotection des rhizobactéries. Ces mécanismes reposent sur la production de
différents métabolites bactériens : la production des sidérophores, d’antibiotiques,
des substances de croissance, de lipopolysaccharides, et la solubilisation des
minéraux (Gupta et al., 2000). Les rhizobactéries ont été etudiés comme agents
potentiels de lutte contre la fusariose vasculaire du pois. Ces bactéries doivent
avant tout coloniser la rhizosphere concernée, et cela implique un chimiotactisme
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envers les exsudats racinaires, une adsorption des microorganismes sur les
racines, et enfin une compétition pour les substrats nutritifs présents, afin
d’occuper ce site privilégi¢ et d’empécher la croissance d’autre microorganismes,
dont le pathogene responsable de la fusariose vasculaire du pois (Jacques et al.,
1993 ; Kanchana et al., 2013).

Les Pseudomonas fluorescents, et notamment P. fluorescens F21 assurent
de multiples actions phytobénéfiques, tel que la phytostimulation de la croissance
des plantes, la bioprotection contre plusieurs agent phytopathogénes (Leong et al.,
1986), I’induction de la résistance systémique chez les plantes (Bakker et al.,
2007) et la stimulation des interactions entre la microflore symbiotique et la plante
hote (Howell et al., 1987).

Plusieurs études ont récemment montré qu’en plus de la stimulation de la
nodulation et la fixation d’azote, l'inoculation des Rhizobium avec d’autre
souches PGPR, augmenterait la croissance et le rendement des légumineuses (Ott
et al., 2005).

Le probléme le plus important qui rend le succes de 1’utilisation des PGPR
incertain en agriculture, provient de leur inconstance a promouvoir la croissance
des plantes, et selon les conditions d’expérimentation, les souches
rhizobactériennes peuvent se révéler efficaces lors d’un essai et inefficaces lors
du suivant. Cette variabilité peut s’expliquer par les facteurs biotiques et
abiotiques affectant la survie et les effets des PGPR dans la rhizosphere. Il est
donc important de comprendre les premiéres étapes de 1’établissement de
I’association PGPR-plante afin d’optimiser les succes de la colonisation racinaire.
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CONCLUSION

La quéte d’alternatives pouvant remplacer la lutte chimique pour contréler
les maladies phytopathogene est devenue une obligation a 1’heure actuelle. Les
travaux de la recherche ont permis 1’identification des microorganismes
antagonistes et la mise au point de préparations microbiennes permettant de lutter
contre les champignons responsables des maladies racinaires des plantes (Pandey
et al., 1982). Ces microorganismes bénéfiques qui cohabitent la rhizosphere sont
appelés des rhizobactéries.

Les rhizobactéries, et plus particulierement Pseudomonas spp. fluorescent et
Rhizobium spp., sont bien connues pour leur capacité de stimuler la croissance des
plantes et de réduire 1’effets des agents phytopathogene en raison de la diversité
des métabolites antimicrobiens qu'ils produisent (Nutman, 1976 ; Dias et al.,
2014).

D’aprés notre expérimentation, [I’application des trois souches
rhizobactériennes, en tant qu’agents de lutte contre la fusariose vasculaire de pois,
nous a permis de mettre en évidence des potentialités de biocontble chez ces
souches etudiées.

Le teste d’inhibition in situ, monte que les trois souches antagonistes ont
permis de réduire considérablement I’infection de la maladie causée par Fusarium
oxysporum f. sp. pisi et sa séverité, ayant un effet direct sur 1’augmentation de la
biomasse chez les parties aériennes et souterraines

Pour des études plus précises, il faudrait considérer une échelle plus détaillée
pour la sévérité de la maladie, prenant en compte les composantes principales de
la résistance telle que les périodes d’incubation et de latence.

Plus les mécanismes mis en ceuvre seront vari€s, plus D’efficacité de
I’inoculation microbienne sera assurée. Pour atteindre cet objectif, deux stratégies
peuvent étre poursuivies : 1’une consiste a utiliser une souche microbienne apte a
synthétiser différents métabolites intéressants, I’autre consiste a la co-inoculation
de microrganismes différents permettant de diversifier les mécanismes
responsables d’effets bénéfiques (Lemenceau, 1992).

Nous souhaitons continuer les recherches sur les effets antagonistes des
rhizobactéries, surtout dans des conditions contrdlées, afin de mieux comprendre
certains mécanismes d’action qui peuvent étre spécifiques selon les souches.

Pour la poursuite de ce travail, il est fortement souhaitable d’approfondir les
investigations par d’autres souches qui ont démontrées leur efficacité antagoniste,
et surtout de travailler sur des génotypes locaux.
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Annexes 1

Les milieux de culture
Milieu B de King (KB)

Agar 159
Peptone 209
KZHPO4 175 g
MgSO, 159
Glycérol 15 mi

pH 7,2 £0,2425°C

Utilisation : pour I’isolement non sélective, la cultivation et la mise en eévidence
de la pigmentation des especes de Pseudomonas.

Potatos Dextros Agar (PDA)

Agar 209
Galactose 209
Pomme de terre 200 g

pH 5.6 +0.2 4 25°C

Utilisation : pour la cultivation des levures et les champignons filamenteux

Yeast Mannitol Ager (YMA) : modifie.

Agar 209
Mannitol 109
Na-glutamate 0,5
K,HPO, 0,5
Extrait de levure 19
MgSO, 0,29
NaCl 0,1¢
FeCls; 4 mg

pH 6.8 +0.2a25°C
Utilisation : pour la cultivation des espéces de Rhizobium et Azorhizobium.

Préparation des milieux : ajouter les composants a 1’eau distillée et ajuster le
volume a 1 litre. Chauffer le tout en mixant la solution. Verser le liquide dans des
flacons. Autoclaver pour 20 min a 120 °C, puis verser dans des boites Petri
(Ronald, 2010).
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Tableau des taux d’infection (%) chez les génotypes étudiés bact
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Annexe 3
Analyse de variance des taux d’infection chez les cinq génotypes de pois

Annexes

JI11412

Source des Somme des Degréde  Moyenne ... Valeur critique
variations carrés /igerté des );arrés F Probabilité pour F i

Lignes 7142,044671 11 649,2767883 8,297967 8,32176E-10 1,899171018

Colonnes 9089,103416 8 1136,137927 14,5202096 2,60406E-13 2,045414315

Erreur 6885,585034 88 78,24528447

Total 23116,73312 107

Polar

Source des Somme des Degréde  Moyenne ... Valeur critique
variations carrés /igerté des )éarrés F Probabilité pour F i

Lignes 5981,502682 11 543,772971 18,9838277 7,81824E-19 1,899171018

Colonnes 30329,2168 8 3791,1521 132,354093 1,11568E-45 2,045414315

Erreur 2520,672969 88 28,64401101

Total 38831,39245 107

P615

Source des Somme des Degréde  Moyenne ... Valeur critique
variations carrés /ilgerté des );arrés F Probabilité pour F i

Lignes 5905,013759 11 536,8194327 10,7572507 2,86597E-12 1,899171018

Colonnes 23059,4695 8 2882,433687 57,7606917 9,26031E-32 2,045414315

Erreur 4391,466881 88 49,90303273

Total 33355,95014 107

Kelvedon Wonder Peas

Source des Somme des Degréde  Moyenne ... Valeur critique
variations carrés /ilgerté des Zarrés F Probabilité pour F i

Lignes 12963,11419 11 1178,464926 12,7766934 4,30986E-14 1,899171018

Colonnes 21887,92465 8 2735,990582 29,6630914 6,70197E-22 2,045414315

Erreur 8116,725536 88 92,23551745

Total 42967,76437 107

P21

Source des Somme des Degréde  Moyenne ..., Valeur critique
variations carrés /igerté des )éarrés F Probabilité pour F i

Lignes 11310,62673 11 1028,238794 10,5098926 4,92283E-12 1,899171018

Colonnes 18264,3739 8 2283,046738 23,3356067 9,31026E-19 2,045414315

Erreur 8609,508873 88 97,83532811

Total 38184,50951 107
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Annexes

Annexe 5
Analyse de variance de la sévérité de la maladie chez les cinq génotypes de pois
JI11412
Sou'rce. des Somme, des De.gre c{e Moyenn,e des £ Probabilité Valeur critique
variations carrés liberté carrés pour F
Lignes 4,020647222 11 0,365513384 | 8,95439389 | 1,71424E-10 1,899171018
Colonnes  |9,152533333 8 1,144066667 | 28,0274923 | 3,89884E-21 2,045414315
Erreur 3,592111111 88 0,040819444
Total 16,76529167 107
Polar
Sou.rce. des Sommel des De.gre c{e Moyenn'e des £ Probabilité Valeur critique
variations carrés liberté carrés pour F
Lignes 6,246285185 11 0,567844108 18,1030002 3,16378E-18 1,899171018
Colonnes  29,18055741 8 3,647569676 116,285357 2,02267E-43 2,045414315
Erreur 2,760331481 88 0,031367403
Total 38,18717407 107
P615
Sou.rce. des Sommel des De.gre c{e Moyenn'e des £ Probabilité Valeur critique
variations carrés liberté carrés pour F
Lignes 6,401262963 11 0,581932997 12,3666917 9,80539E-14 1,899171018
Colonnes  29,03731852 8 3,629664815 77,1342162 1,88485E-36 2,045414315
Erreur 4,14097037 88 0,047056481
Total 39,57955185 107
Kelvedon Wonder Peas
Sou.rce. des Somme’ des D?gre Qe Moyenn,e des s Probabilité Valeur critique
variations carrés liberté carrés pour F
Lignes 13,14507778 11 1,195007071 7,21476302 1,26495E-08 1,899171018
Colonnes  22,19406667 8 2,774258333 16,7493707 7,75229E-15 2,045414315
Erreur 14,57575556 88 0,165633586
Total 49,9149 107
P21
Sou.rce. des Somme’ des D?gre qe /\/onennfe des £ Probabilité Valeur critique
variations carrés liberté carrés pour F
Lignes 16,317625 11 1,483420455 8,11352887 1,30921E-09 1,899171018
Colonnes 14,63216667 8 1,829020833  10,003781 8,23907E-10 2,045414315
Erreur 16,0893 88 0,182832955
Total 47,03909167 107
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témoins saints et bactérisés pour les génotypes JI11412 Polar, P615, Kelvedon

Annexe 6

Annexes

Poids frais et poids secs (g) des parties aériennes et souterraines des

Wonder Peas et P21.
. J11412 Polar
Traitement
Poids frais Poids sec Poids frais Poids sec
Partie aérienne 0,820 + 0,260 | 0,134 + 0,053 ]| 1,189 + 0,502 | 0,212 + 0,095
EDS Partie sous-terraine | 0,495 + 0,131 | 0,096 + 0,029 0,275 + 0,106 | 0,098 + 0,040
Partie aérienne 1,412 + 0,371 (0,267 + 0,081]2,279 + 0,236 | 0,397 * 0,053
FfF21 Partie sous-terraine |0,325 + 0,170 | 0,102 + 0,065]0,710 + 0,244 | 0,196 + 0,020
’ Partie aérienne 1,117 + 0,484 | 0,161 + 0,086 | 1,907 + 0,146 | 0,346 * 0,020
Riv Partie sous-terraine | 0,445 + 0,087 | 0,073 + 0,032]0,715 + 0,117 | 0,182 + 0,021
mut Partie aérienne 1,295 + 0,101 | 0,553 + 0,536]2,029 + 0,165| 0,359 + 0,028
Rlv Partie sous-terraine | 0,810 + 0,234 | 0,128 + 0,036 0,890 + 0,248 | 0,183 + 0,017
. P615 Kelvedon Wonder Peas
Traitement . . - - - -
Poids frais Poids sec Poids frais Poids sec
EDS Partie aérienne 1,469 + 0,139 (0,282 + 0,010]0,571 + 0,249 |0,119 + 0,100
Partie sous-terraine | 0,578 + 0,203 | 0,138 + 0,011]0,291 + 0,227 | 0,040 + 0,023
Pfr21 Partie aérienne 2,008 + 0,169 | 0,361 + 0,029|1,372 + 0,412 0,297 + 0,018
Partie sous-terraine | 0,537 + 0,091 | 0,218 + 0,063 ]0,428 + 0,141 | 0,116 * 0,057
Rlv Partie aérienne 1,685 + 0,151 | 0,285 + 0,048]1,307 += 0,260 | 0,259 * 0,024
Partie sous-terraine | 0,628 + 0,132 | 0,169 + 0,0500,584 + 0,313 | 0,074 * 0,039
mutRly Partie aérienne 2,079 + 0,425|0,372 + 0,081]0,976 + 0,415 0,214 + 0,105
Partie sous-terraine | 0,653 + 0,132 | 0,225 + 0,083 10,596 = 0,115| 0,075 *= 0,017
Traitement P21
Poids frais Poids sec
EDS Partie aérienne 1,108 + 0,297 | 0,175 % 0,048
Partie sous-terraine |0,788 + 0,206 | 0,118 + 0,011
PfF21 Partie aérienne 1,987 £ 0,080 | 0,290 £ 0,010
Partie sous-terraine | 0,456 + 0,210 | 0,108 + 0,010
Rlv Partie aérienne 1,092 + 0,148 | 0,165 = 0,015
Partie sous-terraine |0,868 + 0,158 | 0,110 + 0,021
mut Partie aérienne 1,222 + 0,364 | 0,182 + 0,054
Rlv Partie sous-terraine |1,000 + 0,185 | 0,143 + 0,015
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Annexe 7

Annexes

Poids frais et poids secs (g) des parties aériennes et souterraines des
témoins malades et traités pour les génotypes J11412 Polar, P615, Kelvedon

Wonder Peas et P21.
. JI1412 Polar
Traitement X X X - N N
Poids frais Poids sec Poids frais Poids sec

Fop R1 Partie aérienne 1,152 + 0,074| 0,194 + 0,010 1,263 + 0,184 | 0,218 + 0,039
Partie sous-terraine | 0,909 + 0,019 | 0,158 + 0,006 | 0,543 + 0,121 | 0,110 + 0,007
Fop R2F42 Partie aérienne 0,690 + 0,039 0,121 + 0,002 1,199 + 0,593 | 0,202 + 0,097
Partie sous-terraine | 0,346 + 0,247 | 0,073 + 0,031] 0,349 + 0,099 | 0,079 + 0,024
Fop R1 Partie aérienne 1,452 + 0,077 | 0,249 + 0,004 2,048 + 0,282 | 0,371 + 0,048
* Pfr21 Partie sous-terraine | 0,596 + 0,157 | 0,103 + 0,035} 0,585 + 0,083 | 0,163 + 0,007
Fop R1 Partie aérienne 1,101 + 0,021 | 0,212 + 0,050 1,853 + 0,192 | 0,324 + 0,037
* Rlv Partie sous-terraine | 0,295 + 0,033 | 0,093 + 0,040| 0,727 + 0,109 | 0,140 +* 0,026
Fop R1 Partie aérienne 1,299 + 0,248 | 0,236 + 0,058 1,668 + 0,184 | 0,290 +* 0,036
* mutRlv Partie sous-terraine | 0,854 + 0,163 | 0,133 + 0,032 0,894 + 0,279 | 0,139 + 0,057
Fop Partie aérienne 1,270 + 0,184 | 0,222 + 0,047 1,514 + 0,162 | 0,269 + 0,039
R2F42*PfF21 | Partie sous-terraine | 0,596 + 0,270 | 0,109 + 0,022 | 0,462 + 0,280 | 0,126 * 0,029
Fop R2F42* | Partie aérienne 1,066 *+ 0,047| 0,185 + 0,008 0,931 + 0,312| 0,262 + 0,018
Rlv Partie sous-terraine | 0,483 + 0,222 | 0,079 + 0,012} 0,375 * 0,135| 0,137 + 0,105
Fop R2F42* | Partie aérienne 1,052 + 0,447 0,185 + 0,088 1,240 + 0,591 | 0,244 + 0,033
mutRlv Partie sous-terraine | 0,780 * 0,582 | 0,073 + 0,041} 0,525 + 0,244 | 0,096 + 0,033

. P615 Kelvedon Wonder Peas

Traitement - - - - - -
Poids frais Poids sec Poids frais Poids sec

Partie aérienne 1,395 + 0,273 |0,234 + 0,042 |0,458 + 0,135 {0,228 + 0,024
Fop R1 Partie sous-terraine 0,882 + 0,087 |0,247 + 0,003 |0,352 + 0,171 |0,067 £ 0,017
Fop R2F42 Partie aérienne 0,814 + 0,540 (0,175 + 0,062 |0,296 + 0,199 |0,131 + 0,040
Partie sous-terraine 0,374 + 0,145 |0,084 + 0,039 |0,300 + 0,146 |0,070 + 0,032
Fop R1 Partie aérienne 1,967 + 0,205 {0,323 + 0,060 |1,475 + 0,455 |0,271 =+ 0,010
* PfF21 Partie sous-terraine |0,955 + 0,188 |0,247 + 0,032 |0,359 + 0,228 |0,066 + 0,023
Fop R1 Partie aérienne 1,320 £+ 0,757 |0,257 + 0,073 ]0,595 + 0,171 |0,234 = 0,098
* Rlv Partie sous-terraine 0,521 + 0,242 |0,123 + 0,058 |0,444 + 0,173 |0,057 £ 0,025
Fop R1 Partie aérienne 1,795 + 0,333 {0,345 + 0,057 |0,772 + 0,295 |0,220 + 0,041
* mutRlv Partie sous-terraine 0,535 + 0,101 |0,207 + 0,070 |0,156 + 0,092 |0,033 * 0,019
Fop R2F42* | Partie aérienne 0,958 + 0,739 (0,244 + 0,044 |0,215 + 0,137 (0,144 + 0,108
PfF21 Partie sous-terraine 0,508 + 0,110 |0,121 + 0,042 |0,114 + 0,010 |0,057 * 0,029
Fop R2F42* | Partie aérienne 1,650 + 0,292 |0,305 + 0,065 |0,241 + 0,052 |0,179 + 0,046
Rlv Partie sous-terraine 0,684 + 0,145 |0,163 * 0,036 |0,131 + 0,052 |0,046 = 0,004
Fop R2F42* | Partie aérienne 0,961 + 0,811 (0,242 + 0,060 |0,143 + 0,047 (0,113 + 0,036
mutRlv Partie sous-terraine 0,740 + 0,221 |0,155 + 0,039 |0,031 £+ 0,009 |0,019 £ 0,002
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. P21
Traitement - - -
Poids frais Poids sec

Fop R1 Partie aérienne 0,965 + 0,175 0,159 + 0,024
op Partie sous-terraine | 0,642 + 0,239 | 0,121 + 0,040
Fop R2F42 Partie aérienne 0,363 + 0,341 | 0,133 + 0,019
°op Partie sous-terraine | 0,630 + 0,329 | 0,077 + 0,034
Partie aérienne 1,459 + 0,119 | 0,222 + 0,018

FopR1*PfF21 - -
Partie sous-terraine | 0,551 + 0,236 | 0,100 + 0,020
Partie aérienne 0,781 + 0,112 | 0,154 + 0,030

Fop R1* RIv - -
Partie sous-terraine | 0,373 + 0,134 | 0,092 + 0,021
Fop R1* Partie aérienne 0,756 + 0,181 | 0,153 + 0,057
mutRlv Partie sous-terraine | 0,426 + 0,332 | 0,097 + 0,046
Fop Partie aérienne 0,186 + 0,017 | 0,141 + 0,013
R2F42*PfF21 | Partie sous-terraine | 0,057 + 0,023 | 0,030 + 0,007
Fop R2F42* | Partie aérienne 0,126 = 0,042 | 0,093 = 0,028
Rlv Partie sous-terraine | 0,557 + 0,282 | 0,099 * 0,048
Fop R2F42* | Partie aérienne 0,090 + 0,045| 0,071 + 0,039
mutRlv Partie sous-terraine | 0,089 + 0,080 | 0,026 * 0,022
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