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RESUME

Etude du pathosystéme Pisum sativum-Fusarium oxysporum f.sp. pisi

Notre travail porte sur I'étude du pathosystéme Pisum sativum-Fusarium
oxysporum f.sp. pisi afin de déterminer la stabilité de la résistance de 28
génotypes du pois, en interaction avec 4 souches de Fop (R1: race 1, R2F42,
Argl et Arg3 : race 2). L’étude a été menée dans des conditions semi-controlées
(sous serre). Les 28 génotypes ont été inoculés selon la méthode d'immersion des
racines dans les suspensions de spores. Les 4 souches ont pu induire des
symptdomes typiques de la fusariose vasculaire sur les plants inoculés
(flétrissement, jaunissement, desséchement et/ou mort de la plante). Le taux
d’infection, le VIS (Visual Index of Severity) et TAUDPC (Area Under Disease
Progress Curve), sont les paramétres utilisés pour évaluer le développement et la
progression de la maladie. Selon ces parametres, les génotypes qui sont avérés
les plus sensibles sont 2946 et P21 en enregistrant les taux d’infection (64,48% et
63,29%) et les VIS (4,41 et 4,4) les plus éleves, en interaction avec la souche
R2F42. Les génotypes qui sont averés les plus résistants sont JI 1559 et Radley
en enregistrant les taux d’infection (5,42% et 12,8%) et les VIS (1,08 et 1,12) les
plus faibles, en interaction avec la souche Arg3. Selon les valeurs d’AUDPC, la
souche R2F42 est la plus virulente, suivie par la souche R1. Les deux souches
locales Argl et Arg3 sont les moins virulentes.

L’étude du comportement des 28 génotypes de pois vis-a-vis de la
fusariose vasculaire, dans des conditions d’infection naturelle, a ét¢é menée au
niveau de la station expérimentale (Université Blida 1) en plein champ. Aucune
apparition de la maladie n’a été enregistrée dont tous les génotypes ont apparu
sains. Les taux de germination les plus élevés ont été notés chez les génotypes
JI1760, JI12480 et P638. Le nombre de gousses le plus important a été obtenu
chez le génotype P656 (67 gousses). Le génotype JI1559 a produit la biomasse la
plus importante (232,76 g), tandis que le poids des graines et le poids de 100
graines les plus importants ont été notés chez le génotype JI1760 (49,97 g) et
JI1559 (32,42 g), respectivement.

Une PCR (Polymerase chain reaction) a été menée afin de caractériser 11
isolats de F. oxysporum. L’amplification a révélé la similarit¢ des produits
d’amplification des régions ITS et EFa1 a ceux de la souche de référence R2F42.
Mots clés : Pisum spp., Fusarium oxysporum f.sp. pisi, pathosysteme, fusariose

vasculaire, comportement, résistance.



ABSTRACT

Study of the pathosystem Pisum sativum-Fusarium oxysporum f.sp. pisi

Our work concerns the study of the pathosystem Pisum sativum-Fusarium
oxysporum f.sp pisi in order to determinate the stability of the resistance of 28
genotypes of pea, in interaction with 4 strains of Fop (R1: race 1, R 2F42, Argl
and Arg3: race 2). The study was carried under semi-controlled conditions (under
greenhouse). The 28 genotypes were inoculated according to the method of
immersion of the roots in the suspensions of spores. The 4 strains could induce
typical symptoms of the Fusarium wilt on the inoculated seedlings (wilting,
yellowing, drying and/or died of the plant). The rate of infection, the VIS (Visual
Index of Severity) and the AUDPC (Area Under Disease Curve Progress), are the
parameters used to evaluate the development and the progression of the disease.
According to these parameters, the genotypes which are proven most sensitive
are 2946 and P21 by recording the rates of infection (64,48% and 63,29%) and the
VIS (4,41 and 4,4) the most raised, in interaction with the strain R2F42. The
genotypes which are proven most resistant are JI 1559 and Radley by recording
the rates of infection (5,42% and 12,8%) and the VIS (1,08 and 1,12) the most
lowest, in interaction with the strain Arg3. According to the values of AUDPC, the
strain R2F42 is the most virulent, followed by R1. The two local strains Argl and
Arg3 are the least virulent.

The study of the behavior of the 28 pea genotypes with toward to the
Fusarium wilt, under conditions of natural infection, was led in the experimental
station (University of Blida 1) in full field. No appearance of the disease was
recorded of which all the genotypes appeared healthy. The highest rates of
germination were noted with the genotypes JI1760, JI2480 and P638. The most
significant number of pods was obtained with the genotype P656 (67 pods).
Genotype JI1559 produced the most important biomass (232,76 g), while the
weight of seeds and the most important weight of 100 seeds were noted with
genotype JI1760 (49,97 g) and JI1559 (32,42 g), respectively.

A PCR (Polymerase chain reaction) was carried in order to characterize 11
isolates of F. oxysporum. The amplification revealed the similarity of amplification’s
products of ITS and EFal regions with these of the reference strain R2F42.

Key words: Pisum spp., Fusarium oxysporum f.sp. pisi, pathosystem, fusarium
wilt, behavior, resistance.
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INTRODUCTION

Les légumineuses alimentaires sont considérées parmi les cultures les plus
importantes dans le monde, notamment dans la plupart des pays du bassin
méditerranéen. Elles offrent un apport en protéines végétales pour I'alimentation
humaine et animale et constituent un excellent précédent cultural dans les
systemes de production céréaliere. Le pois (Pisum sativum L.) couramment
appelé «petits pois», est considéré comme la deuxieme légumineuse la plus
cultivée dans le monde [1], en raison de sa consommation alimentaire croissante
et de son adaptation a la fois aux régions chaudes de la Méditerranée et aux
régions tempérées. Cette plante est considérée parmi les plus anciennes cultures
domestiquées dans le monde [2]. Bien qu’elle se pratique comme une culture
homogene [3], une certaine hétérogénéité a été signalée chez des variétés

traditionnelles et chez des cultivars et des génotypes anciens [4].

En 2013, le rendement mondial moyen du pois était estimé a 1,72 tonnes/ha.
Les principaux pays producteurs de pois frais et sec sont le Canada (35%), la
Russie (12%), et la Chine (13%) [5]. En Algérie, la culture du pois frais s’étendait
sur 32 641 hectares, avec une production de 127 680 tonnes. En Afrique du nord,
I'Algérie est classée en troisieme position aprés le Maroc et la Tunisie, dont les
especes de légumineuses alimentaires les plus cultivées sont la lentille, le pois

chiche, la feve, le haricot et le pois (Pisum sativum L) [6].

Les légumineuses sont susceptibles aux stress abiotiques, tels que le déficit
hydrique et la salinité du sol. La sécheresse est le principal facteur abiotique
limitant la production. Dans les pays méditerranéens, le déficit hydrique est produit
non seulement dans les régions arides et semi-arides, mais également dans les
régions ou la précipitation est importante mais pas uniformément distribuée
pendant la période de végétation. En outre, les maladies sont parmi les causes les
plus importantes qui réduisent les rendements des semences et de la biomasse
du pois [7, 8].
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L’interaction entre les stress abiotiques et biotiques peut provoquer des effets
dévastateurs sur les récoltes. Parmi les bioagresseurs, Fusarium oxysporum f.sp.
pisi (Fop) est un champignon phytopathogéne du sol qui cause de grave pertes
dans tous les pays ou le pois est cultivé [9]. Ce pathogene tellurique peut survivre
sous forme de chlamydospores, qui restent viables dans le sol pendant plus de 10
ans [10]. Fop est représenté principalement par quatre races différentes classées
selon leur capacité a induire la maladie dans un ensemble de lignées
différentielles. Parmi ces races, les races 1 et 2 ont été signalées dans le monde
entier [11]. De plus, Fop évolue continuellement, avec I'émergence de nouvelles
variantes du pathogeéne [9]. Le contréle de cette maladie se fonde principalement
sur l'intégration des différentes méthodes de gestion, y compris les pratiques
culturales, la désinfection des sols, le biocontréle et 'amélioration de la résistance
des génotypes cultivés [12, 13, 14, 15, 16].

Parmi ces méthodes, l'utilisation de cultivars résistants est I'approche la plus
adéquate [17]. Une étude récente a identifé différentes sources de résistance
guantitative face a une souche de la race 2 de Fop dans une collection de Pisum
spp. [16]. Ces nouvelles sources de résistance sont des candidats interessants
pour introduire la résistance a Fop dans les cultivars. Cependant, avant de pouvoir
étre utilisées dans les programmes d’amélioration des plantes, leurs niveaux de
résistances a Fop doivent étre confirmés en condition de plein champ et face a

différentes souches phytopathogénes.

Ainsi, dans le cadre du project de Coopération du CSIC 2014CDO0011 du
programme [-COOP-AGROFOOD 2014 et en collaboration avec le groupe
d’amelioration de la résistance des plantes de I'Institut de I’Agriculture Durable de
Cordoue (IAS, CSIC - Espagne), notre travail consiste a étudier le pathosysteme

Pisum sativum-Fop, dont nous avons suivi les objectifs suivants:

- Déterminer la stabilité de la résistance a Fop d’une collection de
géenotypes face a quatre souches phytopathogénes de Fop en conditions

semi-contrblées sous serre.

- Valider les niveaux de résistance a Fop de ces génotypes en condition
d’infection naturelle en plein champ.
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CHAPITRE 1
DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

1.1. Généralités sur le pois

1.1.1. Origine et taxonomie

Diverses découvertes archéologiques indiquent que la culture du pois s’est
initiée durant la préhistoire. SMARTT (1990) dans son livre « Légumineuses a
graines: évolution et ressources génétiques », a indiqué que les pois remontent a
7000-6000 ans avant Jésus Christ [18]. ERSKINE et al., (1994) ont mentionné que
les pois bien que rares a I'emplacement néolithique de Jarmo, Irak (6750 ans
avant Jésus Christ), étaient trés répandus a celui d’Erbaba en Turquie (5800-5400
ans avant Jésus Christ) [19]. En Europe, les plus anciennes traces de pois
découvertes dans les excavations d’Aggetelek en Hongrie et aussi en Suisse
datant de I'age de pierre [20]. Par ailleurs, les pois exhumés des logements dans
le lac Bourget en France sont supposés dater de I'age du bronze, (1000-2000 ans
avant Jésus Christ) [21]. THEOPHRASTUS (1961), dans son livre « Enquéte sur
les plantes » traduit en anglais, a également cité I'existence de traces du pois bien
avant I'an 300 avant Jésus Christ. Il a décrit plusieurs espéces de légumineuses et
particulierement de « pois » et a indiqué que des pois ont été employés en tant

que fourrage et nourriture humaine [22].

Selon ces études, il devient apparent que l'origine du pois doit étre située
dans la région d'Abyssinie et de I'Afghanistan. Il a ensuite colonisé les zones
méditerranéennes avant de se répandre a d'autres régions de I'Europe et de

I'Asie.

Pisum fait partie de la famille des Fabaceae, de la sous-famille des
Papillionaceae et de la tribu des Vicieae. Une grande diversité morphologique a
été observée entre les plantes sauvages du pois. De nombreuses espéeces de pois
furent donc initialement décrites par les botanistes pour différencier ces plantes

suivant leurs caractéristiques morphologiques comme par exemple Pisum
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formosum, P. transcaucasicum, P. abyssinicum, P. aethiopicum, P. arvense et P.
sativum qui est I'espéce la plus répandue [20]. Les études postérieures combinant
les caracteres morphologiques et génétiques regrouperent ces especes en trois
especes principales: P. abyssinicum, P. fulvum et P. sativum. Cette derniere est
divisée en sous-especes, telles que P. sativum ssp. sativum, P. sativum ssp.
elatius, P. sativum ssp. humile, P. sativum ssp. arvense, P. sativum ssp.

transcaucasicum et P. sativum ssp. hortense [23].

Pisum sativum ssp. arvense inclut le pois fourrager caractérisé par des fleurs
colorées et des graines pigmentées. L'espéce P. abyssinicum cultivée en Ethiopie
et au Yémen et présente aussi a I'état sauvage en Ethiopie, pourrait avoir évolué
d’'une facon indépendante avec des contributions du matériel génétique de P.
fulvum et de P. sativum ssp. elatius. Tous les taxons de Pisum sont diploides

(2n=14) et la majorité sont inter-croisables et produisent des hybrides viables [24].

1.1.2. Biologie de la plante

La fleur du pois est typique de la famille de Papilionaceae. La corolle contient
cing pétales : deux ailes et une quille formée comme résultat de la fusion de deux
pétales entourant dix anthéres et un style [25]. Le pois est cléistogame et doit étre
considéré en tant qu’espéce strictement auto-fertile, bien que Xylocopa (le
xylocope ou abeille charpentiere) et Megachile (le mégachile ou abeille solitaire)
fréquentent les fleurs de pois et puissent étre responsables des hybridations
normales. Ainsi, le mélange génétique peut avoir lieu sans intervention des
sélectionneurs. Les populations normales et les variétés se composent des

plantes génétiquement stables [25].

Toutes les variétés cultivees de pois sont des lignées pures. Afin d'obtenir des
variétés hybrides, il serait nécessaire de trouver des mutants avec des fleurs
ouvertes, une source male-stérile et un porteur efficace de pollen. La production
de graine artificielle pourrait également étre considérée apres la micropropagation
des graines hybrides. Mais, en raison de la complexité de ces techniques qu’il
reste encore a prouver leur rentabilité, il semble probable que les variétés lignées

pures continueront a étre employées [25].
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Comme la plupart des légumineuses, les plantes de pois présentent une
croissance indéterminée. Les premiers nceuds, dont certains donnent les
branches, sont végétatifs, alors que les noceuds suivants sont reproducteurs.
Généralement, chaque nceud reproducteur donne naissance a deux fleurs a partir
de laquelle les gousses se développent. Le nombre de graines par gousse dépend

de la variété et des conditions environnementales [25].

1.1.3. Principaux types de cultures et intérét agro-alimentaire

La culture du pois a besoin d’'un climat relativement frais. Les températures
moyennes doivent étre comprises entre 7 et 24°C. Le pois peut étre cultivé dans
les régions ou les précipitations ne dépassent pas 400 mm, mais la pluviométrie
idéale se situe entre 800 et 1000 mm par an. Le pois est |légerement sensible a la
photopériode mais les jours longs favorisent sa floraison. Il pousse sur des sols de
toutes natures, dotés de niveaux de fertilité modérés, bien drainés et a pH de 5,5
a 7 [26]. Le cycle végétatif du pois est d'environ 140 jours pour les variétés de
printemps, pouvant descendre a 90 jours pour les variétés ultra-précoces et

remonte jusque 240 jours pour les variétés d’hiver [27].

Plus de 1000 variétés de pois ont été recensées dans le monde entier [25]. Les
graines de pois sont riches en protéine (23-25%), en amidon (50%), en sucres
solubles (5%), en fibre, en minéraux et en vitamines [28]. Le pois, comme d'autres
légumineuses, accumule également des substances naturelles (métabolites
secondaires), comme les isoflavonoides qui sont considérés bénéfiques a la santé
humaine grace a leur pouvoir anticancéreux et d'autres activités promotrices de la
santé [29]. Pour ces raisons, le pois possede plusieurs usages finaux dont les
feuilles, les gousses vertes, la graine non mdre (verte) et la graine mlre séche
peuvent étre utilisées comme nourriture humaine ou alimentaion animale [30, 26].
Pour l'alimentation humaine, le pois est principalement consommé a I'état frais
(85% d’eau). Pour cela, les graines sont récoltées avant maturité (les petits pois
verts de maraichage classés comme |égume frais). Il peut aussi étre consommé a
I'état sec (15% d’eau) lorsque les graines sont récoltées a maturité au stade sec
(pois cassé classé comme légume sec). Dans certaines régions comme en Asie,
les jeunes pousses feuillées sont aussi consommeées. Dans le cas de

I'alimentation animale, la plante entiére fraiche ou ensilée seche est utilisée
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comme fourrages pour les ruminants. En général, les pois dits « fourrager » inclus
tout type de pois destiné a l'alimentation animale, y compris les pois secs en

grains qui sont aussi appelés pois protéagineux [30, 26].

1.1.4. Resources génétiques et amélioration du pois

1.1.4.1. Ressources génétigues

La diversité génétique du pois est préservée dans des collections de matériel
génétigue, avec plus de 1000 entrées trouvées dans des banques nationales de
genes dans au moins 25 pays, avec plusieurs autres petites collections dans le

monde entier contenant 98 mille entrées [31].

Dans certaines collections, des matériels sauvages et localement adaptés
doivent étre rassemblés avant que ces ressources génétiques soient perdues. De
nombreuses études ont été conduites pour étudier la diversité et les marqueurs du
matériel génétique de Pisum. Plusieurs collections importantes de matériel
génétique du pois ont été analysées par des méthodes moléculaires et des
collections fondamentales ont été formées [32]. Les collections principales de pois
analysées au niveau moléculaire et les collections fondamentales formulées,
pourraient servir comme kits pour la cartographie des lignées, une stratégie pour
accéder au déterminisme des genes et des régions génomiques étant a la base

des caracteres désirés [31].

Dans le cas des especes sauvages de Pisum, il y a seulement 706 accessions
de P. fulvum, 624 de P. sativum ssp. elatius, 1562 de P. sativum ssp. sativum et
540 accessions de P. abyssinicum, qui sont préservées ex situ dans les
collections (Figure 1.1). Lors des récapitulations des données sur l'origine
géographique, il y a une grande polarisation (17%) vers des accessions
occidentales et de I'Europe centrale car ces régions représentent des activités
actuelles d’amélioration de pois par rapport aux régions méditerranéennes (2.5%),

aux régions balkaniques (2%), a la Caucase (0.8%) et a I'Asie centrale (2%) [31].
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m Variétés commerciales (34%)

11,038 Lignées améliorées (13%)

(3726)
0 B Espéces sauvages (38%)
12,396
» Mutants (2%)
Lignées pures recombinées (3,7%)
B P sativum ssp. elaius (0,42%)
B P. humile/syriacum (1, 2%)
B P. transcaucassicum, asiaticum (0, 2%)
m P abyssinicum (0,36%)
P. fulvum (0,46%)

m Inconnues

Figure 1.1 : Collections du matériel génétique du pois [31].

1.1.4.2. Sélection et amélioration génétique

Le pois est I'organisme modele original utilisé par Mendel dans sa découverte
des lois fondamentales de [I'héridité (1866), et qui constitue la base de la
génétique végétale moderne [8]. La facilité de sa culture, sa reproduction par auto-
pollinisation et sa richesse en variation génétique ont fait du pois un sujet facile
pour la recherche et 'amélioration génétique [33]. Cette derniere a commencé par
la domestication et a continué a travers I'histoire. Depuis lors, les sélectionneurs
ont découvert et ont présenté de nouvelles lignées pour adapter les plantes
indéterminées, grandes, minces, abondantes ou grimpantes avec de petites
graines colorées a des plantes a récolte précoce et déterminée avec de grandes

graines sans tannins [7].

Les objectifs de 'amélioration du pois varient selon la région de production et
l'utilisation finale. Les premiers objectifs communs a toutes les régions et types
des produits incluent 'augmentation du rendement, la résistance aux maladies, la
qualité supérieure pour l'utilisation finale recherchée et I'adaptation agronomique
aux conditions de la production locale [24, 33]. L'amélioration classique a apporté
des progrés significatifs de la production végétale et de la qualité des graines. La
méthode d’amélioration la plus largement pratiquée est le systéeme d’amélioration

de races pures a travers la ségrégation transgressive a partir des croisements, de
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sélection massale et du systéeme de descendant d’'une seule graine. En outre, le
backcross est utilisé généralement pour introduire un seul caractére désiré [34].
Par ailleurs, Il y a une longue histoire d’amélioration mutationnelle du pois ou des
agents mutagenes chimiques ou radioactifs ont été utilisés sur les cultivars
commerciaux, pour induire des mutations aléatoires le long du génome pour de
nouveaux caractéres pouvant étre utiles dans I'amélioration, tels que I'épaisseur

de tige ou la floraison simultanée [35].

Beaucoup de maladies communes du pois peuvent étre contrblées par des
génes simples tels que erl, er2 et Er3, conférant la résistance a I'oidium.
L’amélioration des plantes a été extrémement réussie en combinant plusieurs de
ces geénes dans les génotypes végétaux a améliorer [33, 7]. D’autre part, la
résistance geéneétique partielle, associée aux mécanismes de la résistance
guantitative ont été décrits pour plusieurs agents phytopathogenes, telles que
Mycosphaerella pinodes [36], Uromyces pisi [37], Phoma medicaginis var.
pinodella, Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, Pseudomonas syringae pv.

pisi [38], Fusarium oxysporum [16] et Orobanche crenata [36].

Plusieurs programmes d’amélioration ont visé la caractérisation des QTLs
(Quantitative Trial Locus), responsables a la résistance aux champignons
phytopathogenes et aux mauvaises herbes dans des génotypes sauvages et
cultivés du pois. Cependant, I'hybridation intraspécifique et interspécifique permet
I'exploitation des génes d’intérét des espéces sauvages et non améliorées au
profit des espéces cultivées. Tous les génotypes sauvages connus de Pisum sont
facilement croisés avec les génotypes cultivés [24]. P. fulvum est la seule espece
sauvage distincte, qui a été une source utile de résistance aux maladies et aux
insectes [24, 39]. La sélection assistée avec les marqueurs moléculaires (MAS:
Marker Assisted Selection) a été largement utilisée dans les programmes
d’amélioration. Cette approche a été initiée au début des années 80. Ces
techniques sont devenues applicables, notamment avec la facilité acquise dans

leur manipulation ainsi que leurs codts financiers raisonnables [34, 40].
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1.1.5. Facteurs limitant la production

Les rendements potentiels de la majorité des productions agricoles sont

généralement réduits a cause des contraintes environnementales et biotiques [7].

1.1.5.1. Stress abiotiques

Le froid, la sécheresse et les déficits nutritionnels sont les stress
environnementaux les plus importants pouvant affecter la production de pois. La
plupart des cultivars de pois sont trés susceptibles au froid et particulierement les
lignées caractérisées par des entre-nceuds longs, d’une grande surface foliaire et
des graines ridées [25]. La sécheresse et le deuxieme stress abiotique le plus
important pour le pois. Laridité et les températures élevées apparaissent
ensemble dans plusieurs régions de production de Iégumineuses, dont les deux
types de stress peuvent interagir pour réduire les rendements [7]. De plus, la
sécheresse peut arréter la fixation de l'azote et diminuer la production de
biomasse [25]. En outre, la salinité est aussi un stress important du pois. Des
niveaux critiques du sel ont été établis et des procédures de dépistage ont été
élaborées pour identifier les déterminants génétiques de tolérance au sel chez le
pois. La fixation de l'azote symbiotique est notamment sensible a la salinité élevée
[41].

1.1.5.2. Stress biotigues

1.1.5.2.1. Ravageurs et parasites

Les insectes comme les pucerons, les thrips et le charancon sont les
principaux ravageurs qui peuvent endommager le pois cultivé ainsi que ses
graines [24]. Selon CLEMENT et al., le ravageur le plus dommageable du pois
fourrager est le charancon du pois (Bruchus pisorum). Ses larves réduisent le
rendement et la qualité de la semence en s’alimentant sur les graines en
développement. L'incorporation de la résistance au charancon du pois a partir des

espéces sauvages de P. fulvum dans le pois semble encourageante [42].

Orobanche crenata, espéce parasite non chlorophylienne des racines
d'angiospermes qui dépend totalement de son hdéte pour son approvisionnement
en éléments nutritifs, constitue une contrainte importante pour la production de

pois d'hiver dans les pays asiatiques et méditerranéens [43].
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Le pois est également affecté par un certain nombre de nématodes tels que
Pratylenchus spp., Meloidogyne spp. et Heterodera goettingiana, auquels peu de

résistance est disponible [7].

1.1.5.2.2. Principales maladies bactériennes et virales

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

taches brunes causée par Pseudomonas syringae pv. syringae [25].

Les maladies virales sont dommageables dans la plupart des régions du
monde ou les pois sont cultivés [24]. Il y a plus de 50 virus connus pouvant
infecter le pois [9]. Le plus important parmi eux est le virus de la mosaique du pois
(PSbMV : Pea Seed borne Mosaic Virus) qui a été disséminé dans le monde
entier par les graines infectées [44, 25]. La maladie s'est également transmise par
les pucerons [9]. Le pois peut également étre affecté par d'autres virus, tels que le
virus de I'enroulement des feuilles du pois (PLRV : Potato Leaf Roll Virus), le virus
de la mosaique et d'énation de pois (PEMV : Pea Enation Mosaic Virus) appelé
également le virus 1, la mosaique du pois provoquée par le virus 2 du haricot
(BV2: Bean Virus 2), le virus de la mosaique commune de pois (PCMV :Pea

Commun Mosaic Virus) et le virus de brunissement précoce de pois [25].

1.1.5.2.3. Principales maladies fongigues

La variation du rendement du pois est souvent associée a des attaques
fongigues. Les maladies a craindre sur les récoltes sont surtout celles qui se

manifestent par des attaques foliaires et racinaires.

La croissance du pois est sujette a diverses maladies fongiques foliaires.
L’anthracnose du pois fourrager est un complexe de trois espéces fongiques :
Ascochyta pisi, Mycosphaerella pinodes, la forme parfaite d'A. pinodes, et Phoma
medicaginis var. pinodella. Ces especes sont répandues partout ou les pois sont
cultivés et sont en particulier un probleme dans des zones douces et humides
[24].
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L’oidium du pois causé par Erysiphe pisi, est une maladie foliaire tres
répandue dans le monde [45]. Elle peut causer des dégats graves si elle se
produit t6t dans la saison, avant la floraison. Elle est plus importante dans les
régions subtropicales et dans les régions tempérées [9]. La résistance a I'oidium
est exprimée par un gene récessif (erl) [46 ; 47]. La rouille du pois est causée par
le champignon Uromyces viciae-fabae et U. pisi. U. viciae-fabae est l'agent
principal de la maladie dans les régions tropicales et subtropicales, telles que
I'Inde et la Chine [48]. Plusieurs autres maladies fongiques peuvent aussi affecter
la partie aérienne du pois comme la pourriture blanche causée par Sclerotinia
spp., la pourriture grise causée par Botrytis spp., la septoriose et l'alternariose
[48, 24].

Les maladies telluriqgues sont considérées comme un facteur principal limitant
l'augmentation et la stabilisation des rendements du pois [10]. Parmi ces maladies,
la pourriture racinaire causée par Fusarium solani f. sp. pisi et la fusariose
vasculaire causée par F. oxysporum f. sp. pisi (Fop), sont les parasites les plus
importants .La fusariose vasculaire provoquée par Fop a été rapporté dans tous
les pays ou les pois sont cultivés et peut étre particulierement grave lorsque des

rotations courtes des cultures sont pratiquées [9].

1.2. La fusariose vasculaire du pois

1.2.1. Généralités sur Fusarium oxysporum

Le genre Fusarium a été décrit par Link en 1809 pour des champignons ayant
des conidies sous forme de canot ou de banane [50]. En 2013, la base de
données Fusarium-ID a énuméreé 76 especes distinctes de Fusarium basées sur le
séquencage du gene codant le facteur 1 alpha (EF-1a) de la traduction et de
I'elongation [51].

Fusarium est considéré comme I'un des genres les plus adaptables et les plus
maniables des Eumycota. L'une des espéces les plus importantes est Fusarium
oxysporum qui est composée de souches pathogénes et non pathogenes [52]. F.

oxysporum est un champignon d'origine tellurique cosmopolite, qui présente une
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trés grande diversité génétique et écologique. Cette espéce inclut plus d’une
centaine de formes spéciales et races qui sont chacune spécifique a une plante
hote, souvent des espéces végétales d’intérét horticole, maraicher ou
agronomique. F. oxysporum inclut également des populations non pathogénes

pour lesquelles aucune plante héte n’a été identifiée a ce jour [53, 54].

Les especes phytopathogenes de F. oxysporum causent des maladies
importantes sur les cultures, en induisant spécialement le flétrissement vasculaire
[55]. Cette maladie attaque plusieurs plantes pérennes et annuelles, aussi bien
dans les zones tempérées que dans les zones tropicales causant leur
jaunissement et leur flétrissement [56]. Le haut niveau de spécificité des souches
pathogénes de F. oxysporum a conduit a la détermination des formes spéciales
(formae specialis, f. sp.) ce qui permet la différentiation de ces souches
morphologiquement similaires [57]. Chaque forme spéciale peut étre divisée en
races physiologiques et chaque race physiologique montre un modéle
caractéristique de virulence sur des variétés différentielles dans la méme espéce
héte [58, 59].

F. oxysporum se distingue des autres especes de Fusarium par la production
abondante de microconidies, rassemblées en fausse téte a partir de
monophialides courtes. Seule la reproduction asexuée est connue chez cette
espece ce qui la place dans le groupe des Deutéromycétes [60]. Ainsi, F.
oxysporum est un Deutéromyceéte tellurique appartenant a la sous classe des

Hyphomyceétes et a la famille des Tuberculariacées [61, 62, 63].

1.2.2. Caractéristigues morphologiqgues

F. oxysporum est une espece anamorphe caractérisée par une seérie de
criteres morphologiques comprenant la forme des macroconidies, la structure des
microconidiophores et la formation et la disposition des chlamydospores. La taille
du génome de ce champignon a été estimée entre 18,1 et 51,5 Mb, avec un
nombre de chromosomes variant de 7 a 14 incluant les plasmides mitochondriaux
linéaires [64]. La taxonomie morphologique des espéeces du genre Fusarium est
basée principalement sur la structure et I'abondance des formes de reproduction
asexuée (chlamydospores, phialides, microconidies et macroconidies) (Figure 1.2)

et sur des caractéristiques culturales (texture de colonie, couleur et arome de la
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culture) [50]. Ainsi, F. oxysporum est caractérisé par des microconidies non-
cloisonnées formées dans des monophialides courts, des macroconidies a 3
cloisons formées a partir des monophialides sur des conidiophores embranchés
dans des sporodochia, et des chlamydospores a paroi lisse ou rugueuse formées

séparément ou en paires (Figure 1.1) [50].
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Figure 1.2 : Caractéristigues morphologiques de F. oxysporum [50].

(A) Microconidies; (B) macroconidies; (C) microconidies germées sur des monophialides; et

(D) chlamydospore.

1.2.3. Processus d’infection

F. oxysporum peut survivre dans le sol pendant des périodes prolongées sous
forme de chlamydospores d'ou il est difficile a I'éliminer une fois que le sol est
infesté [58]. Les chlamydospores dormantes de F. oxysporum présentes dans le
sol germent sous des conditions favorables et infectent les plantes a travers leurs
racines [51]. Aprés la germination, un thalle va étre formé a partir duquel des
conidies se forment dans 6 a 7 heures, et des chlamydospores dans 2 a 3 jours si

les conditions sont favorable [65].
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Figure 1.3 : Cycle infectieux de F. oxysporum [58].

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

Cependant, aucune structure spécialisée de pénétration n’a été observée [51].
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Aprés pénétration, le champignon continue a se développer entre et dans les
cellules a travers le tissu de cortex jusqu'a ce qu'il atteigne les vaisseaux du
xyleme. L'entrée dans les vaisseaux du xyleme se produit a travers des creux, et
le champignon se modifie & une phase vasculaire distincte ou il demeure confiné
dans les vaisseaux du xyléme. A ce stade, le champignon prolifére dans le
xyléme, s’infiltre par la production de microconidies qui migrent vers le haut avec

le flux de la séve [51].

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

sous forme de chlamydospores dans les régions tempérées plus fraiches [58].

1.2.4. Mécanismes parasitaires

1.2.4.1. Les enzymes de dégradation de la paroi cellulaire

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

isolats phytopathogénes de F. oxysporum [51].
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1.2.4.2. Production de toxines

Fusarium spp. sont connus depuis longtemps pour produire des métabolites
secondaires toxiques pour les plantes (les phytotoxines). L’acide fusarique, un
composé caractérisé par une toxicité modérée pour les plantes, a été 'un des
premiers métabolites fongiques impliqués dans la pathogénese [66]. Cette toxine
non spécifique est produite par plusieurs especes de Fusarium [67]. A de fortes
concentrations, il induit plusieurs réactions physiologiques dans la cellule
végétale, telles que la perturbation de la croissance cellulaire, de [l'activité
mitochondriale et de la perméabilité de la membrane plasmique. A de faibles
concentrations, il peut déclencher les réactions de défense de la plante et la mort
cellulaire programmée [68]. Bien que la relation entre l'acide fusarique et la
pathogénese est encore en débat, il a été décrit comme le facteur responsable de
la pathogénicité de la race 2 de Fop [69]. Outre I'acide fusarique, les isolats de F.
oxysporum peuvent aussi produire d’autres toxines telles que la beauvericine,
'enniantine B, la bikaverine, la moniliformine, la fumonisine et les trichothécénes

qui peuvent aussi contribuer a leur pathogénicité [70].

1.2.4.3. Autres mécanismes

La détoxication enzymatique des phytoalexines, les voies de signalisation par
les protéines kinases (MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinases) et les protéines
G, le fonctionnement des peroxysomes, les facteurs multiples de transcription et
récemment les protéines effectrices sont des mécanismes qui sont impliqués dans
le processus d'infection des plantes par F. oxysporum [56, 71]. Le gene fmkl
codant pour une MAPK et sa cible principale le facteur de transcription Stel2 a été
isolé chez F. oxysporum [72, 73]. Il a été démontré que la signalisation par les
MAPK est impliquée dans l'adhésion des spores a la surface des racines, le
développement de 'hyphe de pénétration, la croissance invasive et la production

de la pectate lyase [72, 73].

1.2.5. Mécanismes de défense de la plante

Aux stades pré-vasculaires et vasculaires de l'infection, les plantes répondent
a l'invasion fongique par l'activation des mécanismes de défense qui incluent la

production du dépét de callose, I'accumulation des composés phénoliques et la
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formation de tyloses (excroissances des cellules parenchymateuses du xyleme)
[74]. Le premier moyen de défense de la plante contre de nombreux pathogenes
est présenté par le réseau de macromolécules de la paroi cellulaire de I'héte. Si
cette barriere est surmontée, la cellule tente de limiter la propagation de l'infection
par plusieurs moyens. La réponse la plus commune est la formation d'appositions
de la paroi cellulaire qui a été montrée pour étre rapidement induite apres le début
de la pénétration du champignon, parfois aprés quelques heures seulement. Ces
appositions, appelées papilles, comprennent une matrice de callose incorporée

avec la cellulose, la subérine, le calcium et le silicium [75].

Les barrieres structurelles naturelles, telles que I'endoderme des racines ou
celles créés par la production et I'accumulation des gels et de tyloses vasculaires
par les cellules adjacentes du parenchyme et leur accumulation dans les
vaisseaux du xyleme, peuvent bloquer la progression des hyphes du champignon
[76, 58].

La réponse hypersensible produite par la mort des cellules parenchymateuses
des tissus vasculaires infectés par le champignon a également été observée sur
des racines de plantes infectées par F. oxysporum [77]. Dans un premier stade
d'hydrolyse de la paroi cellulaire, des mécanismes physiques sont impliqués, en
utilisant la lignine et des composés phénoliques de la paroi pour restreindre
I'action des CWDEs du pathogéne sur la paroi cellulaire de I'héte. Un deuxiéme
mécanisme chimique se produit a un stade ultérieur pour éviter la production de

CWDEs par l'agent pathogene. Cette inhibition est liée a la participation des

phénols estérifiés dans la paroi cellulaire [78, 75].

La production de composés antifongiques est également une stratégie de
base de défense chez la plante [79]. Elle comprend la production et I'accumulation
de composés antimicrobiens, appelés phytoanticipines et phytoalexines, dans le
site d'infection [80]. Des peptides antimicrobiens et des especes réactives
d'oxygéne peuvent étre aussi produits lors d’'une infection parasiataire [81, 82].
Une protéine antifongique ayant une masse moléculaire de 31kDa, a été isolée
chez la variété macrocarpon de Pisum sativum. La protéine, appelée pisumine, a
montré une activité antifongique envers F. oxysporum et Rhizoctonia solani [83].

Une autre protéine antifongique ayant une masse moléculaire de 11 kDa, a été
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aussi isolée a partir des graines de Pisum sativum var. arvense Poir, qui a montré

son activité inhibitrice envers F. oxysporum [84].

Chez la plupart des plantes, les genes conférant une résistance dominante
envers les pathogenes, codent des protéines impliquées dans la reconnaissance
spécifique de la race du pathogéne. La relation géne pour gene accorde a une
forte résistance codée par les génes R, envers les pathogenes qui expriment des
genes d’avirulence (avr) correspondants [85]. Les genes R codent deux catégories
de protéines riches en leucine (LRR : Leucine-Rich-Repeat) menées d’un site de
perception du pathogéne [86]. Le signal reconnu par une protéine R peut assumer
diverses formes, telles que des protéines effectrices, des activités enzymatiques
de ces protéines ou des métabolites polyketides [85, 87].

En contraste avec la forte résistance codée par un seul gene R, la résistance
de I'néte et souvent oligogénique, reportée a une résistance horizontale, est
identifiée par des locus multiples a traits quantitatifs (QTL : Quantitative Trait Loci)
[88]. Les deux types de résistance monogénique et oligogénique envers F.

oxysporum, ont été décrites chez plusieurs especes végétales [89, 65].

1.2.6. Races de Fop

La fusariose vasculaire du pois a été décrite la premiéere fois et distinguée de
la pourriture racinaire par JONES et LINFORD (1925) qui l'ont appelée « la
maladie du flétrissement méconnu». A ce moment, la maladie a été signalée dans
50 parcelles a Wisconsin aux Etats-Unis, ou elle a causé des pertes économiques
plus importantes que celles rapportées pour la pourriture racinaire [90]. L’agent

causal a été appelé F. othoceras var. pisi [91].

Le pathogéne a été dénommé plus tard race 1 de F. oxysporum f. sp. pisi en
1935 [92]. En 1933, SNYDER a décrit une autre race de F. oxysporum capable de
causer le flétrissement chez des variétés résistantes a la race 1, et qui a été
dénommé la race 2 [93]. Cette nouvelle race apparait plus tard dans la période de
végeétation, souvent seulement durant le développement des gousses [94]. Les
races 3 et 4 ont été ensuite décrites aux Pays Bas et au Canada, respectivement
[10]. Cependant, ces deux races ont ensuite été regroupées dans la race 2 étant

des formes dérivées plus virulentes de la race 2. En 1970, la race 5 a été décrite
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au nord-ouest de l'état de Washington (Etats Unis) [95], ou tous les cultivars
commerciaux connus résistants aux races 1 et 2, étaient susceptibles. En 1979,
une nouvelle race de Fop a été décrite a 'ouest de I'état de Washington, qui était
pathogene sur des cultivars et des lignées améliorées résistants aux races 1, 2 et
5, et a été dénommeée la race 6 [96]. A I'heure actuelle, quatre races de Fop ont
été identifiées, les races 1 et 2 décrites dans le monde entier, alors que les races
5 et 6 sont seulement importantes a 'ouest de I'état de Washington aux Etats-Unis
[11].

1.2.7. Symptomes de la maladie

Les symptdmes dus aux races 1, 5 et 6 provoquent I'enroulement des feuilles
et des stipules vers le bas, I'épaississement de I'entre-nceud basal, le
jaunissement et les nécroses des feuilles et des tiges deviennent plus fragiles.
Bien que le systéme racinaire apparaisse normal, le tissu vasculaire de la racine
et de la tige peut devenir jaune a orange. Cette décoloration vasculaire s’étend
souvent a la tige supérieure (Figure 1.4 B). Durant le développement de la
maladie, le jaunissement progresse des feuilles inférieures vers I'apex de la tige
(Figure 1.4 A). La fusariose se développe rapidement entrainant la mort des
plantes [97].

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

les autres races allant de I'orange au rouge foncé [9].
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Figure 1.4 : Symptomes de la fusariose vasculaire du pois [97, 98].

(A) jaunissemnt unilatéral des feuilles, (B) Coloration des tissus vasculaires.

1.2.8. Epidémiologie

Fop peut survivre dans le sol pendant plus de 10 ans en absence de son héte
sous forme de chlamydospores a paroi épaisse. La survie est liée a l'association
du champignon avec les racines des plantes non-h6tes. Le champignon est
également capable d'infecter les graines. De plus, F. oxysporum peut étre
transporté d'un champ a un autre par les outils agricoles et les débris végétaux. Il
peut également étre dispersé par le vent ou par les eaux d’irrigation [9]. Une fois
introduit dans un nouveau champ, le champignon a besoin d'abord d'augmenter
son nombre dans le milieu. Une période de latence de quelques années se produit
avant que le champignon atteint la quantité suffisante d’inoculum pour causer la

maladie [9].

Une température du sol de 21 a 25° C est généralement plus favorable pour
que Fop puisse causer la maladie, bien que la race 5 peut infecter les plantes
hétes a des basses températures [99, 9].
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1.2.9. Contrble de la maladie

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

l'utilisation de variétés résistantes [100].

1.2.9.1. Lutte culturale

La rotation des cultures est la meilleure pratique culturale qui peut contribuer a
la réduction des dégats causés par les phytopathogenes fongiques. Cependant, la
rotation des cultures n'a qu'un effet mineur dans la résolution des problémes de
pois causés par la fusariose vasculaire, non seulement parce que les
chlamydospores de Fop survivent trés longtemps dans le sol, mais aussi parce
que linoculum peut se multiplier sur les racines des hdtes porteurs

asymptomatiques [101].

1.2.9.2. Lutte chimique

La fumigation du sol avec un fongicide a large spectre est une méthode de
lutte potentielle qui fournit un bon contréle préventif, bien que la recolonisation du
sol par Fop se déroule trés rapidement [101]. En outre, la fumigation des sols est
couteuse pour l'application aux champs et en raison de limpact négatif des
produits chimiques sur les organismes non cibles et le potentiel de risque pour
I'environnement et la santé, la gamme et le taux de fongicides utilisée a été
progressivement limitée et certains d'entre eux ont été éliminées, tels que le

bromure de méthyle [102].

1.2.9.3. Lutte biologique

Durant ces dernieres annees, le contrdle biologique de la fusariose vasculaire
a donné des résultats encourageants. Le biocontrble consiste a utiliser des
champignons antagonistes tels que les souches non pathogenes de F.
oxysporum, Trichoderma spp. et Gliocladium spp., et des bactéries telles que
Pseudomonas fluorescens et Burkholderia cepacia [103, 104, 105]. Bien que
promettant, aucun de ces microorganismes n’a été utilisé pour controler la

fusariose en pratique jusqu'a présent [97].
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1.2.9.4. Lutte génétique

L’utilisation des variétés résistantes du pois a été considérée comme la seule
mesure pratique et économique pour contréler la maladie en plein champ. La
résistance aux quatre races de Fop est contr6lée par des genes dominants et
héréditaires. La résistance a la race 1 est contrélée par un seul géne dominant
(Fw) qui est intégré dans la plupart des variétés cultivées [106]. La résistance a la
race 2 est aussi conférée par un gene dominant Fwn [9], bien qu’il a été démontré
que plusieurs genes peuvent étre impliqués [11]. La résistance a la race 5 est
contrélée par le géne dominant Fwf localisé sur le groupe de liaison Il pres du
marqueur RAPD “U693a” [107, 108]. Les génes de résistance a la race 2 n'ont
pas été encore assignés a un emplacement chromosomique et le géne de

résistance a la race 2 n’a pas été encore déterminé [97].

La résistance horizontale a été identifiée, mais elle reste incompléte. Donc,
qguand le potentiel de la maladie est élevé, les cultivars meurent ou se marissent
précocement que les plantes indemnes de maladie, ce qui cause une perte de
rendement et de la qualité de congélation ou la mise en conserve des graines de
pois [94, 9].
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal

Une collection de 28 génotypes issus de populations spontanées et de
variétés fourrageres de Pisum spp. a été utilisée. Les génotypes appartiennent
aux deux especes P. fulvum et P. sativum dont cette derniére renferme plusieurs
sous-espéces a savoir sativum, arvense, elatius, jormadi et syriacum. Les
semences de 26 génotypes ont été issues de I'lnstitut de I'Agriculture Durable de
Cordoue (IAS-CSIC, Cordoba, Spain). Alors que les semences des deux autres
génotypes Séfrou et Merveille de Kelvedon, cultivés localement, ont été fournies
par I'Institut Technique des Grandes Cultures de Sétif (ITGC, Sétif) (Tableau 2.1).

Tableau 2.1 : Génotypes du pois étudiés.

Génotypes Especes

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

Merveille Kelvedon

P21, P614, P615 P. sativum ssp. elatius
P42, P627, P632, P633, P634, P638, Séfrou P. sativum ssp. arvense
P650 P. sativum ssp. jormadi
P665 P. sativum ssp. syriacum

P656, P316, P669, P651 P. fulvum
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2.2. Isolats fongigues

Pour déterminer les niveaux de résistance de la collection de pois et sa
stabilité sous serre, quatre souches de Fop R1, R2F42, Argl et Arg3, fournies par
'IAS-CSIC, ont été utilisées. La souche R1 appartient a la race 1, alors que les
souches R2F42, Argl et Arg3 sont de la race 2 [69].

D’autres parts, onze nouveaux isolats de Fusarium oxysporum ont été
caractérisés au niveau moléculaire. Ces isolats, M121A, M121B, M121C, M1, M2,
M3, AF31, M211, M233A, M233B et AF23, ont été antérieurement isolés a I'lAS-
CSIC a partir de plants de pois porteurs de symptéomes évidents de la fusariose

vasculaire, dans des régions de Mascara et de Ain Fares (Relizane).

Afin de les régénérer, les souches et les isolats ont été ensemencés sur le
milieu PDA (Potato Dextrose Agar) et incubées a 28 °C pendant quatre a cing
jours. Pour obtenir le mycélium, un disque de chaque culture produite sur le PDA
a été transféré dans 100 ml de PDB (Potato Dextrose Broth) et cultivé & 28 °C
sous agitation constante (170 rpm) pendant 4 jours. Une fois multiplié, le milieu de
culture a été filtré sur deux compresses stériles pour récupérer le mycélium frais
qui a été congelé dans de l'azote liquide et gardé a -80 °C jusqu’a son utilisation

pour extraire son ADN.

2.3. Expérimentation sous serre

2.3.1. Prégermination des graines

Les graines de pois ont été superficiellement désinfectées pendant 20 min
dans une solution d’hypochlorite de sodium (20%) puis rincées deux fois avec de
l'eau distillée stérile. Cinquante graines de chaque génotype sont par la suite
enveloppées dans un papier filtre stérilisé et humecté et placées dans des boites
de Pétri. Pour stratifier les graines, les boites ont été couvertes avec du papier
aluminium et mises a 4 °C pendant 4 jours. Apres stratification, les boites ont été
incubées a 25 °C jusqu'a la germination des graines. Une fois germeées, les

graines ont été transférées dans des pots de 250 ml de volume contenant de la
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perlite stérile et maintenues sous serre en verre. Les plantules sont arrosées avec

de I'eau courante selon le besoin.

2.3.2. Préparation de l'inoculum

Selon la techniqgue décrite par DI PIETRO et RONCERO (1998), les
suspensions fongiques ont été préparées en prélevant des disques mycéliens a
partir des cultures de Fop agées de 4 a 5 jours (sur milieu PDA). Les disques ont
été mis dans des flacons contenant 200 ml du milieu liquide PDB a raison de 5 a 6
disques par flacon et incubés a la température ambiante, sous agitation continue
(170 rpm). Apres 5 jours, les spores ont été récupérées par filtration de la
suspension a travers les mailles de 2 compresses stériles [109]. A I'aide d’une
cellule de Malassez, la concentration des filtrats a été mesurée puis ajustée a
5x10° spores/ml [110].

2.3.3. Inoculation des plantules

Pour procéder a l'inoculation des plantes avec les souches de Fop, nous
avons utilisé la technique d'immersion des racines [110]. Au stade 2 a 3 nceuds,
les plantes ont été dépotées et les racines ont été délicatement lavées sous 'eau
du robinet pour enlever la perlite adhérée. Un tiers du systéme racinaire a été
coupé avant I'immersion du reste de la racine dans la suspension de spores,
pendant 5 min a la température ambiante. Aprés l'inoculation, les plantes de pois
ont été transplantées dans leurs pots et incubées sous serre jusqu'a la fin de

I'expérimentation.

2.3.4. Dispositif expérimental

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

- Le facteur « génotype » est composé de 28 niveaux correspondant aux 28
génotypes de pois étudiés (Tableau 3.1).

- Le facteur «souche » comprend 5 niveaux correspondant aux quatre
souches et aux témoins pour lesquels la suspension de Fop a été

remplacée par de I'eau distillée stérile (EDS) lors de l'inoculation.
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Le nombre total des traitements était 140 (Tableau 2.2) et chaque traitement a
été repété 6 fois, soit un total de 840 plantes (unités expérimentales). Les
traitements ont été randomisés dans 2 blocs aléatoires complets a raison de 3

répétitions par bloc.

Tableau 2.2 : Les différents traitements du dispositif expérimental.

Génotypes Souches de Fop Témoins
étudiés R1 R2F42 Arg1 Arg3 EDS
J11412 T1 T29 T57 T85 T113
JI 1760 T2 T30 T58 T86 T114
JI1 1559 T3 T31 T59 T87 T115
J1 2480 T3 T32 T60 T88 T116
Radley T5 T33 T61 T89 T117
Polar T6 T34 T62 T90 T118
Messire T7 T35 T63 T91 T119
74SN5 T8 T36 T64 T92 T120
New Season T9 T37 T65 T93 T121
1123 T10 T38 T66 T94 T122
2946 T11 T39 T67 T95 T123
P21 T12 T40 T68 T96 T124
P42 T13 T41 T69 T97 T125
P316 T14 T42 T70 T98 T126
P614 T15 T43 T71 T99 T127
P615 T16 T44 T72 T100 T128
P627 T17 T45 T73 T101 T129
P632 T18 T46 T74 T102 T130
P633 T19 T47 T75 T103 T131
P634 T20 T48 T76 T104 T132
P638 T21 T49 T77 T105 T133
P650 T22 T50 T78 T106 T134
P651 T23 T51 T79 T107 T135
P656 T24 T52 T80 T108 T136
P665 T25 T53 T81 T109 T137
P669 T26 T54 T82 T110 T138
Séfrou T27 T55 T83 T111 T139

M. Kelvedon T28 T56 T84 T112 T140
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2.3.5. Parameétres étudiés

2.3.5.1. Suivi symptomatologigue

Les observations symptomatologiques concernent le suivi et le contréle du
développement des symptémes typiques de la fusariose vasculaire du pois sur les
parties aériennes (symptdmes externes) et au niveau du systeme vasculaire
(symptdémes internes). Les symptdmes externes s’expriment par un flétrissement
et un jaunissement des feuilles suivis par un dessechement et/ou la mort de la
plante [16].

Une coloration rougeétre des tissus de la tige et du collet de la plante a été
précédemment décrite pour étre associée aux infections par F. oxysporum [9]. Afin
d'observer ces symptémes internes, nous avons examiné des coupes des plantes
inoculées par les quatre souches de Fop, sous une loupe binoculaire (G : x8).
Pour cela, les plantes inoculées ont été dépotées 30 jours apres I'inoculation puis
lavées sous I'eau du robinet. La tige et la partie supérieure du systeme racinaire
ont été longitudinalement coupées, a l'aide d’'un scalpel et observées sous une

loupe binoculaire.

2.3.5.2. Taux d’infection

Pour chaque plante, nous avons calculé le taux d’infection, représenté par la

proportion de feuilles symptomatiques par rapport au nombre total de feuilles.

Nombre de feuilles symptomatiques

Taux d’infection (%) = x 100

Nombre total des feuilles

Le calcul des valeurs effectives des taux d’infection pour chaque plante a été

réalisé comparativement aux témoins sains traités par I'eau distillée stérile.

2.3.5.3. Sévérité de la maladie (VIS)

L’évaluation des symptémes foliaires de chaque plante a été effectuée selon
une échelle visuelle de 5 niveaux [16], permettant de calculer I'indice de la

seévérité (VIS : Visual Index of Severity) (Figure 2.1).
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L’indice final est représenté par la moyenne des valeurs VIS de I'ensemble des
feuilles de chaque plant.

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

VIS = Nombre total des feuilles

Le calcul des valeurs effectives des VIS pour chaque plante a été réalisé

comparativement aux témoins traités par I'eau distillée stérile.

1 2 3 4 - ;\\.. =

Figure 2.1 : Echelle de I'évaluation des symptdmes de la fusariose vasculaire
[16].

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

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

2.3.5.4. Courbe des aires de progression de la maladie (AUDPC)

Pour comparer la réaction des génotypes étudiés vis-a-vis de la fusariose
vasculaire, les valeurs des taux d’infection de la maladie ont été utilisées pour
calculer l'aire de progression de la maladie (AUDPC : Area Under the Disease
Progress Curve). L’AUDPC intégre l'intensité des symptdmes et leur progression

dans le temps, selon I'équation suivante :
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AUDPC = 27[i2x"+l X (t; 1T )]

xi: taux d’'infection estimé a la date i ; x;:; : taux d’infection estimé a la date i+1 ; t.;: nombre de

jours entre la date i et la date i+1.

Le calcul des valeurs effectives des AUDPC pour chaque plante a été réalisé

comparativement aux témoins traités par I'eau distillée stérile.

2.4. Expérimentation en plein champ

2.4.1. Semis et dispositif expérimental

L’expérimentation en plein champs consiste a étudier le comportement des 28
génotypes étudiés de pois (Tableau 3.1), dans des conditions naturelles. Le travalil
a été réalisé au niveau de la station expérimental du Département des
Biotechnologies (Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie — Université de
Blidal).

Des prélevements de sol ont été précédemment réalisés, et des analyses ont
été effectuées au niveau de I''TAFV de Boufarik (Institue Technique des Arbres
Fruitiers et de la Vigne). Le sol est considéré comme sableux limoneux, équilibré

en matiére organique et d’'un pH de 7,30 (Appendice F).

L’espace expérimental (20 x 13 m) a été délimité au niveau d’une parcelle,
cultivée durant les deux derniéres années consécutives avec I'association avoine-
trefle suivie d’'une culture de féve. Avant l'installation de notre expérimentation, le
sol a subi un labour profond suivi d’'un discage. Comme la culture a été conduite
dans des conditions naturelles, ses besoins en eau sont assurés par les pluies
(Appendice D). Durant les périodes tres séches (mi-Mars- Mai), des apports en

eau ont été réalisés par rigoles.

Le semis a été réalisé dans des unités élémentaires (sillons) d’'un métre de
longueur contenant 20 graines de chaque génotype étudié. L'espace entre les
sillons est de 0,7 m, et de 0,5-0,7 m entre chaque file de sillon. Le cultivar local

Séfrou considéré susceptible a Fop a été utilisé comme contrdle et semé entre les
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génotypes étudiés. Chaque génotype a été répété 3 fois dans trois blocs
indépendants séparés par trois sillons du génotype contrdle Séfrou (Figure 2.2).

Im (li}m
L Sefrou | [ Sefrou | [ Sefrou | |["Sefrou | [ Sefou | [ Sefrou | I Seirou ] [ Sefrou l l Selrou ]

07m A

[ Sefrou |

Sefrou

Sefrou Sefrou Sefrou Sefrou

[ Sefrou_] I Sefrou ]

l Sefrou ] l Scfrou | l Sefrou_|

_Séfrou | [ Séfrou_ | [ Séftou_ I Sefrou I W l Scfrou I l Sefrou_)
Bloc 1 Bloc 2 Bloc 3

[  Génotype étudié
Génotype sensible Séfrou

Figure 2.2 : Dispositif expérimental de I'expérimentation en plein champ.
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2.4.2. Parameétres étudiés

Notre suivi se base essentiellement sur I'évaluation du comportement des 28
génotypes étudiés vis-a-vis de la fusariose vasculaire de pois. Par conséquent,
nous avons mesuré le taux de sévérité de la fusariose vasculaire comme pour

I'expérimentation sous serre.

De plus, nous avons évalué quelques parametres agronomigues comme le
taux de germination, la date de floraison, le nombre de plantes et de gousses, la

biomasse produite et le poids des graines produites.

2.5. Caractérisation moléculaire des isolats
2.5.1. Extraction de 'ADN

Pour [l'extraction de I'ADN fongique, le mycélium de chaque isolat
préalablement congelé a été broyé sous azote liquide avec un mortier et pilon. Les
échantillons d’ADN de chaque isolat ont été obtenu a partir de 100 a 200 mg du
broyat suivant la méthode décrite par RAEDER et BRODA [111]. Pour cela, le broyat
a été homogénéisé dans 1 ml de tampon d’extraction CTAB (Appendice B). Pour
isoler les acides nucléiques, 'homogénat a été incubé 30 min a température
ambiante en présence d’une solution contenant 4 pl de B-mercapto-ethanol et 1 ml
de chloroforme:octanol (24 :1, V/V). Aprés centrifugation 5 min a 7 000 rpm a
température ambiante, le surnageant de chaque échantillon contenant les acides
nucléiques a été incubé 1 h a une température de -80°C en présence de 1 ml
d’éthanol a 100% préalablement refroidi a -20°C pour précipiter 'ADN. Aprés
incubation et une centrifugation a 3 000 rpm pendant 5 min a température
ambiante, le surnageant est éliminé et le culot d’ADN est lavé avec 1 ml d’éthanol
froid (75%). Le culot d’ADN est ensuite séché a température ambiante et re-
suspendu avec 50 pl d'eau ultra pure. Pour éliminer toute trace d’ARN, les
échantillons sont ensuite traité durant 1h a 37°C avec 4 pl dARNase A.

Afin de contrdler la qualité de 'ADN, 1 yl de chaque échantillon a été séparé

par électrophorése sur un gel d’agarose a 0,7% et en présence du tampon TAE.
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En paralléle, la concentration en ADN a été déterminée par spectrophotométrie a
280 nm par un NanoDrop 1 000 (Thermo SCIENTIFIC, Etats-Unis).

2.5.2. Amplification des fragments par PCR

La réaction de polymérisation en chaine (Polymerase Chain Reaction: PCR) a
été réalisée dans un volume total de 50 pl contenant les éléments ci-dessous
(Tableau 2.3).

Tableau 2.3 : Composition du mélange pour PCR (pour un tube).

Réactifs Mix (x1)
Tampon 10x 5 pl (1x)

Mg Cl, (50mM) 2,5ul

dNTP (2mM) 5 ul (200uM)
Amorce sens (15uM) 1 pl (15 pmol)

Amorce anti-sens (15uM) 1 pl(15 pmol)
Taq polymérase (5U/ul) 1 pl (1U/50 pli

Eau ultra pure 34,5/32-1 pl(ADN)=33,5/31

Deux régions chromosomiques ont été amplifiées chez les 11 isolats
fongiques dans un thermocycleur MyCycler™ (BIO-RAD, Etats-Unis), selon le

programme illustré dans la Figure 2.3 :

- La région ITS1-5.8S-ITS2 (Internal Transcribed Spacer) de I'ADNr des

isolats a été amplifiée par PCR en utilisant les amorces ITS1 et ITS4 [112].

- Le facteur d’élongation alpha 1 (EFa1) a été amplifié en utilisant les
amorces EF1 et EF 2 (Tableau 2.4) [113].
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Figure 2.3: Programme d’amplification sélectionné pour la PCR.

Tableau 2.4: Amorces utilisées dans la PCR.

Locus Nom Amorces (sens et anti-sens)
EF1a Facteur d’élongation EF1, 5-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3’
EF2, 5-GGARGTACCAGTSATCATG-3’
ITS Région intergénique ITS1, 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’

(InternalTranscribedSpacer) ITS4, 5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’

A la fin de la réaction, une électrophorése sur gel d’agarose a 0,7 %, a été

réalisée avec 5 pl d’amplicons et visualisée sous UV.

2.6. Analyses statistiques

Les résultats des taux d’infection, des valeurs VIS et des valeurs AUDPC de
'expérimentation sous serre, ont subi une analyse de variance (ANOVA) en

utilisant le logiciel statistique « Systat » vers. 12.

Le calcul des moyennes des taux d’infection, des VIS et des valeurs AUDPC
de I'expérimentation sous serre a été effectué en utilisant le méme logiciel, dont
les différences sont significatives en se basant sur la plus petite difference au seuil

a < 5%.



44

CHAPITRE 3
RESULTATS

3.1. Expérimentation sous serre

3.1.1. Description symptomatologique

Au niveau de la plante entiere, les premiers symptébmes de la fusariose
vasculaire du pois, ont été détectés sur les génotypes sensibles 7 a 10 jours apres
I'inoculation. Les symptdmes de la maladie apparaissent sur les premiéres feuilles
(Figures 3.1 B et 3.2 B) et atteignent progressivement les jeunes feuilles jusqu'au
dessechement complet (Figure 3.2 D) et la mort de la plante entiere des
génotypes susceptibles comme c’est le cas du génotype Messire infecté par la
souche R2F42 (Figure 3.2 E). Au niveau foliaire, les symptdémes débutent par le
jaunissement et/ou la courbure vers le bas des extrémités du limbe (Figures 3.1
B,3.2 B et 3.2 C). Le jaunissement progresse ensuite a travers la feuille et
s’associe avec une nécrose progressive jusqu'a ce que la feuille entiere flétrisse et
se desseche (Figures 3.1 C, 3.1 D et 3.2 D).

Figure 3.1 : Progression des symptomes de la fusariose vasculaire chez le
génotype Séfrou inoculé avec la souche R1.



45

(A) 7 jours, (B) 13 jours,

(C) 19 jours et (D) 27 jours apres l'inoculation.

Figure 3.2 : Progression des symptomes de la fusariose vasculaire chez le

génotype Messire inoculé avec la souche R2F42.

(A) 7 jours, (B) 13 jours,

(C) 19 jours, (D) 27 jours et (E) 31 jours aprés I'inoculation.

En paralélle avec les symptdmes au niveaux foliaires, la souche R2F42,
appartenant a la race 2 du pathogéne, a causé une décoloration rouge foncé a
brun sur les racines et le collet de la plupart des génotypes testés (Figure 3.3).
Les souches R1, Argl et Arg3 de Fop quand a elles n'ont pas causé cette
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décoloration, et les racines et collet de tous les génotypes inoculés avec ces

souches ont présenté une couleur normale (Figure 3.3).

Figure 3.3: Aspect des racines du génotype P632, 31 jours apres l'inoculation
avec les quatre souches de Fop.

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

Quant aux symptdomes internes, l'observation des coupes sous loupe
binoculaire (G: x8), nous a montré une décoloration brune des tissus
parenchymateux des différents génotypes testés (Figure 3.4). De plus, une
décoloration rouge foncée du systéme vasculaire est visible chez les plantes
inoculées par la souche R2F42 (Figure 3.4).
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Témoin (EDS)

Figure 3.4: Symptdmes internes chez le génotype Messire 31 jours aprés
l'inoculation avec les quatre souches de Fop (G : x8).
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3.1.2. VIS et taux d’infection

L’analyse de la variance des taux d’infection et des valeurs VIS a mis en
évidence des différences significatives entre la virulence des quatre souches de
Fop (Appendice G). La souche R2F42 a induit les taux d’infection et les valeurs
VIS les plus importants (Figure 4.7 B), alors que les valeurs les plus faibles ont été

enregistrées avec les deux souches Argl et Arg3 (Figures 4.8 A et B).

L’ANOVA a aussi mis en évidence des différences significatives entre les 28
génotypes étudiés (Appendice G). Les génotypes Messire, 2946, P21 et P634
inoculés avec la souche R2F42, ont montré les taux d’infection et les VIS les plus
importants, tandis que les génotypes Jl 1760, 74SN5 et Radley inoculés avec les
souches Argl et Arg3, ont montré les valeurs les plus faibles. Les taux d’infection
enregistrés 31 jours aprés linoculation, varient de 15,74% (JI 2480-Arg3) a
64,58% (2946-R2F42) (Appendice K). Les valeurs VIS varient de 1,03 (P651-Arg3
: Figure 3.5 D) a 4,41 (2946-R2F42 : Figure 3.5 B).

Le génotype P627 inoculé avec la souche R1, s’est avéré le plus susceptible
en présentant une valeur effective de VIS de 2,56, suivi par P633 (2,52), P615
(2,47), P665 (2,41), P650 (2,29), Séfrou (2,23) et 2946 (2,15). Les deux génotypes
qui se sont avérés les moins susceptibles envers cette souche et qui ont
enregistré des valeurs inférieures a 1,2 sont Radley (1,09) et P651 (1,13) (Figure
3.4 A). En interaction avec la souche R2F42, les génotypes 2946 et P21 sont
aveérés les plus sensibles en enregistrant des VIS supérieurs a 4. Les génotypes
qui sont avérés les plus résistants sont Radley, P656, P651, JI 1559 et Merveille

de Kelvedon avec des VIS inférieurs a 1,5 (Figure 3.4 B).

Tous les génotypes étudiés inoculés avec la souche Argl, ont enregistré des
valeurs VIS inférieures a 2,5, tel le cas du génotype 2946 (2.15) et le génotype
P656 (1,05) (Figure 3.4 C). En interaction avec la souche Arg3, les deux
génotypes 2946 et P615 ont présenté des valeurs VIS dépassant la valeur de 2.
Les autres génotypes ont enregistré des valeurs inférieures a 2, dont les
génotypes P651, P638, JI 1559, 74SN5, Radley, JI 2480 et P632, ont enregistré

les valeurs les plus faibles (Figure 3.4 D).
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leur inoculation avec les quatre souches de Fop.
leur inoculation avec les quatre souches de Fop, en plus des valeurs des

La figure 3.6 représente les valeurs VIS des 28 génotypes étudiés, 31 jours

~

Figure 3.5: Valeurs effectives de VIS des 28 génotypes de pois 31 jours apres
apres

témoins sains (EDS).
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Figure 3.6 : Valeurs VIS des 28 génotypes du pois en interaction avec les quatre souches de Fop 31 jours apres l'inoculation.
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De méme que la progression des taux d’infection (Appendice L), la cinétique
des valeurs VIS durant la période du suivi a révélé la progression trés rapide de la

maladie chez les génotypes inoculés avec la souche R2F42, avec laquelle
7éme ou 1Oéme

'apparition des premiers symptdomes a été notée a partir du jour

aprés l'inoculation, sur la plupart des génotypes étudiés (Figure 3.7). La seule
exception est le génotype Merveille de Kelvedon qui a montré un temps de latence

~

bien plus long puisque les symptdmes n’ont commencé a étre visibles sur ce

génotype qu’a partir du 22°™ jour aprés I'inoculation (Figure 3.7).

5 5 /./‘E*
4 4 }/\K \/
—4—74SN5 / —4—T745N5
—8-2946 [0) p—i —m—-2946
2} 3 > 3 i
> PE51 P651
—==M. Kelvedon =M. Kelvedon
2 P21 2 —#—P21
7i 100 13j 16 190 22j 25 28 31 7i 100 13)  16) 197 22j 25 28 31
Jours apres inoculation Jours apres inoculation
5 5 5
4 4
—4—745N5 —4—T45N5
) —m—2046 2} —m—2946
> 3 3
PE51 P51
==M. Kelvedon =M. Kelvedon
2 —#=P21 2 —#=P21
1 - : ; : 1 —p— ; —k———
7i10j  13j 16 19 22j 25 28 31 7i 0 10f  13j 16 19 22j 25 28 31
Jours apres inoculation Jours apres inoculation

Figure 3.7: Evolution des valeurs VIS des génotypes74SN5, 2946, P651,

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

En interaction avec les souches R1, Argl et Arg3, les génotypes qui sont
avéreés les plus susceptibles (2946 et P21), ont montré les premiers symptdmes a
partir du 78me jour pour atteindre des valeurs avoisinant 3, 16 jours aprés
I'inoculation (Figure 3.7). Les génotypes les plus résistants (Merveille de Kelvedon
et P651) ont enregistré une cinétique trés lente avec apparition des premiers
symptémes 13 jours (R1), 16 jours (Argl) et 19 jours (Arg3) aprés leur inoculation

(Figure 3.7).
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L’analyse de la variance des valeurs AUDPC a mis en évidence des

différences significatives entre la virulence des quatre souches de Fop (Appendice

J). Les valeurs AUDPC les plus importantes ont été enregistrées avec la souche

R2F42 (Figure 3.8 B), tandis que les valeurs les plus faibles ont été enregistrées

avec les deux souches Argl et Arg3 (Figure 3.8 C et D).
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Figure 3.8: Valeurs dAUDPC des 28 génotypes de pois inoculés avec les quatre
souches de Fop.
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L’ANOVA a mis en évidence aussi des différences significatives entre les
réactions des 28 génotypes inoculés (Appendice J). Les valeurs AUDPC les plus
importantes sont enregistrées chez les génotypes P21, 2946 et P615 inoculés
avec la souche R2F42 (Figure 3.8 B), alors que les valeurs les plus faibles sont
notées chez les génotypes JI 1559 et Merveille de Kelvedon inoculés avec les
souches Argl et Arg3 (Figure 3.8 C et D). Les valeurs ont été comprises entre
36,64 (Merveille de Kelvedon-Arg3 : Figure 3.8 D) et 1115,87 (P21-R2F42 : Figure
3.8 B).

En interaction avec la souche R1, les AUDPC les plus importants ont été
enregistrés chez les génotypes P627, P633 et 2946 avec des valeurs dépassant
600, tandis que les plus faibles ont été enregistrés chez les génotypes Radley et
P651 avec des valeurs ne dépassant pas 150 (Figure 3.8 A). En interaction avec
la souche R2F42, les génotypes P21, 2946 et P615 sont les plus sensibles avec
des AUDPC dépassant 900, alors que les génotypes Merveille de Kelvedon, JI
1559 et Radley sont les plus résistants avec des AUDPC ne dépassant pas 300
(Figure 3.8 B).

En interaction avec la souche Argl, le génotype le plus sensible était 2946,
suivi par les génotypes P627 et P633, en enregistrant des AUDPC supérieurs a
400. Les trois génotypes Merveille de Kelvedon, New Season et Jl 1559 étaient
les plus résistants avec des AUDPC inférieurs a 105 (Figure 3.8 C). Pour la
souche Arg3, le génotype 2946 est le plus sensible avec une valeur effective
d’AUDPC de 738,04, suivi par le génotype P633 (669,7). Le génotype JI 1559 est
le plus résistant a cette souche en enregistrant une valeur de 101,42, suivi par les
génotypes P651 (112,47), JI 2480 (115,04) et P632 (123,12) (Figure 3.8 D).

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

souches de Fop (Figure 3.9).
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Figure 3.9 : Valeurs minimales et maximales d’AUDPC correspondant aux 28

génotypes étudiés de pois (test PPds).

De cette maniere, 4 groupes distincts peuvent étre distingués. Le génotype
JI1559 a enregistré des valeurs ne dépassant pas 250 avec toutes les souches
utilisées (Figure 3.9 A). Le deuxieme groupe, constitué par les génotypes Ji1412,
JI 1760, Radley, Polar, 74SN5, New Season, Merveille de Kelvedon, JI2480,
P651, P42, P632, P656, P316 et P699, a montré des valeurs relativement faibles
comprises entre 0 et 500 (Figure 3.9 B). Le troisieme groupe contient les
génotypes Messire, 1123, P627, P633, P634, P638, Séfrou et P650 qui ont

enregistré des valeurs intermédiaires variant entre 100-750 (Figure 3.9 C).



55

Finalement le dernier groupe contient les trois genotypes 2946, P21 et P615
qui ont enregistré les AUDPC les plus élevés compris entre 250 et 1000 (Figure
3.9 D). Le génotype P665 a enregistré les plus grandes variations fluctuant entre 0
et plus de 500 indiguant une différence tres marquée de susceptibilité selon la

souche de Fop testée (Figure 3.9).

En comparant les valeurs minimales et maximales d’AUDPC correspondant
aux souches de Fop utilisées, nous avons pu déduire que les valeurs les plus
importantes ont été enregistrées chez les génotypes inoculés avec la souche
R2F42 (Figure 3.10 A). La race 1 représentée par la souche R1 est moins
virulente que la souche R2F42 (Figure 3.10 B) mais plus virulente que les souches
locales Arg1 et Arg3, qui sont les moins virulentes. Ces deux souches n’ont pas

présenté des différences significatives entre elles (Figure 3.10 C).
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Figure 3.10 : valeurs minimales et maximales d’AUDPC correspondant aux quatre

souches de Fop (test PPds).
(*) : Les valeurs ayant la méme lettre ne présentent pas des différences significatives.
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3.2. Expérimentation en plein champ

3.2.1. Taux de germination

Dans les conditions naturelles en plein champ, nous avons enregistré des
valeurs de taux germination allant de 10 jusqu’a 91,67 %. Le taux de germination
le plus important (91,67%) a été enregistré chez les génotypes P669 (P. fulvum),
JI 1760 et JI 2480 (P. sativum) (Figure 3.11).

Le taux de germination le plus faible était celui du génotype cultivé Merveille
de Kelvedon (10%), suivi par I'espéce sauvage Pisum sativum ssp. syriacum

représentée par le génotype P665 (18,33%) (Figure 3.11).
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Figure 3.11 : Taux de germination des 28 génotypes de petit pois en plein champ.
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3.2.2. Dates de floraison

La floraison chez les génotypes étudiés est assez variable. Elle s’est étendue
sur un mois du 07 avril au 07 mai, soit 30 jours. La premiere floraison a été
enregistrée avec le génotype Polar (Pisum sativum ssp. sativum), deux mois
aprés le semis, suivi par le génotype Merveille de Kelvedon (P. sativum ssp.
sativum), alors que le dernier génotype qui a fleuri était P316 (P. fulvum) le 07 mai
(Figure 3.12).
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Figure 3.12 : Dates de floraison des 28 génotypes de petit pois en plein champ.

Les génotypes de la sous espece elatius (P21, P614, P615 et P651), ont fleuri
7 semaines aprés le semis sur une période de 10 jours. La floraison des
génotypes appartenant a la sous espece sativum (JI 1412, JI 1760, JI 1559, JI
2480, Radley, Polar, Messire, 74SN5, New Season, 1123, 2946 et Merveille de
Kelvedon), s’est étendue sur une période de 12 jours, alors que celle des
génotypes appartenant a la sous espece arvense (P42, P627, P632, P633, P634,
P638 et Séfrou), s’est étendue sur une période de 18 jours. L'espéce P. fulvum
représentée par les trois génotypes P656, P316 et P669, a fleuri 8 semaines

apres le semis sur une période de 27 jours. Les deux génotypes P650 et P665
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appartenant aux sous especes jormadi et syriacum, respectivement, ont fleuri le

27 avril, soit 10 semaines aprées le semis (Figure 3.12).

3.2.3. Taux d’infection

D’apres nos observations et prospections de plein champ, nous avons
enregistré un développement normal des différents génotypes avec absence de

symptomes de flétrissement et de jaunissement dus au Fusarium oxysporum f.sp.
pisi (Figure 3.13).

Figure 3.13 : Développement des génotypes dans des conditions de plein champ.

L’absence d’infection par Fop a été confirmée en réalisant des coupes
longitudinales des tiges des différents génotypes. En effet, ces coupes ont montré
'absence de décoloration au niveau des vaisseaux conducteurs qui est une
caractéristique des infections par Fusarium oxysporum phytopathogéene (Figure
3.14).
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Figure 3.14 : Absence de décoloration des vaisseaux conducteurs chez les

génotypes étudiés en plein champ.

3.2.4. Nombre de plantes et gousses

Sur un nombre total de 20 graines semées, la moyenne du nombre de plantes
levées varie entre 1,66 (le génotype Merveille de Kelvedon) a 18,33 plantes (le
génotype Jl 1760). La moyenne du nombre de gousses produites est comprise
entre 0.33 (le génotype P665) et 67 gousses (P656) (Figure 3.15).
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Figure 3.15 : Nombre de plantes et gousses produites par les 28 génotypes
étudiés en plein champ.
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3.2.5. Biomasse et poids des graines

La moyenne de la biomasse produite varie selon les génotypes étudiés. La
valeur la plus importante était de 232,76 g enregistrée avec le génotype JI 1559,
suivi par le génotype P614 (181,38 g). Les biomasses les plus faibles (0,39 g et
0,99 g) ont été enregistrés chez les génotypes P651 et P665, respectivement

(Figure 3.16).

Le poids des graines produites varie entre 0,01g (P651) et 49,97g (JI 1760)
(Figure 3.17 A). Le poids de 100 graines est compris entre 8,759 (P669) et 62,63
(JI 1760), alors les génotypes Jl 1412, Radley, 74SN5, New Season, Merveille de
Kelvedon, P651, P665 et P316 ont produit un nombre ne dépassant pas 77
graines (Figure 3.17 B).
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Figure 3.16 : Biomasse produites par les 28 génotypes étudiés du pois en plein

champ.
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Figure 3.17 : Poids des graines produites par les 28 génotypes étudiés du pois en
plein champ.

(A) Poids des graines totales et (B) poids de 100 graines.

3.3. Caractérisation moléculaire des isolats de Fusarium oxysporum

Avant de caractériser les nouvelles souches de Fop au niveau moléculaire,
nous avons extrait les ADN génomiques de chaque souches. La séparation par
électrophorése des échantillons d’ADN montre une bande de haut poids
moléculaire trés intense pour tous les échantillons a I'exception de la souche
M121B ce qui reflete un ADN de bonne qualité (Figure 3.18).

Figure 3.18 : Profil électrophorese de la migration des ADN des 11 isolats

fongiques.
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Bien que la quantification de ’'ADN par spectrophotométrie a montré de grande
variation, tous les échantillons contiennent une quantité d’ADN supérieure a 1
pg/ul. Selon les échantillons, la quantité d’ADN varie de 1,45 ug/ul (I'isolat M1) a
3,76 pg/ul (lisolat M121C) (Tableau 3.1).

Tableau 3.1 : Concentration en ADN des échantillons d’extraction des 11 isolats

fongiques étudiés.

Isolats fongiques Concentration x10 (ng/ul)

M121A 261,53
M121B 215,06
M121C 375,52
M1 144,87
M2 382,83
M3 178,51
AF31 176,35
M211 148,24
M233A 358,54
M233B 247,47
AF23 285,1

Pour procéder a la caractérisation moléculaire des isolats, nous avons amplifié
les ITS et le facteur d’élongation alpha. Pour les ITS, la réaction de PCR a permis
d’amplifier un seul fragment d’ADN a la taille espérée de 544-545 pb pour chaque
isolat. La séparation des produits de la PCR a aussi révélé la grande similarité de
la taille des fragments obtenus avec la souche de référence R2F42 de Fop (Figure

3.19 A) ce qui semble indiquer que tous les isolats correspondent a F. oxysporum.

Par contre, nous avons détecté des variations dans I'amplification du facteur
d’élongation EFa1. Une bande principale proche de 710bp a été détectée pour
tous les isolats sauf pour AF23 et AF31. Cependant, la bande détectée varie de
taille suivant I'isolat. Ainsi, les isolats M233B, M3, et M121A, B et C montre un
fragment d’ADN a 710bp similaire a la souche de référence R2F42 alors que les
souches M233A, M2 et M1 sont légerement plus long (environ 720bp) ce qui

démontre une certaine variabilité génétique entre les isolats (Figure 3.19 B).
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Figure 3.19 : Profil d’'amplification des régions EFa1 et ITS des ADN des 11
isolats fongiques.
(A) : ITS ; (B) : EFa1 ; (*) : souche de référence.
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CHAPITRE 4
DISCUSSION

4.1. Expression symptomatologigue

La fusariose vasculaire cause un ensemble de symptémes externes, incluant
I'éclaircissement des nervures, I'enroulement des feuilles, le flétrissement, le
jaunissement, les nécroses puis la mort de la plante [114]. Les quatre souches de
Fop utilisées provoquent ce méme tableau symptomatologique sur les génotypes
étudiés. Dans nos essais en conditions semi-contrélées, nous avons constaté que
la souche R2F42 est plus virulente que les autres souches, en causant des
symptdmes plus intenses sur les génotypes susceptibles (Messire, P21, P634,
P669, et Séfrou).

Pour une méme souche, la réponse de chaque génotype a été trés variable.
Généralement, les symptdbmes de flétrissement progressent beaucoup plus
rapidement chez les génotypes Messire, P21 et 2946 que chez d’autres comme
par exemple les génotypes Radley, Merveille de Kelvedon et P665. Ces
symptomes peuvent étre le résultat d’'un déficit hydrique did a l'occlusion des
vaisseaux [114] ou de la combinaison des activités du pathogene, telles que la
condensation du mycélium dans les cellules du xyleme et/ou la production de
toxines [115]. L’association de ces symptdomes a été signalée chez les génotypes

sensibles de pois en réponse aux quatre races de Fop.

En parallele aux symptdomes externes, linfection du pois par Fop est
généralement associée avec une décoloration des tissus vasculaires qui
deviennent rouge-orange ou noirs. Chez les plantes sensibles, cette décoloration
vasculaire progresse de la racine vers la tige et elle est généralement plus intense
en réponse a la race 2 du champignon [116, 9]. En accord avec ces observations,
le tissu vasculaire de la plupart des génotypes inoculés par les souches R2F42,

Argl et Arg3, a viré vers une couleur rouge foncée.
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4.2. Parameétres d’évaluation de la maladie

La plupart des travaux sur la résistance du pois a la fusariose vasculaire,
prennent en considération le taux d’infection et la sévérité des symptomes en tant
que parametres distinctifs [117, 17, 16]. Ainsi, nous avons utilisé ces parametres
pour différencier les réponses des 28 génotypes de Pisum spp. Les différentes
méthodes d’évaluation de la maladie (taux d’infection, VIS et AUDPC) ont révélé
une grande variabilité chez les interactions étudiées (souches de Fop et

génotypes du pois).

En interaction avec la souche Argl, le génotype le plus sensible était 2946
(Pisum sativum ssp. sativum), suivi par les génotypes Jl 1412 (P. sativum ssp.
sativum), P627 (P. sativum ssp. arvense), P656 et P316 (P. fulvum), en
enregistrant des taux d’infection supérieurs a 25%. Les deux génotypes JI 1760 et
74SN5 (P. sativum ssp. sativum) étaient les plus résistants avec un taux
d’infection inférieur a 5 %, suivi par les génotypes JI 1559, Merveille de Kelvedon,
Radley P. sativum ssp. sativum) et P638 (P. sativum ssp. arvense). Pour la
souche Arg3, le génotype P633 (P. sativum ssp. arvense) est le plus sensible suivi
par 2946 et JI1412. Le génotype sauvage Jl 2480 est le plus résistant a cette
souche suivi par les deux génotypes Jl 1559 et 74SN5.

En interaction avec la souche R1, c’est les deux génotypes P633 et P627 qui
ont été les plus sensibles, suivis par Merveille de Kelvedon, P669 (P. fulvum),
2946, P21 (P. sativum ssp. elatius) et Messire (P. sativum ssp. sativum). Pour
cette souche, les génotypes P651 (P. sativum ssp. elatius), JI 1760 et P632 (P.
sativum ssp. arvense) ont enregistré des valeurs effectives du taux d‘infection
inférieures a 9%. En interaction avec la souche R2F42, les quatre génotypes
2946, P21, P634 (P. sativum ssp. arvense) et Messire ont enregistré des taux
d’infection supérieurs a 60%. Les deux génotypes Radley et JI 1559 ont été les
moins sensibles face a la souche R2F42 de Fop, suivis par 74SN5 et Merveille de

Kelvedon.

Le taux d’infection seul apparait insuffisant pour distinguer les réponses des
génotypes étudiés [11]. Afin de décrire correctement la réaction des 28 génotypes

étudiés en interaction avec les quatre souches de Fop, nous avons complété le
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calcul des taux d’infection par une évaluation de la sévérité des symptomes (VIS).
Un tel indice de sévérité a été adopté dans plusieurs études pour évaluer la
résistance du pois vis-a-vis de la fusariose vasculaire [115, 117, 16]. L’utilisation
de I'échelle de sévérité des symptdmes apporte une meilleure quantification de la
maladie, car elle considére les symptémes au niveau de la feuille et donne une
meilleure idée de la proportion affectée chez la plante, reflétant ainsi le degré et la

qguantité de la maladie.

Tous les génotypes étudiés inoculés avec la souche Argl, ont enregistré des
valeurs VIS inférieures a 2,5, tel le cas du génotype 2946 (2,15) et le génotype
P656 (1,05). En interaction avec la souche Arg3, les deux génotypes 2946 et
P615 ont présenté des valeurs VIS dépassant la valeur de 2. Les autres
génotypes ont enregistré des valeurs inférieures a 2, dont les génotypes P651,
P638, JI 1559, 74SN5, Radley, JI 2480 et P632, ont enregistré les valeurs les plus
faibles. Le génotype P627 inoculé avec la souche R1, s’est avéré le plus
susceptible en présentant une valeur effective de VIS de 2,56, suivi par P633
(2,52), P615 (2,47), P665 (2,41), P650 (2,29), Séfrou (2,23) et 2946 (2,15). Les
deux génotypes qui se sont avérés les moins susceptibles envers cette souche et
qui ont enregistré des valeurs inférieures a 1,2 sont Radley (1,09) et P651 (1,13).
Restreindre I'évaluation de la maladie aux seules valeurs de taux d’infection et de
VIS finaux semble limitée et ne reflete pas les détails du développement et
d’évolution de la fusariose vasculaire. Pour cela, nous avons calculé I'AUDPC car

ce parametre évalue la progression de la maladie dans le temps [118].

Les différentes méthodes d’évaluation de la maladie utilisées dans ce travalil,
nous ont permis de distinguer les réponses des 28 génotypes face aux quatre
souches de Fop. La résistance ou la susceptibilité d’'un génotype donné a été
relative a la souche de Fop utilisée. C’est le cas par exemple du génotype
Merveille de Kelvedon qui a enregistré une valeur effective d’AUDPC de 584,52
avec la souche R1, alors qu’il a enregistré une valeur de 36,64 avec la souche
Argl. Cette variabilité envers les différentes souches du méme pathogene peut
étre la conséquence d’une spécificité du biotype pathogene vis-a-vis des différents

cultivars de la méme espéce hbte.
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4.3. Relation hote-pathogéne

Les 28 génotypes étudiés du pois ont présenté des comportements variables
envers les quatre souches de Fop. Les relations entre les agents pathogénes et
leurs hbtes végétaux sont déterminées au niveau d’entités génétiques,
représentées d’'une part par les biotypes (pathotypes ou races) des parasites et
d’autre part par les cultivars des plantes. Une des manifestations les plus connues
de la spécificité parasitaire est la résistance dite verticale : la variété concernée
résiste totalement a certaines souches du parasite mais elle est sensible a
d’autres, manifestant ainsi une interaction différentielle. Tout biotype du parasite
qui est capable de surmonter un facteur de résistance verticale est dit virulent a

I'égard du cultivar correspondant [119].

L’étude menée par BANI et al., (2012), a révélé une variabilité des réponses
de 73 accessions de Pisum spp. face a la souche R2F42 de Fop, qui ont varié
entre résistance et susceptibilité, avec des accessions a résistance partielle. De
telle variabilité de réponses suggere que la résistance de la collection étudiée de
Pisum spp. a cette souche de Fop est de nature quantitative. Comme résultat de
cette étude, 11 nouvelles sources de résistance ont été identifiées et confirmées :
JI1412, JI1559, JI1760, P23, P42, P614, P627, P633, P639, P650 et P656) et qui

peuvent étre utiles dans des programmes d’amélioration [16].

Parmi les quatre souches utilisées de Fop, R2F42 a été la plus virulente en
enregistrant des valeurs du taux d’infection, de VIS et d’AUDPC les plus
importantes, suivie par la souche R1 puis les deux souches Argl et Arg3. Une
étude sur la pathogénicité de 5 souches de Fop (incluant les deux deuches R2F42
et Arg3), a révélé le rdle majeur des toxines, telles que l'acide fusarique et I'acide
9,10- dehydrofusarique, dans la pathogénicité et la virulence de Fop [69].

4.4. Comportement des génotypes du pois en plein champs

La réalisation de I'expérimentation en plein champ a révélé I'absence de
I'infection des 28 génotypes étudiés du pois par Fop. L’apparition de la fusariose
vasculaire est conditionnée par la présence des chlamydospores dans le sol avec

des températures de 21°C pour la race 1 ou de 26°C pour la race 2 [98]. Dans
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notre travail, les températures moyennes des deux mois suivant le semis des 28
génotypes, ont été comprises entre 7,4°C et 23,5°C (de 19 février au 16 avril)
(Appendice D). Durant cette période, nous avons enregistré 3 jours seulement
avec des températures de 21,6°C, 22°C et 23, 5°C, alors que les températures

moyennes des autres jours n’ont pas dépasseé 20°C.

Le pois a besoin d'un climat relativement frais ; les températures moyennes
doivent étre comprises entre 7 et 24 °C et, pour des rendements optimaux, entre
13 et 21 °C, bien que les meilleures performances de croissance végétative et de
développement soient atteintes a des températures beaucoup plus élevées. Pisum
sativum est cultivé jusque dans des régions ou les précipitations ne dépassent pas
400 mm, mais la pluviométrie idéale est de 800-1000 mm/an [26]. Dans notre
région d’étude (Soumaa, Blida), les températures moyennes ont été comprises

entre 6,8 et 28,4°C, avec une pluviométrie maximale de 156 mm/maois.

Le pois pousse sur des sols de toutes natures, dotés de niveaux de fertilité
modeérée, bien drainés et a pH de 5,5 a 7,0, bien que certains cultivars tolérent un
pH allant jusqu’a 7,5. Il est trés affecté par l'acidité du sol, la toxicité de
'aluminium et 'asphyxie racinaire [26]. Dans notre travail, le sol de la parcelle est
considéré comme sableux limoneux, équilibré en matiére organique et d'un pH de
7,30.

Le taux de germination des 28 génotypes semés en plein champ a varié de
10% a 91,67%. Les génotypes appartenant a la sous espece sativum ont
enregistré des taux de germination variant de 10% (Merveille de Kelvedon) a
91,67% (JI 1760 et JI 2480). Les génotypes de la sous espéce elatius ont
enregistré des taux de 80% (P21) a 88,33% (P614), alors que les génotypes de la
Sous espece arvense ont montré des taux de germination tres élevés variant entre
73, 33% (Séfrou) et 91, 67% (P633). Les deux sous especes jormadi (P650) et
syriacum (P665) ont montré des taux de 80% et 18,33%, respectivement.
L’espéce P. fulvum représentéee par les génotypes P651, P316, P656 et P669, a
enregistré des taux de germination variant de 18,33% (P651) a 85% (P669).

Chez certains cultivars de pois, les fleurs paraissent 5 a 7 semaines apres la
levée [26]. Chez les 28 génotypes étudiés, la floraison du premier génotype

(Polar) s’est achevée 7 semaines aprés le semis, tandis que le dernier génotype



69

(P316) a fleuri 11 semaines aprés le semis. Du point de vue croissance
végétative, la biomasse produite, le nombre de gousses et le poids des graines,
ont varié en fonction du génotype, une telle remarque a été également soulevée

chez d’autre collections de pois [120, 121].

Le nombre de gousses le plus important a été enregistré chez les deux
génotypes P656 et P699 (P. fulvum), suivis par le génotype JI 1559 (P. sativum
ssp. sativum). Une étude de caractérisation des génotypes appartenant aux deux
especes P. sativum et P. fulvum, suggere que la plupart des génotypes produisent

un nombre de gousses tres important, dans des conditions de plein champ [122].

4.5, Caractérisation moléculaire des isolats

L’amplification par PCR des deux régions chromosomiques (EF-a1 et ITS) de
11 isolats fongiques préalablement identifiés en tant que Fusarium oxysporum,
nous a permis de constater que les produits de la PCR ont été similaires aux
amplifiats de la souche de référence R2F42 de Fop, bien que de petite variation
en taille ont été détecté entre les isolats. Le facteur d’élongation alpha 1 (EF-a1) a
été utilisé par SKOVGAARD et al. (2002), pour caractériser des F. oxysporum
isolés a partir du sol et des racines nécrosées du pois (Pisum sativum). D’aprés
les résultats de cette étude, les séquences obtenues avaient un taux de diversité
de nucléotides de 3.5% [123].

Les ITS ont été utilisés pour distinguer des formes spéciales et des races de
F. oxysporum, malgré qu’ils ne soient pas monophylétiques et devraient étre
utilisés seulement dans la caractérisation phénotypique et pas comme indicateurs
de parenté génétique ou évolutionnaire [54, 124]. Nos résultats supportent ces
observions puisque nous avons détecté un fragment identique pour tous les
isolats analysés. L’analyse des ITS seul n’est donc pas suffisante pour distinguer
les formes spéciales et races des isolats. Pour cela, Il est indispensable de
recourir aux tests de pathogénicité sur le pois pour distinguer la forme spéciale
pisi et méme la gamme variétale pour différencier les différentes races de ce

pathogene [10].
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CONCLUSION

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

semble étre la mesure la plus appropriée.

Notre travail avait pour objectif d’étudier le pathosystéme Pisum spp.-
Fusarium oxysporum f.sp. pisi. La premiéere partie de notre travail a été effectuée
dans des conditions semi-contrélées sous serre, afin d’étudier I'interaction d’'une
collection de 28 génotypes de Pisum spp. avec quatre souches phytopathogénes
de Fop. Ces derniéres ont induit des symptomes typiques de la maladie : des
flétrissements, des jaunissements et des desséchements des feuilles et des
décolorations des vaisseaux et des racines. Les différents génotypes étudiés ont

réagi d’'une facon différentielle suivant la souche inoculée de Fop.

Trois parameétres d’évaluation de la maladie ont été utilisés a savoir le taux
d’infection, le VIS et TAUDPC. Le calcul de ces trois parametres nous a permis de
différencier les réponses des génotypes étudiées suite a leur inoculation avec les
souches de Fop. Les taux d’infection les plus élevés ont été enregistrés chez les
génotypes 2946, P21, Messire et P634 inoculés avec la souche R2F42 (>60%),
tandis que les valeurs les plus faibles ont été enregistrées chez les génotypes JI
1760, 74SN5 et Jl 1569 inoculés avec les souches Argl et Arg3 (<10%). Pour le
VIS, les valeurs les plus importantes ont été enregistrées chez les génotypes
2946, P21, Messire et P634 inoculés avec la souche R2F42 (>3,5), alors que les
valeurs les plus faibles ont été notées chez Radley inoculé avec les quatre
souches et chez 74SN5, P651, P638, P669, P656, P665 et JI 1559 inoculés avec
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les souches Arg1 et Arg3. Quant a TAUDPC, qui integre l'intensité des symptédmes
et leur progression dans le temps, les valeurs les plus importantes sont
enregistrées chez P21, 2946 et P615 inoculés avec la souche R2F42, tandis que
les plus faibles ont été enregistrées chez JI 1559 et Merveille de Kelvedon
inoculés avec les souches Argl et Arg3. Le calcul des AUDPC nous a permis de
constaté que la souche R2F42 est la plus virulente, en enregistrant les valeurs les
plus importantes, suivie par la souche R1. Les deux souches locales Argl et Arg3

sont les moins virulents en enregistrant les AUDPC les plus faibles.

La deuxiéme partie du travail s’est intéressée a évaluer le comportement des
28 génotypes de Pisum spp. vis-a-vis de la fusariose vasculaire du pois, dans des
conditions d’infection naturelle en plein champ. Nous avons enregistré un
développement normal des différents génotypes avec absence de symptémes de
flétrissement et de jaunissement dus au Fop. L’absence de la maladie peut étre
incombée a I'absence de I'inoculum du pathogéne dans le sol et/ou aux conditions
défavorables a son développement. Il devient donc obligatoire de vérifier sa

présence pour une évaluation effective.

Le taux de germination, la date de floraison, le nombre de plantes et gousses,
la biomasse produite et le poids des graines des génotypes étudiés, sont les
parametres qui ont été évalués dans I'expérimentation en plein champ. Les taux
de germination les plus élevés ont été notés chez les génotypes Jl 1760, JI 2480
et P638. La date de floraison s’est étendue sur un mois du 07 avril au 07 mai. Le
premier génotype qui a fleuri était Polar. Le nombre de plantes levées a varié
entre 1,66 (Merveille de Kelvedon) et 18,33 (JI 1760). Le nombre de gousses le
plus important a été enregistré chez le génotype P656 (67 gousses). Le génotype
JI 1559 a produit la biomasse la plus importante (232,76 g), tandis que le poids
des graines et le poids de 100 graines les plus importants ont été notés chez les
génotypes JI1760 (49,97 g) et JI1559 (32,42 g), respectivement.

La troisieme partie du travail a visé la caractérisation moléculaire de 11
nouveaux isolats locaux, préalablement isolés a partir des plants porteurs de
symptdbmes évidents de la fusariose vasculaire. Une PCR a été reéalisée afin
d’amplifier le facteur d’élongation alpha 1 (EFa1) et la région intergénique (ITS).

D’aprés les résultats obtenus, l'appartenance des 11 isolats a l'espéce F.
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oxysporum a été confirmée suite a la comparaison des produits d’amplification
avec ceux de la souche de référence R2F42 de Fop. Cependant, il est
indispensable d’effectuer un test de pathogénicité sur le pois ainsi que d’utiliser les

variétés différentielles pour identifier les différentes races du pathogene.

Les génotypes de Pisum spp. ayant montré des niveaux importants de
résistance, peuvent étre intégrés dans des programmes de croisement et
d’amélioration, pour mieux les exploiter comme sources de résistance.
Cependant, ca sera avantageux de poursuivre les études sur ces génotypes pour
caractériser les mécanismes responsables de la résistance/tolérance a Fop de
maniére a favoriser les mécanismes les plus durables. Il est aussi nécessaire de
continuer la caractérisation des populations locales de Fop et d’approfondir les
recherches sur les mécanismes pouvant différencier la virulence de ce pathogéene.
Finalement, il sera intéressant aussi d’étudier le comportement de ces mémes
génotypes vis-a-vis d’autres maladies et stress abiotiques, pour une exploitation

durable et intégrée.
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APPENDICES
Appendice A

Liste des symboles et abréviations

Acide désoxyribonucléique

Area Under the Disease Progress Curve

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (Spain)
Désoxy-N tri-phosphate

Eau Distillée Stérile

Elongation Factor Alpha 1

Forme spéciale

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

Grossissement

Institute of Sustainable Agriculture (Cordoba, Spain)
Internal Transcribed Spacer

Million paires de base

Paire de base

Polymerase Chain Reaction

Potato Dextrose Agar (milieu de culture)

Potato Dextrose Broth (milieu de culture)

Potentiel hydrogene

Plus Petite différence significative

Rotation par minute

Tris/Acétate/EDTA (EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique)
Ultra-violets

Visual Index of Severity
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Appendice B
Milieux de culture et tampons utilisés

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Pomme de terre 200 g
Dextrose 2049
Agar 15¢g
Eau distillée stérile 1 000 ml

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

Milieu PDB (Potato Dextrose Broth)

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

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

Tampon d’extraction de ’ADN (CTAB)

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

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

Réchauffer a 60°C jusqu'a dissolution.

Ajuster le pH a 8,0 avec du NaOH.

Compléter a 100 ml et conserver a 37°C.



Appendice C

Pays d’origine des génotypes étudiés du pois

Génotypes Espéce correspondante Pays d’origine
Jl 1412 P. sativum ssp. sativum Inconnu
JI 1760 P. sativum ssp. sativum Inconnu
JI 1559 P. sativum ssp. sativum Inconnu
JI 2480 P. sativum ssp. sativum Inconnu
Radley P. sativum ssp. sativum Inconnu
Polar P. sativum ssp. sativum Inconnu
Messire P. sativum ssp. sativum Inconnu
74SN5 P. sativum ssp. sativum Inconnu
New Season P. sativum ssp. sativum Inconnu
1123 P. sativum ssp. sativum Inde
2946 P. sativum ssp. sativum Inde
P21 P. sativum ssp. elatius Soudan
P42 P. sativum ssp. arvense Afghanistan
P316 P. fulvum Inconnu
P614 P. sativum ssp. elatius Turquie
P615 P. sativum ssp. elatius Turquie
P627 P. sativum ssp. arvense Ethiopie
P632 P. sativum ssp. arvense Ethiopie
P633 P. sativum ssp. arvense Ethiopie
P634 P. sativum ssp. arvense Ethiopie
P638 P. sativum ssp. arvense Ethiopie
P650 P. sativum ssp. jormadi Ethiopie
P651 P. fulvum Syrie
P656 P. fulvum Syrie
P665 P. sativum ssp. syriacum Syrie
P669 P. fulvum Turquie
Séfrou P. sativum ssp. arvense Maroc
M. Kelvedon P. sativum ssp. sativum Inconnu

75
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Appendice D

Données de la pluviométrie de la région de Soumaa, Blida (de décembre 2014
jusqu’au juin 2015)

Jours décembre janvier février mars avril mai juin

2 6,2 0 0,8 0 0 0 0

4 0 0 15,5 2 0 0 0

6 16 0 0 0 0 0 0

8 7,8 0 0 0 0 0 0

10 0,5 0 0 0 0 0 0

12 0 0 0 0 0 0 0

14 0 0 0 11 0 0 7,5

16 10,5 0 1 0 0 0 0

18 0 0 2,5 0 0 2,4 0

20 0 6,2 6 2 0 0 0

22 0 35 51 0 0 0 0

24 0 115 0,7 36 0 4 0

26 0 0,5 7 0 0 0 0

28 13,3 0 0 0 0 0 0

30 2,7 0 0 0 0 0

Jour du max 1 22 4 24 1 29 14

Totaux (mm) 156 118,7 86,3 96,7 0 21,1 9

Source : Agence Nationale des Ressources Hydriques (ANRH Soumaa, Blida).
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Appendice E

Températures moyennes des six premiers mois de I'an 2015 de la région de
Soumaa, Blida

Jours Janvier Février Mars Avril Mai Juin

2 8,5 21,6 14,3 23,8 21,3

4 10,7 14,3 14,6 28,2

6 10,1 6,9 9,5 13,3 21,2

8 9,5 6,8 9,6 13,1 20,9

10 9,6 9,7 10,6 18,3 21,9

12 7,3 11,2 15,2 16,2 20,5

14 12,3 12,4 11,8 19,5 28,4 22,3

16 15,3 12,4 10,5 18,4 18,1 21

18 8,9 12,9 16,5 21,3 22,5

20 9,1 10,1 20,6 16,5 16,7 23,7

22 7 7,4 20,3 16 27,4

24 9,6 9,6 12 17,8 17,4 20,4

26 20,2 18,4

28 18,8 19,8

30 20,3 19

7

Source : Agence Nationale des Ressources Hydriques (ANRH Soumaa, Blida).
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Appendice F

Granulométrie et caractéristiques physico-chimique du sol de la station
expérimentale (Univ. de Blida 1, Faculté SNV, Département des Biotechnologies)

Taux d'argile (A %) 9,25%

Limons fins (LF %) 12,78%
Limons grossiers (LG %) 11,63%

Sable fin (SF %) 32,73%
Sable grossiers (SG %) 33,61%
CE 0,035
pH 7,3
cT 1,8
MO 22,75
C 15,99
C/N 32,6
N 0,49
27,23
K 231,9

Source : Institut Technique des Arbres Fruitiers et de la Vigne (ITAFV Boufarik, Blida).



Appendice G

Moyennes des taux d’infection (%) des 28 génotypes étudiés du pois inoculés
avec la souche R1 de Fop

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

Jiiaiz 333 2639 47,22 5048 59,52 57,54 5565 51,19 59,38

JI 1760 0,00 13,89 28,27 36,24 40,97 47,39 5534 5443 51,88
et 31,11 33,17 3857 48,89 5042 58,07 61,82 70,32 79,44
J12480 21,11 18,65 30,95 41,96 46,99 49,07 50,74 61,48 7556
seelay 0,00 0,00 952 12,56 28,47 32,87 34,26 41,85 44,00
Polar 0,00 32,38 36,11 40,48 46,43 46,43 46,73 50,00 57,41
HEESIE 20,00 38,61 46,19 53,10 59,23 63,39 66,17 68,95 70,44
74SN5 6,67 18,33 1944 3651 4405 56,35 58,63 61,90 59,13
N.Season 65 2556 30,16 40,08 41,37 4537 4940 5037 5521
1123 3222 29,76 41,17 51,19 57,14 60,75 56,94 63,43 62,42
A 4333 4556 51,67 57,94 72,62 7034 6885 70,04 74,01
P21 31,11 29,37 4524 52,08 59,03 5880 67,59 6931 75,69
G 21,43 2321 38,66 46,76 53,75 6500 6818 7553 71,46
P316 0,00 1222 2897 31,35 31,35 42,82 4514 40,37 46,06
i 33,33 2857 40,48 50,00 5648 57,96 61,67 73,33 78,33
P615 41,67 43,89 46,03 50,00 52,78 62,96 79,20 80,83 81,11
a 52,22 4500 4548 53,33 5675 53,97 56,75 66,93 71,83
P632 37,78 42,14 4333 52,06 5048 57,74 54,70 62,70 61,14
FUEE 3222 3333 4643 50,00 50,00 63,43 65097 71,11 74,26
P634 30,00 30,56 34,92 38,89 44,25 5298 5231 51,85 58,52
P638 3222 30,56 36,51 52,68 56,85 62,04 6444 6741 70,93
P650 21,67 2556 36,11 47,62 52,08 6227 61,34 66,58 69,12
P651 0,00 000 952 952 833 10,00 10,00 6,06 14,44
P656 21,75 20,04 34,33 31,94 37,22 40,00 43,03 4391 57,45
P665 0,00 556 1429 19,05 16,67 16,67 20,83 2454 41,20
P669 17,86 18,15 32,77 38,66 49,77 46,06 48,64 5955 73,48
el 37,22 36,11 46,43 52,35 63,53 69,03 73,33 79,58 88,83
M.Kelvedon

0,00 556 556 26,19 31,75 31,75 30,16 44,44 51,79




Appendice H

Moyennes des valeurs VIS des 28 génotypes étudiés du pois inoculés avec la
souche R2F42 de Fop

Génotypes 7] 10 13 16j 19) 22] 25j 28] 31j
Jl 1412

1,03 1,39 181 1,86 218 236 2,54 297 3,00

JI11760 113 125 1,72 1,80 1,95 2,22 2,68 325 3,50
) clelek 123 1,36 1,38 223 223 239 237 237 241
J12480 1,09 1,20 140 1,77 1,90 2,65 2,89 326 3,50
RenlEy 1,00 1,14 1,28 1,39 1,35 1,38 143 150 1,48
Polar 1,00 1,33 1,87 198 224 233 246 250 292
HEEslie 1,33 1,48 1,97 231 279 3,12 362 4,15 4,35
74SNS 1,00 1,18 1,34 1,36 1,96 219 218 227 253
N S 1,03 1,29 1,69 169 1,97 221 234 253 253
1123 120 1,39 148 267 272 3,00 370 377 413
A 1,34 142 1,60 317 326 375 421 463 5,00
P21 1,38 140 1,70 311 331 424 456 417 5,00
N 110 129 148 236 246 2,80 2,60 3,18 3,60
P316 123 122 142 174 1,90 1,92 193 202 210
RO 137 139 148 247 2,64 2,69 2,66 2,69 2,62
P615 1,40 143 1,52 336 344 453 476 498 500
H 147 144 150 251 242 258 285 302 322
P632 139 145 1,50 276 2,93 2,96 3,06 3,02 3,27
g 129 145 146 250 255 315 3,16 3,33 3,51
P634 132 1,34 140 217 212 272 3,60 401 445
RS 139 142 141 219 246 2,78 297 3,06 3,50
P650 121 1,32 150 2,68 273 296 3,03 322 3,40
e 1,00 1,06 121 121 1,30 1,30 1,35 1,33 1,48
P656 115 1,16 1,34 171 187 1,77 1,72 1,75 1,90
FOST 1,00 1,10 1,30 127 1,56 1,55 159 1,59 1,58
P669 123 1,29 1,61 1,99 1,99 214 209 209 234
Sl 145 1,38 1,62 2,69 298 325 383 345 3,70
M.Kelvedon

1,00 1,00 1,00 1,00 100 1,03 106 1,18 1,38
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Moyennes des valeurs AUDPC des 28 génotypes étudiés du pois en interaction
avec les quatre souches de Fop

Génotypes R1 R2F42 Argl Arg3 EDS
I iz 1197,51 135871 1182,68 120022 881,88
JI 1760 035,18 124549 862,74 863,73 753,24
et 1378,19 1356,55 1248,91 1267,51 1166,09
J12480 112409 137478 103599 96471 849,66
seelay 544,62 613,90 511,68 623,05 468,20
Polar 1046,53 1239,50 1103,73 953,53 828,96
HEESIE 1439,79 1810,71 1146,57 1256,83 1014,29
74SN5 1034,35 1052,34 90821 950,28 746,13
N.Season  gg4385 125516 879,20 1021,11 791,19
1123 1347,09 1742,00 1298,03 124951 965,34
A 1664,80 1993,17 1660,83 177172 1033,68
P21 142539 2066,01 124950 141814 950,13
G 1341,00 144549 128846 1333,23 1181,00
P316 790,20 1173,79 883,237 929,57 633,98
i 1396,79 1619,02 1270,00 1414,10 107221
P615 1602,36 202500 1376,88 1511,85 1070,48
e 151512 1514,73 1392,80 1181,09 790,62
P632 1397,66 1626,01 143444 1337,35 1217,38
Flesd 1431,65 1524,19 1289,88 1414,68 744,98
P634 1171,15 1602,38 1219,58 113585 868,41
R 1391,71 1638,22 1202,98 1173,55 1002,65
P650 128531 1474,54 132539 124824 912,57
P651 181,99 623,02 363,23 17958 166,71
P656 953,79 969,11 872,95 1002,31 700,33
P665 42569 63144 361,07 369,09 220,10
P669 1089,82 116508 984,16 105235 759,61
el 1596,81 174327 1282,53 1456,52 1132,89
M.Kelvedon = ¢,/ 98 11071 56,94 163,99 30,46
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Appendice G

ANOVA appliquée aux taux d’infection, aux VIS et aux AUDPC des différents

génotypes du pois en interaction avec les souches pathogenes de Fop.

Taux d’infection

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

(***) : Différences trés hautement significatives.

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

(***) : Différences trés hautement significatives.

AUDPC
Facteur Somme des carrés ddl  Carrés moyens F-ratio Valeur p
Génotype 15 445 054,790 27 572 039,066 16,722 0,000%**
Souche 8 334 904,629 3 2 778 301,543 81,216 0,000%**
Génotype*Souche 6 306 758,153 81 77 861,212 2,276 0,000***

(***) : Différences trés hautement significatives.
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Taux d’infection des 28 génotypes de pois 31 jours aprés leur inoculation avec les

Taux d'infection (%)
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Evolution des taux d’infection des 28 génotypes inoculés avec la souche R2F42
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Appendice L2

Evolution des taux d’infection des 28 génotypes inoculés avec la souche Argl de

Fop.
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Appendice M1

de Fop.
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Appendice M2

Evolution des valeurs VIS des 28 génotypes inoculés avec la souche Argl de Fop.
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