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Caractérisation de larésistance chez Pisum Sativum face a la

fusariose vasculaire

Résumé

Notre travail porte sur la caractérisation de la résistance d’'une collection de 06
génotypes de Pisum spp. vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop), (souche
R2F42 race 2), en vue de la valorisation de nouvelles sources de résistance naturelle
face a la fusariose vasculaire du pois. Trois parties ont été effectuées. La premiere a été
consacrée pour |'étude de comportement des génotypes. L’'expérimentation a été menée
dans des conditions semi-contrdlées sous serre. Les 06 génotypes ont été inoculés selon
la méthode d’'immersion des racines partiellement coupées par la suspension fongique
du pathogéne aprés son ajustement & une valeur de 5x 10° spores/ml. La souche R2F42
de Fop a induit des symptdmes typiques de la fusariose vasculaire sur les plants inoculés
(jaunissement, enroulement des feuilles, flétrissement, desséchement et mort de la
plante ainsi que la décoloration des tissus vasculaires). Le taux d’infection et TAUDPC
(courbe des aires de progression de la maladie), sont les paramétres utilisés pour
caractériser le développement et la progression de la maladie. Suivant les valeurs du
taux d’infection, les génotypes 1160, 2633 et P648 sont résistants a la souche R2F42
alors gque les génotypes 3029 et 3068 sont considérés comme partiellement résistants et
le génotype 952 a été sensible a R2F42. Les valeurs d’AUDPC enregistrées confirment
le comportement des génotypes étudiés vis-a-vis de Fop, dont les génotypes résistants
ont enregistré les valeurs les plus faibles.

La deuxieme partie consiste a la détection de la présence de Fop dans les tissus des
plantes inoculées. Cette présence est indiquée par I'apparition des colonies de Fop
autour des sections des différentes parties de la plantes (racine, collet, tige inferieure et
tige supérieure). Chez le génotype 952, nous avons enregistré I'apparition des colonies
dans toutes les parties, tandis que chez les génotypes 1160, 2633, P648, 3029 et 3068,
'apparition a été détectée uniqguement autour des sections des racines et des collets.

La troisiéme partie traite le tragage de la continuité de la séve en utilisant le bleu de
naphtol. Nous avons enregistré une circulation normale de la séve chez les génotypes
résistants par rapport au témoin, alors qu'un blocage a été noté chez le génotype
sensible 952.

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

sensible.



Resistance characterization of Pisum Sativum against fusarium wilt

Abstract

Our work focuses on resistance characterization of a collection of 06 genotypes of
Pisum spp. against Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop), (R2F42 strain 2), for objectif to
promoting new sources of natural resistance to fusarium wilt of pea. Three parts were
achieved. The first was devoted to the study of genotype’s behavior. The experiment was
conducted under semi-controlled greenhouse conditions. The 06 genotypes were inoculated
according to the method of immersing the roots partially cut, by the fungal suspension of the
pathogen after its adjustment to a value of 5x10° spores/ml. Fop strain R2F42 induced
typical symptoms of fusarium wilt disease in inoculated plants (yellowing, leaf curling, wilting,
drying and death of the plant, and discoloration of vascular tissue). The infection rate and the
AUDPC (Area Under Disease Progress Curve) are the parameters used to characterize the
development and disease progress. According to the infection rate values, the genotypes
1160, 2633 and P648 are resistant to the R2F42 strain while the genotypes 3029 and 3068
are considered partially resistant. The genotype 952 has been sensitive to R2F42. The
AUDPC values recorded confirm the behavior of the genotypes studied against Fop, whose
resistant genotypes recorded the lowest values.

The second part consists in detecting Fop presence in inoculated plants tissues. This
presence is indicated by the appearance of Fop colonies around sections of different parts of
the plant (root, crown, lower stem and upper stem). In genotype 952, we recorded the
appearance of colonies in all parts, while in genotypes 1160, 2633, P648, 3029 and 3068,
the appearance was detected only around the sections of the roots and crowns.

The third part deals with the tracing of sap continuity using naphthol blue. We
recorded normal sap flow in the resistant genotypes compared to the control, whereas a

block was noted in the susceptible genotype 952.

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

sensitive.
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Introduction

Introduction

En Algérie, les légumineuses alimentaires font partie de I'alimentation
traditionnelle et constituent une source non négligeable de protéines, ainsi elles
sont présentes dans le systeme agricole associé aux céréales aux quel elles
laissent des quantités importantes d'azote dans le sol. Leurs contributions a la
fertilité des sols et I'amélioration de leurs structures sont une réalité reconnue
(Feinberg et al., 1991 ; Feliachi, 2002 ; Dahan et al.,, 2002). Parmi les
légumineuses alimentaires, le pois occupe la place la plus importante tant au

niveau de sa superficie que de sa production (Maatougui, 1996 ; Feliachi, 2002).

Le pois (Pisum spp.) est une plante importante dans le monde. Il a servi
comme un excellent sujet pour les études génétiques et physiologiques. Sa
facilité, le cycle court de production et la richesse de la variation morphologique
ont servi a de nombreuses recherches scientifiques. La valeur nutritionnelle de
pois frais immatures et matures et le pois secs destinés a la consommation
humaine et animale ont favorisé une production soutenue depuis sa domestication
(Mc Phee et al., 2007).

La culture du pois est sujette a plusieurs contraintes biotiques et abiotiques.
Elle peut étre attaquée a la fois par les organismes du sol, provoquant la
pourriture des racines et les fontes de semis et par des agents pathogenes

endommageant la partie foliaire du végétal (Hebblethwaite et al., 1985).

La fusariose du pois, causée par Fusarium oxysporum f.sp. pisi, a été
signalée dans tous les pays ou le pois est cultivé commercialement (Haglund,
1984). La maladie présentait un probleme sérieux dans le moyen orient entre
1830 a 1960 (Hagedorn, 1991). Elle est souvent sévére la ou on pratique des
rotations courtes avec d’autres cultures. Dans ces conditions, quand le pathogéne
a développé des quantités suffisantes d’inoculum et quand on plante un cultivar

sensible, il en résulte des pertes considérables (Kraft et Pfleger, 2001).

Le contrdle de la fusariose vasculaire du pois se base essentiellement sur

'intégration des différentes méthodes de gestion, y compris les pratiques

1



Introduction

culturales, la désinfection des sols, le biocontréle et 'amélioration de la résistance
des génotypes cultivés (Navas-Cortes et al., 1998 ; Infantino et al., 2006 ;
Alabouvette et al., 2009 ; Momma et al., 2010 ; Sharma et al., 2010 ; Bani et al.,
2012). Parmi ces méthodes, l'utilisation de cultivars résistants est largement
reconnue comme la méthode la plus économique et la plus efficace pour protéger

les cultures du pois contre cette maladie (Infantino et al., 2006).

Dans cette optique, notre travail a pour objectifs de caractériser la résistance
de quelques génotypes de pois face a la fusariose vasculaire. Pour cela, trois

parties expérimentales ont été réalisées :

» La premiére partie est consacrée pour I'étude de comportement des
génotypes de pois vis-a-vis de la fusariose vasculaire dans des conditions
semi-controlées sous serre.

» La deuxieme partie vise I'étude de la colonisation de ces génotypes par le
pathogéne en réalisant des essais de ré-isolement du champignon a partir
des plants inoculés.

= La troisieme partie concerne la détermination de la continuité de la seve

chez les plants inoculés.
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Chapitre I.

Synthése bibliographique

1. Le pois (Pisum spp.)

1.1Généralités

Les légumineuses ou Fabaceae en classification phylogénétique regroupe :
parmi les plantes a fleurs trois sous familles : Mimosoideae, Caesalpinioideae, et
Papilionoideae (Doyle et Luckow, 2003). La diversité de cette famille végétale qui
comprend environ 20 000 espéces, offre des possibilités énormes d’exploitation
(Gepts et al., 2005). Les Papilionoideae regroupe les espéces cultivées les plus
importantes économiquement comme, le soja, le haricot, le pois, la luzerne,

I'arachide, le pois chiche et |la feve (Lazrek-BenFriha, 2008).

Parmi les légumineuses, le pois (Pisum sativumL.) est l'une des cultures les
plus anciennes au monde, comme il a d'abord été cultivé avec des céréales
comme l'orge et le blé, Il y a 9000 ans (McPhee., 2003). C’est la culture indigéne
de la Syrie, Irak, Iran, Turquie, Jordanie, Ethiopie, Liban et a été cultivé en Europe
pendant plusieurs milliers d'années. Le pois est l'un des aliments les plus
importantes légumineuses dans le monde non seulement pour sa tres vieille
histoire. (Choudhury et al., 2006).

1.2Historique et origine

Trois siécles avant notre ere et dans son livre intitulé "recherches sur les
plantes”, Théophraste a décrit plusieurs espéces de la famille actuelle des
legumineuses notamment le pois (Davies et al., 1985). Il est consommé depuis
environs 5000 ans avant Jésus Christ, et était déja trés apprécié dans les
civilisations anciennes (Smart, 1990). Les origines primaires du pois se situent
vraisemblablement dans le sud-ouest d’Asie, dans I'Abyssinie en Afghanistan et
dans les régions avoisinante. La région méditerranéenne constitue un centre

secondaire (Zohary et Hopf, 2002). A partir de ces centres, le pois se serait

3



Chapitre | Synthese bibliographique

dispersé dans le reste de I'Europe et de I'Asie (Kay, 1979 ; Makasheva, 1985 ;
Coussin 1997). Basé sur la diversité génétique, quatre centres d'origines ; I'Asie
centrale, le Proche orient, I'Abyssinie et la Méditerranée ont été identifiés (Gritton,
1980).

1.3 Classification

Les Légumineuses ou Fabaceae sont classées parmi les Angiospermes. |l
s'agit de la troisieme plus grande famille d'’Angiospermes en nombre d'espéeces
(apres les Orchidaceae et les Asteraceae) avec plus de 18 000 espéces classées

en 750 genres environ (lldis, 2001).

La classification botanique du pois est résumée de la facon suivante (Coussin,
1974) :
e Regne : Végetal ;
e Embranchement : Spermaphytes ;
e Sous-embranchement : Angiospermes ;
e Classe : Dicotylédones ;
e Ordre : Fabales;
e Famille : Fabacées ;
e Sous famille : Faboideae ;

e Genre : Pisum.

L'espéce la plus répandue du gnere Pisum est P. sativum L. Elle rassemble

plusieurs sous-espéeces, classées comme suit :

-P. sativum ssp. sativum var. sativum (petit pois, pois potager ou pois des

jardins),
-P. sativum ssp. elatius (pois sauvage)

-P. sativum ssp. sativum var, arvense (pois fourrager, pois protéagineux ou pois

des champs). (Coussin, 1974)

De nombreux botanistes ont décrit différentes formes sauvages qui ne different
gue par quelques caractéres morphologiques. Parfois, ces types ont constitué des

especes différentes, dont la dénomination rappelle frequemment le lieu d'origine.
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Mais le plus souvent, ils sont considérés comme appartenant a des sous espéces
de Pisum sativum : P. sativum ssp. arvense (Linné), elatius (Bieb Stev),
abyssinium (Braum), jomaradi (Schrank), asiatium, humile, transcaucasium,
aethiopium et unbellatum. Tous ces groupes peuvent étre croisés entre euy, il est
donc logique de les considérer comme faisant partie de la méme espece. Par
contre, les croisements avec les genres voisins : Lathyrus, Vicia et Lentis n'ont

jamais pu étre obtenus (Coussin, 1996).
1.4 Morphologie et cycle de développement

Le pois est une plante grimpante herbacée annuelle, autogame de hauteur
variable allant de 0.5 a 2 metres. Son génome comprend sept paires de

chromosomes (2n=14).

Sa croissance est plus ou moins indéterminée (Coussin, 1996). La

morphologie générale du pois est décrite dans la Fig. 1.
1.4.1 Le systéme racinaire

Le systeme racinaire est de type pivotant, pouvant atteindre une profondeur
d'un metre dans des conditions de sol favorables, mais cependant tres ramifié,
surtout dans la couche superficielle du sol. Les radicelles de 2eme ou 3eme ordre
portent des nodosités (Carrouee et Girad, 1994).

1.4.2 Latige

La tige, peu ramifiée, de longueur variant de 50 cm a 1,5 m, voire jusqu'a deux
metres, est a croissance indéterminée. Elle est creuse, de section cylindrique, et
grimpe en s'accrochant aux supports par les vrilles des feuilles. Elle se caractérise
par un certain nombre de nceuds, ou mailles, dont les premiers sont purement
végeétatifs (émettant des feuilles ou des ramifications) et les suivants

reproducteurs (portant des fleurs) (Carrouee et Girad, 1994).
1.4.3 Les feuilles

Les feuilles alternées, sont composées d'une a quatre paires de folioles

sessiles, opposées et terminées par une vrille simple ou ramifiée. Celles-ci sont
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entiéres, ovales, et ont de 1,5 a 6 cm de longueur. Les feuilles possedent a leur

base deux grandes stipules arrondies et crénelées a la base (Coussin, 1996).
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Fig. 1. Structure d’une plante de pois (Boyeldieu, 1991).
1.4.4 Les fleurs

Les fleurs, de type « papilionacé », sont zygomorphes, a ovaire supére et
cléistogames. Elles apparaissent a l'aisselle des feuilles, solitaires ou groupées en
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grappe par deux ou trois. Le calice, de couleur verte, est formé de cing sépales
soudés et présentes cingq dents inégales. La corolle compte cing pétales trés
différenciés, I'étendard redressé en position postérieure, les deux ailes en position
latérale, enveloppant la carene, elle-méme formée de deux pétales inférieurs,
partiellement soudés. La corolle est généralement entierement blanche, parfois
rose, pourpre ou violette. L'androcée qui comprend dix étamines (Muahlbaur et
Tubba, 1997).

1.45 Le fruit

Le fruit est une gousse déhiscente bivalve, appelée aussi cosse, de 4 a 15 cm
de long, contenant de 2 a 10 graines rondes lisses ou anguleuses, de 5 a 8 mm
de diametre. Ces gousses présentent des variations morphologiques selon les
variétés, leur forme générale est droite ou plus ou moins arquée, leur extrémité
plus ou moins effilée ou tronquée. Elles comportent généralement une membrane
sclérifieée, le parchemin, qui est absente chez les variétés de type « mangetout ».

Leur couleur est généralement verte, parfois violette (Prat et al., 2005).
1.4.6 Lagraine

La graine est albuminée et riche en amidon. Les graines de pois peuvent étre
de trois couleurs différentes: les variétés a fleurs blanches produisent des graines
vertes ou jaunes créme, alors que les variétés a fleurs roses ou rouges produisent
des graines tachetées de brun. Dans le premier cas, le tégument de la graine est
translucide, tandis que dans le second cas, le tégument coloré masque la couleur

des cotylédons et contient toujours des tanins (Hopquin, 1994)

Le cycle développement du pois comprend deux périodes: périodes végétative
et périodes reproductrice. La période végétative s’étende de la germination
jusqu’a la ramification. La germination du petit pois est hypogée (Les cotylédons
restent dans le sol) sa durée est entre 15 et 25 jours (Callum et al., 1997). La
période reproductrice est marquée par l'apparition est le développement des
nceuds pour la premiére fleur. Les fleurs naissent a l'aisselle des feuilles, les
pédoncules de longueur variable, une, deux et parfois trois fleurs au plus (Fig. 2)
(Krawczak, 1999).
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Fig. 2. Cycle de vie de petit pois (www.assistancescolaire.com 02/07/2019)

1.5Exigences agro-écologiques
1.5.1 Climat

Le pois exige un climat frais et relativement humide et se développe a des
altitudes élevées dans les tropiques avec des températures de 7 a 30°C (Duc,
1981). Le pois tolere le gel a -2°C, bien que la croissance supérieure puisse étre
affectée aux pois robustes d’hiver de -6°C et avec la protection de couverture de
neige. Les niveaux de température optimale pour les périodes végétatives et
reproductrices des pois sont réciproquement de 21 et 16°C le jour et 16 a 10°C la
nuit (Slinkard et al., 1994).

1.5.2 Eau et lumiére

Le pois est une plante qui a besoin de la pleine lumiére pour accomplir son
cycle végeétatif. Il faut irriguer ou faire la culture sur des terrains ou la nappe
phréatique est proche. Néanmoins, il ne faut pas trop irriguer durant la phase de

floraison, car cela provoquerait la chute des fleurs. Il apprécie une terre fraiche a
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bonne exposition mais craint le calcaire, 'excés d’humidité et la sécheresse. La
culture du pois peut étre conduite en irrigué ou en sec dans les régions ou la

pluviométrie est supérieure a 350mm (Sikerdji, 2002).
1.5.3 Sol

Le pois pousse sur des sols de toutes natures, dotés de niveaux de fertilité
modeérés, bien drainés et a pH de 5,5 a 7 (Brink et Belay., 2006).Il apprécie une
terre fraiche a bonne exposition mais craint le calcaire, 'excés d’humidité et la
sécheresse (Sikerdji, 2002).

1.5.4 Azote

Le pois, comme toutes les lIégumineuses, exige peu d’apports azotés, car |l
peut réaliser une fixation symbiotique de I'azote qui commence 30 jours aprés le
semis et se poursuit pendant environ 60 jours. La quantité d’azote fixée varie
largement avec les cultivars, et les conditions de croissance de la culture (Larue
et Patterson, 1981).

1.6 Importance de la culture

De part son appartenance a la famille des légumineuses, le pois présente des

avantages sur deux plans : agronomique et nutritionnel.
1.6.1 Intérét nutritionnel

Dans l'alimentation humaine, le pois peut étre consommé a I'état frais ou
encore sous forme de grains secs récoltés a maturité complete. La richesse du
petit pois en protéines permet de remplacer certaines protéines animales dans
alimentation. Les teneurs en protéines des graines varient de 17,25 a 32,2 %
selon les génotypes et les conditions de production (Mossé et al., 1987). La
composition de la graine du pois (Tab .l) en a fait une légumineuse trés

intéressante pour I'alimentation humaine et animale (Larkom, 1991).
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Tab.1. Valeur nutritionnelle moyenne pour 100 g de pois (Tacques, 1985).

Glu/Lip/Prot Vitamines Sels Minéraux Acides aminés Divers
essenticls
Glucides S6g Vitamine Bl 0,7mg Calcium 60mg Isoleucing  930mg Eau 12g
Lipides 1.7g Vitamine B2 02mg  Chlore S50mg  Lewcine  1480mg Fibres 15g
Protides 23g Vitamine B3 3,lmg  Fer 55mg  Lysine 1620mg Cellulose 5g
Vitamine C  3mg Potassium  930mg  Methionine 210mg

Vitamine K 930mg  Magnesium 130mg  Phénilalanine 1000mg
Sodium d0mg  Thréonine  S60mg
Phosphor  380mg  Triptophane 210 mg
Soufre 219mg  Valine 1000mg

fing 35mg

Frais ou secs, les pois ont en commun d'étre des aliments riches en énergie et
en protéines. Les pois secs sont comparables a d'autres Iégumineuses (haricots
secs, lentilles, feves seches, pois chiches), et aux céréales par leur valeur
énergétique (330 kcal/100g). La partie glucidique du pois est formée
essentiellement d'amidon (50%) et de sucres (6% de saccharose et
oligosaccharides) (Varela et al., 2004). Il est aussi riche en protéines. Celles-ci, a
teneur élevée en lysine, sont toutefois déficientes en certains acides aminés
essentiels comme la méthionine et le tryptophane. En les associant avec des
aliments a base de céréales tel que le pain, qui sont au contraire déficients en
lysine, on obtient une bonne complémentarité. Les pois sont une bonne source de
minéraux: potassium, phosphore, calcium et fer; ainsi que de vitamines. lls se
distinguent également par leur trés faible teneur en matiéres grasses. Les petits
pois sont plus riches en eau (74 %), n‘apportent que 92 kcal/100g (crus) mais plus
énergétiques que la majorité des légumes verts. lls sont plus riches en sucres
solubles que les pois secs et ils sont aussi intéressants pour leurs en fibres. Les

petits pois sont aussi une bonne source de vitamine C (Tab. 1). (Holwach, 1982).
1.6.2 Intérét Agronomique

Souvent, l'agriculteur est intéressé par la culture de pois visant ses atouts
agronomiques. En effet, le pois est capable de fournir ses besoins en azote par

une simple fixation symbiotique de I'azote atmosphérique. Cette derniere se fait

10
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grace a une interaction entre les plantes de pois et les souches de Rhizobium qui
sont des bactéries Gram négatif, en forme de batonnets mobiles (Broughton et
Dilworth, 1971). Ces bactéries induisent chez la plante la formation des nodules
sur les racines. En grande culture, I'agriculteur peut utiliser le pois en téte de
rotation pour profiter de I'enrichissement du sol en azote dont il peut laisser un sol
enrichi en azote de 30 a 50 Kg/ha (Boyeldiou, 1991).

1.7Production
1.7.1 Dans le monde

Les principaux pays producteurs sont le Canada, la Russie et la Chine. La
culture du petit pois est considérée parmi les plus anciennes dans les pays
d’Afrique. De I'Ethiopie, du Burundi, de la Tanzanie, de 'Ouganda et du Rwanda
[https://books.googel.dz,22/05/2019]. En Inde, Pakistan et Bengladesh, le pois
sec est de plus en plus consommé sous forme de farine, comme dans de
nombreux autres pays, il est aussi consommeé sous forme de petits grains verts ou
jaunes et cuisiné comme des haricot, mais aussi sous forme de grains cassés
généralement jaunes, sans le tégument. En France, ou I'on recherche plutét des
aliments a faible apport énergétique, la consommation se fait se forme de «petit
pois». [Www. Terresunivia.fr,12/06/2019].

Pour la production du pois frais en 2017 dans le monde, I'Asie occupe le
premier rang en assurant plus de 78 % de la production mondiale, suivi par
'Europe (9,1%), les Etats Unis (7,7%), I'Afrique (3,7%), et I'Océanie (0,7)
(figure3) (FAO, 2017).

11
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Figure 3. Part de la production de Pois frais par région

Moyenne 1994 - 2017 (FAO, 2017)
1.7.2 En Algérie

Les Iégumineuses alimentaires en Algérie ont toujours occupé, sur le plan de la
superficie, elles occupent le troisieme range apres les céréales et les fourrager.
Leur superficie soit de I'ordre de 90 mille ha représentant 0,21 % de la superficie
agricole utile en 2014. Les especes les plus cultivées sont dans l'ordre: le pois
sec, la feve, le pois chiche, les lentilles et le haricot sec. Les régions les plus
occupées par la culture de pois sont : Skikda, Guelma, Ain Tmouchent et Ain
Edafla (MADR, 2014).

Tab. 2. Superficie et de la production de petit pois par rapport aux autres

légumineuses alimentaires en Algérie (ITGC, 2016).

Cultures Superficie (ha)  Production (T)/an Rendement (T/Ha)
Féve/féverole 39977 44807,4 1,12
Pois chiche 25497 24903,3 0,98
Petit pois 11213 11050,3 0,98
Lentille 6330 4945,4 0,78
Haricot-sec 1788 1420,7 0,79

Gesse 265 265, 0 1
Total 85070 87392,2

12
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Selon la FAO, «le taux de production de la saison 2017 est historique
jamais atteinte par le secteur agricole du pays ». Ainsi, Sur la valeur totale de la
production, I'Algérie a produit 90734,54 tonnes de pois frais, ce qui représente
7,7% de la production agricole du pays.
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Figure 4. Quantités de production de Pois frais par pays
Moyenne 1994 — 2017 (FAO, 2017)

La production de pois frais pour la saison 2017 a atteint 131,414tonnes, ce
qui représente une grande évolution par rapport a 1994 (38, 659 tonnes) (FAO,
2017).
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1.8 Utilisations

Les especes de Pisum spp. fournit plusieurs types d'aliments tant pour 'homme

gue pour les animaux (Benoit et al, 2006 ; Brink et Belay, 2006) :

e Le Pois frais (85% d’eau) : les graines sont récoltées au stade avant
maturité, on obtient les petits pois verts de maraichage classés comme
légume frais.

e Le Pois sec (15% d’eau) : les graines sont récoltées a maturité au stade
sec, soit le pois cassé classé comme un légume sec, soit le pois
protéagineux destiné a I'alimentation animale.

e Les jeunes pousses feuillées sont aussi consommeées en légume
particulierement en Asie.

e La plante entiere fournit un fourrage aux ruminants, soit en sec, soit en
vert, frais ou ensilé. On utilise aussi a cet effet la paille, c'est-a-dire les
fanes restant sur le terrain apres la récolte des gousses ou des graines.
En général, on appelle pois fourrager tout type de pois destiné a
I'alimentation animale, y compris les pois secs en grains qui sont appelés
pois protéagineux. Le pois est aussi une plante importante dans une
rotation, car il fixe I'azote atmosphérique et joue ainsi un réle dans le
rétablissement de la fertilité du sol.

1.9 Facteurs limitant la production

Les rendements potentiels de la majorité des productions agricoles sont
généralement réduits a cause des contraintes environnementales (abiotiques) et

des attaques parasitaires (biotiques).
1.9.1 Stress abiotiques

lls sont provoqués par un défaut ou excés de I'environnement physico-
chimigue. Parmi les conditions environnementales qui peuvent causer un stress
abiotique, on distingue: les inondations, la sécheresse, les basses ou hautes
températures, la salinité excessive des sols ou des eaux, la présence d’'un minéral
inadéquat dans le sol, cas des métaux lourds, I'excés de lumiére qui stimule la
photo-inhibition, le cas de faible éclairement, les radiations U.V, les composés

phyto-toxiques comme l'ozone qui est un haut réacteur oxydant, la pollution de

14
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l'air, les produits oxydés formés a partir des réactions de pesticides. La
sécheresse, le froid et la salinité sont les stress les plus fréquents et les plus
étudiés. lls peuvent imposer aux plantes des modifications métaboliques,

physiologiques et phrénologiques (Shilpi et Narendra, 2005).

1.9.2 Stress biotiques

1.9.2.1 Principaux ravageurs

De nombreux insectes ravageurs attaquent les cultures de pois a leurs
différents stades. Le pois, comme d’autre culture, est susceptible d’étre attaqué

par plusieurs ravageurs, comme les insectes et les nématodes.

Parmi les ravageurs nous citons: Tipula spp. (tipules); taupins ; vers gris,
noctuelles foliaires, thrips; charancons, Acyrthosiphon pisum (puceron du pois),
Contarinia pisi (cécidomyie du pois), Cydia nigricana (tordeuse du pois), vers
blancs, Bruchus pisorum (bruche du pois), Heterodera goettingiana (nématode a
kystes du pois), mille-pattes, limaces et escargots (Hagedorn, 1991; Messiaen et
al., 1991; OEPP/EPPO, 1994).

1.9.2.2 Principales maladies virales

Le pois est en face aux attaques des plusieurs virus (Tab.3) comme le virus de
la jaunisse apicale, le virus de la mosaique commune...etc. Les symptdomes de
certains virus qui attaquent cette culture sont faciles a reconnaitre en plein champ,
alors gu'ils sont peu apparents pour d'autres et qu'un diagnostic correct requiert
une grande expérience (OEPP/EPPO, 1994).

1.9.2.3 Principales maladies bactériennes

La graisse bactérienne du pois ; causée par la bactérie Pseudomonas syringae
pv. pisi ; et la maladie des taches brunes causée par P. syringae pv. syringae sont
les plus redoutables maladies bactériennes pouvant toucher le pois. Elles se
manifestent par I'apparition des taches huileuses sur les organes aériens, qui
s’agrandissent en éventail et prennent une couleur brun claire sur les feuilles, et

forment des taches brunes sur les gousses (Brink et Belay, 2006).

15



Chapitre |

Synthése bibliographique

Tab.3. Principales maladies virales du pois (Hagedorn, 1991 ; Taupin et al., 1994).

Désignation de la Agent

maladie

responsable

Symptomes

Mosaique CMV

commune de Pois

Cucumovirus

Mosaique jaune sur les

feuilles.

Virus de la RCVMV Carlavirus Mort des jeunes plantes,
mosaique de la soit par leur survie sous
veine du trefle forme de rosette aux entre

rouge noeuds raccourcis.

Virus de la PEMV Lutéovirus Eclaircissement des

mosaique Enation nervures, apparition de
Pea taches translucides le long

des nervures.
La jaunisse apicale PLRV Lutéovirus Extrémité de la plante

du Pois

s’arréte de croitre et prend

une teinte jaune.

1.9.2.4 Principales maladies fongiques

Les principales maladies fongiques qui peuvent toucher le pois sont résumées

dans le Tab. 4.
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Tab. 4. Principales maladies fongiques du pois (Messaien et al., 1991; Chaux et
Foury, 1994 ; Brink et Belay, 2006).

Maladie et agent responsable

Anthracnose
- Ascochyta pisi
- Ascochyta pinodes

- Ascochyta pinodella

Pourriture grise

- Botrytis cinerea

Pourriture blanche

- Sclerotinia sclerotiorum

Mildiou

- Peronospora pisi

Oidium
- Erysiphe polygoni f.sp

pisi

Symptdmes et dégats

Sur feuilles et gousses : taches nécrotiques brunes
cernées d’'un anneau brun foncé a pourpre ; centre
clair avec ou sans présence de ponctuations noires
(pycnides).

Sur feuilles, tiges et gousses : criblures en téte
d’épingle, noires ou brunes, cernées d’un halo clair.
Taches plus grandes a contour irrégulier.

Sur jeunes plantes nécrose du collet avec
manchon brun violacé a la base des tiges.

Feutrage grisatre dense pouvant se développer sur
tous les organes aériens.
Desséchement, chute des boutons floraux
pourriture et chute des gousses.

Pourriture blanche a la base des tiges, présence de
sclérotes noirs.

Flétrissement et destruction de la plante entiere.

Les feuilles présentent des jaunissements sur la
face supérieure et d’'un duvet gris violacé sur la
surface inférieure.

Sur gousse les symptdmes extérieurs sont peu
visibles (taches vert clair sans sporulation).

Par contre a l'intérieur un mycélium blanc est bien
visible. A Ce stade les grains sont tachés ou
absents.

De petites taches blanches et poudreuses qui
colonisent d’abord les feuilles agées.

Un mycélium blanc et pulvérulent se développe

ensuite sur tous les organes aériens.
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Rouille
- Uromyces pisi
- Uromyces viciaecraccae

- feuilles et sur les tiges.
- Uromyces viciaefabae

Des pustules (spores) pulvérulents de couleur brun

roux a noir apparaissent sur la face inferieure des

Fontes des semis - Manques a la levée et mort des plantules.
- Pythium - L’Anthracnose (Ascochyta) peut également intervenir
- Rhizoctonia dans ce stade.
- Fusarium
- Thielaviopsis

Fusariose du collet - Jaunissement des feuilles les plus agées et coloration
- Fusarium solani rougeatre de la base de tige.

- Pourriture du collet et racines.

Fusariose vasculaire - Enroulement, jaunissement et dessechement
- Fusarium feuillage.
oxysporum f.sp - Coloration jaune orange du systéme vasculaire
pisi.

2. Lafusariose vasculaire du pois

2.1. Importance et dégats de la maladie

La fusariose vasculaire du pois a été signalée en Europe au début des années
1900, bien que plusieurs noms différents aient été utilisés pour I'agent pathogéne
(Buxton, 1957). Il y avait aussi une certaine confusion entre le flétrissement causé
par Fusarium oxysporum f.sp. pisi et la pourriture racinaire causée par F. solani
f.sp. pisi (Buxton, 1955).

En 1916, une maladie de pois décrite comme la fusariose s'est produite a
Minnesota aux Etats-Unis, dans les champs plantés avec des semences
importées du Royaume-Uni. A cette époque, l'identité de I'agent pathogene n'était
pas encore identifiee. La fusariose vasculaire du pois a été signalée aprés dans
tous les pays ou le pois est cultivé commercialement. La maladie est souvent
grave la ou on pratigue des rotations courtes avec d’autres cultures. Dans ces

conditions, quand le pathogéne développe des quantités suffisantes d’'inoculum et
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qu'on plante un cultivar sensible, il en résulte des pertes sévéres (Haglund,
1984).

L’apparition de certaines races du champignon est trés fréquente et peut
détruire de 1 a 3% des plantes dans les champs infectés. Les températures
chaudes du sol sont propices a la propagation de linoculum, les dommages
peuvent varier considérablement d'année en année et les pertes les plus graves

se produisent sur les cultures tardives (Baugus, 2000).

Au Canada, plus de 60% des champs de pois ont été infectées et I'incidence de
la maladie varie de 1 a 80% (Neumann et al., 2002). En Inde F. oxysporum est
'agent pathogéne prédominant associé avec le complexe du flétrissement-
pourriture racinaire, il a été isolé a partir de 58,6% des plantes flétries (Rana et
al., 2009). En Algérie la maladie peut provoquer des dégats considérables quand
les conditions sont favorables et lors du retour de la cultures sur la méme

parcelles (Merzoug et al., 2009).
2.2. Symptomatologie

Les fusarioses vasculaires sont parmi les maladies les plus graves et les plus
fréquentes, dont les symptdomes sont divers et peuvent toucher 'ensemble de la
plante a n'importe quel stade de sa croissance. Les symptdmes de la maladie sont
généralement nombreux et apparaissent sous formes différentes avec une

intensité plus ou moins variable (Roger, 1953).

Les symptdmes incluent I'enroulement des feuilles et des stipules vers le bas
qui prennent une couleur grise. Le flétrissement progresse des feuilles les plus
basses vers le haut de la plante. Les organes aériens montrent en particulier un
jaunissement et un flétrissement unilatéral des folioles et des feuilles de la base
des plantes (Fig. 3.A), symptomes qui se geénéralisent a la plante entiére (Fig. 3.C)
(Fabregne, 1986).

A l'extérieur de la tige, une dépression longitudinale, part du collet puis remonte
unilatéralement du c6té correspondant a la racine malade (Booth, 1971). Sur la
tige, les symptdbmes internes se caractérisent par un brunissement des tissus

conducteurs contenant du mycélium (Fig. 3.B) (Nelson, 1981).
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Les racines semblent ne pas étre atteintes mais une coupe longitudinale de la
tige met en évidence une coloration anormale orange a rouge qui progresse dans
le tissu vasculaire a partir de la racine jusqu'a la tige dans la plupart des plantes
déterrées. Ces symptdomes sont rapportés par plusieurs auteurs (Nelson et al.,
1983; Hagedorn, 1991; Kraft et al., 2001). Cependant, une altération des
vaisseaux conducteurs du xyleme racinaire conduit au jaunissement et

flétrissement des plantules qui meurent par la suite. (Figure 6)

Fig. 6. Symptébmes de la fusariose vasculaire de petit pois (Hagedorn, 1991 ; Bani,
2015 ; Castillejo et al., 2015).

(A) Jaunissement unilatéral des feuilles, (B) coloration des tissus vasculaires et (C) desséchement

de la plante.

L'infection précoce entraine souvent la mort des semis, qui peut étre masquée
par la croissance des plantes voisines. Les plantes infectées peuvent sembler
normales a basse température, mais a une température du sol de plus de 20°C, le
flétrissement se développe rapidement, entrainant l'effondrement de la partie
aérienne. Les plantes séverement infectées peuvent mourir prématurément ou
produire plusieurs gousses contenant quelques graines détériorées (Xue et al.,
1996).
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2.3. Agent pathogéne (Fusarium oxysporum f. sp. pisi)

2.3.1. Position taxonomique

Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop) est un des Deutéromyceétes telluriques
appartenant a la sous-classe des Hyphomycetes et a la famille des
Tuberculariacées (Messiaen et Cassini, 1968; Booth, 1971; Nelson et al., 1983;
Agriose, 2005). Il se distingue des autres especes de Fusarium par la production
abondante de microconidies, rassemblées en fausse téte a partir de
monophialides courtes (Fig.7)

Généralement, F. oxysporum est un champignon cosmopolite, le plus répandu
dans la nature. Il est présent dans les sols du monde entier ou il se comporte soit
en parasite, soit en saprophyte. Il s'agit d'une espece anamorphe qui comprend de
nombreuses souches pathogenes des plantes causant des maladies de
flétrissement d'une grande diversité d'especes de plantes h6tes agricoles et
ornementales (Appel et Gordon, 1996). Selon Messiaen et Cassini (1968), F.
oxysporum est I'espece qui comporte des formes phytopathogénes les plus
fréquentes et les plus importantes de la microflore fongique des sols cultivés. IL
comporte un ensemble de formes morphologiquement identiques, mais présentant
des spécificités parasitaires parfois trés étroites. Ainsi, plus de 120 formes
spécialisées et races ont été décrites chez F. oxysporum (Armstrong et
Armstrong, 1981). Parmi lesquelles, la forme spéciale « pisi » est responsable de
la fusariose vasculaire du pois. Les races sont souvent en fonction de leur

virulence a un ensemble de cultivars d’hotes différentiels (Correll, 1991).
2.3.2. Cycle épidémiologique

F. oxysporum est un parasite tellurique doué d’'une vie saprophytique. Par ses
organes de résistance, les chlamydospores, il est capable de survivre pendant
plusieurs années dans les conditions les plus défavorables, en absence de plante
hote (Haware et al., 1982). Le cycle de F. oxysporum peut étre constitué d’une
période unique correspondant a une reproduction asexuée qui se renouvelle et se
perpétue sous la forme de conidies (Walker, 1971). F. oxysporum produit trois
types de spores asexuées: microconidies, macroconidies et chlamydospores
(Fig.4) (Nelson et al., 1983 ; Agrios, 2005).

21



Chapitre | Synthése bibliographique

Fig.7. Aspect microscopique de Fusarium oxysporum (Watanabe, 2002).
(A) Hyphes, macroconidies,microconidies, et chlamydospores, (B) macroconidies, (C)
macroconidies, microconidies et chlamydospores, (D) macroconidies, (E) macroconidies et

chlamydospores.

Le Fop se trouve principalement dans la couche labourée du sol et survit sous
forme de chlamydospores a paroi épaisse, qui restent viables dans le sol pendant
plus de 10 ans (Kraft, 1995). La survie est liée a l'association de l|'agent
pathogéne avec les racines des cultures non hoétes. Il est transmis par le sol et
pénétre dans les racines de pois et infecte le systéme vasculaire a n'importe quel
stade de croissance de la plante. Habituellement, les Iésions corticales ne sont
pas associées a l'infection (Fig. 8).

Le cycle épidémiologique des races 1, 5, et 6 est similaire. Initialement, les
plantes sont infectées individuellement et tués avant la récolte en vert. Avec

l'augmentation du potentiel de I'inoculum, de petites zones circulaires infestées se
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développent et toutes les plantes dans ces zones sont tuées. Pour les cultivars
sensibles, ces zones s'agrandissent et fusionnent, formant des zones irréguliéres
de plantes mortes. Le degré de perte et la propagation dans les différents régions
dépend de l'inoculum primaire, de la température (20-21°C optimale), du cultivar
et du sol favorable a l'agent pathogéne. La race 2 est presque universellement
distribuée dans les régions productrices de pois et provoque généralement la mort
de 1 & 3% des plantes dans les champs infectés. Sous des conditions idéales
pour l'agent pathogene, les pertes peuvent étre graves, et toute la récolte peut
étre détruite. Ces pertes se produisent généralement a la fin de la saison de
croissance en raison des températures élevées du sol. Les plantes infectées par
la race 2 sont dispersées dans le champ. La race 2 provoque généralement les
pertes les plus graves sur les sols a texture grossiere lorsque la température du
sol est prés de 25°C (Haglund, 1984).

Vaisseaux du bois |
secondaire brunis I ‘—'—\/} e

Obstruction des vaisseaux par le mycélium
et par des gommes qui se forment aussi dans
les cellules voisines

Pénétration dans les
vaisseaux des racines
par les blessurcs

Mycélium dans les vaisseaux

Pénétration des tubes
germinatifs des spores
au niveau de
I'émergence
des racines
latérales

« Micro et macroconidies < Chlamydospores Mycelium g ;
TIVTTYTYYYT / 7 e artd v s ﬁ
Conidies formées
00 @ sur les feuilles
0 [ mortes

TN TITTYTYTTTYTY Y rTTTYTTYT

PHASE SAPROPHY TIQUE DANS LE SOL Fiétrisscment ot

... mort de la plante Flétrissement des rameaux
|

inférieurs

Fig.8. Cycle infectieux de Fusarium oxysporum (Agriose, 2005).
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Le Fop est diffusée par le mouvement de sols contaminés ou des fragments de
végétaux, par l'eau, le vent et/ou 'Homme. La dissémination a longue distance se
fait par transport de semences contaminées et/ou infectées (Haglund, 1984,
Neumann et al., 2002).

2.3.3. Variabilité du pouvoir pathogéene

Le pouvoir pathogéne de F. oxysporum sur différentes especes de plantes a
souvent conduit a la définition des formes spécialisées. Des travaux effectués sur
ses agents dont la plupart sont responsables des maladies vasculaires, indiquent
qu’ils sont le siége de variations portant notamment sur le pouvoir pathogéne
(agressivité et virulence) (Messian et Cassini, 1968; Armstrong et Armstrong,
1974).

L’instabilité du pouvoir pathogéne chez les F. oxysporum est un phénomeéne
courant qui se manifeste selon Buxton (1958) et Bohot (1981) notamment par
'acquisition et/ou la sélection rapide de nouveaux caractéres de virulence par
suite de l'introduction de nouveaux cultivars. Ces variations du pouvoir pathogéne,
gu'elles soient qualitatives ou quantitatives, expliqueraient [initiation des
épidémies dans les conditions naturelles et hétérogénéité des résultats obtenues
parfois dans les tests de sensibilité/résistances des especes végétales en cours
d’amélioration. La variabilité de I'agressivité a été relativement peu étudiée chez
les F. oxysporum néanmoins les travaux qui en font état indiquent que cette
agressivité peut diminuer voire disparaitre aprés une longue période de culture
(Tolmssof, 1972) ou qu’elle peut demeurer stable au cours du vieillissement
(Messian et Cassini, 1968).

Des différences de virulence a I'égard des variétés d’'une espece d’hétes sont
observées chez les souches de certaines formes spécialisées de F. oxysporum
telles que les formes: melonis, lycopersici, apii et pisi (Risser et al., 1976 ;
Schneider et Nrelli, 1981 ; Elias et Schneider, 1991 ; Messian et al.,1991),

entrainant ainsi la définition des races physiologiques.

Les bases génétiques de la spécificité d'hdte (formae speciales) et spécificité

de cultivar (races pathogénes) de F. oxysporum est inconnue (Baayen et al.,
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2000). Ces champignons pathogenes sont morphologiquement indiscernables les

uns des autres, ainsi que des souches non-pathogenes.

Fop est connu pour sa variabilité pathogénique (Kraft, 1995). Onze (11) races
de l'agent pathogene ont été décrites, mais des désaccords considérable existe
sur le classement de ces races (Kraft et Haglund 1978 ; Neumann et Xue,
2002).

Cette maladie a été décrite pour la premiere fois et distinguée de la fusariose
du pied par Jones et Linford (1925). L'agent pathogéne a été nhommé la race 1
de F. oxysporum f. sp. pisi schl. (Van Hall.) Snyd. et Hans. En 1935, Snyder décrit
une nouvelle race de F. oxysporum qui était capable de provoquer le flétrissement
des cultivars résistantes a la race 1, elle a été dénommée race 2 (Goth et Webb,
1981). La maladie a été appelé «Near wilt», car elle apparait plus tardivement,
souvent seulement au stade formation des gousses. Elle est aussi répandue que
la race 1 (Haglund, 1984). La race 1 provoque un flétrissement brutal, la Race 2
est presque universellement distribués dans les champs et provoque la mort de 1-
3% des plantes dans les champs infectés (Donald, 1985 ; Messian et al., 1991).
Parce que les symptdémes causés par la race 2 ne se produisent habituellement
jusqu'a maturité de la plante, la probabilité de transmission par les semences est
fortement augmentée (Hare et al., 1949). En 1970, la race 5 a été décrite dans le
nord-ouest de Washington (Haglund et Kraft, 1970), ou tous les cultivars
commerciaux résistants aux races 1 et 2 étaient sensibles. En raison des courtes
rotations des cultures et le climat favorable dans cette zone pour le
développement de la maladie, une nouvelle race a été décrite a l'ouest de
Washington, elle était pathogene sur les cultivars et lignées différentielles

résistants aux races 1, 2 et 5, et a été nomme race 6 (Haglund et Kraft, 1979).

La pathogénicité des races 1, 2, 5 et 6 du Fop peuvent étre détectées par leur
réaction sur les variétés différentielles. La réaction est basée sur une réponse
résistant (aucun symptéme visible) et une réaction sensible (plantes mortes ou
gravement rabougris et chlorotiques). La classification des isolats de Fop basée
sur les interactions héte-pathogéne est régie par la structure génétique de I'héte et

de l'agent pathogene (Kraft, 1995).
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2.3.4. Interactions héte-pathogéne

Le cycle d'infection de F. oxysporum est initié par la germination des spores
dans le sol en réponse a des signaux indéterminés dans les exsudats racinaires
de I'note (Di-Pietro et al., 2003). Lors de la germination, les hyphes infectieux
adhere a la surface de la racine et pénétrent directement dans I'épiderme de la
racine (Bishop et Cooper, 1983a ; Rodriguez-Galvez et Mendgen, 1995). Le
mycélium se développe ensuite dans I'espace inter- ou intracellulaire a travers le
cortex racinaire, jusqu'a ce qu'il atteigne les vaisseaux du xyleme (Bishop et
Cooper, 1983b ; Beckman, 1987). A ce stade, le champignon passe en mode
d’endophyte, au cours du quelle il demeure exclusivement dans les vaisseaux du
xyleme, il les utilise comme moyen de coloniser rapidement son hote (Bishop et
Cooper, 1983b). A ce stade, les symptdomes de flétrissement apparaissent a la
suite d’'un manque d’eau, qui conduit finalement a la mort de la plante. Sur la
plante morte, les hyphes du pathogenes poussent vers l'extérieur a partir des
tissus vasculaires et commence a sporuler sur la surface de la plante (Di Pietro et
al., 2003).

Aucune différence n'a été signalée dans la germination des macroconidies et
chlamydospores de la race 1 ou 2 de Fop ou la croissance du tube germinatif
dans le rhizoplan de cultivars résistants ou sensibles (Whalley et Taylor, 1976).
De méme, Charchar et Kraft (1989) ont signalé que les races 1 et 5 colonisent
les cellules superficielles des racines des génotypes sensibles ainsi que les
génotypes résistants. Cependant, il a été signalé que la population totale des
races let 5 a augmenté plus dans la rhizosphére des cultivars sensibles plutét que
des cultivars résistants de pois (Kraft, 1978 ; Charchar et Kraft, 1989).

Il ressort a travers des études antérieures que F. oxysporum est un saprophyte
du sol et un colonisateur efficace des racines, et infecte les cellules épidermiques
de nombreuses plantes non hétes ou également des plantes résistantes qui ne
présentent aucun symptdbme. Beckman (1987) a affirmé que la colonisation
vasculaire par les races pathogenes F. oxysporum est étendue dans les plantes
sensibles mais reste limitée a la partie basale des plantes résistantes. Cette
localisation a la base de la plante est aussi observée chez les plantes de pois

(Kraft, 1995).
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De nombreuses théories ont été avancées pour expliquer la nature de la
résistance au flétrissement dans les plantes cultivées, qui peuvent étre: des
exsudats racinaires inhibitrices, des défenses chimiques de I'h6te qui provoquent
I'inhibition de la croissance du pathogene, et des barriéres physiques qui retardent
ou empéchent linvasion vasculaire (Buxton, 1957 ; Bell et Mace, 1981,
Beckman et Talboys, 1981 ; Danko et Corden, 1984 ; Baayen et Elgersma,
1985).

Actuellement, quatre génes sont connus pour conférer une résistance
individuelle aux différentes races de Fop. Chacun de ces genes est indépendant

et confére une résistance a une seule race (Kraft et Pfleger, 2001).
2.4. Contrble de la maladie

La protection des cultures de pois repose sur plusieurs éléments importants: les
méthodes de culture utilisées doivent aider a réduire l'incidence et la séveérité des
principaux organismes nuisibles. Les stratégies de lutte dépendent des différents
organismes nuisibles présents dans I'environnement de la culture et combinent

différents facteurs.

2.4.1 Lutte prophylactique

Le laboure profond contribue dans la réduction du taux d’inoculum dans le sol.
Ainsi, la pratique des assolements et des rotations convenables avec d'autres
cultures, et en particulier les céréales, peut étre une voie de destruction de
'inoculum primaire et permet aussi d'atténuer le taux d'infection en désorientant
les microorganismes de leur hote habituel (Kaiser, 1981). Cette pratique seul,
utiliser pour I'éradication du F. oxysporum ne s’avere pas trés efficace car le
champignon peut se développer méme en absence de son héte et peut survivre a
I'état saprophytique dans les débris des végétaux et la rhizosphére des plantes
non hoétes (Booth, 1971 ; Donald, 1985).

L’amendement du sol avec la matiére organique a base de paille de blé ou
d’orge augmente l'activité antagoniste des microorganismes du sol et réduit par

conséquent la fréquence de maladies du sol (Booth, 1971 ; Donald, 1985).
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2.4.2 Lutte chimique

Les produits chimiques sont efficaces pour lutter contre certaines maladies,
mais leur colt est trop élevé. En plus, de nombreuses études démontrent les
risques que représentent les pesticides sur la santé humaine et I'environnement
(Ploetz, 2000; Ploetz et al, 2003).Le traitement des semences avec le bénomyl a
0.3 % a été rapporté comme moyen de lutte efficace(Kannaiyan et Nene, 1974),
mais le bénomyl a été détecté dans les racines et les jeunes pousses de 45 jours
apres le semis des graines traités par ce fongicide (Kannaiyan et al., 1975).

Différents autres fongicides couramment utilisés en agriculture ont été testeés,
tels que : le méthylthophanate, qui inhibent la croissance mycélienne in vitro a des
doses de 10 et 100 ppm respectivement (Saaidi et Rodet, 1974 ; Vanachter, 1991
; Frederiks et Dembreber, 1991).

2.4.3 Lutte biologique

La lutte biologique est une stratégie encourageante pour le contrble des
maladies provenant du sol. Ainsi plusieurs types de microorganisme capable de
limiter la gravité de la fusariose de pois ont été utilisés. Cependant, a I'heure
actuelle, les souches de Fusarium non pathogenes sont parmi les
microorganismes les plus utilisés et ceux pour lesquels les recherches sont plus
proches d’une application pratique. Ces souches réduisent considérablement la
sévérité des Fusarium pathogénes et dont l'efficacité a été démontrée a plusieurs
reprises (Rouxel et al., 1979 ; Alabouvette, 1986).

Le traitement des graines de pois par Pseudomonas fluorescens 63-28 a induit
la production d’enzymes hydrolytiques telles que la chitinase et la B-1,3
glucanase. Ces enzymes hydrolytiques s’accumulent au site de pénétration de
Fop et par conséquent, elles peuvent étre directement impliguées dans la

déegradation des parois cellulaires fongiques (Benhamou et al., 1996).

2.4.4 Lutte génétique

La lutte génétique est 'un des moyens les plus slres, les plus économiques et
les plus écologiques pour combattre les maladies. Elle est la plus facilement
adoptable par les agriculteurs. Elle repose sur la création des variétés

génétiqguement résistantes aux parasites.
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La résistance génétique est la seule mesure de lutte efficace contre Fop. La
plupart des cultivars commerciaux cultivés sont résistants a la race 1 et encore
plus sont résistants a la race 2 (OEPP, 1994). Toutefois, lorsque le potentiel de la
maladie est trés élevé, certaines de ces variétés n'offrent pas un contréle suffisant
et il y peut avoir une diminution du rendement et de la qualité. L'efficacité de
l'utilisation de cultivars résistants peut étre réduite par I'apparition de nouvelles
races (Neumann et Xue, 2002).

La résistance au Fop est gouvernée par un seul genes dominant spécifique a la
race et qui peut étre transféré avec succeés aux cultivars de pois (Infantino et al.,
2006). Bien que I'utilisation de ces cultivars résistants c’est avérée efficace dans le
contrdle de cette maladie, il y a un risque constant de contourner cette résistance,
parce que la résistance monogénique peut étre facilement surmonté par
I'émergence de nouveaux pathotypes du pathogénes. Une recherche permanente
de nouvelles sources de résistances pour compléter et renforcer la résistance des
cultivars sélectionnés est donc essentielle, en fonction des mécanismes
quantitatifs et polygénique. Cependant, les sources de résistance a la fusariose du
pois sont limitées (Ali et al., 1994). Afin d'élargir la base génétique de la
résistance, il est important d'évaluer différentes grandes collections de ressources
génétiques, y compris les espéces sauvages, et d’utiliser des techniques de

détections précises (Infantino et al., 2006 ; Bani et al., 2012).
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Chapitre Il.

Matériel et méthodes

1. Matériel végétal

Six génotypes de pois (Pisum spp.) ont été étudiés. lls sont issus de
populations spontanées d’origine de différents pays (Tableau 5). La semence de
ces génotypes a été fournie par l'institut de I'Agriculture durable de Cordoue
(Institute of Sustainable Agriculture IAS, CSIC, Cordoba, Spain).

Tableau 5. Génotypes de pois étudiés.

Génotype Espéce Pays d’origine
952 Pisum sativum Hongrie
1160 P. sativum Inde
2633a P. sativum France
3029 P. sativum Etats-Unis
3068 P. sativum République Tcheque
P648 P. sativum var. arvense Ethiopie

2. Matériel fongique

La souche R2F42 de la race 2 de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop)
(Figure 9) a eété utilisée pour inoculer les différents génotypes. Elle était

gracieusement fournie par I'lAS de Cordoue, Espagne.

Afin de régénérer la souche, elle était cultivée sur PDA (Potato Dextrose Agar)

et incubée a 28°c pendant 4 a 5 jours.
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Figure 9. Culture de la souche R2F42 de Fop.

3. Etude de comportement des geénotypes vis-a-vis de la

fusariose vasculaire

3.1. Pré-germination des graines

Les semences des 6 génotypes ont été superficiellement désinfectées avec de
'hypochlorite de sodium (1% de la solution finale) pendant 30 minutes. la
désinfection a été suivie par deux ringages successifs a I'eau distillé stérile
pendants 20 minutes pour chaque ringage. Ensuite, les semences sont déposées
dans des boites de Pétri tapissées par du papier buvard stérile imbibé d’eau
distillé stérile (Figure 10). Les boites ont été couvertes avec du papier aluminium,
puis elles sont mises a pré-germer a 4°C (réfrigérateur) a I'obscurité pendant 4
jours. Aprés la stratification des graines, les boites ont été incubées a 20°C

pendant 2 jours.

Une fois germées (Figure 11.A), les plantules de chaque génotype ont été
transférées dans des pots en plastiques, remplis de perlite stérile (Figure 12.B) et

mises en culture dans des conditions semi-controlées sous serre.
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Figure 10. Désinfection des graines.

Figure 11. Pré-germination des graines et mis en culture des plantules.

(A) Graines du pois germées. (B) mise en culture des graines germées.
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3.2. Préparation de I'inoculum

Cing a six disques mycéliens ont été prélevés a partir de la culture fongique de
la souche R2F42 agée de 5 jours (Figure 12.A). Les disques ont été ensuite mis
dans des flacons contenant 200 ml du milieu PDB (Potato Dextrose Broth). Les
flacons ont été incubés a 25C° sous agitation constante et continue (170 rpm
pendant 4 jours). Les conidies ont été récupérées par filtration de la suspension
sur 2 compresses stériles (Figure 12.B). Par la suite, la concentration a été
mesurée a l'aide d’une cellule de Malassez puis ajustée & 5x10° conidies/ml
(Haglund, 1989).

Figure 12. Préparation de I'inoculum fongique.

(A) Prélevement des disques mycéliens et (B) filtration des suspensions.

3.3. Inoculation des plantes

L’inoculation est effectuée par la méthode d'immersion des racines dans la

suspension conidienne du champignon (Haglund, 1989).

Au stade de 2 a 3 feuilles (Figure 13.A), les plantes ont été dépotées,
nettoyées de la perlite, puis environ un tiers du systeme racinaire a été coupé
(figure 13.B) avant le trempage du reste de la racine dans la suspension fongique
pendant 5 minutes (Figure 13.C). Aprés [linoculation, les plantes ont été
transplantées dans leurs pots remplis de perlite stérile et installées sous serre

jusqu’a la fin de I'expérimentation.

33



Chapitre Il Matériel et méthodes

Figure 13. Inoculation des plantes du pois.

(A) Stade d’inoculation, (B) coupure des racines et (C) leur immersion dans la suspension
fongique.

3.4. Traitements appliquées

Pour pouvoir étudier le comportement des 6 génotypes de pois vis-a-vis de la

souche R2F42 de Fop, deux traitements ont été effectués :

- Le premier consiste a l'inoculation des plantes de chaque génotype par la
souche fongique.
- Le deuxiéme consiste a remplacer la souche fongique par de I'eau distillée

stérile (témoins).
Chaque traitement a été répété 5 fois, soit un total de 60 plantes.

3.5. Parameétre d’évaluation
3.5.1. Suivi symptomatologique

Les observations symptomatologiques concernent le suivi et le contrdle du
développement des symptémes typiques de la fusariose vasculaire du pois sur les
plantes inoculées. Les symptomes externes s’expriment par un flétrissement et un
jaunissement des feuilles suivis par un dessechement et/ou la mort de la plante
(Bani et al., 2012).

En plus des symptémes foliaires, une coloration rougeétre a noiratre des tissus
de la tige et du collet de la plante a été précédemment décrite pour étre associée
aux infections par F. oxysporum (Kraft et Pfleger, 2001).
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3.5.2. Calcul du taux d’infection

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

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

Nombre de feuilles symptomatiques
Nombre total des feuilles

X 100

Taux d’infection (%) =

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

considérés comme sensibles (McPhee et al., 1999).

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.

3.5.3. Calcul de FAUDPC

Pour comparer la réaction de résistance ou de susceptibilité des génotypes
vis-a-vis de la fusariose vasculaire, les valeurs des taux d’infection de la maladie
ont été utilisées pour calculer la courbe des aires de propagation des symptémes
(AUDPC : Area Under the Disease Progress Curve). C’est un parameétre qui intégre
Iintensité des symptémes et leur progression dans le temps, et il a été calculé par

I'équation suivante (Bani et al., 2012):

AUDPC = Z[5+—;‘+l X (t, 1 t)]

Avec:
xi: taux d’infection estimé a la date i ;
xi+1 : taux d’infection estimé a la date i+1 ;

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

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

comparativement aux témoins sains traités par I'eau distillée stérile.
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4. Essai de détection de la présence de Fop

Le pathogéne a été ré-isolé a partir de quatre parties (racine, collet, partie
inférieure et supérieure de la tige) des plantes inoculées par la souche R2F42 de

Fop. Le ré-isolement a été effectué 7 jours apres I'inoculation.

Suivant la méthode décrite par Bani et ses collaborateurs (2012), les plantes
sont lavées de la perlite sous I'eau du robinet, superficiellement désinfectées dans
une solution 2.5% hypochlorite de sodium-5% éthanol pendant 2 min, puis rincées
deux fois avec de I'eau distillées stériles pendant 2 min (Figure 14.A). les plantes
ont été par la suite divisées en quatre parties (racine, collet, région inférieure et

supérieure de la tige).

Une section d’environ 1 a 1.5 cm de longueur de chaque partie a été déposée
sur le milieu PDA et incubée a 28°C pendant 3 jours (Figure 14.B). La présence de
Fop dans les sections des plantes a été détectée par I'observation du

développement d’'une colonie autour de la section.

Figure 14. Désinfection superficielle des plantes (A) et de ré-isolement de Fop (B) .

5. Tracage de la continuité de la seve

Pour déterminer la continuité de I'eau et de flux des éléments nutritifs au sein
des plantes, nous avons déterminé la capacité de rétention et du transport d’une
solution du traceur colorant qui est le bleu de naphtol (Figure 15.A). Pour cela, les
plantes inoculées avec la souche R2F42 de Fop ont été récupérées 30 jours aprés
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leur inoculation et lavées de la perlite sous I'eau du robinet. Les racines des
plantes ont été immergées dans une solution de 0,1% de bleu de naphtol dans
des tubes en verre de 50 ml (Figure 15.B) pendant 12 h dans la température
ambiante. La continuité de I'eau et de flux de la séve a été alors déterminée par
observation d’'une coloration bleue dans les vaisseaux des plantes a partir des
sections longitudinales et transversales du tissu végétal frais sous microscope

photonique (Bani et al., 2012).

Figure 15. Essai de continuité de flux de la séve sur des plantes du pois.

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

Résultats et discussion

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

1.1. Les symptomes
1.1.1. Symptdémes externes

1.1.1.1. Partie aérienne

Au niveau de la plante entiére, les premiers symptomes de la fusariose
vasculaire ont été observés 7 a10 jours aprés linoculation sur les génotypes
sensibles. Les symptomes de la maladie commencent sur les feuilles primaires et
atteignent progressivement les jeunes feuilles, jusqu’ a ce que I'ensemble de la

plante flétrit et meurt 19 a 30 jours apres inoculation (Figure 16).
Deux types de symptémes sont observes :

= Les organes aériens montrent en particulier un jaunissement et un
fletrissement des feuilles de la base des plantes et leurs enroulements vers le
bas et prennent une couleur grise. Le flétrissement progresse des feuilles les
plus basses vers le haut de la plante, symptéme qui peut se généraliser a la
plante entiere et les plantes restent rabougries (Figurel6. A, C, D, E, F) C’est
le symptébme qui a été le plus observé par rapport au deuxieme.

= Décoloration des feuilles qui prennent une teinte vert clair qui évolue vers un
jaunissement. Ce symptdbme est observé au niveau des feuilles apicales et

évolue vers les feuilles basales (Figure 16.B).

A l'extérieur de la tige, une dépression longitudinale, part du collet puis

remonte unilatéralement du coté correspondant a la racine malade (Figure 16.2).

Les plantules non inoculées par le pathogene (plants témoins), sont restées

intactes (Figure : 16.1).
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Figure 16.A : Progression des symptémes de fusariose vasculaire causée par fop
sur le génotype 2633b de petit pois.

Figure 16.B : Progression des symptdomes de fusariose vasculaire causée par fop
sur le génotype 952.

1 : plantes témoins non inoculées par le pathogéne. 2 : plantes inoculées par [l'isolat
R2F42
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Figure 16.C : Progression des symptémes de fusariose vasculaire causée par fop
sur le génotype P648.

Figure 16.D : Progression des symptdomes de fusariose vasculaire causée par fop
sur le génotypel160.

1 : plantes témoins non inoculées par le pathogéne. 2 : plantes inoculées par l'isolat R2F42
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Figure 16.E : Progression des symptémes de fusariose vasculaire causée par fop
sur le génotype 3068.

Figure 16.F : Progression des symptdomes de fusariose vasculaire causée par fop
sur le génotype 3029.

1 : plantes témoins non inoculées par le pathogéne. 2 : plantes inoculées par lisolat R2F42

a : Jaunissement des feuille : Desséchement et mort des feuilles/ Brunissement longitudinal de tige

Le 1 er suivi aprés . Le 2 éme suivi apres | Le 3 éme suivi apres
I'inoculation de 12j _, I'inoculation de 19j I'inoculation de 37j
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1.1.1.2. Partie racinaire

Au niveau des racines, les génotypes inoculés avec la souche R2F42ont
montré une décoloration anormale orange a rouge foncé sur les racines et le collet
jusqu'a la tige. Cette décoloration n'a pas été enregistrée chez les plantes
résistantes et les plantes immergées dans l'eau distillée stérile (témoins). Le

symptdme est observé dans les génotypes sensibles (figure 17).

1160 3068 3029

Figure 17. Aspect des racines du tout les génotypes (2633a, 952, P648,
1160,3068, 3029). (T).Témoin(EDS), (I) inoculée avec la souche R2F42
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1.1.2. Symptomes internes

Trente jours aprés linoculation, des coupes longitudinales ont été
effectuées sur la racine et le collet des différents génotypes. Une décoloration
rouge foncée du systéme vasculaire et du tissu parenchymateux a été observée
chez les génotypes sensibles. Cette décoloration a été enregistrée chez les
génotypes inoculés avec la souche R2F42 du champignon. Par contre, les racines

des plantes immergées dans I'eau distillée stérile (ttmoins) n’ont pas montré cette

décoloration (Figure 18).

Figure 18. Coupes des racines du génotype 952 sous microscope optique
(G:100).

(A)Témoin, (B) inoculée avec la souche R2F42 (brunissement des vaisseaux).

1.2. Taux d’infection

Le taux d’infection des génotypes étudiés était évalué en dénombrant les
feuilles porteuses de symptdmes de la fusariose vasculaire, par rapport au nombre
totale des feuilles. Le taux d’infection des 06 génotypes varie de 28,57% a
95,14%. Sur cette base, nous avons pu sélectionner les génotypes résistants,
partiellement résistants et sensibles, ce qui a permis de distinguer le

comportement de chaque génotype vis-a-vis a la fusarium vasculaire .
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Les résultats illustrés dans le graphe, obtenu par le calcul des moyennes du
taux d’infection, nous permet de remarquer des différences dans le comportement
des six génotypes. Nous avons pu caractériser et sélectionner les génotypes

résistants, partiellement résistants et sensibles.

En interaction avec la souche R2F42, les génotypes 1160, 2633 et P648
semblent résistants a cette souche en enregistrant des taux d’infection inférieurs a
50 %.Les génotypes 3029 et 3068 sont considérés comme partiellement résistants
et le génotype 952 comme sensible en enregistrant .La valeur de taux d’infection
la plus élevée a été enregistrée par le génotype 952 (95%) qui est le plus sensible

vis-a-vis de cette souche (Figure 19).

R2F42
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90
80
70

60

50

M R2F42
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le taux d'infection %

10

G 3029 G 1160 G 2633 G P648 G 952 G 3068

Figure 19. Taux d’infection de tous les génotypes étudiés 30 jours aprés leur inoculation

La progression de la maladie a été également estimée dans le temps
ou nous avons noté que I'apparition des symptomes a été brutale et varié d'un
génotype a l'autre qu’. Par exemple, le génotype 3029 a exprimé les premiers
symptdmes dés le 7éme jour d’inoculation avec la souche R2F42, avec une
valeur de 23,238%, avec un maximum de 60,28% aprés le 19 éme jour

d’inoculation. Par contre, 'apparition des premiers symptémes chez le génotype
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1160 a 10 jours aprés son inoculation avec la méme souche en enregistrant
une valeur de 9,59 %, pour atteindre 28,57% apres 28 jours d’inoculation
(Figure 20).
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Figure 20. Cinétique des taux d’infections de tous les génotypes

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

Le calcul de ’TAUDPC nous a permis de définir une valeur plus fiable afin de
distinguer avec précision les réponses des génotypes vis-a-vis de la fusariose

vasculaire.

Les valeurs AUDPC les plus faibles correspondent aux génotypes
résistants, tandis que les valeurs les plus importantes correspondent aux
génotypes sensibles.

En interaction avec la souche R2F42, les AUDPC varient entre 0,00 et
1836,58. Le génotype 952 est le plus sensible vis-a-vis de cette souche en
montrant un AUDPC de 1836,5873.Tous les autres génotypes ont enregistré des
AUDPC entre 720 (génotype 3029) et 1066,21212 (génotype 3068). A I'exception
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des génotypes p648, 1160 et 2633 qui sont les plus résistants avec des valeurs
de : 169,190476, 0,00 et 0,00 successivement (Figure 21).
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Figure 21. Valeurs AUDPC des 06 génotypes du pois inoculés avec la souche
R2F42 de Fop.

2. Détection de la présence de Fop

Pour détecter la présence de Fop, nous avons récupéré des plantes
inoculés, aprés 7 jours, en vue de réisoler 'agent pathogene.

Trois jours aprés | inculcation des sections, on remarque que les souches
obtenues d’un réisolement sont identigue aux mémes critéeres macroscopigues.
Les colonies fongique sont des filaments blanchatres, émergeant du tissu
végétale, donc on peut dire que nous avons la méme souche de Fop dans les
sections des plantes sensibles (figure 23). Par contre les sections des plantules
non inoculées par le pathogene (plants témoins), sont restées intactes. (Figure
22).
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Chez le génotype sensible 952, les colonies de Fop se sont développées
autour des sections des différentes parties de la plante. En revanche, chez les
génotypes résistants 1160, 2633 et 3068, les colonies le Fop ont été développées

uniquement autour des sections des racines et des collets (Figure 23)

Figure 22. Les parties de ré-isolement a partir des plantes non inoculé (t¢moins)

5 Le)

Figure 23. Les réisolement a partir des plantes inoculées avec I'isolat R2F42

(A) (B), (C) génotypes résistants,
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Figure 23. Les réisolement a partir des plantes inoculées avec I'isolat R2F42

(E), (F), génotypes partiellement résistants, (G) génotypes sensible

3. Tracage de la continuté de la séve

Trente jours apres l'inoculation, des coupes longitudinales et transversales
ont été effectuées sur la racine et le collet des différents génotypes, aprés
immersion des racines de ces plantes dans une solution a 0,1% de naphtol bleu.
Pour déterminer la capacité de rétention et du transport d’'une solution du traceur
colorant au sein des plantes. Cette coloration a été enregistrée chez la plupart des
génotypes résistants (1160, 2633, 3068...) inoculés avec la souche R2F42, et
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chez les racines des plantes immergées dans 'eau distillée stérile (témoins), dont
la circulation de la séve a été normale. Tandis que chez les génotypes sensibles

(952) n’ont pas montré cette coloration. (Figure 24).

Témoins

Inoculée
(résistant)

Inoculées
(sensible)

Figure24. Coupes des racines du quelque génotype (inoculée) sous microscope
optique (G:100).
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4. Discussion générale

Notre travail avait pour objectif la caractérisation de la résistance d’une
collection de 06 génotypes de Pisum spp. vis-a-vis de Fusarium oxysporum f.sp.
pisi dans des conditions semi-contrélées sous serre. Cette souche a pu induire
des symptbmes typiques de la fusariose vasculaire et les 06 génotypes ont

présenté différents niveaux de résistance.

La souche de Fop utilisée ont induit un ensemble de symptdmes externes
incluant l'enroulement des feuilles, le flétrissement, le jaunissement, les
nécroses puis la mort de la plante. Les symptémes de la fusariose vasculaire
manifestés sous serre sont similaires a ceux rapportés en plein champ (Trapero-
Casas et Jimenez- Diaz,1985 ; Haware, 1990). Il s’agit soit d’un flétrissement
précoce entrainant la mort de la plante avant le stade de la floraison, tel qu’il a
été décrit initialement par Padwick (1940), soit d’un jaunissement progressif
accompagné d’un brunissement vasculaire et qui correspond au flétrissement
tardif décrit par Nene et Reddy (1987). L’association de ces symptomes a été
signalée chez des génotypes sensibles du pois en réponse aux quatre races de
Fop. Cependant, la race 2 induit un syndrome proche de la fusariose qui se
produit plus tard dans la période de végétation, souvent a la floraison et apparait
seulement sur quelques plantes sauf en cas de fortes infestations (Kraft et al.,
1998 ; Kraft et Pfleger, 2001). Ces symptdmes peuvent étre le résultat d’'un
déficit hydrique da a l'occlusion des vaisseaux (MacHardy et Beckman, 1983) ou
de la combinaison des activités du pathogene, telles que la condensation du
mycélium dans les cellules du xyleme et/ou la production de toxines (Charchar
et Kraft, 1989).

En parallele aux symptdbmes 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 (Kraft et al.,

50



Chapitre lll Résultats et discussion

1998 ; Kraft et Pfleger, 2001). En accord avec ces observations, le tissu
vasculaire de quelle que nos génotypes inoculés par la souche R2F42 a viré
vers une couleur rouge foncé et ces génotypes présente les génotypes
sensible. Par contre, cette décoloration a été absente chez les génotypes

résistants.

La plupart des travaux sur le comportement du pois vis-a-vis de la fusariose
vasculaire considére le taux d’infection et la sévérité des symptdbmes en tant que
parametres typiques pour évaluer la résistance des génotypes testés (Michielse
et Rep, 2009 ; Bani et al., 2012 ; Irzykowska et al., 2012 ; Mekhaldi, 2016 ;
Kara, 2017). Ainsi, nous avons utilisé ces paramétres pour caractériser les 06
génotypes étudiés de Pisum spp. Ces paramétres nous ont permis d’identifier

trois catégories de réactions : résistance, résistance partielle et susceptibilité.

Selon les valeurs du taux d’infection, et en interaction avec la souche
R2F42, 3 génotypes sont résistants, 2 génotypes sont partiellement résistants et

un seul génotype s’avere sensible.

Restreindre I'évaluation de la maladie a une seule valeur de taux d’infection
semble limiter et ne refléte pas les détails de la fusariose vasculaire du pois.
Pour cela, nous avons calculé 'AUDPC car ce parametre évalue la progression
de la maladie dans le temps, a travers les différents stades phénologiques de la

plante (Teng et James, 2002).

Les différentes méthodes d’évaluation de la maladie utilisées dans ce travalil
nous ont permis de caractériser les génotypes résistants des autres susceptibles
ou partiellement résistants. La résistance ou la susceptibilité d’'un génotype
donné a été classée par rapport aux types de génotypes. On prend le cas du
génotype 952 qui a enregistré une valeur dAUDPC de 1836,5873, alors que le
génotype 1160 a enregistré une valeur de 0,00 avec le méme souche R2F42.

Les 06 génotypes du pois sujets de notre étude n'ont pas eu la méme

réponse suite a leur inoculation avec la souche R2F42 de Fop. Cette variabilité
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de réponses envers les différentes souches du méme pathogéne peut étre la
conséquence d’'une spécificité du biotype pathogéne vis-a-vis des différents
cultivars de la méme espéce hbte. Les relations entre I'agent pathogénes et
leurs hobtes 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. Les 06 génotypes du pois étudiés dans
notre travail ont présenté des niveaux variables de résistance envers la souches
R2F42 de Fop, en déterminant une résistance autre que verticale. L’étude
menée par Bani et al., (2012), a révélé une variabilité des réponses de 73
génotypes de Pisum spp. face a la souche R2F42 de Fop, qui ont varié entre
résistance et susceptibilité, avec des génotypes a résistance partielle. De telle
variabilité de réponses suggére que la résistance de la collection étudiée de

Pisum spp. a cette souche de Fop

est de nature quantitative. Comme résultats de cette étude, des nouvelles
sources de résistance ont été identifiées et confirmées et qui peuvent étre utile

dans des programmes d’amélioration.

La deuxieme partie du travail a été consacrée pour la détermination de
'ampleur de la colonisation du champignon au niveau des différentes parties des
génotypes inoculée par R2F42, le ré-isolement de Fop a révélé un développement

d’'un réseau myceélien autour des fragments des plantes inoculées.

Chez les génotypes sensibles 952, les colonies de Fop se sont développées
autour des fragments des différentes parties de la plante (racine, collet et parties
inférieure et supérieure de la tige). En outre, chez les génotypes résistants, les
colonies de Fop se sont développées uniqguement autour des fragments des

racines et du collet.

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

al., 1962 ; Bishop et Cooper, 1983).
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D’autre part, et pour déterminer de la continuité de la seve chez les génotypes
inoculés, nous avons utilisé un colorant traceur (bleu de naphtol). L'observation
microscopique des coupes transversale et longitudinales des tiges et racines des
différents génotypes inoculés avec la souche R2F42, nous a permis de constaté
une différence d'intensité de la coloration et de son prolongement dans les tissus

végétaux selon le génotype testé.

Le blocage de la circulation normale de la séve chez les génotypes sensibles
peut étre d0 a l'obstruction du systéme vasculaire et des cellules du xyléme
(Tessier et al., 1990). Ainsi, la formation de telle obstruction a été supposée pour
étre la conséquence d'une réaction défensive retardée survenant dans la tige des
plantes sensibles (Tessier et al., 1990). De plus, la production de la gomme par la
plante par l'action d'une pectinase fongique a également été suggéré pour étre
l'origine de ces occlusions vasculaires (Pegg, 1985 ; Beckman, 1987). Les amas
mycéliens de Fop dans les cellules du xyleme sont la cause principale du
flétrissement des plantes et de leur mort subséquente suite a un stress hydrique
(Pegg, 1985 ; Beckman, 1987 ; Webster et Weber 2007).

53



Conclusion

Conclusion

La fusariose vasculaire du Pois, causée par F. oxysporum f.sp. pisi
(Fop), est signalée dans tous les pays ou le pois est cultivé, et ce depuis déja
des décennies. La maladie est souvent sévere, notamment avec la pratique des
rotations courtes avec d’autres cultures, engendrant la conservation du pathogéne
pour de longues durées. Dans de telles conditions, il en résulte des pertes
économiques considérables. Ainsi, les méthodes de lutte classique,
particulierement lI'usage des fongicides, ne peuvent étre efficaces. En plus, il n'est
plus a démontrer les risques liés aux pesticides sur la santé humaine et
I'environnement, ajouté a l'opinion publique qui devient catégoriquement hostile

aux intrants chimiques en agriculture.

Notre travail avait pour objectif la caractérisation de la résistance/sensibilité
d’'une collection de six génotypes de pois (Pisum spp.) vis-a-vis de la souche
R2F42 de Fop, dans des conditions semi contrdlés (sous serre). Les inoculations
artificielles ont induit des symptomes typiques de la fusariose vasculaire sur les
plants traitées (jaunissement, enroulement et desséchement des feuilles, ainsi que
le flétrissement), avec une décoloration du tissu vasculaire et parenchymateux des
racines et du collet enregistrée chez la plupart des génotypes inoculés par cette
souche.

Le taux d’infection le plus élevé a été enregistré chez le génotype 952
(95,13%), tandis que les valeurs les plus faibles (inférieures a 30%) ont été

enregistrées chez le génotype 1160.

Quant a ’AUDPC, qui integre I'intensité des symptémes et leur progression
dans le temps, sa valeur la plus importante (1836,59) a été enregistrée avec le
génotype 952 qui est le plus sensible. Les autres génotypes étudiés ont enregistré
des valeurs variant de 720 (génotype 3029) a plus de 1066 (génotype 3068). Les
génotypes P648, 1160 et 2633 apparaissent comme les plus résistants en
enregistrant des valeurs, successivement, de 169,19 pour le premier et nulle pour

les deux autres.

La détection de la présence de Fop dans les tissus des plantes inoculées a

révélé I'apparition des colonies de Fop autour des sections des différentes parties
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de la plantes (racine, collet, tige inferieure et tige supérieure) chez le génotype
sensible 952, tandis que chez les génotypes 1160, 2633, P648, 3029 et 3068,
'apparition a été détectée uniquement autour des sections des racines et des
collets.

Pour le tragage de la continuité de la séve, I'utilisation du bleu de naphtol nous
a permis de déduire une circulation normale de la séve chez les génotypes
résistants par rapport au témoin, alors qu’un blocage a été noté chez le génotype
sensible 952.

Les génotypes ayant montré un niveau important de résistance peuvent
étre intégrés dans des programmes de développement et d’amélioration, pour
mieux les exploiter comme sources de résistance. Cependant, ¢a sera avantageux
de poursuivre les études sur ces génotypes pour caractériser les mécanismes
responsables de leur résistance (ou tolérance) face a ce pathogéne afin de
favoriser les mécanismes les plus durables. Comme il est souhaitable
d'expérimenter leur comportement vis-a-vis d’autres maladies et stress abiotiques,

pour une exploitation durable et intégrée.
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Annexe 1

Milieux de culture utilisés

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Pomme de terre 200 g
Dextrose 2049
Agar 159

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 209

Eau distillée stérile 1 000 ml

Le milieu est par la suite autoclavé pendant 20 min a 120° C.
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Annexe 2

Valeurs des taux d’infection de tous les génotypes en interaction avec la souche
R2F42 de Fop.

Génotypes 0j 7 10j 13j 16j 19j 22j 25j 28j 31j
G 3029 0| 48,666| 78,666 100 100 100 100 100 100 100
G 1160 0] 50,952|64,952| 67,809| 71,142] 90,476|96,6666|96,6666 100 100
G 2633 0] 26,904| 60,476 81,904{ 86,309| 88,809(97,1428|97,1428|97,1428|97,1428
G P648 0] 40,619]59,904| 86,285 95,142| 97,142 100 100 100 100
G 952 0| 14,444)26,944| 76,666 88,333] 95,555 100 100 100 100
G 3068 0 20| 33,333( 53,333 70| 83,333]93,3333(93,3333/93,3333(93,3333

j : jours aprés inoculation.

Annexe 3

Valeurs des taux d’infection de tous les génotypes (témoins).

Génotypes | 0 7 10j 13] 16] | 19j 22] 25 28] 31
G 3029 0 |25,428(25,428|23,523| 23,523 38,5| 40,888(40,8888|39,7142|39,7142
G 1160 0| 48,214|55,357| 67,857 67,857| 67,857|71,4285(71,4285(71,4285|71,4285
G 2633 0| 3,3333 30 40( 46,666 50]53,3333(53,3333 60 60
G P648 0] 20,833 20,357] 23,690] 26,944| 44,166|56,6666(56,6666(62,2222162,2222
G 952 0 0|4,1666| 3,5714) 3,5714] 3,125|2,77777|2,77777(4,86111]4,86111
G 3068 0 0| 3,3333] 3,3333 3,3333| 17,777 26 26|30,9393(30,9393

j : jours aprés inoculation.
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Annexe 4

Valeurs effectives des taux d’infection de tous les génotypes en interaction avec la
souche R2F42 de Fop.

Génotypes 0j 7 10j 13j 16j 19j 22j 25j 28j 31j
G 3029 0] 23,232|53,238| 76,476| 76,476 61,5 59,111{59,1111|60,2857|60,2857
G 1160 0] 2,7380]9,5952| 0,0476| 3,2857| 22,619| 25,238|25,2380|28,5714|28,5714
G 2633 0] 23,571 30,476 41,904{ 39,642| 38,809| 43,809|43,8095|37,1428|37,1428
G P648 0] 19,785| 39,547 62,595 68,198| 52,976| 43,333|43,3333|37,7777|37,7777
G 952 0| 14,444 22,777 73,095| 84,761] 92,430| 97,222(97,2222|95,1388|95,1388
G 3068 0 20 30 50| 66,666| 65,555| 67,333[67,3333|62,3939(62,3939

j 1 jours aprés inoculation.

Annexe 5

Valeurs ’AUDPC en fonction des taux d’infection de tous génotypes en interaction

avec la souche R2F42 de Fop.

Génotype] 0j 7 10j 13) 16] | 19j 22] 25 28] 31j | AUDPC
G 3029 | 0 | 23,238|53,238| 76,476| 76,476 61,5/59,1111(59,1111{60,2857|60,2857(1616,833
G 1160 | O |2,7380(9,5952| 0,0476| 3,2857| 22,619|25,238025,2380(28,5714|28,5714{415,4166
G 2633 0 |23,571|30,476| 41,904| 39,642| 38,809|43,8095/|43,8095(37,1428|37,1428|1025,952
G P648 | 0 | 19,785|39,547| 62,595| 68,198| 52,976|43,3333|43,3333(37,7777|37,7777(1248,297
G 952 0 | 14,444)22,777] 73,095| 84,761| 92,430]97,2222|97,2222(95,1388|95,1388|1926,765
G3068 | O 20 30 50| 66,666| 65,555|67,3333(67,3333(62,3939|62,3939(1451,439

j : jours aprés inoculation.
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Annexe 6

Valeurs d'AUDPC en fonction des taux d'infection de tous génotypes (témoins).

Génotype] 0j 7 10j 13) 16] | 19] 22] 25 28] 31j | AUDPC
G 3029 | 0 | 25,428|25,428| 23,523| 23,523 38,5/40,8888(40,8888(39,7142|39,7142|896,8333
G 1160 | O |48,214{55,357|67,857| 67,857| 67,857|71,4285(71,4285(71,4285|71,4285| 1806,25
G 2633 0 ]3,3333 30 40 46,666 50]53,3333(53,3333 60 60|1161,666
G P648 | 0 |20,833|20,357| 23,690| 26,944| 44,166|56,6666(56,6666(62,2222|62,2222(1079,107
G 952 0 0|4,1666| 3,5714| 3,5714| 3,125|2,77777|2,77777|4,86111|4,86111/90,17857
G3068 | O 03,3333 3,3333] 3,3333| 17,777 26 26|30,9393|30,9393|385,2272

j 1 jours aprés inoculation.




