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Abstract:

Behavior study of a collection of pea (Pisum spp.) toward the
Fusarium wilt

Our work focuses on the study of behavior of a collection of 27 genotypes of pea
(Pisum spp.) toward two strains of Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop) (R1: 1 race

and R2F42: race 2), the causal agent of fusarium wilt of peas.

The experiment was conducted in semi -controlled conditions of (greenhouse). Plants
of different genotypes were inoculated with the root immersion technique in the fungal
suspension of the two strains of the pathogen . Both Fop strains have caused typical
symptoms of fusarium wilt (yellowing ,leaf curling , wilting, drying out and vascular
discoloration ) . To assess the progress and development of the disease, we studied
three different parameters: The rate of infection, VIS (Visual Index of Severity) and
AUDPC (Area Under Disease Progress Curve) The analysis of variance of these
parameters showed very highly significant (p = 0.000) between the 27 tested
genotypes and between the two strains of Fop used. The responses of 27 genotypes
were differential between strains of Fop. According to the values of the infection rate
in the interaction with R1, 952 genotype is considered resistant recording a value of
26.1 %, while the 2076 genotype was most sensitive with a value of 86.15 %.
Interacting with race 2, all genotypes were sensitive, with the exception of M. Kelvedon
genotype, which recorded a value of 21.42%.

Depending on the values of AUDPC, the R2F42 strain was more virulent than the

pathogenic strain R1, recording the highest values .

Keywords : behavior, Fusarium oxysporum f. sp. pisi, pea (Pisum spp.), resistant,

susceptible



Résumeé

Etude de comportement d’une collection du pois (Pisum spp.)

vis-a-vis de la fusariose vasculaire

Notre travail porte sur I'étude de comportement d’'une collection de 27
génotypes du pois (Pisum spp.) vis-a-vis de deux souches de Fusarium
oxysporum f. sp. pisi (Fop) (R1: race 1 et R2F42 : race 2), agent causal de la

fusariose vasculaire du pois.

L’expérimentation a été menée dans des conditions semi contrélés (sous
serre). Les plantes des différents génotypes ont été inoculés par la technique
d'immersion des racines dans la suspension fongique des deux souches du
pathogéne. Les deux souches de Fop ont pu causer des symptémes typiques de
la fusariose vasculaire (jaunissements, enroulement des feuilles, flétrissement,
dessechement et décoloration des tissus vasculaires). Pour évaluer la progression
et le développement de la maladie, nous avons étudié trois parametres différents :
Le taux d’infection, le VIS (Visual Index of Severity) et TAUDPC (Area Under
Disease Progress Curve). L’analyse de la variance de ces paramétres a mis en
évidence des différences trés hautement significatives (p=0,000) entre les 27
génotypes étudiés et entre les deux souches de Fop utilisées. Les réponses des
27 génotypes ont été différentielles selon les souches de Fop. Suivant les valeurs
du taux d’infection, et en interaction avec R1, le génotype 952 est considéré
comme résistant en enregistrant une valeur de 26,1% tandis que le génotype
2076 a été le plus sensible avec une valeur de 86,15%. En interaction avec la race
2, tous les génotypes ont été susceptibles, a I'exception du génotype Merveille de

Kelvedon qui a enregistré une valeur de 21,42 %.

Selon les valeurs ’AUDPC, la souche R2F42 été plus virulente que la souche

R1 du pathogéne, en enregistrant les valeurs les plus élevées.

Mots clés : comportement, Fusarium oxysporum f. sp. pisi, pois (Pisum spp.),

résistant, susceptible.
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Introduction

Introduction

Les légumineuses alimentaires sont considérées parmi les cultures
importantes dans le monde et dans la plupart des pays du bassin méditerranéen.
Elles offrent un apport en protéines végétales pour l'alimentation humaine et
animale et constituent un excellent précédent cultural dans les systémes de
production céréaliere (Rubiales et al., 2012).

Le pois (Pisum spp.) est classé comme la deuxieme légumineuse la plus
cultivées dans le monde (FAOSTAT, 2013). Ceci est principalement attribué a sa
consommation alimentaire croissante, en plus 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
(Zohary et Hopf, 2000). Bien qu’elle se pratique comme une culture homogéne
(Weiss et Zohary, 2011), néanmoins une certaine hétérogénéité a été signalée
chez certaines variétés traditionnelles et chez des anciens cultivars et génotypes
(Smykal et al., 2008).

Le rendement mondial moyen par hectare a été de 1,72 tonne. Les petits
pois sec sont cultivées et commercialisés dans pres de 100 pays, mais la
production est concentrée au Canada, en Russie et en Chine. Conjointement, ces
trois pays produisent plus de la moitié de la production mondiale des pois secs
(FAOSTAT, 2013).

Les rendements de la culture du pois sont généralement réduits par les
contraintes biotiques et abiotiques, parmi lesquelles les maladies fongiques
constituent un probleme important affectant la production et la croissance de cette
culture (Rubiales et al., 2012).



Introduction

La fusariose vasculaire est parmi les maladies les plus importantes
affectant les légumineuses a grains a travers le monde (Kraft et al., 1998). L’agent
causal Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop) est un pathogene destructeur des
champs du pois et qui a été rapporté dans tous les pays ou le pois est cultivé
(Kraft et Pfleger, 2001). Ce pathogéne tellurique peut survivre sous forme de
chlamydospores a paroi épaisse, qui restent viables dans le sol pendant plus de
10 ans (Kraft, 1994). Cette maladie cause un ensemble de symptéomes incluant
I'éclaircissement des nervures, I'enroulement des feuilles, le flétrissement, le
jaunissement, les nécroses puis la mort de la plante (MacHardy et Beckman,
1983).

La lutte contre les maladies causées par des champignons telluriques se
base essentiellement sur l'intégration des différentes méthodes de gestion. Parmi
ces méthodes, I'utilisation des cultivars résistants est largement connue comme la
méthode la plus s(re, la plus économique et la plus efficace pour protéger les
cultures (Ciancio et Mukerji, 2008).

Devant cette situation, et dans le but d’améliorer la résistance du pois a la
fusariose vasculaire, des expérimentations et travaux scientifiques recommandent
'adoption des systémes de productions optimisés, selon les besoins et les
exigences de la culture (Ambrose, 2008). En plus, des travaux scientifiques, de
sélection et d’'amélioration, ont montré les possibilités d’exploitation des variations
des rendements et du comportement chez plusieurs espéeces dans leur adaptation
aux stress biotiques et abiotiques (Redden et al., 2005 ; McPhee, 2007).

Dans ce concept, notre travail a pour objectif d’étudier le comportement
d’une collection de pois (Pisum spp.) vis-a-vis de la fusariose vasculaire, dans des

conditions d’expérimentation semi-contrélées sous serre.
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Chapitre I.

Synthése bibliographique

1. Généralités sur la culture du pois

1.1. Historique et origine

Le pois (Pisum spp.) est la deuxiéme légumineuse alimentaire la plus
importante dans le monde entier aprés le haricot (Phaseolus vulgaris). La
demande croissante de matiére premiére riches en protéines pour l'alimentation
animale ou de produits intermédiaires pour la nutrition humaine, a conduit a un
plus grand intérét a cette culture (FAOSTAT, 2015). Les premiéres traces de
culture du pois datent du début du Néolithique dont elle a accompagné les
céréales dans l'apparition de Il'agriculture au Proche-Orient. Il était un aliment de
base dans I'Antiquité et au Moyen Age en Europe et dans le bassin méditerranéen
(Benoit et al., 2006).

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. 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 (6800-5400 ans
avant Jésus Christ). En Europe, les plus anciennes traces du pois découvertes
dans les excavations d’Aggetelek en Hongrie et aussi en Suisse datant de I'age de
pierre (Fourmont, 1956). 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) (Gibanlt, 1912). 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
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particulierement de « pois » et a indiqué que des pois ont été employés en tant

gue fourrage et nourriture humaine.

Le pois a été largement utilisé dans les études d'hybridation et il était le
modele de choix pour la découverte des lois de I'hérédité par Mendel, ce qui lui
rend une partie de la fondation de la génétique moderne. La FAO considéere
I'Ethiopie et I'Asie occidentale comme centres de diversification, avec des centres
secondaires dans le sud de I'Asie et la région méditerranéenne. Actuellement, on
trouve Pisum sativum dans tous les pays tempérés et dans la plupart des hautes
terres tropicales (comme exemple I'Afrique centrale (partie) et orientale (en
Ethiopie)) (Brink et Belay, 2006). Pisum sativum ssp. elatius et P. sativum ssp.
sativum se trouvent naturellement en Europe, au nord-ouest de I'Asie et au sud
d'Afrique, tandis que P. fulvum est limitée seulement au Moyen-Orient. Pisum

abyssinicum se trouve en Ethiopie et au Yémen (Maxted et Ambrose, 2001).

1.2. Taxonomie

Pisum fait partie de la famille des Fabaceae, de la sous-famille des
Papillionaceae et de la tribu des Vicieae. Une grande diversité morphologique a
été observée entre les plantes sauvages du pois. De hombreuses espéces de pois
furent donc initialement décrites par les botanistes pour différencier ces plantes
suivant leurs caractéristigues morphologiques comme par exemple Pisum
formosum, P. transcaucasicum, P. abyssinicum, P. aethiopicum, P. arvense et P.
sativum qui est l'espéce la plus répandue (Fourmont, 1956). Les études
postérieures combinant les caractéeres morphologiques et génétiques regroupéerent
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 (Smartt et Hymowitz, 1985).

P. 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, pouvait avoir évolué
d’'une fagon indépendante avec des contributions du matériel génétique de P.

fulvum et de P. sativum ssp. elatius. Tous les taxons de Pisum sont diploides
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(2n=14) et la majorité sont inter-croisables et peuvent produire des hybrides
viables (Redden et al., 2005).

1.3. Description botanique

Le pois (Pisum spp.) est une légumineuse herbacée de la famille des
papilionacées ou fabacées. Cette plante annuelle, représentée en Figure 1, porte
des fruits sous forme de gousses. Dans sa partie souterraine, la plante du pois est
constituée d'un systéme racinaire a pivot peu développé, ayant des racines
secondaires. Sur ces racines peuvent se développer des nodosités, lieu de la
symbiose entre la plante et des bactéries du sol qui permet la fixation de I'azote
atmosphérique. La partie aérienne est constituée d'une tige principale et de
ramifications issues des bourgeons latéraux. C’est une plante a fécondation
autogame, donnant des gousses portant un nombre variable de graines dont le

maximum est une caractéristique variétale (Geves, 1995).

Floratson, nouatson,
Fécondation auto-game,
Floraison indéteminée.
Deux a trois fleurs par
étage surd 3 7 étages.

Premier étage floral 3
hauteur variable suvanl
variété, densité et date de
Semis.

Pré-feuiles (écailes) a
I'atssele desquelies
partent les ramifications.
Le nombre de
ramifications dépend de la
variété, de la densité et de
la date de semis.

Sysléme racinaire ramifié
pouvanl atteindre 1 m.
Nodosités abondantes
dans les 30 premiers cm.

Figure 1. Structure d'une plante du pois (Boyeldieu, 1991).
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Les feuilles alternes, sont composées d'une a quatre paires de folioles
sessiles, opposées et terminées par une vrille simple ou ramifiée (Figure 2). Elles
possedent a leur base deux grandes stipules arrondies et crénelées a la base,
souvent plus grandes que les folioles, et peuvent atteindre 10 cm de long.
Certaines variétés ont des stipules allongées caractéristiques. Les deux premiéres

feuilles primordiales sont réduites a des écailles (Geves, 1995).

]
.~ S
\ a@u
=
—\ A <)
/
-~ -/ \
A D L

Figure 2. Différents types morphologiques de feuilles du pois (Cousin, 1997).
(A) feuille normale, (B) semi-aphylle, (C) sans feuille ou aphylle, (D) type Acacia,

(E) recombinaison de B et D, (F) feuille mince a stipules dressées.

La fleur du pois est typique de la famille des Papilionaceae. La corolle contient
cinq pétales : deux ailes et une quille formée comme résultat de la fusion de deux
pétales entourant dix anthéres et un style (Cousin, 1997). Le pois est cléistogame
et doit étre considéré en tant qu’espece 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 naturelles. Ainsi, le mélange génétique peut avoir lieu sans
intervention des sélectionneurs. Les populations naturelles et les variétés se

composent des plantes génétiguement stables (Cousin, 1997).

Sur une plante du pois, on observe une succession d’'organes du bas vers le
haut de tel sorte que peuvent se succéder sur une méme tige, des feuilles et des
graines a différentes phases de développement (Lecoeur, 2005). Ce
comportement identifie le pois comme une plante avec un développement a
caractére indéterminé. Certains auteurs ont défini cette organisation structurale de

la plante par une succession de phytomeres apparaissant successivement lors du
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développement de la plante et ayant alors des ages différents. Un phytomére
étant composé d’un entre-nceud, d’une feuille, d’'un méristtme axillaire, d’un

bourgeon caulinaire et de I'extrémité apicale (Figure 3) (Munier-Jolain, 2005)

Un entre-ncaud I i«

Vrilles

Figure 3. Schéma général d’une plante de pois (Tognite, 2013).

Lecoeur (2005) a défini les différents stades clés du développement de la
plante du pois pendant le cycle cultural du semis a la récolte : la levée (sortie de
terre des plantes), linitiation florale (formation d’un primordium floral), le début
floraison (50% des tiges portent des fleurs), le début de remplissage des graines
(coincide avec leur stade limite d’avortement) et la maturité physiologique (stade

auquel le poids final des graines est atteint).
1.4. Ecologie et croissance

La culture du pois a besoin d’un climat relativement frais. Les températures
moyennes doivent étre comprises entre 7 et 24°C. Pisum spp. sont cultivés jusque
dans les régions ou les précipitations ne déepassent pas 400 mm, mais la

pluviométrie idéale se situe entre 800 et 1000 mm par an. Le pois est légerement
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sensible a la photopériode dont les jours longs favorisent la 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 (Brink et Belay, 2006).

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 de
240 jours pour les variétés d’hiver. La graine du pois protéagineux a un gros
calibre et une haute teneur en protéines et toutes les variétés sont a fleurs
blanches, tandis que toutes les variétés du pois fourrager sont a fleur anthocyanée
(Benoit et al., 2006 ; Cieslarova et al., 2011).

1.5. Utilisations

Les especes du genre Pisum fournit plusieurs types d'aliments tant pour
I'hnomme que pour les animaux (Benoit et al., 2006 ; Brink et Belay, 2006) :

- 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.

- 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.

- Les jeunes pousses feuillées sont aussi consommées en légume,
particulierement en Asie.

- La plante entiére fournit un fourrage aux ruminants, soit en sec, soit en vert,
frais ou ensilé. En général, on appelle pois fourrager tout type de pois
destiné a l'alimentation animale, y compris les pois secs en grains qui sont

appelés pois protéagineux.

Le pois est aussi une plante importante dans les rotations, car il fixe I'azote
atmosphérique, il brise le cycle des maladies et ravageurs et il joue ainsi un role

dans le rétablissement de la fertilité du sol (Brink et Belay, 2006).

1.6. Production et importance économique
1.6.1. Dans le monde
Le pois et la lentille sont les Iégumineuses a graines les plus importantes. La
FAO a estimé la production mondiale de pois secs en 2011 a environ 9,8 millions

tonnes produites sur 6,2 millions d’hectares. Les plus grands pays producteurs
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sont le Canada (2 115 600 t sur 914 200 ha), la Russie (2 021 000 t sur 1 110 800
ha), la France (670 079 t sur 187 111 ha) et I'Inde (593200 t sur 727 200 ha). La
production annuelle de pois sec en Afrique du nord pour 'année 2011 était
d’environ 66 749 tonnes sur une superficie de 73 152 ha. L'Algérie est classée en
troisieme position (7 435 t sur 9 943 ha) apres le Maroc (39 788 t sur 50 240 ha) et
la Tunisie (12 900 t sur 10 043 ha) (FAOSTAT, 2011).

1.6.2. En Algérie

En Algérie, les especes de légumineuses alimentaires les plus cultiveées sont
la lentille (Lens culinaris L.) le pois chiche (Cicer arietinum), le pois (Pisum
sativum), la feve (Vicia faba) et le haricot (Phaseolus vulgaris). La culture des
légumineuses alimentaires a fait I'objet de beaucoup d’attention de la part des
services agricoles pour augmenter les superficies et améliorer les niveaux de
rendements, mais les résultats n'ont pas été a la hauteur des efforts consentis
(Abdelguerfi, 2003).

La diversification des cultures fourrageres est tres limitée, parmi les especes
cultivées, le pois fourrager est utilisé pour l'alimentation du bétail soit comme
fourrage vert, soit sous forme de graines. Cette espéce, qui a connu un
développement conséquent dans les années 1980 subit un net recul en matiére
d’utilisation. Il est a noter aussi que le pois est utilisé en associations fourragéres
séches (pois-avoine, pois-triticale et pois-orge). Bien que le genre Pisum soit
assez bien représenté dans la flore algérienne, il semble que la totalité des
variétés cultivées aient été introduites. Le pois protéagineux a été introduit
récemment, et sa culture est restée assez limitée malgré son importance
stratégique (FAO, 2006).

L’aire de culture du pois comprend les régions de (Anonyme, 2006) :

- Tlemcen (plaines de Henaya et Remchi) et Mascara (plaine de Ghriss) ou
la production est souvent commercialisée en vert.

- Mitidja pour 'approvisionnement des unités de I'agro-industrie.

- Skikda et Annaba.
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1.7. Ressources génétiques

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

monde entier contenant 98 mille entrées (Smykal et al., 2013).

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
génétigue du pois ont été analysées par des méthodes moléculaires et des
collections fondamentales ont été formées (Smykal et al., 2011). Les collections
principales du pois analysées au niveau moléculaire et les collections
fondamentales formulées, pourraient servir comme Kkits pour la cartographie des
lignées, une stratégie pour accéder au déterminisme des genes et des régions

génomiques étant a la base des caracteres désirés (Smykal et al., 2013).

Dans le cas des especes sauvages de Pisum, il y a seulement 706 génotypes
de P. fulvum, 624 de P. sativum ssp. elatius, 1562 de P. sativum ssp. sativum et
540 génotypes de P. abyssinicum, qui sont préservées ex situ dans les collections
(Figure 4). 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%) (Smykal et al., 2013).

1.8. Sélection et amélioration génétique

Le pois est lI'organisme modéele original utilisé par Mendel dans sa découverte
des lois fondamentales de I'hérédité (1866), et qui constitue la base de la
génétiqgue végétale moderne. La facilité de sa culture, sa reproduction par
autopollinisation et sa richesse en variation génétiqgue ont fait du pois un sujet

facile pour la recherche et 'amélioration génétique (McPhee, 2007).
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m Variétés commerciales {34%)

11,838 Lignées améllorées (13%)

(3726)
B0 B Espéces sauvages (38%)

m Mutants {2%)

p Llgnées pures recombinées (3,7%)

B P sathum ssp. efaius (0,42%)

B P humifeisyrfacom (1, 2%)

B P transcaucassicum, asfaticum (0, 2%)
u P abyssinicum (0,36%)

B P fulvtim (0,46%)

m Inconnues

Figure 4. Collections du matériel génétique du pois (Smykal et al., 2013).

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 de
produits incluent l'augmentation du rendement, la résistance aux maladies, la
qualité supérieure pour l'utilisation finale recherchée et l'adaptation agronomique

aux conditions de la production locale (Redden et al., 2005 ; McPhee, 2007).

L’amélioration classique a apporté des progres significatifs de la production
végetale et de la qualité des graines. La méthode d’amélioration la plus largement
pratiquée est le systtme d’amélioration de races pures a travers la ségrégation
transgressive a partir des croisements, de sélection massale et du systéeme de
descendant d’'une seule graine. En outre, le backcross est utilisé généralement

pour introduire un seul caractere désiré (Ambrose, 2008).

Beaucoup de maladies communes du pois peuvent étre contrélées par des
génes simples tels que erl, er2 et Er3 conférant la résistance a Il'oidium.
L’amélioration des plantes a été extrémement réussie en combinant plusieurs de
ces genes dans les génotypes végétaux a améliorés (McPhee, 2007 ; Rubiales et
al., 2012). D’autre part, la résistance génétique partielle, associée aux
mécanismes de la résistance quantitative ont été décrits pour plusieurs agents

phytopathogénes, tels que Mycosphaerella pinodes, Uromyces pisi, Phoma
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medicaginis var. pinodella, Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea,
Pseudomonas syringae pv. pisi, Fusarium oxysporum et Orobanche crenata
(Bevan et al., 1995 ; Barilli et al., 2010 ; Fondevilla et al., 2010 ; Bani et al., 2012).

[I'y a une longue histoire d’amélioration mutationnelle du pois ou des agents
mutageénes 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 (Blixt et al., 1991).

Plusieurs programmes d’amélioration ont visé la caractérisation des QTLs
(Quantitative Trial Locus), responsables a la résistance aux champignons
phytopathogénes 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 (Redden et al., 2005). P. fulvum est
la seule espéce sauvage distincte, qui a été une source utile de résistance aux
maladies et aux insectes (Redden et al., 2005; Fondevilla et al., 2007). 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 (Ambrose, 2008 ; Rubiales et al., 2015).
1.9. Facteurs limitant la production

Les rendements potentiels de la majorité des productions agricoles sont
généralement réduits a cause des contraintes environnementales et biotiques
(Rubiales et al., 2012).

1.9.1. Stress abiotique

Le froid, la sécheresse et les déficits nutritionnels sont les stress
environnementaux les plus importants pouvant affecter la production du pois. La

plupart des cultivars du pois sont trés susceptibles au froid et particulierement les
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lignées caractérisées par des entre-nceuds longs, d’'une grande surface foliaire et
des graines ridées (Cousin, 1997).

La sécheresse et le deuxieme stress abiotique le plus important pour le pois.
L’'aridité et les températures élevées apparaissent ensemble dans plusieurs
régions de production de légumineuses, dont les deux types de stress peuvent
interagir pour réduire les rendements (Rubiales et al., 2012). De plus, la
sécheresse peut arréter la fixation de l'azote et diminuer la production de
biomasse (Cousin, 1997). 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 (Saxena, 1993).

1.9.2. Stress biotiques

1.9.2.1. Ravageurs et parasites

Les Insectes tels que les taupins, les pucerons, les thrips, les charangons et
les arpenteuses, peuvent causés des graves dommages aux pois cultivé ainsi

gu’a ses graines (Redden et al., 2005).

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 especes

sauvages de P. fulvum dans le pois semble encourageante (Clément et al., 2002).

Orobanche crenata, espece parasite non chlorophylienne des racines
d'angiospermes qui dépend totalement de son h6te pour son approvisionnement
en éléments nutritifs, constitue une contrainte importante pour la production de
pois d'hiver dans les pays asiatiques et méditerranéens (Rubiales et al., 2009a).
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 (Rubiales et al., 2012).
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1.9.2.2. Principales maladies bactériennes et virales

Deux bactéries pathogenes étroitement apparentées sont associés avec le
pois, Pseudomonas syringae pv. pisi (maladie de la brllure bactérienne) qui
provoque des pertes économiques particulierement au printemps et en été tandis
que l'autre bactérie, Pseudomonas syringae pv. syringae qui provogue la maladie

des taches brunes (Cousin, 1997).

Les maladies virales sont importantes dans la plupart des régions du monde
ou les pois sont cultivés (Redden et al., 2005). Il y a plus de 50 virus connus
pouvant infecter le pois (Kraft et Pfleger, 2001). Le plus important parmi eux est le
virus de la mosaique du pois (PSbMV : Pea Seedborne Mosaic Virus) qui a été
disséminé dans le monde entier par les graines infectées (Khetarpal et al., 1990 ;
Cousin, 1997). La maladie s'est également transmise par les pucerons (Kraft et
Pfleger, 2001). Le pois est également affecté par d'autres virus moins importants,
tels que le virus de I'enroulement des feuilles du pois (PLRV : Potato Leaf Roll
Virus ), le virus de la mosaique et d'énation du pois (PEMV : Pea Enation Mosaic
Virus) appelé également le virus 1, la mosaique du pois provoquée par le virus 2
du 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 (Cousin,
1997).

1.9.2.3. Principales maladies fongiques

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 probléeme dans des conditions douces et humides
(Redden et al., 2005).
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L’oidium du pois causé par Erysiphe pisi, est une maladie foliaire tres
répandue dans le monde (Rubiales et al., 2009b). Elle peut causer des dommages
graves si elle se produit au début de la saison avant la floraison. C'est la maladie
la plus répandue dans les régions subtropicales et dans les régions tempérées
(Kraft et Pfleger, 2001). La résistance a I'oidium est exprimée par un géne récessif
(erl) (Tiwari, 1997 ; Fondevilla et al., 2006).

La rouille du pois est causée par le champignon Uromyces viciae-fabae et U.
pisi. U. viciae-fabae est I'agent principal de la maladie dans les régions tropicales
et subtropicales, telles que I'Inde et la Chine (Kushwaha et al., 2006). 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 I'alternariose (Laflamme, 1998 ; Redden
et al., 2005).

Les maladies telluriques sont considérées comme un facteur principal limitant
laugmentation et la stabilisation des rendements du pois (Kraft, 1994). 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 (Kraft et Pfleger, 2001).

2. Lafusariose vasculaire du pois

2.1. Historique de la maladie

La fusariose vasculaire du pois a été décrite la premiéere fois et distinguée de
la pourriture racinaire par Jones et Linford (1925) qui I'ont appelée « la maladie du
flétrissement méconnu». A ce moment, la maladie a été signalée dans 50
parcelles a Wisconsin aux Etats-Unis, ou elle a causé des pertes économiques
plus importantes que celles rapportées pour la pourriture racinaire. En 1928,
'agent causal a été appelé F. othoceras var. pisi (Linford, 1928). Le pathogéne a
été dénommé plus tard race 1 de F. oxysporum f. sp. pisi (Goth et Webb, 1981).
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La résistance a été rapidement trouvée et lintroduction des variétés
résistantes au flétrissement a donné un contrble complet. Wade (1929) a
déterminé que la résistance a la race 1 est codée par un gene dominant. La race 1
n'a pas été éliminée, mais la maladie a resté sous contrdle grace a l'utilisation de

cultivars résistants (Kraft, 1994).

En 1933, Snyder a décrit une nouvelle race de F. oxysporum capable de
causer le flétrissement des cultivars résistants a la race 1, et qui a été dénommeé
la race 2. La maladie a été appelée « near wilt » car elle apparait plus tard dans la
période de végétation, souvent seulement au plein développement des gousses
(Haglund, 1984). La résistance a la race 2 est également contrélée par un seul
géne dominant non liée au gene de résistance a la race 1 (Hare et al., 1949).
Delwiche Commando a été le premier cultivar développé possédant des génes de
résistance aux races 1 et 2 (Goth et Webb, 1981).

Les races 3 et 4 ont été décrites dans les Pays-Bas et au Canada,
respectivement (Schreuder, 1951 ; Bolton et al., 1966). Cependant, ces deux
races ont été ensuite regroupées dans la race 2 étant des formes dérivées plus
virulentes de la race 2 (Huebbeling, 1974 ; Kraft et Haglund, 1978 ; William et al.,
1979 ; Kraft et Pfleger, 2001).

En 1970, la race 5 a été décrite dans le nord-ouest de Washington ou tous les
cultivars commerciaux résistant aux races 1 et 2 étaient susceptibles. Cette race
s’est rapidement propagée et a affecté environ 4000 a 12000 ha de pois semés
chaque année. La résistance a la race 5 a été également attribuée a une seule

géne dominant (Haglund et Kraft, 1970).

En 1979, une nouvelle race de Fop a été décrite a lI'ouest de I'état de
Washington, qui était pathogene sur des cultivars et des lignées améliorées
résistants aux races 1, 2 et 5, et a été dénommée la race 6 (Haglund et Kraft,
1979). La résistance a cette race a été de nouveau attribuée a un seul gene
dominant (Kraft, 1994).

A T'heure actuelle, quatre races de Fop ont été identifiées, les races 1 et 2
décrites dans le monde entier, alors que les races 5 et 6 sont seulement
importantes a l'ouest de I'état de Washington aux Etats-Unis (Infantino et al.,
2006).
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2.2. Description de la maladie

La fusariose vasculaire est un terme générique qui désigne, de fait, un groupe
de maladies fongiques, causées par une grande diversité de champignons de
'espéce Fusarium oxysporum. Ce nom est en lien direct avec la forme en fuseau
des spores. La maladie des plantes concernées révéle une gravité variable selon

les especes (Chakrabarti, 2013).

L'agent pathogéne envahit les vaisseaux du xyléme et bloque rapidement la
circulation des éléments nutritifs, dont les plantes flétrissent et meurent
brutalement. Les racines et le collet sont souvent nécrosés. On désigne cette
fusariose vasculaire par le terme expressif de trachéomycose. Le champignon
inclut plus d’'une centaine de formes spéciales et races qui sont chacune

spécifique a une plante héte (Armstrong et Armstrong, 1974).
2.3. Agent causal

Fusarium est considéré comme I'un des genres les plus adaptables et les plus
maniables des Eumycota (Gordon et Martyn, 1997). Les espéces de ce genre sont
des champignons a mycélium cloisonné, dont on ne connait que trés peu de
formes sexuées. Ces champignons vivent en tant que saprophytes dans le sol ou
en tant que parasites des végétaux, en causant des maladies appelées fusarioses
(Bell et Mace, 1981).

Fusarium oxysporum est un champignon tellurique qui comprend des isolats
pathogenes et non pathogenes. Les isolats pathogenes sont connus pour causer
des maladies de flétrissement chez plusieurs cultures économiquement
importantes. F. oxysporum est une espece anamorphe caractérisée par une série
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 (Roncero et al., 2003).

La taxonomie morphologique des espéces du genre Fusarium est basée
principalement sur la structure et l'abondance des formes de reproduction

asexuée (chlamydospores, phialides, microconidies et macroconidies) et sur des
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caractéristiques culturales (texture de colonie, couleur et arome de la culture)
(Fourie et al., 2011). 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 5) (Fourie et al., 2011).

X G
7 °

C D

Figure 5. Caractéristiques morphologiques de Fusarium oxysporum (Fourie et al., 2011).
(A) Microconidies; (B) macroconidies; (C) microconidies germées sur des monophialides; et (D)

chlamydospore.

Stand (1971) a décrit F. oxysporum comme un champignon cosmopolite
filamenteux. Une espéce anamorphique qui comprend de nombreuses souches
pathogénes de plantes causant le flétrissement d’'un large rang d'espéces hotes
agricoles et ornementales (Appel et Gordon, 1996). Seule la reproduction asexuée
est connue chez cette espéce ce qui la place dans le groupe des Deutéromyceétes
(Jimenez-Gasco et al.,, 2004). En fait, F. oxysporum est un Deutéromycetes
telluriques appartenant a la sous classe des Hyphomycétes et a la famille des

Tuberculariacées (Messiaen et Cassini, 1968 ; Booth, 1971; Nelson et al., 1983).
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2.4. Processus d’infection

F. oxysporum peut survivre dans le sol pendant des périodes prolongées sous
forme de chlamydospores dont il est difficile a éliminer une fois que le sol est
infesté (Agrios, 2005). Ses chlamydospores dormantes dans le sol germent sous
des conditions favorables et infectent les plantes a travers leurs racines (Figure 6)
(Chakrabarti, 2013).

secondaire 'f.]

Annean: des valcseas: .
décclorés dun xylame é"' y
o

_ 3
VRSB g yraicoeau: de
xyleme cher una tiza
ou péticle £ains

Penétration A travers

myrcelum entre dans

Figure 6. Cycle infectieux de Fusarium oxysporum (Agrios, 2005).

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 (Beckman et Roberts, 1995). D’abord, I'’hyphe s'attache
sur la surface de la racine et se développe le long des jonctions des cellules

épidermiques pour former un réseau dense mélangeé avec les poils absorbants de
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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 (Chakrabarti, 2013).

Apres 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 a une phase vasculaire distincte ou il demeure confiné
dans les vaisseaux du xyléme. A ce stade, le champignon prolifere dans le
xyléme, s’infiltre par la production de microconidies qui migrent vers le haut avec
le flux de la seve (Chakrabarti, 2013).

2.5. Transmission de Fusarium oxysporum f. sp. pisi

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

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

La race1 de I'agent pathogene peut étre isolée a partir des nceuds de la tige.
Bien qu'aucune preuve n’ait été présentée, il est possible que I'agent pathogéne
ne puisse envahir le pédoncule et donc la gousse et les graines. La probabilité de
transmission par semences de la race 2 de Fop qui infecte la plante au stade
floraison et de développement des gousses, est beaucoup plus élevée que pour la

race 1, 5, ou 6 qui tuent habituellement la plante avant la floraison (Snyder, 1932).

2.6. Interactions hote-pathogene

La plupart des formes spéciales de F. oxysporum existent sous la forme de
chlamydospores, qui sont en dormance dans le sol et dans les tissus de I'héte
jusqu’a la germination (Nelson, 1981). Les exsudats racinaires sont signalés a étre
responsable de la germination des chlamydospores de plusieurs agents de

pourritures racinaires et de flétrissement (Huisman, 1982).
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F. oxysporum est un saprophyte tellurique qui possede la capacité de
coloniser les racines et d’infecter I'épiderme des cellules du cortex chez un grand
nombre de plantes résistantes ou non héte. Cependant, I'action de cet agent
pathogene sur ces plantes hétes peut étre asymptomatiques (Schippers et
Voetberg, 1969). Les formes pathogénes de F. oxysporum sont rapportés a
pénétrer dans une racine de I'héte soit par des blessures ou directement par
'apex (Nelson, 1981). La plupart des points communs d'entrée dans les plantes
du pois par l'agent pathogene sont les régions des extrémités des racines
indifférenciés, ou les blessures racinaires (Walker, 1935 ; Virgin et Walker, 1940 ;
Doling, 1963 ; Nyvall et Haglund, 1972).

L'infection d'une plante sensible du pois peut étre inter ou intracellulaire
jusqu'a ce que tous les éléments du xyleme soient envahis (Beckman, 1987).
Dans des stades avancés de développement de la maladie, le champignon
pousse hors du systeme vasculaire dans les cellules adjacentes du parenchyme
produisant des conidies et des chlamydospores. Le cycle de vie est répété lorsque
les chlamydospores germent et la croissance se produit soit en saprophyte ou par
l'invasion d'une plante héte approprié. D'une maniére générale, une fois F.
oxysporum pénétre dans la plante hote, le champignon se dissémine via le tissu

du systéme vasculaire (Charchar et Kraft, 1989).

Lorsque les racines juvéniles sont le site d’infection, le champignon se
déplace soit inter ou intra-cellulairement au niveau des éléments du xyleme en
développement et les envahit avant qu'ils soient completement mature. L'agent
pathogene est généralement limité par les cellules du parenchyme et du xyleme a
un stade précoce du développement de la maladie. L'agent pathogéne se propage
dans toute la plante au moyen de la croissance du mycélium ou des conidies,
principalement les microconidies produites dans les vaisseaux infectés du xyleme.
Une fois a l'intérieur du systeme vasculaire, le champignon peut changer son
mode de nutrition pour s’adapter aux conditions nutritives dans le lumen du
vaisseau (Charchar et Kraft, 1989).
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2.7. Mécanismes parasitaires

2.7.1. 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 (Chakrabarti, 2013).

2.7.2. 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 I'un des
premiers métabolites fongiques impliqués dans la pathogénése (Bacon et al.,
1996). Cette toxine non spécifique est produite par plusieurs especes de Fusarium
(Abouzeid et al., 2004). 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 perméabilit¢ de la membrane
plasmique. A de faibles concentrations, il peut déclencher les réactions de
défense de la plante et la mort cellulaire programmée (Jiao et al., 2013). Bien que
la relation entre I'acide fusarique et la pathogénése est encore en débat, il a été
décrit comme le facteur responsable de la pathogénicité de la race 2 de Fop (Bani
et al., 2014).

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

leur pathogénicité (Irzykowska et al., 2012).
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2.7.3. 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
réecemment les protéines effectrices sont des mécanismes qui sont impliqués dans
le processus d'infection des plantes par F. oxysporum (Di Pietro et al., 2003 ;
Michielse et Rep, 2009). Le géne fmkl codant pour une MAPK et sa cible
principale le facteur de transcription Stel2 a été isolé chez F. oxysporum. Il a été
démontré que la signalisation par les MAPK est impliquée dans I'adhésion des
spores a la surface des racines, le développement de I'’hyphe de pénétration, la
croissance invasive et la production de la pectate lyase (Di Pietro, et al., 2001 ;
Rispail et Di Pietro, 2009)

2.8. Symptdémes de la maladie

Les races 1 et 2 de Fop infectent le pois pendant les premieres étapes de
croissance des plantes. Dans les tissus vasculaires, une coloration jaune a orange
claire se présente, puis la décoloration est étendue vers la tige et les feuilles
deviennent jaunatres (Figure 7.B). Dans des atmospheres chauds et ensoleillés,

les plantes meurent rapidement (Tamayo, 2000 ; Buitrago et al., 2006).

Contrairement a la plupart des maladies fongiques, la fusariose du pois
caractérise les sols alcalins (Garrett, 1956). Chez les plantes matures, le
fletrissement est général et les feuilles étant généralement jaunes et séches,
tandis que les feuilles supérieures se fanent et restent vertes et seches. Les
feuilles et les stipules s’enroulent vers la nervure centrale. Une autre
caractéristique est que la moitié de chaque feuille présente des symptomes de
flétrissement avant l'autre, par conséquent, la moitié de la plante est a un stade
beaucoup plus avancé de la maladie que l'autre (Figure 7.A) (Kraft et Pfleger,
2001).

Les premiers signes du flétrissement en plein champ sont difficiles a
distinguer, mais dans les plantes cultivées dans des pots, les premiéres étapes de
fletrissement peuvent étre facilement reconnues. Les symptdmes commencent

habituellement a apparaitre a peu pres au stade 6 a 7 feuilles. La plante dans son

23



Chapitre | Synthése bibliographique

ensemble semble en bon état, mais les feuilles inférieures deviennent flasque et

commencent souvent a s’enrouler (Kraft et Pfleger, 2001)

Les symptdomes dus aux races 1, 5 et 6 sont trés similaires, tandis que les
symptémes dus a la race 2 présentent certaines divergences. En réalisant des
coupes longitudinales des racines infectées, on observe la présence d’une

décoloration plus foncée, qui peut atteindre le collet et la tige (Hagland 1984).

Figure 7. Symptdmes de la fusariose vasculaire du pois (Hagedorn, 1991 ; Bani,
2015).

(A) Jaunissement unilatéral des feuilles, (B) Décoloration des tissus vasculaires.

2.9. Contrble de la maladie

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

l'utilisation de variétés résistantes (Guimaraes et al., 2007).
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,
elle n'a qu'un effet mineur dans la résolution des problémes du pois causés par la
fusariose vasculaire, non seulement parce que les chlamydospores de Fop
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survivent trés longtemps dans le sol, mais aussi parce que l'inoculum peut se
multiplier sur les racines des hoétes porteurs asymptomatiques (Keiko et Nagisa,
2005).

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 tres rapidement (Keiko et Nagisa, 2005). En outre, la
fumigation des sols est couteuse pour I'application aux champs et en raison de
I'impact négatif des produits chimiques sur les organismes non cibles et le
potentiel de risque pour l'environnement et la santé, la gamme et le taux de
fongicides utilisée a été progressivement limitée et certains d'entre eux ont été

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

2.9.3. Lutte biologique

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

jusqu'a présent (Bani, 2015).

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 contrblée par des genes dominants et
héréditaires. La résistance a la race 1 est contrélée par un seul gene dominant
(Fw) qui est intégré dans la plupart des variétés cultivées (Grajal-Martin et
Muehlbauer, 2002). La résistance a la race 2 est aussi conférée par un géne
dominant Fwn (Kraft et Pfleger, 2001), bien qu’il ait été démontré que plusieurs
genes peuvent étre impliqués (Infantino et al., 2006). Ces génes n’ont pas été
encore assignés a un emplacement chromosomique (Bani, 2015). La résistance a
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la race 5 est controlée par le gene dominant Fwf localisé sur le groupe de liaison I
prés du marqueur RAPD “U693a” (Coyne et al., 2000 ; Okubara et al., 2002).

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

Matériel et méthodes

1. Matériel végétal

Une collection de 24 génotypes issus de populations spontanées de Pisum
spp., a été étudiée (Figure 8). Il s’agit des génotypes 22, 27, 223, 742, 760, 801,
904, 944, 952, 1046, 1066, 1148, 1149, 1160, 1171, 1176, 1556, 1943, 1994,
1996, 2017, 2076, 2310 et 3029. De plus, trois génotypes contrdles : Merveille de
Kelvedon (variété locale) (résistant), P21 et 2946 (sensibles), appartenant a la
'espece P. sativum, ont été utilisés (Bani et al., 2012 ; Mekhaldi, 2016). Les
semences des différents génotypes ont été issues de [lInstitut de I'’Agriculture

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

Figure 8. Semences des génotypes du pois étudiés.
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2. Souches de Fop

Deux souches de Fop ont été utilisées : R1 et R2F42 (Figure 9). La souche R1
appartient a la race 1 du champignon tandis que la souche R2F42 appartient a la
race 2. Ces souches ont été gracieusement fournies par I'Institut de I’Agriculture
Durable de Cordoue (IAS-CSIC, Cordoba, Spain).

Afin de les régénérer, les souches ont été ensemencées sur le milieu PDA
(Potato Dextrose Agar) et incubées a 25 °C pendant quatre a cing jours (Di Pietro
et Roncero, 1998).

Figure 9. Culture des deux souches de Fop utilisées.

3. Prégermination des graines

Les graines de chaque génotype ont été superficiellement désinfectées
pendant 30 minutes dans une solution d’hypochlorite de sodium (1%), puis rincées
deux fois avec de I'eau distillée stérile pendant 20 min. Par la suite les graines ont
été 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 7 jours. Apres stratification, les boites

ont été incubées a 25 °C jusqu'a la germination des graines.

Une fois germées (Figure 10), les graines ont été transférées dans des pots
de 250 ml de volume contenant de la perlite stérile (Figure 11) et maintenues sous

serre. Les plantules sont arrosées avec de I'eau courante selon le besoin.
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Figure 11. Transfert des graines germées dans la perlite stérile.

4. Préparation de I'inoculum

Selon la technique décrite par Di Pietro et Roncero (1998), les suspensions
fongigues ont été préparées en prélevant des disques mycéliens a partir des
cultures de Fop agées de 4 a 5 jours (sur milieu PDA) (Figure 12.A). Les disques
ont été mis dans des flacons contenant 200 ml du milieu liquide PDB (Potato
Dextrose Broth) 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 (Figure 12.B). A l'aide d’'une cellule de Malassez, la concentration des

filtrats a été mesurée puis ajustée a 5x10° spores/ml (Haglund, 1989).
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Figure 12. Préparation de I'inoculum

(A) Prélévement des disques mycéliens et (B) filtration des suspensions fongiques.

5. Inoculation des plantules

Pour procéder a I'inoculation des plantes avec les souches de Fop, nous avons
utilisé la technique d’immersion des racines (Haglund, 1989). Au stade 2 a 3
nceuds, les plantes ont été dépotées et les racines ont été délicatement lavées
sous l'eau du robinet pour enlever la perlite adhérée (Figure 13.A). Un tiers du
systéme racinaire a été coupé (Figure 13.B) avant 'immersion du reste de la
racine dans la suspension de spores, pendant 5 min a la température ambiante
(Figure 13.C). Aprés l'inoculation, les plantes de pois ont été transplantées dans

leurs pots et incubées sous serre jusqu'a la fin de I'expérimentation.

Figure 13. Procédure d’'inoculation des plantes du pois.

(A) Lavage, (B) coupure et (C) immersion des racines dans la suspension fongique.
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6. Traitements appliqués

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

- Le facteur « génotype » est composé de 27 niveaux correspondant aux 27
génotypes de pois (y compris les génotypes contréles).

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

Le nombre total des traitements était 81 (Tableau 1) et chaque traitement a

éte répéte 5 fois, soit un total de 405 plantes (unités expérimentales).

Tableau 1. Les différents traitements appliqués.

Inoculum
Génotypes

R1 R2F42 EDS

| 22 | T1 | T28 | T55 |
27 T2 T29 T56

| 223 | T3 | T30 | T57 |
742 T4 T31 T58

| 760 | T5 | T32 | T59 |
801 T6 133 T60

| 904 | T7 | T34 | T61 |
944 T8 T35 T62

| 952 | T9 | T36 | T63 |
1046 T10 T37 T64

| 1066 | T | T38 | T65 |
1148 T12 T39 T66

| 1149 | T3 |  T40 | T67 |
1160 T14 T41 T68

| 1171 | Tis | T42 | T69 |
1176 T16 T43 T70

| 1556 | T17 | T44 | T71 |
1943 T18 T45 T72

| 1994 | T19 | T46 | T73 |
1996 T20 T47 T74

| 2017 | T2 | T48 | T75 |
2076 T22 T49 T76

| 2310 | T3 |  T50 | T77 |
3029 T24 T51 T78

| P21 | T25 | T52 | T79 |
2946 T26 T53 T80

| M.Kelvedon |  T27 | T54 | T81 |
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7. Parametres étudiés

7.1. Suivi symptomatologique

Les premiers symptdbmes de la maladie commencent a apparaitre 10 a 15
jours apres l'inoculation. Ainsi, les plantules inoculées ont été suivies chaque 3

jours a partir du 7¢™¢ jour jusqu’au 30°™Me jour aprés I'inoculation.

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 systéme vasculaire
(symptdémes internes). Les symptdmes externes s’expriment par un flétrissement
et un jaunissement des feuilles suivis par un desséchement et/ou la mort de la
plante (Bani et al., 2012).

Une coloration rougeétre 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). Afin d'observer ces symptdémes 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 l'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.

6.1. 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).
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6.2. Séveérité de la maladie (VIS)

L’évaluation des symptdmes foliaires de chaque plante a été effectuée selon
une échelle visuelle de 5 niveaux (Bani et al., 2012), permettant de calculer
I'indice de la sévérité (VIS : Visual Index of Severity) (Figure 14).

Figure 14. Echelle de I'évaluation des symptomes de la fusariose vasculaire (Bani et al.,
2012).

(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.

L’indice final est représenté par la moyenne des valeurs VIS de 'ensemble

des feuilles de chaque plant.

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

VIS =

Les génotypes qui présentent des valeurs de VIS entre 1 et 3 sont considérés
comme résistants, tandis que les génotypes qui présentent des valeurs entre 3 et
4 sont classés comme partiellement résistants et les valeurs dépassant le niveau

4 sont considérés comme susceptibles (Neumann et Xue, 2003).
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6.3. Courbe des aires de progression de la maladie (AUDPC)

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). LAUDPC a été calculée par

I'équation :

AUDPC = Z[EL‘-;# X (t, L1 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.

L'AUDPC est un paramétre qui integre l'intensité des symptbmes et leur

progression dans le temps.

7. Analyses statistiques

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

vers. 12.

Le calcul des moyennes des taux d’infection, des VIS et des valeurs AUDPC a
été effectué en utilisant le méme logiciel, dont les différences sont significatives

en se basant sur la plus petite différence au seuil a < 5%.
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Chapitre 11l Résultats et discussion

Chapitre lll.

Résultats et discussion

1. Description symptomatologique
1.1. Symptdémes externes

1.1.1. Partie aérienne

Sept a 10 jours aprés l'inoculation, les premiers symptomes de la fusariose
vasculaire du pois ont été observés sur certains génotypes. Les symptémes de la
maladie commencent sur les feuilles primaires (Figure 14.A) et atteignent
progressivement les jeunes feuilles jusqu'a ce que I'ensemble de la plante flétrit et
meurt 19 a 30 jours aprés inoculation (Figure 14.B).

Figure 14. Symptémes de la fusariose vasculaire dus aux deux souches de Fop sur le

génotype 944.

(A) Plante inoculée avec la souche R1, (B) plante inoculée avec la souche R2F42.
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Au niveau des feuilles, Nous avons enregistré I'apparition d’'un jaunissement
(Figure 15.A) associé a un enroulement vers le bas des extrémités du limbe
(Figure 15.B). Le jaunissement progresse ensuite a travers la feuille et se

développe a une nécrose jusqu'a ce que I'ensemble des feuilles se desseche.

Figure 15. Symptdomes de jaunissement, de nécrose et d’enroulement causés par les

souches de Fop utilisées.

Bien que les deux souches de Fop utilisées ont provoqué les mémes types de
symptémes sur les génotypes étudiés (jaunissement, flétrissement, enroulement
et nécrose), l'intensité des symptdmes a été plus importante chez les plantes

inoculées avec la souche R2F42, par rapport a la souche R1 (Figure 14).

En comparant les deux souches utilisées, nous avons constaté une variabilité
dans les réponses des génotypes étudiés, variant de la susceptibilité élevée a la
résistance. Généralement, les symptémes de flétrissement progressent beaucoup
plus rapidement chez les génotypes inoculés avec la souche R2F42 par rapport a
la souche R1. En interaction avec la souche R1, nous n’avons pas enregistré la
mort des génotypes étudiés. Par contre, en interaction avec la souche R2F42,

nous avons enregistré la mort de la majorité des génotypes (Figure 16).
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Figure 16. Réactions des génotypes 1996, 1160 et 944, 10 jours apres leur inoculation

avec les souches R1 et R2F42 de Fop par rapport aux témoins (EDS).
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1.1.2. Partie racinaire

Comme la partie aérienne, le pathogéne a causé des dégats sur la partie
racinaire. Les génotypes inoculés avec la souche R2F42 ont présentés une
décoloration rouge foncé a brune aux niveaux des racines et du collet, tandis que
peu de ces symptdomes ont été observés chez les génotypes inoculés avec la

souche R1. Concernant les témoins immergés dans l'eau distillée stérile, les

racines des plantes n’ont pas montré des décolorations (Figures 17 et 18).

Figure 17. Aspect des racines du génotype 223.

(A) Inoculé avec la souche R2F42, (B) inoculé avec la souche R1 et (C) témoin non inoculé.

Figure 18. Aspect des racines du génotype 801.

(A) Inoculé avec la souche R2F42, (B) inoculé avec la souche R1 et (C) témoin non inoculé.
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1.2. Symptdémes internes

Des coupes longitudinales fraiches de la racine et du collet des différents
génotypes ont été réalisées. L’observation de ces coupes, sous loupe binoculaire
(G : x2.5), nous a montré une décoloration rouge foncée du systéme vasculaire
et/ou du tissu parenchymateux des génotypes susceptibles (223 et 801) inoculés

avec la souche R2F42. Par contre, les plantes inoculées avec la souche R1 n’ont

pas montré cette décoloration (Figures 18 et 19).

Figure 18. Racines du génotype 223 sous loupes binoculaire (G : x2.5).

(A) R2F42, (B) R1 et (C) EDS.

Figure 18. Racines du génotype 801 sous loupes binoculaire (G : x2.5).

(A) R2F42, (B) R1 et (C) EDS.
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2. Taux d’infection

Le taux d’infection des génotypes étudiés était estimé en dénombrant le
nombre de feuilles porteuses de symptomes de la fusariose vasculaire, sur le
nombre total des feuilles saines de la méme plante. Le taux d’infection des 27

génotypes varie de 21,42% a 100%.

L’analyse de la variance appliquée aux valeurs des taux d’infection a mis en
évidence des différences trés hautement significatives (p=0,000) entre les
différents génotypes étudiés du pois et entre les deux souches de Fop utilisées
(Annexe 8).

D’aprés le calcul du taux d’infection, nous avons pu classer les génotypes
étudiés selon leur réponse aux deux souches de Fop. En interaction avec la
souche R1, les génotypes Merveille de Kelvedon, 22, 223, 760, 944, 952,
1066,1148, 1149, 1160, 1171, 1176, 1556, 1943 et 3029 se sont aveéré résistants
en enregistrant des moyennes de taux d’infection inférieurs a 50%. Des taux
d’infection compris entre 50 % et 70% ont été enregistrés chez les génotypes 27,
742, 801, 904, 1046, 1994, 1196 et 2310, donc ils sont considérés comme
partiellement résistants. Les génotypes 2946, P21, 2017 et 2076 ont été sensibles

avec des moyennes de taux d’'infection qui dépassent 70% (Figure 20).

En interaction avec la souche R2F42, |la valeur de taux d’infection la pus faible
a été enregistré chez le génotype contréle Merveille de Kevedon (21,42%) qui a
été le plus résistant. En outre, tous les autres génotypes ont été sensibles en
enregistrants des taux d’infection dépassant 85%. Mis a part les deux génotypes
22 (96,66%) et 1994 (89,58%), la mort des plantes (taus d’infection de 100%) a
été enregistrée chez la quasitotatlité des génotypes (24 génotypes sur 27) (Figure
21).
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Figure 20. Valeurs des taux d’infection des 27 génotypes de pois 31 jours aprés leur

Figure 21. Valeurs des taux d’infection des 27 génotypes de pois 31 jours aprés leur
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La progression de la maladie a été également estimée dans le temps ou
nous avons observé que I'évolution des symptdmes était plus rapide chez les
génotypes inoculés avec la souche R2F42 par rapport a ceux inoculés avec la
souche R1. Par exemple, I'apparition des premiers symptdmes sur le génotype
1148 a commencé 7 jours aprés son inoculation avec la souche R1, pour atteindre
une valeur de 20% apres le 28°™¢ jour sans dépasser un taux d’infection de 30%
apres le jour 31 de l'inoculation. Par contre, ce méme génotype a enregistré un
taux d’'infection de 100% a partir de 16°™ jour aprés son inoculation avec la
souche R2F42 (Figure 22).
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Figure 22. Cinétique de taux d’infection de quelques génotypes étudiés.

3. Indice visuel de la sévérite (VIS)

Afin de mieux distinguer les génotypes résistants des génotypes partiellement
résistants ou sensibles, nous avons procédé a un autre parameétre d’évaluation qui

est le VIS, selon une échelle de 5 niveaux.

L’ANOVA appliquée aux valeurs de VIS a mis en évidence des différences
tres hautement significatives (p=0,000) entre les 27 génotypes du pois et entre les

deux souches de Fop utilisées (Annexes 8).
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Figure 23. Valeurs VIS des 27 génotypes de pois 31 jours aprés leur inoculation avec la
souche R1 de Fop.
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Figure 24. Valeurs VIS des 27 génotypes de pois 31 jours aprés leur inoculation avec la
souche R2F42 de Fop.
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Selon cet indice et en interaction avec la souche R1, les génotypes 2946, P21,
Merveille de Kelvedon, 22, 223, 742, 760, 801, 944, 952, 1066, 1148, 1149, 1160,
1171, 1176, 1556, 1943, 1994, 1196 et 302 ont été résistants avec des valeurs
VIS inférieures a 3, tandis que les six génotypes 27, 904, 1046, 2017, 2310 et
3029 ont été partiellement résistants a cette souche avec des valeurs VIS
comprises entre 3,25 et 3,62. Le génotype 2076 était le seul génotype sensible a

cette souche avec une valeur VIS de 4,32 (Figure 23).

En interaction avec la souche R2F42, seul le génotype contrble Merveille de
Kelvedon qui a résisté en enregistrant une moyenne de VIS de 1,67. Tous les
autres génotypes ont été sensibles avec des valeurs moyennes de VIS dépassant

le niveau 4 (Figure 24).

La progression des VIS dans le temps de chaque traitement a été aussi
estimée. Nous avons constaté que I'évolution de la sévérité a été plus rapide chez
les génotypes inoculés avec la souche R2F42 par rapport a ceux inoculés par la
souche R1. En prenant 'exemple du génotype 3029 en interaction avec la souche
R1, des VIS de 1,38, 1,85, 1,53, 1,52, 1,42, 1,99, 2,19, 2,22 et 2,28 durant les 9
suivis effectués. Tandis qu’en interaction avec la souche R2F42, ce méme
génotype a enregistré un VIS de 5 (mort des plantes) a partir de 4™e suivi (16

jours aprés l'inoculation (Figure 25).
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Figure 25. Cinétique des VIS de quelques génotypes étudiés.
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4. Courbe des aires de progression de la maladie (AUDPC)

Afin d'obtenir une valeur plus objective pour distinguer entre les réponses des
génotypes aux deux souches de Fop, nous avons calculé I'AUDPC. Cette
méthode d'évaluation a eu l'avantage de suivre la progression de la maladie dans
le temps.

L’ANOVA appliquée aux valeurs dAUDPC a mis en évidence des différences
tres hautement significatives (p=0,000) entre les 27 génotypes du pois et entre les

deux souches de Fop utilisées (Annexe 8).

Les réactions des différents génotypes face aux deux souches de Fop est
différentielle. Les valeurs d’AUDPC enregistrées varient entre 400 (944) a 2200
(2076) en interaction avec la souche R1 et de 100 (Merveille de Kelvedon) a 2800
(1149) en interaction avec la souche R2F42.

Les valeurs d’AUDPC les plus faibles correspondent aux génotypes résistants.
Il s’agit de deux génotypes 223 et 1171 en interaction avec la souche R1 de Fop
(Figure 26). Alors que les valeurs les plus importantes correspondent aux

génotypes 952 et 3029 qui sont sensibles a la souche R2F42 (Figure 27).
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Figure 26. Valeurs d’AUDPC des 27 génotypes du pois inoculés avec la souche R1 de
Fop.
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Figure 27. Valeurs d’AUDPC des 27 génotypes du pois inoculés avec la souche R2F42
de Fop.

Le calcul des valeurs minimales et maximales des valeurs d’AUDPC
correspondant aux 27 génotypes du pois, a confirmé la variabilité de leurs

réponses vis-a-vis des deux souches de Fop (Figure 28).

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. La race 1 représentée par la souche R1 est moins virulente que la souche

R2F42 (Figure 29).
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Figure 28. Valeurs minimales et maximales d’AUDPC correspondant aux 27 génotypes

étudiés du pois.
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5. Discussion générale

Notre travail avait pour objectif d’étudier le comportement d’'une collection de
27 génotypes de Pisum spp., vis-a-vis de deux souches pathogénes de Fusarium
oxysporum f.sp. pisi dans des conditions semi-contr6lées sous serre. Ces deux
souches ont pu induire des symptémes typiques de la fusariose vasculaire et les

27 génotypes ont présenté différents comportements.

La fusariose vasculaire cause un ensemble de symptdbmes externes
incluant I'éclaircissement des nervures, I'’enroulement des feuilles, le flétrissement,
le jaunissement, les nécroses puis la mort de la plante (MacHardy et Beckman,
1983). Ces symptdbmes peuvent étre le résultat d’'un déficit hydrique da a
l'occlusion des vaisseaux (MacHardy et Beckman, 1983) ou de la combinaison
des activités du pathogene, telles que la condensation du mycélium dans les

cellules du xyléme et/ou la production de toxines (Charchar et Kraft, 1989).

L’association de ces symptdbmes a été signalée chez des génotypes
sensibles du pois en réponse aux quatre races de Fop. Cependant, les
symptdmes causés par 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).

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 (Kraft et al., 1998 ; Kraft et Pfleger, 2001).
En accord avec ces observations, le tissu vasculaire de la plupart de nos
génotypes inoculés par la souche R2F42 a viré vers une couleur rouge foncée.
Par contre, cette décoloration a été absente chez les génotypes inoculés par la
souche R1.
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Dans notre étude, et sous des conditions de forte concentration d’inoculum
(5%10° spore/ml), dans un environnement semi-contrélé, la souche R2F42 utilisée
a été trés virulente en causant des symptomes similaires a ceux induits par la
souche R1. Les symptdbmes typiques ont été observés sur les génotypes

susceptibles et les génotypes partiellement résistants.

La majorité des travaux portant sur le comportement du pois vis-a-vis de la
fusariose vasculaire consideére le taux d’infection et la sévérité des symptoémes 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). Ainsi, nous avons utilisé ces parameétres pour différencier les différents
génotypes de Pisum spp. dont ils nous ont permis d’identifier trois catégories de

réactions : résistance, résistance partielle et susceptibilité.

Le taux d’infection seul apparait insuffisant pour distinguer les réponses des
génotypes étudiés (Infantino et al., 2006). Afin de décrire correctement la réaction
des 27 génotypes étudiés en interaction avec les deux souches de Fop, nous
avons complété le calcul des taux d’infections par une évaluation de la sévérité
des symptébmes (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
(Charchar et Kraft, 1989 ; Neumann et Xue, 2003 ; Bani et al., 2012, Mekhaldi,
2016). En général, les génotypes qui présentent des valeurs d’indice de sévérité
entre 1 et 3 sont considérés comme résistants, tandis que ceux présentant des
valeurs proches de 5 sont classés comme susceptibles (Charchar et Kraft, 1989 ;
Neumann et Xue, 2003).

Restreindre I'évaluation de la maladie a une seule valeur de taux d’infection ou
de VIS semble limité et ne reflete pas les détails de la fusariose vasculaire du
pois. Pour cela, nous avons calculé I'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 travail,
nous ont permis de distinguer les génotypes résistants des autres susceptibles ou
partiellement résistants. La résistance ou la susceptibilité d’'un génotype donné a

été relative par rapport aux souches de Fop inoculées. C’est le cas par exemple
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du génotype 742 qui a enregistré une valeur dAUDPC de 815,75 avec la souche
R1 et a été considéré comme résistant, alors qu’il a été susceptible avec la
souche R2F42 en présentant une valeur dAUDPC de 2279,16. Cette variabilité de
réponses envers les différentes souches du méme pathogene peut étre la
conséquence d’'une spécificité du biotype pathogéne vis-a-vis des différents

cultivars de la méme espece héte.

Les 27 génotypes étudiés du pois ont présenté des comportements variables
envers les deux souches de Fop. Les relations entre les agents pathogénes et
leurs hoétes 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 (Lepoivre, 2003).

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 dépdét de callose, I'accumulation des composés phénoliques et la
formation de tyloses (excroissances des cellules parenchymateuses du xyléme)
(Beckman, 2000).

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'hote. 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 (Vidhyase, 2008).
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Les barriéres 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
(Beckman, 2005).

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 (Beckman, 1989).

Dans un premier stade d'hydrolyse de la paroi cellulaire, des mécanismes
physigues sont impliqués, en utilisant la lignine et des composés phénoliques de
la paroi pour restreindre 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 (EI Modafar et El
Boustani, 2002 ; Vidhyasekaran, 2008).

La production de composés antifongiques est également une stratégie de
base de défense chez la plante (Dixon, 2001). Elle comprend la production et
l'accumulation de composés antimicrobiens, appelés phytoanticipines et
phytoalexines, dans le site d'infection (Mert-Turk, 2002). Des peptides
antimicrobiens et des especes réactives d'oxygene peuvent étre aussi produits

lors d’une infection parasitaire (Lamb et Dixon, 1997 ; Garcia-Olmedo et al., 1998).

Une protéine antifongique ayant une masse moléculaire de 31kDa, a été
isolée chez la variété macrocarpon de Pisum sativum. La protéine, appelée
pisumine, a montré une activité antifongique envers F. oxysporum et Rhizoctonia
solani (Ye, et Ng, 2003).

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

montré son activité inhibitrice envers F. oxysporum (Wang et Ng, 2006).
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Chapitre 11l Résultats et discussion

A ce jour, seul le gene dominant de la résistance a Fop a été utilisé dans le
développement de cultivars commerciaux. Cependant, les programmes
d’amélioration basés uniquement sur quelques génes dominants présentent un
risque de rupture de la résistance. Cette rupture de résistance initialement efficace
est le souci des améliorateurs qui les oblige a chercher sans cesse de nouvelles
sources de résistance au sein des génotypes du pois, y compris les ascendants

du pois sauvage (Bani, 2015).
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Conclusion

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 l'efficacité réduite du contréle chimique de cette maladie et de la pollution et
risques sanitaires associés a ce type de méthode de contrdle, I'utilisation de cultivars
résistants aux différentes races du pathogéne, semble étre la mesure la plus

appropriée.

Notre travail expérimental avait pour objectif d’étudier le comportement d’une
collection de 27 génotypes de pois (Pisum spp.) vis-a-vis de deux souches de (Fop) :
R1 appartenant a la race 1 et R2F42 appartenant a la race 2 du pathogene.
L’expérimentation a été menée dans des conditions semi contrélés (sous serre).
Pour procéder a l'inoculation des plantes, nous avons suivi la méthode décrite
par Haglund (1989), en émergeant les racines dans la suspension fongique du

pathogene.

Les deux souches de Fop ont induit des symptémes typiques de la fusariose
vasculaire sur les 27 génotypes, dont nous avons enregistré I'apparition de
jaunissements, d’enroulement des feuilles, de flétrissement et de desséchement. De
plus, des décolorations du tissu vasculaire et parenchymateux des racines et du
collet, ont été enregistrées chez la plupart des génotypes inoculés par la souche
R2F42. Cette derniére a induit des symptdmes plus intenses par rapport a ceux

induits par la souche R1.
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Conclusion

Le Taux d’infection, le VIS (Visual Index of Severity) et 'TAUDPC (Area Under the
Disease Progress Curve) sont les parametres étudies pour I'évaluation de la maladie.
L’analyse de la variance de ces paramétres a mis en évidence des différences trés
hautement significatives entre les 27 génotypes étudiés et entre les deux souches de
Fop utilisées. Selon ces paramétres, nous avons pu déduire que tous les génotypes
étaient sensibles a la souche R2F42, a 'exception du génotype contréle Merveille de
Kelvedon. En outre, certains génotypes inoculés par la souche R1, tels que 944,
1148 et 1176, ont été résistants, alors que d’autres ont été sensibles (2075 par

exemple).

D’aprés le calcul des valeurs minimales et maximales des AUDPC enregistrées
avec les deux souches de Fop, nous avons constaté que la souche R2F42 a été plus
virulente que la souche R1, en enregistrant les valeurs d’AUDPC les plus

importantes.

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. 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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Annexe 1

Milieux de culture utilisés

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Pomme de terre 200 g
Glucose 20 g

Agar 20 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
Glucose 20 g
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 d’AUDPC en fonction des taux d’infection de quelques génotypes en

interaction avec la souche R1 de Fop

Traitements | 0] | 7j 10j 13) 16] 19j 22] 25] 28 33 AUDPC
22 0 | 2857 28,57 57,14 57,14 50 44,44 30 36,36 | 30,76 1114,29
223 0o 0 375 375 45,45 33,33 41,66 53,84 | 35,71 801,47
G742 0 | 51,19 125 31,25 27,24 16,38 13,72 25,64 36,92 | 43,83 760,92
760 00 0 0 28,57 33,33 4444 40 30 40 589,04
801 0 | 20 0 0 0 33,33 35,71 40 375 | 41,17 571,40
904 0 | 25 20 28,57 28,57 25 33,33 50 60 70 968,92
944 o |o 0 0 20 16,66 12,5 12,5 25 37,5 316,25
952 0 0 0 14,28 14,28 12,5 12,5 22,22 11,11 10 275,71
1046 0 | 375 100 100 100 100 100 100 100 100 2581,25
1066 0 | 42,85 37,5 33,33 33,33 36,36 45,45 36,36 33,33 | 41,66 1054,54
1148 o | 40 33,33 0 0 0 0 10 10 18,18 393,93
1149 0 | 2857 28,5 25 25 22,22 20 18,18 18,18 | 25 666,11
1160 0 |25 0 16,66 14,28 14,28 25 22,22 33,33 | 40 524,88
1171 0o | 11,11 10 18,18 15,38 21,42 18,75 23,52 2352 | 36,84 506,56
176 0 |2 22,22 22,22 18,18 16,66 23,0769231 | 28,57 0 53,33 604,76

J : jours apres inoculation
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Annexe 3

Valeurs d’AUDPC en fonction des taux d’infection de quelques génotypes en

interaction avec la souche R1 de Fop

Traitement | 0] | 7] 10j 13) 16] 19j 22] 25 28] 33 AUDPC
S

22 0| 3333 | 25 20 20 20 a0 60 50 83,33 996,66
27 0o 0 50 50 100 100 100 100 100 1650
223 0 | 2857 | 2857 100 100 100 100 100 100 100 2192,85
742 0| 1666 | 50 83,33 83,33 83,33 100 100 100 100 2108,33
760 0| s0 42,85 57,14 57,14 100 100 100 100 100 2082,14
801 0| s0 66,66 83,33 100 100 100 100 100 100 2408,33
904 0 | 14,28 | 100 100 100 100 100 100 100 100 2500
944 oo 66,66 100 100 100 100 100 100 100 2283,33
952 0o 0 100 100 100 100 100 100 100 1950
1046 0| 60 100 100 100 100 100 100 100 100 2660
1066 02222 | 70 100 100 100 100 100 100 100 2377,77
1148 0| 4285 | 75 60 80 100 100 100 100 100 2295
1149 0|50 50 87,5 100 100 100 100 100 100 2337,5
1160 0 | 71,42 | 100 100 100 100 100 100 100 100 2700
1un 0|50 33,33 33,33 100 100 100 100 100 100 2091,66

J : jours apres inoculation
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Annexe 4

Cinétique des taux d’infection des génotypes étudiés du pois en interaction
avec la souche R1 de Fop
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Annexe 5

Cinétique des taux d’infection des génotypes étudiés du pois en interaction
avec la souche R2F42 de Fop
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Annexe 6

Cinétique des valeurs VIS des génotypes étudiés du pois en interaction avec

la souche R1 de Fop
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Annexe 7

Cinétique des valeurs VIS des génotypes étudiés du pois en interaction avec
la souche R2F42 de Fop
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Annexes

ANOVA appliquée aux taux d’infection, aux VIS et aux AUDPC des différents
génotypes du pois en interaction avec les souches pathogénes de Fop.

Taux d’infection

Facteur Somme des ddl Carrés F-ratio Valeur p
carrés moyens
Génotype 32594.617 26 1253.639 5.499 0,000***
Souche 134007.334 1 134007.334 587.799 0,000***
Génotype*So | 30533.259 26 1174.356 5.151 0,000
uche
(***) : Différences tres hautement significatives.
VIS
Facteur Somme des ddl Carrés F-ratio Valeur p
carrés moyens
Génotype 68.142 26 2.621 5.559 0,0007%**
Souche 346.764 1 346.764 735.500 0,000%***
Génotype*So | 43.445 26 1.671 3.544 0,000%**
uche
(***) : Différences tres hautement significatives.
AUDPC
Facteur Somme des ddl Carrés F-ratio Valeur p
carrés moyens
Génotype 38171337.130 | 26 1468128.351 10.656 0,000***
Souche 90879152.792 | 1 90879152.79 | 659.623 0,000%**
2
Génotype*So | 29087249.091 | 26 1118735.301 | 8.120 0,000%***
uche

(***) : Différences trés hautement significatives.
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