REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE DE BLIDA 1
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE

DEPARTEMENT DES BIOTECHNOLOGIES

Mémoire de fin d’études en vue de I'obtention
Du dipldme de Master Il en science de la nature et de la vie

Spécialité : Biologie des Interactions Plantes-Microorganismes

Theme :

ESSAIS DE BIOCONTROLE DE LA FUSARIOSE VASCULAIRE DU
POIS PAR L'APPLICATION DES RHIZOBIACEAE ET L’ETUDE DE
LEUR EFFET SUR LA NODULATION

Présenté par :

M MAHMOUD Fatma & M®"® KESSARINE Hadda

Soutenu devant le jury composé de :

M™ NEBIH D. M.C.A USDB, Président de jury
M" BENCHABANE M. Professeur USDB; Promoteur
MESYALA A. Post-graduant USDB; Co-promotrice
M™® AMMAD F. M.C.B USDB; Examinatrice
M®"® MEKHALDI D. Post-graduant USDB;, Invitée

ANNEE UNIVERSITAIRE: 2015/2016



ESSAIS DE BIOCONTROLE DE LA FUSARIOSE VASCULAIRE DU POIS PAR
L'APPLICATION DES RHIZOBIACEAE ET L’ETUDE DE LEUR EFFET SUR LA
NODULATION

Résumé

L’objectif de notre travail, consiste a mettre en évidence, les pontentialités
antagonistes in situ et in vitro, de cing souches rhizobactériennes (Mesorhizobium
loti, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium leguminosarum bv. vicea, Mutant Rhizobium
leguminosarum bv. viceae, Pseudomonas fluorescens F21) dans le biocontréle du
pois (Pisum spp) vis-a-vis de la Fusariose vasculaire. Les expérimentations ont été
menées en interactions avec deux races de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop) (R1
et R2F42) et cing génotypes de pois (JI1412, Messire, JI1210, P21, et
Kelvedone Wonder Peas).

Les essais d'application in situ, réalisés sous serre en verre, ont mis en
évidence que les cing souches bactériennes, ont montré une activité antagoniste
vis-a- vis des deux souches de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (R1 et R2F42), en
interaction avec les cinq génotypes de pois. Cet effet de biocontrole est détectable
durant les 31 jours de suivi du développement de la maladie, par le calcule de son
taux d’infection, sa sévérité, ainsi que 'AUDPC qui permet d’évaluer la progression
de la maladie durant la période d’expérimentation. Le génotype le plus sensible
est le génotype P21 avec des valeurs dAUDPC de 1100,36 (R1), et
2201.82(R2F42), alors que le génotype le plus résistant est le génotype
Kelvedone Wonder Peas avec des valeurs de 1054,05(R1) et
1556(R2F42).

Les tests d'antagonisme in vitro, nous ont montré une activité inhibitrice des
cing souches bactériennes utilisées vis-a-vis des deux souches de Fusarium
oxysporum f.sp. pisi, avec un taux d'inhibition maximal de 57,55% (Mesorhizobium
loti).

En comparant les résultats in situ et in vitro, nous remarquons une
correspondance, et nous constatons que la souche pathogene la plus virulente est

Fop R2F42, et les souches antagonistes les plus performantes des cing sont
Mesorhizobium loti et Pseudomonas fluorescens (F21).

Mots clés: biocontrdle, Plant Growth- Promoting Rhizobacteria, nodulation,
Pseudomonas fluorescens, Pisum spp., Fusarium oxysporum f.sp. pisi.



BIOCONTROL TESTS OF FUSARIUM WILT BY APPLICATION
RHIZOBIACEAE AND THE STUDY OF THEIR EFFECT ON NODULATION

Abstract

The aim of our work is to study the antagonistic and potentialities in situ and
in vitro of five rhizobacterials strains (Mesorhizobium loti, Sinorhizobium meliloti ,
Rhizobium Leguminosarum bv Vicea , Mutant Rhizobium Leguminosarum bv viceae
, Pseudomonas fluorescens F21 ) in the biocontrol of peas (Pisum spp) against
vascular wilt. The experiments were conducted in interaction with two virulent
strains of Fusarium oxysporum f.sp.pisi of plant pathogen fusarium wilt (R1 and
R2F42) and five pea genotypes (JI1412, Messire, JI1210, P21, and
Kelvedone Wonder Peas).

In situ application of tests, maded out in greenhouses, have highlighted that
the five bacterial strains showed activity antagonistic against the two strains of
Fusarium oxysporum f.sp.pisi (R1 and R2F42) interacting with five pea genotypes
This biocontrol effect is detectable during the 31 days of monitoring the
development of the disease, by calculating the AUDPC for assessing the progress
of the disease during the experimental period. According AUDPC (Area Under
Disease Curve) Progress values ranging between 344,38 and 2201,82, the most
susceptible genotype is P21 with values of AUDPC (1100,36) in interaction with
the strain R1 and (2201,82) in interaction with the strain R2F42 , and The
genotype which is proven most resistant is Kelvedone Wonder Peas with
values of AUDPC, (1054.05) in interaction with the strain R1 and (1556) in
interaction with the strain R2F42.

In vitro, the results showed inhibitory activity recorded in all the bacterial
strains used, the maximum rate of inhibition is recorded by Mesorhizobium loti (57,
55 %). According to these results, the most virulent pathogen strain is Fop R2F42,
and most strains performing as biocontrol agents are Pseudomonas fluorescens
(F21) and Mesorhizobium loti.

Keywords:  biocontrol, Plant Growth- Promoting Rhizobacteria, nodulation,
Pseudomonas fluorescens, Pisum spp , Fusarium oxysporum f . pisi
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Introduction

INTRODUCTION

Les pesticides sont largement utilisés en agriculture pour améliorer le
rendement des cultures. Cependant, les produits chimiques ont des résidus qui
peuvent influer sur le systeme écologique, la fertilité des sols et des eaux
souterraines, suscitant ainsi des problemes écologiques et de santé (Guanpeng et
al.,2012). En raison de l'aggravation de ces problemes suscités, une recherche
sérieuse est nécessaire pour identifier des méthodes alternatives pour la protection
des végétaux, qui sont moins dépendantes aux produits chimiques et sont plus
respectueuses a l'environnement (Prapagdee et al., 2008).

Ces dernieres années, la lutte biologique éveille un intérét grandissant pour
la protection des plantes, elle est considérée comme étant 'une des méthodes les
plus prometteuses, elle consiste en l'utilisation des microorganismes antagonistes,

dont les plus utilisés nous avons les rhizobactéries (Guanpeng et al., 2012).

Ces bactéries antagonistes sont capables de se multiplier et de rivaliser avec
les autres microorganismes, pour occuper une zone riche en éléments nutritifs qui
est la rhizosphére. L'association, le role et les effets que les rhizobactéries exercent
sur la plante sont fonction du succés de leur établissement au niveau de cette

rhizosphere (Beauchamp, 1993).

Ces rhizobactéries sont alors reprises sous le terme de PGPR (Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria ou Rhizobactéries promotrices de croissance des plantes).
Ces PGPR ont tendance a avoir un effet bénéfique sur les plantes colonisées, qui
peut impliquer différents modes d’action : nous avons les PGPR phytoprotectrices,
qui protegent les plantes et stimulent donc indirectement leur croissance, et nous
avons les PGPR phytostimulatrices qui stimulent directement la croissance racinaire
via la synthese d’hormones ou la fixation d’azote, ce qui augmente les capacités
d’absorption d’eau et de composés minéraux nécessaires a la plante (Bashan et
Holguin, 1998).

Les PGPR peuvent étre divisés en deux groupes majeurs selon leur
relation avec la plante héte, nous avons les bactéries non symbiotiques et les

bactéries symbiotiques (Khan et Zaidi, 2005).



Introduction

Chez les bactéries non symbiotigues, nous avons les Pseudomonas
spp. fluorescents qui font I'objet d’'une attention particuliere. Leur utilisation dans
I'agriculture en tant que biofertilisants offre un bon rendement méme dans des
conditions séveres (Ali et al., 2009 ; Bano et Fatima, 2009). Elles sont connues
pour leurs effets positifs sur les plantes par leur protection contre les agents

phytopathogénes ou via la stimulation de leur croissance (Lemanceau, 1992).

Chez les bactéries symbiotiques, nous avons les rhizobiums qui sont
connues pour leur relation symbiotique avec les légumineuses, menant a la
fixation d’azote atmosphérique. Cette symbiose est une composante
importante  des agrosystemes, vu ses intéréts agronomigues, €économiques
et écologiques, en effet, elle peut, assurer une nutrition azotée adéquate aux

plantes.

L’étude des propriétés antagonistes des PGPR phytoprotectrices a
concerné principalement les interactions avec les agents fongiques
phytopathogénes, et parmi les agents phytopathogénes les plus redoutables nous

avons Fusarium oxysporum agent de la fusariose vasculaire (Ryder et al, 1990).

Cet agent pathogene présente plusieurs formes spéciales causant des
pertes économiques considérables, dont Fusarium oxysporum f.sp. pisi  (Fop)
agent responsable de la fusariose vasculaire du pois (Snyder et Hansen, 1940),
Cette maladie a été signalée dans tous les pays ou le pois est cultivé
commercialement, elle est souvent sévére et il en résulte des pertes

considérables (Kraft, 1994).

Y

L’objectif de notre travail consiste a apporter un plus dans la lutte
biologique, par la mise en évidence des potentialités antagonistes de cing
souches rhizobactérienne. Pour cela, nous avons expérimenté in vitro les effets
antagonistes de quatre souches de rhizobiaceae (Mesorhizobium loti,
Sinorhizobium meliloti, Rhizobium leguminosarum bv. viceae, Mutant Rhizobium
leguminosarum bv. Viceae) et d’'une souche du genre Pseudomonas (Pf F21), vis-
a-vis de deux isolats fongiques de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (FopR1 et
FopR2F42). Les mémes souches ont été expérimentées in situ en interaction
avec cing génotypes de pois (JI11412, Messire, P21, JI1210 et Kelvedon Wonder
Peas).
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Chapitrel :

Données bibliographiques

1. Les rhizobactéries

Dans le sol, |"activité microbienne est intense en particulier dans la
zone sous linfluence des racines, la rhizosphére, qui contient plus d'un
million de microorganismes par gramme de sol. Certains de ces micro-
organismes, principalement des rhizobactéries, sont capables de  coloniser
efficacement les systemes racinaires et influencent de maniére bénéfique la
plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des infections par
des agents phytopathogénes. Ces bactéries sont alors reprises sous le terme
de PGPR, un terme introduit par Kloepper et Schroth (1978).

Les PGPR sont un groupe de bactéries qui colonisent la rhizosphére
et permet la croissance des plantes (Gnanamanickam, 2007), etils sont
également nommé PHPR (Plant Health Promoting Rhizobacteria), ou NPR
(Nodule Promoting Rhizobacteria) (Hayat et al, 2010)

Certaines bactéries PGPR sont utilisées en tant qu’inoculant pour
améliorer le développement des racines via la production de certaines
phytohormones (Bloemberg et Lugtenberg, 2001), telles que des auxines dont
I'acide indole acétique (AlA), des cytokinines et des gibbérellines (Vessey, 2003).
Par ailleurs, de nombreuses bactéries sont capables d’améliorer la santé des
plantes en limitant la croissance des microorganismes phytopathogenes,
principalement via la compétition et I'antibiose, certaines sont utilisées en
agriculture comme agents de lutte biologique (Bloemberg et Lugtenberg, 2001,
Whipps et al, 2001). Comme il s’est avéré aussi que certaines souches de
PGPR peuvent protéger les plantes d’une facon indirecte par la stimulation de
mécanismes de défense inductibles dans la plante, ce qui peut rendre |'hote
beaucoup plus résistant a I'agression future par des agents pathogénes. Ce
phénomene a été nommé «résistance systémique induite» (ISR, Induced

Systemic Resistance) (Van Loon et al. 1998; Pieterse, et al. 2002).
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Toutes les études montrent que les PGPR sont efficaces aussi bien sur les
dicotylédones (pois, concombre, radis, tabac, tomate), que sur les
monocotylédones (riz, mais, canne a sucre). Généralement la protection est de
moins longue durée lorsqu’elle est induite par un agent pathogene que
lorsque I'on utilise des PGPR.

Les PGPR peuvent étre divisés en deux groupes majeurs selon leur
relation avec la plante hote (Khan et Zaidi, 2005) :

e Des rhizobactéries non symbiotique qui restent a I'extérieur des
cellules des plantes (PGPR extracellulaires: Bacillus,
Pseudomonas, Azotobacter...ect).

e Des rhizobactéries symbiotiques qui pourraient envahir I'intérieur des
cellules végétales (PGPR intracellulaires: Rhizobium spp).

1.1. Rhizobactéries non-symbiotiques: Pseudomonas fluorescens

Parmi les rhizobactéries non symbiotiques, Pseudomonas fluorescens fait
l'objet d'une attention particuliére. L’attention recue par cette bactérie provient
surtout de son potentiel a réduire les dégats causés par certaines maladies
fongiques  s’attaquant a  des plantes  cultivables (Pant et al, 2001).
L'inoculation des plantes a l'aide de certaines souches de Pseudomonas spp.,
s'accompagne en effet d'une augmentation significative du rendement de la
culture, et elle est exploitée commercialement (traitement des graines) en
protection des plantes pour induire la résistance systémique contre différents

ennemis et maladies (Mezaache, 2012).

Figurel : Pseudomonas flurescens contiennent des pigments fluorescents de couleur verte

(Pyoverdine) (http ://organicsoiltechnology.com/wp-pseudomonas- fluorescens-makes-
phosphorus-availabl-1.jpg)


http://organicsoiltechnology.com/wp-pseudomonas-
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1.1.2. Classification du genre Pseudomonas

Le genre Pseudomonas fait partie de la famille des Pseudomonadaceae,
ceux-ci sont connus pour leur diversité métabolique ainsi que leur caractere
bioactif et leur capacité a coloniser agressivement un milieu (Aberoumand, A.
2010). Ce genre est composeé de bactéries a Gram négatif, en forme de bacilles
avec multiples flagelles et chimio-organotrophes. La fluorescence est due a la
production d’un pigment fluorescent jaune-vert appelé pyoverdine soluble
dans l'eau et insoluble dans le chloroforme (Paulsen, et al. 2005; Wong et al.
2011; Gao et al, 2012; Trogl, et al, 2012) (Figure 1).

Les espéces du genre Pseudomonas peuvent jouer un rdle de
phytopathogenes (P. syringae), de pathogénes d’animaux (P. aeruginosa),
d’agents de biorestauration, de pourrisseurs alimentaires, ou encore d’agents de
biocontréle. (Cappe et al, 1994). Chez les espéces présentant un potentiel
en biorestauration, on retrouve P. putida capable d'utiliser le toluene et
Pseudomonas alcaligenes qui dégrade les hydrocarbures aromatiques
polycycliqgues (Dagher, 1997). En ce qui concerne le trait de pourrisseurs,
Pseudomonas fragi et Pseudomonas ludensis causent une multitude de
problemes dans lindustrie alimentaire (Cruden, 1992 et Parker, 1953), et pour
ce qui est des agents de biocontrole, P. fluorescens, constituent les
espeéces les plus étudiées contre les micromycétes parasitiques, notamment

Fusarium sp. ou Pythium sp et certains nématodes (Chin-A-Woeng, 1998).

Les bactéries appartenant au groupe des Pseudomonas spp. fluorescents
sont parmi les plus abondantes dans la rhizosphére. Dans certains cas, elles
représentent plus de 60% de la microflore bactérienne totale du sol (Digat et
Gardan, 1987), d’ou leur application comme agents de contrble biologique grace
a leurs abondance dans les sols naturels et les racines des plantes (Sands et
Rovira, 1971). Ces bactéries sont d'excellents compétiteurs vis-a-vis de la
microflore fongique et bactérienne du sol par leur temps de génération in situ
relativement court (Garbaye, 1994), leur capacité a utiliser les exsudats de plantes
comme nutriments (Lugtenberg et al., 2002), et a chélater les ions ferriques

(Garbaye, 1994), produisent des antibiotiques (Garbaye, 1994 ; Natsch et al.,
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1994), et des enzymes hydrolytiques (Lim et al.,, 1991; Neilsen et al., 1998;

Neilsen et Sorensen, 1999).

1.1.3. Mécanismes d’action de Pseudomonas spp. fluorescent

Les capacités antagonistes des PGPR, sont dues principalement a des
mécanismes directs et indirects .

1.1.3.1. Mécanismes directes
1.1.3.1.1. Amélioration de la croissance des plantes

L’utilisation de certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescents
aptes a se maintenir et a se développer sur le systeme racinaire,
s'accompagne d'effets bénéfiques significatifs pour les plantes inoculées. La
finalité de la bactérisation est 'augmentation du rendement des cultures par la

stimulation de croissance des plantes (Lemanceau, 1992).

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont connues comme promotrices
de la nutrition et la croissance des plantes, par la solubilisation de minéraux
comme la solubilisation de formes de phosphore insolubles rendant ainsi le
phosphore biodisponible, par la production de sidérophores ou par la
production de régulateurs de croissance phytohormones comme les auxines

(Lemanceau, 1992).

1.1.3.1.2. Protection des plantes contre les maladies d'origine tellurique

Au cours des dernieres années, des recherches ont illustré le potentiel
d’exploiter certaines bactéries pour contrdler plusieurs maladies affectant les
racines des plantes. Des bactéries capables de produire des hormones,
stimulant la croissance végétale ou renforcant leurs défenses ont méme été
isolées de plusieurs rhizomes, plusieurs de ces bactéries fluorescentes
produisent également de nombreux composés avec activité antibiotique jouant

un réle dans la lutte biologique (Lemanceau, 1992).

Par exemple, des souches de P. fluorescens ont été impliquées dans le
controle de Phytophthora chez le soja, de Thielaviopsis basicola chez le tabac

(Keel, 1989), d’Erwinia carotovora chez la patate, de Fusarium
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chez plusieurs végétaux et dautres maladies fongiques chez le citron,
lorange et méme certaines plantes ornementales . (Schnider-Keel, 2000,
Kloepper, 1980, Lifshitz, 1986, Gardner, 1984, et Xu, 1986)

1.1.3.1.3. Stimulation de la germination

Certaines souches bactériennes, appartenant en particulier au groupe
des Pseudomonas spp fluorescents, semblent améliorer la germination des

graines lorsque les conditions d'environnement sont défavorables.

Ainsi Kloepper et al. (1986), ont montré que le taux de germination de
graines de colza, semées dans un sol froid et battant, pouvait étre
significativement augmenté grace a linoculation par certaines souches
bactériennes. De méme Hofte et al. (1991), ont enregistré une augmentation
significative du taux de germination de semences de mais soumises au froid
aprés inoculation de deux souches de Pseudomonas fluorescens, I'une d'entre
elles a de plus permis de maintenir le pourcentage de germination d'un lot de
semences age de deux ans au méme niveau que celui uniqguement 4gé de un an.
Ces souches sont appelées « Emergence Promoting Rhizobacteria » (EPR)
(Kloepper et al., 1986).

Digat et al. (1990) ont montré que certaines souches de Pseudomonas
peuvent stimuler significativement la germination de graines de tomate méme

lorsque les conditions d'environnement semblent défavorables.

1.1.3.1.4. Stimulation des interactions entre la microflore symbiotique et la

plante héte

Certaines souches de Pseudomonas spp. fluorescents stimulent la
nodulation des légumineuses. Ainsi, Grimes et Mount (1987), ont montré qu'une
souche de P.putida augmente de facon significative la nodulation de I'haricot par
les Rhizobium. De méme, Polonenko et al. (1987), ont montré que certaines
rhizobactéries pouvaient améliorer la nodulation du soja par Bradyrhizobium. Ces

souches sont appelées" Nodularing Promoting Rhizobacteria (NPR)".
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Toutes ces souches stimulent la croissance racinaires, produisent de l'acide
indole acétique et sont pectinolytiques. Elles provoquent une augmentation de la

masse de nodosités plutbt que de leur nombre (Lemanceau, 1992).

De méme, certaines souches de bactéries influencent positivement la
colonisation racinaire de la plante héte par des endomycorhizes (von Alten et al,
1991), ou par des ectornycorhizes (Garbaye et Bowen, 1987). Mamoun et
Olivier (1992) ont montré que certaines souches de Pseudomonas spp.
fluorescents ameliorent la pérennité de l'association symbiotique entre
I'ectomycorhize Tuber melanosporum et le noisetier. Ainsi l'association
d'endomycorhizes et de Pseudomonas spp. fluorescents s'accompagne d'une
plus grande stimulation de la croissance de la plante que la seule inoculation

bactérienne ou fongique (Meyer et Linderman, 1986; Oliveira et al, 1987)

1.1.3.1.5. L’antibiose

L'antibiose est définie comme « linhibition d'un organisme par le produit
métabolique d'un autre organisme » (Cook et Baker, 1974), « une production
métabolique aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques) (De Souza et al,
2003). La production d’antibiotiques par les Pseudomonas est désormais
reconnue comme un facteur important dans le contrble de plusieurs
maladies, ce genre bactérien produit une myriade de composés présentant
des activités antimicrobiennes, notamment; les phénazines (Thomashow et
Weller, 1988), la pyolutéorine ( Howell, et Stipanovic, 1979.), la pyrrolnitrine
(Howell et Stipanovic, 1980.), la tropolone (Lindberg, 198l)et le 2,4-
diacetylphloroglucinol (Keel et al 1990) . Leur spectre d’action varie
grandement d'une molécule a lautre. Ces métabolites produits a faibles
concentrations peuvent inhiber la germination, la croissance mycélienne et/ou

la sporulation des agents pathogenes (Montesinos et al, 2009).

Les bactéries du genre Pseudomonas sont connues pour leur activité

antagoniste envers plusieurs phytopathogenes (Haas et Defago, 2005).
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1.1.3.2. Mécanismes indirectes:
1.1.3.2.1. Larésistance systémique induite (ISR)

Certaines souches de PGPR peuvent protéger les plantes d’une facon
indirecte par la stimulation de mécanismes de défense inductibles dans la plante,
ce qui peut rendre I'hdte beaucoup plus résistant a I'agression future par des
agents pathogenes. Ce phénoméne a été nommé «résistance systémique
induite» (ISR, Induced Systemic Resistance) (Van Loon et al. 1998; Pieterse,
et al. 2002). II a été démontré également que Pseudomonas spp.

fluorescents peuvent jouer le rdle d’éliciteurs sur lactivation des genes de
défense des plantes (Soylu et al, 2002).

Le role de I'antagonisme direct, entre la souche de Pseudomonas et celle
de Fusarium pathogene, dans la protection biologique a pu étre exclu grace a
des inoculations séparées dans l'espace: inoculation racinaire pour la souche
bactérienne, inoculation dans la tige pour le Fusarium. De plus, l'induction de
résistance de plantes ainsi inoculées est associée a une augmentation de la
synthese de phytoalexines comparées a celle des plantes témoins inoculées avec

le Fusarium pathogéne (Lemanceau, 1992).

1.1.3.2.2. La compétition trophique

La compétition trophique s’exerce essentiellement pour les exsudats
racinaires et pour le fer. La biodisponibilité du fer dans un environnement
comme la rhizosphére constitue souvent un facteur limitant la croissance
microbienne, il s’en suit une compétition pour l'acquisition du métal présent
en quantité limité (O’Sullivan et O’'Gara, 1992). Au fil du temps, plusieurs
organismes ont développé des stratégies d’acquisition du fer en synthétisant
des molécules appelées sidérophores, servant a s’emparer du fer, le rendant
ainsi plus soluble et disponible pour leur croissance. Ces sidérophores sont
caractérisés par leur faible masse moléculaire, leur forte spécificité au Fe*3,

ainsi que leur biosynthése contrélée par la disponibilité du fer (Neilands, 1981).

Le contrble des organismes néfastes s’effectue donc par le biais de
la séquestration du fer en complexe sidérophore-fer, assimilable uniquement par
un organisme possédant les récepteurs spécifigues au complexe Les
Pseudomonas spp. fluorescents produisent des siderophores a trés forte affinité

avec le fer, appelés pyoverdines ou pseudobactines (Lemanceau, 1992), qui

9
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permettent d’'une part la chélation du fer, et d’'une autre part la croissance des
Pseudomonas, qui sont inoffensives pour les plantes avoisinantes, ainsi elles
exclut par compétition trophique les autres organismes du milieu (Cline,1982
et Cline, 1984). La carence en fer dans lI'environnement atendance a inhiber
la germination des spores de certain agent pathogéne tel que Fusarium
oxysporum. Comme il est a signaler que certains végétaux peuvent obtenir leur

fer par le détournement de sidérophores bactériens (Elad, et Baker. 1985)

1.1.3.2.4. Les métabolites secondaires

D’autre part, les métabolites secondaires jouent des réles variés, puisgu’ils
sont produits en grand nombre et qu’ils possedent des structures
moléculaires diversifiées. Ces molécules présentant une activité
antimicrobienne sécrétées par certains P. fluorescens, tels que le 2,4-
diacétylphloroglucinol, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine, les rhamnolipides, la
mupirocine, le cyanure d’hydrogéne, certains sidérophores et les phénazines
(Whatling, et al , 1995, Dwivedi, et Johri. 2003, Lee, 2003).

Par exemple la production de HCN par les Pseudomonas est impliquée
dans la suppression d’agents pathogénes comme Thielaviopsis basicola, Septoria
triticiet Puccinia recondita (Ramette et al. 2003). Le composé agit directement sur
les cellules de l'agent pathogene en bloquant le cytochrome oxydase dans la

chaine respiratoire.

Au niveau de l'adaptation a la rhizosphere, la production d’'HCN peut étre
avantageuse pour acquérir des nutriments, 'HCN cause une augmentation de
'exsudation de nutriments par les tissus de la plante. Il peut aussi contribuer a
I'acquisition de certains ions métalliques en formant des complexes avec ceux-Ci
(Blummer et al. 2000). De plus, en culture in vitro, la production d’HCN peut méme
inhiber la croissance de plusieurs champignons phytopathogenes (Blummer et al.
2000).

10
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1.2. Rhizobactéries symbiotiques: Rhizobium sp
1.2.1. Rhizobium spp.

Les rhizobiums sont des bactéries du sol, appartenant a la famille des
Rhizobiaceae, Gram négatif, strictement aérobies, possédant une forme de
batonnets et non sporulant. Ce sont des bactéries mobiles grace a un flagelle
polaire ou subpolaire ou 2 a 6 flagelles péritriches (Figure 2). Leur croissance est
optimale a une température de 28 °C et un pH entre 6 et 7. Les rhizobiums se
trouvent partout dans le monde, au niveau des racines, comme ils peuvent

également étre trouvés dans le sol autour des plantes (Sana Dhane Fitouri, 2011).

Figure2: Sinorhizobium meliloti. ( http://www.sinorhizobium.orgq)

1.2.2. La symbiose fixatrice d’azote

L’azote est essentiel a la croissance des végétaux, notamment pour la
synthese des acides nucléiques et des protéines. Présent en abondance sur terre,
toutes les formes de I'azote ne sont cependant pas assimilables par les végétaux
(78% de l'atmosphére). La symbiose fixatrice d’azote entre rhizobactérie-plante,
permet au végétal d’assurer 40% a 90% de ses besoins azotés (le complément
étant apporté par assimilation de I'azote minéral présent dans le sol), en échange,
les bactéries bénéficient d’'une source de carbone (produits de la photosynthése).
(Stacey et al, 2006).

1.2.3. La symbiose rhizobium / légumineuses

La symbiose Rhizobium-légumineuse est le résultat d'une interaction
hautement spécifiqgue entre la plante et la bactérie. A la suite de mécanismes
complexes de reconnaissance entre les deux organismes, notamment via un
dialogue moléculaire, la bactérie induit chez la légumineuse la formation sur les

11
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racines d'un organe spécialisé, le nodule, a lintérieur duquel la bactérie
intracellulaire, se différencie en bactéroide capable de fixer I'azote atmosphérique
en le réduisant, via le complexe de nitrogénase (Perret et al., 2000 ; Gibson et al.,
2008). En conditions de faible teneur en oxygéne, cette enzyme catalyse la
réduction de l'azote atmosphérique (N2) en ammoniac (NH3) (Day et al., 2001 ;
Downie, 2005). Certaines légumineuses sont également capables de former des
nodules sur les tiges, appelés nodules caulinaires (Dreyfus et Dommergues, 1981
; Giraud et Fleischman, 2004) (Tableau 1).

Les interactions Iégumineuses-rhizobiums se produisent dans la
rhizosphere, suite a la libération de molécules carbonées (sucres, acides
organiques, hormones, vitamines et substances phénoliques) par exsudation,
sécrétion, ou autolyse des vieilles cellules de la racine (Seneviratne et
Jayasinghearachchi, 2003). Beaucoup des substances organiques libérées par les
racines ont un faible poids moléculaire et sont donc facilement décomposables par
les micro-organismes, cela conduit a l'existence d'une grande communauté

microbienne autour de la racine. (Begum et al., 2001; Wang et al., 2012).

Ce processus biologique joue un role essentiel dans I'agriculture durable,
car il réduit 'apport en engrais azoté exogéne tout en fournissant un moyen

efficace de produire des aliments riches en protéines (Hirsch et al., 2001).

1.2.3.1. Le nodule

Le nodule est un nouvel organe produit par la plante héte au sein duquel
les bactéries, différenciées en bactéroides, fixent 'azote atmosphérique (Figure3).
Pour permettre une activité optimale de la nitrogénase, enzyme irréversiblement
inactive par 'oxygéne, la plante maintient les nodules en condition de micro-oxie
grace au parenchyme nodulaire pendant que la leghemoglobine transporte et
tamponne la concentration d’oxygene indispensable a la respiration (Ott et al.,
2005).

12
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Tableau 1: Exemples d’associations entre rhizobia et Légumineuses.
(Denarie et al, 1992 et Sawada et al., 2003).

Rhizobia

Plantes hotes

Sinorhizobium meliloti
Rhizobium leguminosarum
biovar viciae
biovar trifolii
biovar phaseoli
Mesohizobium loti
Sinohizobium fredii
Rhizobium sp. NGR234
Rhizobium tropicii
Bradyrhizobium japonicum

Azorhizobium caulinodans

Luzerne (Medicago sp)

Pois (Pisum), Vesce (Vicia)

Tréfle (Trifolium)

Haricot (Phaseolus)

Lotier (Lotus)

Soja (Glycine)

Large spectre et Parasponia (non legumineuse)

Haricot (Phaseolus), Faux Mimosa (Leucaena)

Soja (Glycine)

Sesbania

Figure 3: Différents stades de développement des nodosités de type

13

indéterminé (en haut du schéma) et déterminé (en bas) (Schumpp Deakin, 2010).
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1.2.3.2. Processus de la fixation symbiotique de I’azote atmosphérique

La fixation d’azote est la réduction du N2 en NHzs catalysée par le complexe

enzymatique de la nitrogénase selon la réaction suivante (Kaminski et al., 1998) :
N2 + 8 H+ +8e- + 16 ATP ® 2 NH3 + H2 +16 ADP +16 Pi

La fixation de l'azote est un processus trés exigeant en énergie, qui
nécessite 16 molécules d'ATP pour réduire une molécule de N2 en NH3. Le
fonctionnement de la fixation d’azote nécessite la contribution des deux
partenaires : La plante fournit un environnement microaérobie, de I'énergie et des
sources de carbone nécessaires au fonctionnement de la nitrogénase, et le
bactéroide qui fournit la machinerie génétique pour la synthése de la nitrogénase

responsable de la fixation de I'azote : ce sont les genes nif et fix.

v Les génes nif codent pour la biosynthese de la nitrogénase (Fisher
1994 ; Newton, 2007).

v Les genes fix sont des génes essentiels a la fixation d’azote mais
sont rencontrés uniquement chez les micro-organismes fixateurs symbiotiques
(Fisher, 1994 ; Lodwig et Poole 2003 ; Masson-Boivin et al., 2009).

La nitrogénase est un complexe enzymatique tres sensible a I'oxygene, qui
est rapidement inactivé dans un environnement aérobie. La nodosité lui confére
une niche protectrice grace a la présence d'une protéine végétale, la
leghémoglobine qui fixe 'oxygéne et permet de le maintenir a faible pression
partielle, elle se lie donc a I'oxygéne en permetant de réguler la diffusion de celui-
ci aux bactéroides (Ott et al, 2005).

1.2.3.3. Les génes de nodulation

Lors des étapes précoces de la symbiose, les substances émises par la
léegumineuse induisent chez les rhizobiums, lactivation ou la répression de
'expression des genes de nodulation. Plusieurs études ont permis d’identifier ces
genes chez les rhizobiums. Les genes de nodulation sont impliqués dans la
biosynthese de lipochitooligosaccharides (facteurs Nod), qui agissent comme
molécules signal et induisent la formation des nodosités (Masson-Boivin et al.,
2009).
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Figure 4: Echanges de signaux lors de la mise en place de la symbiose

rhizobium/ Ilégumineuse Nod-dépendant (d’aprés Lindstrom et al., 2010)

Les flavonoides produits par la plante héte induisent I'expression des
génes nod des rhizobiums, cela conduit a la production des facteurs Nod qui vont
eux-mémes en retour induire la réponse de la plante et [linitiation de la
colonisation par la bactérie. Le zoom montre un cordon d’infection passant le
cortex racinaire vers un groupe de cellules en division, qui deviendra le

primordium nodulaire.

1.2.3.4. Processus de la nodulation

La nodulation se fait en plusieurs étapes, dont les plus importantes sont la
pré infection, le développement du nodule et le cordon d’infection et enfin la

formation des bactéroides.
a) Pré infection

Cette symbiose résulte d’'un processus complexe, faisant intervenir une
premiere étape, au cours de laquelle les deux organismes echangent des signaux
moléculaires pour se reconnaitre (Stacey et al. 2006). La plante produit au
niveau de ses racines des composés (riches en flavonoides), qui sont percus par
les Rhizobia présents dans le sol. Ces composés vont déclencher la production
bactérienne de signaux appelés facteurs Nod (pour Nodulation), ces derniers sont
a leur tour reconnus par les poils absorbants des racines de la plante hote, ce qui
déclenche la formation d’'un nouvel organe, le nodule, lieu de fixation de I'azote

atmosphérique.
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Les facteurs Nod sont les produits des géenes Nod des Rhizobia, ils
assurent une structure de base spécifique (structure de nature lipo-chito-
oligosaccharidique) (Dénarié et al, 1996). Chaque espece de Rhizobium produit
une structure des facteurs Nod qui lui sont propres, déterminant sa spécificité
d’h6te et son activité biologique ; ainsi un nombre restreint de Rhizobium est
capable de noduler un nombre restreint de légumineuses. Par exemple, la bactérie
Sinorhizobium meliloti est capable de noduler spécifiguement la légumineuse
Medicago truncatula grace a la structure du facteur Nod qu’il produit
(longueur de la chaine lipidique, présence d’'un groupement acétate et d’un

groupement sulfate) (Gough et Cullimore, 2011).

Sinorhizobium meliloti e rouge la chaine
Os__.CHs LCHs d’acide gras
OCOCH 9 i ? e bleuele
o\ Q89— 2 t sulfat
MO O\%g\ /;T\/ = groupement sulfate
NH OH NH OSOH e rose le groupement
o=C pr. X 4
\%\/\/\/o’\cri/,\/\/ acetate

Figure 5: Structure du facteur Nod produit par la bactérie Sinorhiobium meliloti,
symbiote de la légumineuse Medicago truncatula (Gough et Cullimore , 2011).

b) Développement du nodule et le cordon d’infection

Les réponses cellulaires aux facteurs Nod sont les plus visibles, deux
processus sont simultanément mis en place : le développement du nodule au
niveau du cortex racinaire, et le développement d’'un cordon d’infection depuis les

poils absorbants jusqu’au nodule.

Les facteurs Nod sont percus par les poils absorbants qui subissent une
série de déformations avant de prendre la forme de crosse qui emprisonne les
bactéries (Geurts et al, 2005). Au niveau de cette crosse se développe une
structure en forme de tube, appelée cordon d’infection, qui progresse jusqu’au
cortex interne de la racine. Simultanément a la mise en place de ce cordon, les

cellules du cortex se divisent et forment un primordium nodulaire.
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c) Formation des bactéroide

Une fois toutes ces structures en place, les bactéries entrent dans la racine,

cheminent le long du cordon d’infection jusqu’au niveau du primordium nodulaire,

sont relarguées dans le cytoplasme des cellules du primordium ou elles sont

enfermées dans une structure appelée symbiosome. Au sein du symbiosome, les

bactéries se différencient en bactérioides capables de fixer 'azote atmosphérique
(Stracke et al, 2002).
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g Mise en place du nodule. \ g e V2
on dtacisppement " 1n argana veodtal oes sescishes. ~ .
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- |\ ‘ : 4 Symbiosa FhizoburrHégumineuses:
3 Coordination du développement un dialogue moléculaire gui aboutit
de la plante et de la bactéria a la fixation de I'szote atmospheérigue

Figure 6: Dialogue moléculaire entre la plante et la bactérie lors de la mise
en place d'une association symbiotique fixatrice de I'azote (Journet, 2004).

Figure 7: Nodules racinaire chez la Iégumineuse modeéle Medicago

truncatula (Gage, 2004).
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2. POIS

2.1. Geénéralité sur le pois

De toutes les Iégumineuses, le pois (Pisum sativum ) a la place la plus
importante dans la biologie végétale et en particulier en génétique, en raison de
travaux de Mendel (1866) (Smykal et al, 2013). Actuellement le pois, est la
deuxieme légumineuse alimentaire la plus importante dans le monde entier aprés
le haricot commun (Phaseolus vulgaris L.). La demande croissante de matieres
premieres riches en protéines pour l'alimentation animale, ou des produits
intermédiaires pour la nutrition humaine, ont conduit a un plus grand intérét dans
cette culture en tant que source de protéines (Gowhar et al, 2010), et sur une
base mondiale, les légumineuses contribuent & environ un tiers de l'apport en
protéines directe de l'humanité, tout en servant aussi une importante source

de fourrage pour les animaux et d’huiles comestibles et industrielles.

Les pois ont une grande variété d'utilisations finales avec des feuilles, des
gousses vertes, les graines immatures et graines matures seches utilisées comme
aliments pour animaux comprennent paturage direct, le foin et I'ensilage. L'un des
attributs les plus importants de légumineuses est leur capacité de fixation
symbiotique de l'azote, ce qui souligne leur importance en tant que source d'azote
dans les écosystemes naturels et agricoles Le pois, comme avec d'autres
légumineuses, accumule aussi des produits naturels (métabolites secondaires),
tels que les isoflavonoides qui sont considérés comme bénéfiques pour la santé

humaine (anticancéreux et d'autres activités de promotion de la santé).

Le légume est d'une haute valeur nutritive; les graines de pois sont riches
en protéines (23-25%), amidon lentement digestible (50%), les sucres solubles
(5%), calories, vitamine A, C et Niacine, et éléments minéraux P, K, Ca, Mg et Fe.
(Smykal et al, 2013).

2.2. Importance économique

Au niveau mondial la culture du pois a une tres grande importance

economique, elle est cultivée principalement en Europe, Amérique du Nord,
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Amérigue du Sud, en Inde, et en Afrique (Sibylla , 2009).

D’apres les données de la FAO (2013), le rendement mondial moyen du pois a
été estimé a 1,72 tonnes/ha. Les principaux pays producteurs du pois frais et
sec sont le Canada (35%), la Russie (12%), et la Chine (13%).

En Algérie, la culture du pois frais s’étend sur 32 641 hectares, avec une
production de 127 680 tonnes. En Afrique du nord, I'Algérie est classée en
troisieme position de la production de pois apres le Maroc et la Tunisie, dont les
especes de légumineuses alimentaires les plus cultivées sont la lentille, le
pois chiche, la feve, le haricot et Pisum sativum (FAOSTAT, 2011).

2.3. Taxonomie

Le pois appartient a la famille botanique des Iégumineuses ou
papilionacées, la troisieme plus grande famille de plantes a fleurs (Smykal et al,
2013). . L'espece Pisum sativum appartient au genre Pisum, classé dans la tribu
des Fabeae (ou Viciae), qui regroupe diverses espéces de plantes
herbacées annuelles, réparties en cing genres : Lathyrus L. (gesse/pois doux,
environ 160 especes), Lens (lentilles, 4 espéces), Pisum L. (pois, 3 espéces),
et Vicia L. (vesces, environ 140 especes) et le genre monotypigue
Vavilovia. La classification la plus récente du genre Pisum, aprés avoir compté

plusieurs especes, regroupe trois especes (Smykal , 2011) :

o P. sativum L. Sub sp. Sativum (comprend var. sativum et var.

arvense), etaussiP. sativum L. Sub sp. elatius
o P. fulvum
o P. abyssinicum

La classification des Pisum basée sur la morphologie et caryologie dont

toutes les espéces sont vraies diploide avec 2n = 14 (Smykal et al, 2013).
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2.4. Biologie

La plante du pois est caractérisée par une croissance indéterminée (R.
Cousin,1997). Elle a wun systeme racinaire a pivot relativement peu
développé et a racines secondaires, voire tertiaires ou quaternaires. La
nodulation peut s'effectuer sur ces deux types de racines. L'appareil aérien
est constitué d'une tige principale et des ramifications issues des bourgeons
latéraux suite a une levée de dominance apicale, principalement sur les
nceuds de la base de la tige principale. Les premiers nceuds sont
exclusivement végétatifs, puis les suivants deviennent reproducteurs, chaque
étage portant en position axillaire un nombre de fleurs variable, mais dont

le nombre maximal est une caractéristique variétale (Boyeldieu, 1991).

Floraison, nouaison,
Fécondation auto-game,
Floraison indéterminée
Deux a trois fleurs par
étage sur 4 a 7 étages
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Stioule
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Figure 8: Structure d'une plante du pois (Boyeldieu, 1991)

2.5. Facteurs limitant la production
2.5.1. Stress abiotiques

Le froid, la sécheresse et les déficits nutritionnels sont les stress
environnementaux les plus importants pouvant affecter la production de pois.
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 (Cousin, 1997). De plus, la
sécheresse peut arréter la fixation de l'azote et diminuer la production de

biomasse. En outre, la salinité est aussi un stress important du pois. Des
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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).

2.5.2. Stress biotique

Le pois peut étre affecté par des maladies cryptogamiques, bactériennes
ou virales. Parmi les principales maladies ayant une incidence économique

notables sur les cultures du pois nous pouvons citer:

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

> Diverses maladies virales, dont la jaunisse apicale du pois due au
virus PTYV (Pea TopYellow Virus) et la mosaique commune du pois, due au virus
PCMV (Pea Common Mosaic Virus).

> les maladies cryptogamiques affectant I'appareil végétatif: le mildiou
du pois (Peronospora pisi), la pourriture grise (Botrytis cinerea), l'oidium du pois
(Erysiphe pisi), la sclérotinose (Sclerotinia sclerotiorum), la rouille (Uromyces pisi)
et I'anthracnose (Colletrichum pisi). (Paul , 1998)

> Les fontes des semis dues a difféerents champignons du sol
notamment du genre Pythium. Les nécroses racinaires, dues entre autres a
Fusarium solani et aux Aphanomyces, et la fusariose est une maladie vasculaire
redoutable sur le pois, causée par Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop) (Kraft,
2001).

3. La fusariose vasculaire

La fusariose est une maladie causée par des champignons du genre
Fusarium qui vivent dans le sol, et attaquent de nombreuses plantes (Amzelloug,
1999). Il existe plusieurs especes recensées de ce champignon, a savoir
Fusarium oxysporum. Ce dernier est un agent vasculaire qui se conserve dans le

sol sous forme de chlamydospores, et infecte les plantes via les racines qu'elles
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pénétrent soit directement soit par des blessures d'origine mécanique ou

biologique (percées des racines secondaires, pigires de nématodes,...).

Les maladies dues a I'espece F. oxysporum sont largement répandues
dans le monde, elles sont dommageables pour de nombreuses plantes (El
Hadrami et al., 1998).

3.1. Fusarium oxysporum
3.1.1. Géneéralité

En 1809, le genre Fusarium a été décrit pour la premiére fois par Link
(Jeunot, 2005), il se compose de plusieurs espéces phytopathogenes
responsables de maladies appelées « fusarioses » sur un grand nombre de
plantes. L’origine du nom Fusarium provient du latin Fusus, car ses spores sont en
formes de fuseau (Jeunot, 2005). Le genre Fusarium est caractérisé par de
nombreuses especes tres variables au niveau morphologique, chacune d’elle
étant représentée dans la nature par une majorité de souches saprophytes ou
parasites de faiblesse, au sein desquelles peuvent se différencier des formes plus
ou moins spécialisées douées d’une véritable pathogénicité (Fernon, 1970).

Parmi le genre Fusarium, I'espéce Fusarium oxysporum est certainement le
champignon tellurique le plus répandue dans la nature et dans tous les types de
sols (Champion, 1997, Fravel et al., 2002). Différentes souches de ce pathogene
existent, celles qui envahissent le systeme vasculaire par les racines induisent
une maladie de type systémique (Fravel et al., 2002). Cette maladie vasculaire
touche plusieurs espéces végétales, dont la culture de pois, et cela a été signalée
dans tous les pays ou cette culture est cultivée commercialement, elle est souvent

séveére la ou on pratique des rotations courtes avec d’autres cultures (Kraft, 1994).

3.1.2. Taxonomie
Selon Agrios (1998), la taxonomie de Fusarium oxysporum est comme sulit:

Regne : Mycota

Division : Eumycota
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Sub-division : Deuteromycota
Classe : Hyphomycota

Ordre : Hyphale

Famille : Tuberculariaceae
Genre : Fusarium

Espece : F. oxysporum

3.1.3. Caractéristiques biologiques

Dans un milieu de culture solide, comme le milieu PDA, les différentes
races de F. oxysporum f.sp. pisi peuvent varier d’apparence. Généralement, au
début de la croissance, le mycélium aérien est blanc et peut ensuite virer vers
d’autres couleurs (du violet jusqu’au pourpre foncé) selon la souche ou la forme
spéciale (Smith et al., 1988). Sa croissance est optimale a des températures qui
varient entre 25° a 30°C (Kraft 1994).

Fusarium oxysporum produit trois types de spores asexuées:

microconidies, macroconidies et chlamydospores.

Les microconidies sont wuni- ou Dbicellulaires et sont produites
abondamment et fréquemment par le champignon sous tout type de conditions.
C’est aussi le type de spore qui est observé plus frequemment a l'intérieur des
vaisseaux des plantes infectées. Les microconidies de F. oxysporum ont souvent
la forme d’une virgule ou sont ellipsoidales (Agrios, 2005 ; Nelson et al., 1983).
Les macroconidies sont composées de trois jusqu’a cing cellules, elles sont
pointues et courbées jusqu’au bout. Ces spores peuvent étre observés dans des
sporodochiums a la surface des plantes qui ont été tués par le pathogéne (Agrios,
2005; Nelson et al., 1983; Schippers et van Eck, 1981).

Les chlamydospores sont des spores rondes d’'une ou deux cellules, entourées
d’'une paroi épaisse plus ou moins pigmentée. Elles sont observées au milieu des
hyphes ou en position terminale, souvent en forme de paires, quelques en triplets et

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

23



Données Bibliographiques

’ { AT
= ~ o 3 . o
r /s ~ ™ \ 7 S
'q/r » . 5
Egy=i o S ,
c =
Fe - -
| A

Figure 9: Représentation des formes de reproduction de Fusarium oxysporum ;

A : microconidies B: macroconidies; C : chlamydospore ( Fourie et al ., 2011).

3.1.5. Cycle de vie

F. oxysporum possede un cycle a deux phases, une phase parasitaire et
une phase saprophytique, qui peuvent se dérouler en quatre étapes : pénétration
du pathogéne dans la racine, propagation du pathogene a l'intérieur de la racine,
propagation du pathogene dans la tige et reprise de la phase parasitaire (Figure
10).

3.1.5.1. Pénétration du pathogéne dans la racine

Le plus souvent, le pathogene pénetre par les blessures naturelles, comme
celles présentes au niveau du point d’émission des racines secondaires (Blancard,
1998). Cependant s’il y a une blessure, il s’avere selon Fernon (1970), que la
position de la blessure sur la racine peut avoir une importance sur la pénétration
de l'agent pathogéne, et que l'invasion racinaire s’effectue par étapes successives
suite a la compétition entre le champignon et le systeme de défense de la plante,
les hyphes mycéliens se développent sur I'épiderme des racines pour commencer
sa phase parasitaire. Le pathogéne fixe son mycélium a la paroi végétale, et par
formation d’appressorium, un filament mycélien plus fin va pouvoir percer la paroi

végétale (Fernon, 1970).
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3.1.5.2. Propagation du pathogene a I’intérieur de la racine

Suite & la pénétration dans la paroi cellulaire, le mycélium se ramifie et
colonise les cellules épidermiques voisines de facon intercellulaire. Une fois cette
action réalisée, il y a colonisation du parenchyme cortical et de tout le cortex au
niveau inter et intracellulaire. La colonisation du cortex provoque des
brunissements sur les cellules touchées par 'agent pathogéne, ce qui suggere la
production de toxines par I'agent pathogéne (Fernon, 1970). En effet, deux toxines
ont été identifiées, la lycomarasmine et lacide fusarique (Darles, 2013).
L’expansion mycélienne atteint ensuite les tissus du cylindre central, c’est ainsi
que les vaisseaux sont colonisés. A partir des vaisseaux, l'agent pathogene

progresse rapidement vers la tige.

3.1.5.3. Propagation du pathogene dans la tige

Dans les vaisseaux de la tige, le champignon produit des microconidies.
Ces dernieres sont transportées vers le haut et lorsqu’une paroi transversale
empéche la progression, les microconidies germent. Le tube germinatif produit
permet de passer dans la paroi et la formation de microconidies se réitére de
lautre cb6té de la paroi. Le champignon continue alors sa colonisation jusqu’ a
atteindre I'apex. Parfois, ce champignon produit des sporodochies qui contiennent
des macroconidies. Aprés la mort de la plante, le mycélium se développe en
dehors et démarre ainsi sa phase saprophyte. La production de micro et
macroconidies a la surface de I'héte constitue I'inoculum secondaire qui de
dissémine par l'intermédiaire du vent, des eaux d’arrosages et l'utilisation d’outils
(lida, 2006 ; Darles, 2013). En outre, ce développement amorce la production de
formes de conservation, les chlamydospores, pouvant persister plusieurs années
dans le sol et étre I'inoculum primaire lorsque les plantes hotes appropriées sont

plantées dans le sol (lida, 2006).

3.1.5.4. Reprise de la phase parasitaire

Les chlamydospores permettent la reprise de la phase parasitaire en
germant suite a la reconnaissance d’exsudats que produit la plante (Blancard,

1998). Le cycle peut ainsi recommencer.
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Figure 10 : Cycle infectieux de Fusarium oxysporum d’aprés Agrios, 2005.

3.1.6. Symptomatologie

Fusarium oxysporum f.sp. pisi, pénétre les racines de pois et infecte le
systeme vasculaire a tout stade de croissance. Les plantes infectées montrent
souvent une coloration rouge, orange ou sombre du tissu vasculaire de la racine
et la partie inférieure de la tige. Les symptomes sur feuilles débutent par un
jaunissement, puis elle se flétrit et se recourbent vers le bas au cours de la
floraison, une infection précoce résulte souvent par la mortalité des plantules.
L'incidence de la maladie peut varier selon les différentes races de Fusarium
oxysporum f.sp. pisi, qui peut étre réduite par une rotation de culture étendues et
des semis précoces, mais la gestion la plus pratique et la plus rentable a ce jour

est |'utilisation de cultivars résistants (Merzoug et al, 2014).
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Figure 11 : symptdmes de la  Figure 12 : vue sur le terrain
fusariose vasculaire du pois.  affecté par la fusariose.

(http://agropedia.iitk.ac.in/sites/default/files/fusarium%20wiltl.jpg)

3.1.4. Les races de Fusarium oxysporum f.sp. pisi

Fusarium oxysporum f.sp. pisi est connu pour sa variabilité
pathogéniques. Onze races de l'agent pathogéne ont été décrites, cependant, il
N’y a que quatre races qui ont été décrites (Races : 1, 2, 5 et 6). Des désaccords

considérables existent sur la classification des races.

Les races 1 et 2 ont été rencontrées dans le monde entier, elles peuvent
étre considérées, de point de vue perte économique, les plus importantes dans la
plupart des zones de culture de pois. Tandis que les races 5 et 6 ont été

observées uniquement dans I'Etat de Washington (Merzoug et al, 2014).

4. Moyen de lutte

Parmi les méthodes de lutte contre la fusariose vasculaire du pois
(culturale, génétique, chimique et biologique), celle qui reste performante a ce jour
est l'utilisation des variétés résistantes (Bani, 2015, Guimaraes et al, 2007).
Mais durant ces dernieres années, le contréle biologique de la fusariose
vasculaire a donné des résultats encourageants.

Lutte génétique: La résistance génétique aux races 1, 2, 5, et 6 de Fop se
rapporte a un seul géne dominant (Kraft et Pfleger, 2001, Coyne et al, 2000). La
résistance a la race 1 est controlée par le géne 'Fw' (Bani ,2015, Grajal-Martin, et
Muehlbauer , 2002,) la résistance a la race 2 est controlée par le gene 'FWN'

(Kraft et Pfleger, 2001, Grajal-Martin et Muehlbauer, 2002), mais il a été
démontre que plusieurs gene
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pourraient étre impliquées dans cette résistance (Infantino, 2006, Bani,

2015). Bien que les loci de résistance aient été introduit dans les cultivars
de grand intérét agronomique, cette résistance n'est pas toujours compléte.
Par conséquent lorsque la sévérité de la maladie est importante, les cultivars
sont tués causant aussi une perte de rendement trés importante (Kraft et
Pfleger, 2001, Hagedorn, 1984).

Lutte culturale: Pour compléter la résistance génétique, la rotation
de cultures est une bonne pratique qui contribue a réduire les dégats provoqué
par I'agent pathogéne. Cependant, la rotation de culture n'a pas des effets
minimes sur la réduction de la maladie, non seulement parce que les
chlamydospores de Fop ont une durée de survie trés longue, mais aussi parce
que l'inoculum peut se multiplier sur les racines des plantes infectées et des
plante non-hotes. Néanmoins, une rotation de cing ans peut aider a prévenir la

fusariose vasculaire du pois ( Biddle, et Cattin , 2007).

Lutte chimique: Face a une maladie vasculaire, l'utilisation de fongicides
a action systémique est envisageable (Bounaga, 1985). Cependant, la
réparation des chlamydospores a des grandes profondeurs et sur de vastes
étendus, ainsi que le cout élevé des opérations de lutte, font que toute tentative
de traitement chimique est vouée a priori a I'échec. Le traitement chimique est
considéré comme une solution de facilité, contrairement a la lutte biologique qui
demande davantage de connaissance et d'observation, mais a long terme, elle

est plus intéressante (Corbaz, 1990).

Lutte biologique: La lutte biologique vis-a-vis le fusariose vasculaire,
pourrait étre réalisée par I'application de certaines souches de
Pseudomonas spp.fluorescens ou de souches non pathogenes de F.
oxysporum, Trichoderma spp et  Gliocladium spp (Sakthivel, N., et
Gnanamanickam, S.S., 1989). Bien que prometteuse, jusqu'a présent aucun de
ces organismes n'a été utilisé pour lutter contre la fusariose officiellement. (Kraft,
et Pfleger, 2001, Bani, 2015, Defago, et Haas, 1990). Les souches de rhizobia
a la capacité de fixer 'azote atmosphérique, et de solubiliser le phosphore et a
limiter la croissance de certains champignons phytopathogenes du sol

(Rhizoctonia solani et Fusarium culmorum) (Glick et al, 2007).
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Chapitre 2
Matériels et Méthodes

1. Matériels Biologique

1.1Matériels végétales
L'essai d'antagonisme in situ a été mené sur cing génotypes de pois
(Pisum sativum) : quatre génotypes sélectionnés en Espagne, en plus d'un

génotype cultivé localement en Algérie.

Tableau 2: Génotypes étudiés

Origine Code Etat
Ji1412 Résistant
Génotypes Messire Partiellement
Espagnoles résistant
Ji1210 Sensible
P21 Sensible
Génotype local Kelvedone Wonder Résistant
Peas

1.2 Isolats fongiques phytopathogénes

Pour réaliser notre travail expérimental, nous avons utilisé deux races de
Fusarium oxysporum f. sp. pisi (Fop): Fop R1 (race 1) et Fop R2F42 (race 2),
d’origine espagnole (Institut de I'agriculture durable IAS-CSIC Cordoue, Espagne)
(Figurel3).

Figure 13: les deux souches de Fusarium oxysporum f. sp. pisi
utilisées
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1.3 Isolats bactériens

Nous avons utilisé dans notre travail expérimental, quatre souches de
Rhizobiaceae (Institut de I'agriculture durable IAS-CSIC Cordoue, Espagne) et
une souche de Pseudomonas fluorescens (Laboratoire de phytopathologie de
luniversité de Blida, Algérie), a fin d'étudier leurs activités et propriétés

antagonistes in situ et in vitro vis-a-vis de la fusariose vasculaire du pois.

Tableau 3: Les souches bactériennes

Rhizobium sp Mesorhizobium loti.

Sinorhizobium meliloti.

Rhizobium leguminosarum bv. viceae.

Mutant Rhizobium leguminosarum bv. viceae.

Pseudomonas fluorescens | F21.

2. Antagonisme in situ
Les essais d'antagonisme in situ ont été effectués avec les cinq souches
bactériennes (Tableau 3), vis-a-vis des deux souches de Fop (R1 et R2F42). Ces
essais ont été réalisés sous serre en verre en interaction avec les cinq génotypes

de pois (Tableau 2).

2.1 Désinfection des semences

Les graines de pois sont désinfectées par trempage, dans I'hypochlorite de
sodium a 1% pendant 30 minutes a température ambiante, suivi de deux rincages
a l'eau distillée stérile durant 20 minutes pour chaque ringcage. Dans des
conditions d'asepsie, ces graines sont mises dans des boites Pétri en verre
stériles, tapissées de papier filtre stérile imbibé d'eau, puis les boites sont

recouvertes avec du papier aluminium pour les abriter de la lumiére.

Ces derniéres sont placées a 4°C (réfrigérateur) pendant 2 jour pour
stratifier les graines et synchroniser la germination, qui seront placées par la suite
a une température d’environ 20 °C pendant 4 jours. Une fois germées, les graines
sont transférées dans des pots de Perlite stérile. Les plantules sont arrosées avec

de I'eau courante selon le besoin.
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2.2  Préparation d'inoculum
2.2.1 Inoculum fongiques
Les suspensions conidiennes de Fop ont été obtenues a partir des cultures
pures des deux souches de Fop (R1, R2F42), cultivées sur milieu PDA pendant
sept jours. Ces suspensions conidiennes ont été préparées a partir des disques
mycéliens homogénéisés dans des flacons de milieu PD liquide. Les flacons sont
mis sous agitation constante (environ 170rpm) a température ambiante pendant
10 jours, et l'inoculum est ensuite filtré a l'aide des compresses stériles. La
concentration de la suspension conidienne a été ajustée approximativement 5 X

10° conidies/ml a I'aide d’une cellule de Malassez.

2.2.2 Inoculum bactériens
> Pseudomonas fluorescens F21

L'inoculum bactérien de Pseudomonas fluorescens a été préparé avec la
creme bactérienne agée de 24h, cultivé sur milieu KB, incubé a 25°C dans I'étuve
pendant 5-7 jours, ensuite les colonies bactériennes sont raclées et ensemencées
dans un milieu de culture de KB liquide, qui est incubé a 28°C dans l'étuve
pendant 7 jours. La densité optique a été estimée a D.O = 0,8, soit I'équivalent de
10° CFU/m.

» Rhizobium spp.

L'inoculum bactérien de Rhizobium spp. a été préparé avec une suspension
bactérienne conservée dans du glycérol , cultivé par la suite sur milieu YMA,
incubé a 30°C dans l'étuve pendant 5-7 jours, ensuite les colonies bactériennes
sont raclées et ensemencées dans un milieu de culture de YM liquide, qui est
incubé a 28°C dans I'étuve pendant 7 jours. La densité optique a été estimée a
D.O = 0,8, soit I'équivalent de 106 CFUI/I.

2.3 Inoculation des plantes

Au stade de deux a trois nceuds (Figureld), nous avons pratiqué la
bactérisation des plantes sur un lit de tourbe avec chacune des cing souches

bactériennes(Figurel5), suivi 24h apres par une inoculation fongique, qui s’est
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effectuée par immersion des racines durant 5 min (Figurel6), apres avoir coupé
1/3 de celles-ci, selon la méthode « trimmed root dipping ». Les témoins négatifs
(T-) sont inoculés uniguement avec de l'eau distillée stérile et les plantes du

témoin positif (T+) sont inoculées avec chacune des suspensions conidiennes
(Fop R1 et Fop R2).

Figure 16: Inoculation fongique.
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2.4  Dispositif expérimental

Les essais expérimentaux in situ ont été réalisés selon un dispositif composé
de deux blocs aléatoires complets. Les deux blocs contiennent 450
traitements (90 traitements X 5 répétitions) :

Un bloc renferme 270 traitements (18 inoculations X 5 génotypes X 3
répétitions) et un autre bloc renferme 180 traitement (18 inoculations X 5
génotypes X 2 répétitions) (Tableau 4, et Figurel7).

Figure 17: Dispositif expérimental

Tableau 4: Traitements étudiées

. Fop | Fop Pf Meso | Sino | RL Muta R1* R1 R1 R1 R1 R2 R2 R2 R2 R2
Inoculation | gps | R1 R2F42 F21 | loti nt F21 Meso | Sino | R.L Mut | F21 Meso Sino | RL Mutant
I R.L ant
Génotypes
J11412 T1 Te | T11 T6 | T21 | T26 | T31 | T36 T41 | Tae | T51 | TS6 | Tl | Tee | T71 T76 | T81 | Tse
Messire T2 T7 | T12 T17 | T22 T27 | T32 | T37 T42 | T47 T52 | T57 | T62 | T67 | T72 T77 | 182 | T87
J11210 T3 | T8 | T13 Ti8 | T23 | T28 | T33 | T38 T43 | T48 | T53 | T58 | T63 | Tes | T73 T78 | T83 | Ts8
P21 T4 T9 | T14 T19 | T24 T29 | T34 | T39 Ta4 | T49 T54 | T59 | T64 | T69 | T74 T79 | T84 | T89
Kelvedone | g T10 | T15 T20 | T25 T30 | T35 | T40 T45 | T50 T55 | T60 | T65 | T70 | T75 T80 | T85 | T90

EDS: Eau distillé stérile.

Fop R1: Fusarium oxysporum f sp pisi: Fop R1 (race 1) et Fop R2F42 (race 2).
Pf F21: Pseudomonas fluorescens F21.

Meso loti: Mesorhizobim loti.

Sino: Sinorhizobium meliloti.

RL: Rhizobium leguminosarum bv. viceae.

Mutant RL: Mutant Rhizobium leguminosarum bv. viceae.
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2.5 Parametres étudiés
Pour le suivi du déclenchement et de I'évolution de la fusariose
vasculaire du pois, trois principaux parametres ont été pris en considération: le

taux d’infection, la sévérité de la maladie et I'évaluation de TAUDPC.

L’évaluation des symptébmes caractéristiques de la fusariose vasculaire
du pois, s'est effectuée tous les trois jours a partir du septieme jour apres
I'inoculation jusqu'au 31 jours. Pour cela, le taux d'infection et la sévérité de la
maladie seront mesurés, ce qui servira pour calculer IAUDPC (Area Under the
disease progress curve) a la fin de lI'expérience.

Pour le suivi du développement de la maladie, nous avons utilisé une
échelle de cing degrés différentiels représentant les symptémes typiques de la

fusariose vasculaire (Bani, 2015 ; Yala, 2016):

1

Figure 18: Echelle de I'évaluation des symptébmes de la fusariose

vasculaire

(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.

« Taux d'infection

Le taux d’infection ou incidence de la maladie, sera évalué au jour 31 apres
infection, en calculant le pourcentage de plantes mortes (ou porteuse de

symptéme évident) sur le nombre de plante totale pour chague génotype.

1% = (nombre de feuilles infectées/nombre total de feuilles) X 100
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< Sévérité de la maladie

S% = Taux de séverité = (1 X f1) + (2 X f2) + (3 X f3) + (4 X f4) + (5 X 5)

f
f1 : nombre de feuilles présentant le niveau 1

f2 : nombre de feuilles présentant le niveau 2
f3 : nombre de feuilles présentant le niveau 3
f4 : nombre de feuilles présentant le niveau 4
f5 : nombre de feuilles présentant le niveau 5

f : nombre total de feuilles

< AUDPC (Area Under the disease progress curve)
Ce paramétre permettra d’évaluer la progression de la maladie durant la période
d’expérimentation, c'est-a-dire le temps de suivi et de déroulement de

I'expérimentation.

AUDPC = ) (X, + Xi41)/2] * (ti1 = )
X;: Sévérité de la maladie au temps i,
X;,.1: Sévérité de la maladie au temps i+1,

t;.1 — t: Nombre de jour entre tempsieti+1

2.6 Effet de nodulation

A la fin de I'expérimentation sous serre nous allons peser et mesurer les
nodules des traitements bactérisés avec les Rhizobiaceae en présence et en
absence de l'agent pathogéne, a fin de comparer l'effet de fusariose sur la

nodulation.

3. Antagonisme in vitro

Les tests d’antagonisme in vitro ont été effectués avec quatre souches
bactériennes de Rhizobium sp, et une souche de P.fluorescens (Tableau 4), face
a deux souches de Fop (R1 et R2F42), agent causal de la fusariose vasculaire du

pois. Ces tests concernent l'inhibition de la croissance mycélienne.

Le test de lactivité inhibitrice des cing souches bactériennes, sur la

croissance mycélienne des deux souches de Fop a été réalisé en quatre
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répétitions. Pour la comparaison, nous avons utilisé les cultures fongiques seules.

Les milieux gélosés utilisés sont :

eLe milieu KB, favorable au développement des P. fluorescens F21.
eLe milieu YMA, favorable au développement des Rhizobiaceae.
eLe milieu PDA, favorable au développement des champignons.
eLe milieu mixtel (50% KB + 50% PDA).

eLe milieu mixte2 (50% YMA +50% PDA).

L’évaluation de l'action inhibitrice a été testée selon la méthode des spots
(Chet,1,1987) (Figure), qui consiste a mettre en contact des disques de papier
Wathman stérile de 0.5 cm de diametre, imprégnés de suspension bactérienne,
puis a l'aide d’une pince stérile les disques sont mis sur la surface des milieux
gélosés a la périphérie de la boite de Pétrie (KB, YMA, PDA, le milieu mixtel et le
milieu mixte2), et au centre de chaque boite nous déposons un disque mycélien
de 0.5 cm de diamétre de l'isolat cryptogamique cultivé préalablement sur le milieu
géloseé.

Le taux d’inhibition est calculé aprés 7 jours dincubation a 25 °C,
relativement a la croissance mycélienne maximale enregistrée chez les témoins
qui sont représentés par les cultures cryptogamiques pures sans interaction avec

les souches

> Spot imprégné de
créme bactérienne

| Disque mycélien |

Figure 19: La méthode des spots

4. Analyse statistique

L'analyse statistiqgue des résultats a été basée sur l'analyse de la variance
enregistrée dans les traitements. Dans le cas de différences significatives, la
comparaison des traitements est établie par le test Newman-Keuls au seuil de

risque d'erreur de 5% a fin de déterminer leurs amplitudes significatives.
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Chapitre 3
Résultats et Discussions
1. Résultats d’antagonismes in situ

L’étude de I'antagonismes in situ sous serre, a permis l'obtention des
résultats avec les variables étudiés a savoir : le taux d’infection, la sévérité de la
maladie et TAUDPC. Concerant le parametre de nodulation, il n’a pas pu étre pris

en considaration vu 'effet de nodulation négatif.

1.1 Taux d’infection des génotypes étudiés

D’aprés les résultats, nous constatons que I'évolution du taux d’infection
des cing génotype du pois, montre un net recul de la maladie des traitements
bactérisés, avec les cinqg souche Pseudomonas fluorescens , Mesorhizobium loti,
Sinorhizobium meliloti , Rhizobium leguminosarum bv. viceae, et Mutant
Rhizobium leguminosarum bv. viceae, par rapport aux témoins positifs (Fop R1 et
Fop R2F42).

Génotype JI1412 : Avec la souche pathogéne Fop R1, le taux d’infection
a margué une stagnation aux seuils de 29.92% avec la souche Pseudomonas
fluorescens, de 40.28% avec Mesorhizobium loti, de 47.22% avec Sinorhizobium
meliloti, de 47.76% avec Rhizobium leguminosarum bv. viceae, et de 43.59% avec
Mutant Rhizobium leguminosarum bv. Viceae, alors que linfection débute avec
des taux allant de 8.57% (Sinorhizobium meliloti) a 32.50% (Mesorhizobium loti).
Avec la souche FopR2F42, les taux d’infection ont marqué des stagnations allant
de 57.07% (Mutant Rhizobium leguminosarum bv. viceae) a 57.69%
(Pseudomonas fluorescens), en débutant par des niveaux allant de 12.14%
(Pseudomonas fluorescens) a 21.43% (Mutant Rhizobium leguminosarum bv.
viceae). Chez les témoins positifs, I'évolution de l'indice d’infection a été brusque
et rapide, en commencant par des indices allant de 26.79% (Fop R2F42) et de
40,18% (Fop R1), pour atteindre des maximums de 56.44% (Fop R2F42) et de
52.78% (Fop R1).
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Tableau 5: Taux d’infection (%) de génotypes JI11412.

Jours /

Traitements 7 10 13 16 19 22 25 28 31
EDS 14,29 26,79 29,17 29,00 30,36 39,33 54,66 57,27 57,27
FopR1 40,18 42,22 47,32 47,22 47,73 47,73 50,51 50,51 52,78
FopR2F42 26,79 28,57 29,17 28,18 34,72 37,73 54,55 56,44 56,44
FopR1XF21 20,20 22,11 22,50 23,61 25,40 26,79 29,17 29,92 29,92
FopR1XMeso 32,50 38,75 33,33 26,67 36,51 25,00 34,72 34,72 40,28
FopR1XSlino 8,57 8,33 25,63 33,33 35,71 33,93 37,50 47,22 47,22
FopR1XRL 20,54 28,57 27,78 27,78 33,18 35,76 47,73 47,76 47,76
FopR1XRL Mut 20,20 20,54 22,22 26,67 26,11 23,64 27,27 43,59 43,59
FopR2XF21 12,14 14,58 14,58 16,25 15,80 33,45 33,42 57,69 57,69
FopR2XMeso 20,54 26,79 27,78 31,67 33,86 30,00 45,45 51,79 51,79
FopR2XSlino 12,50 39,29 56,25 47,92 44,63 52,78 59,24 71,58 71,58
FopR2XRL 33,04 40,75 38,89 36,67 40,00 39,39 50,56 63,89 63,89
FopR2XRL Mut 21,43 28,57 33,93 29,86 33,91 35,45 45,45 57,07 57,07

Génotype Messire : Avec la souche pathogene Fop R1, le taux
d’'infection a marqué une stagnation aux seuils de 47.22% avec la souche
Pseudomonas fluorescens, de 69.70%avec Mesorhizobium loti, de 100% avec
Sinorhizobium meliloti, de 77.50% avec Rhizobium leguminosarum bv. viceae, et
de 45.83% avec Mutant Rhizobium leguminosarum bv. Viceae, alors que
linfection débute avec des taux allant de 9.38% (Mutant Rhizobium
leguminosarum bv. viceae) a 16.67% (Sinorhizobium meliloti). Avec la souche
FopR2F42, les taux d’infection ont marqué des stagnations allant de 82.62%
(Pseudomonas fluorescens) a 100% (Mutant Rhizobium leguminosarum bv.
viceae), en débutant par des niveaux allant de 8.33% (Mutant Rhizobium
leguminosarum bv. viceae) a 15.48% (Pseudomonas fluorescens). Chez les
témoins positifs, I'évolution de l'indice d’infection a été brusque et rapide, en
commencant par des indices allant de 44.51% (Fop R1) et de 22.62% (Fop
R2F42), pour atteindre des maximums de 83.33% (Fop R1) et de 100% (Fop

R2F42) durant les dernieres observations.
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Tableau 6: Taux d’infection (%) de génotypes Messire.

Jours/

Traitements 7 10 13 16 19 22 25 28 31
EDS 12,50 | 23,61 30,1 54,45 70,95 82,00 89,29 100,00 100,00
FopR1 44,51 | 50,00 | 51,67 53,75 53,57 47,22 59,03 83,33 83,33
FopR2F42 22,62 | 22,62 | 33,33 55,95 83,33 87,50 100,00 100,00 100,00
FopR1X F21 10,00 | 22,62 | 19,64 20,83 23,61 29,17 40,97 47,22 47,22
FopR1XMeso 14,29 | 18,75 | 16,67 21,25 15,56 35,00 55,00 69,70 69,70
FopR1XSlino 16,67 | 30,95 | 30,95 92,86 85,71 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR1XRL 14,29 | 26,79 | 18,75 17,36 15,56 30,30 62,27 77,50 77,50
FopR1XRL Mut 9,38 10,00 8,33 4,86 14,91 47,25 76,92 45,83 45,83
FopR2XF21 1548 | 21,43 | 20,54 18,75 35,24 47,78 56,67 82,62 82,62
FopR2XMeso 25,00 | 25,89 | 54,86 44,44 56,25 47,22 48,61 90,00 90,00
FopR2XSino 10,00 | 40,00 | 91,67 91,67 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR2XRL 8,33 | 21,43 7,14 19,64 57,67 86,67 93,33 96,30 96,30
FopR2XRL Mut 8,33 18,33 | 38,39 35,71 80,95 85,71 100,00 100,00 100,00

Génotype JI11210 : Avec la souche pathogene Fop R1, le taux d’infection a
marqué une stagnation aux seuils de 42.22% avec la souche Pseudomonas
fluorescens, de 50% avec Mesorhizobium loti, de 100% avec Sinorhizobium
meliloti, de 61.43% avec Rhizobium leguminosarum bv. viceae, et de 46.67% avec
Mutant Rhizobium leguminosarum bv. Viceae, alors que linfection débute avec
des taux allant de 3.70% (Mesorhizobium loti) a 34.29% (Sinorhizobium meliloti ).
Avec la souche FopR2F42, les taux d’infection ont marqué des stagnations allant
de 56.11% (Pseudomonas fluorescens) a 100% (Mutant Rhizobium
leguminosarum bv. viceae), en débutant par des niveaux allant de 14.29%
(Pseudomonas fluorescens) a 16.67% (Mutant Rhizobium leguminosarum bv.
viceae). Chez les témoins positifs, I'évolution de l'indice d’infection a été brusque
et rapide, en commencant par des indices allant de 0% (Fop R1) et de 24.29%
(Fop R2F42), pour atteindre des maximums de 61.25% (Fop R1) et de 100% (Fop
R2F42) durant les derniéres observations.
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Tableau 7: Taux d’infection (%) de génotypes JI1210.

Jours/

Traitement 7 10 13 16 19 22 25 28 31
EDS 25 40,00 48,33 73,21 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 12,50 16,67 61,25 61,25
FopR2F42 24,29 26,67 41,43 81,67 92,86 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR1XF21 12,50 14,29 22,50 23,81 35,00 38,10 38,64 41,67 47,22
FopR1XMeso 3,70 5,56 6,25 7,14 16,25 25,89 28,75 50,00 50,00
FopR1XSino 34,29 43,75 45,00 55,56 83,33 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR1XRL 6,25 7,14 8,33 11,11 11,11 22,22 40,00 61,43 61,43
FopR1XRL Mut 7,14 8,33 17,14 20,83 39,29 39,29 44,44 46,10 46,67
FopR2XF21 14,29 17,14 20,50 50,89 17,57 37,14 53,21 56,11 56,11
FopR2XMeso 21,43 47,22 78,57 66,67 100,00 100,00 95,83 100,00 100,00
FopR2XSino 16,67 29,17 58,57 62,50 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR2XRL 6,25 7,14 12,50 53,57 83,33 94,44 100,00 100,00 100,00
FopR2XRL Mut 16,67 23,81 69,05 91,67 92,59 100,00 100,00 100,00 100,00

Génotype P21 : Avec la souche pathogene Fop R1, le taux d’infection
a margué une stagnation aux seuils de 80.78% avec la souche Pseudomonas
fluorescens, de 85.44%avec Mesorhizobium loti, de 100% avec Sinorhizobium
meliloti, de 80% avec Rhizobium leguminosarum bv. viceae, et de 75.13% avec
Mutant Rhizobium leguminosarum bv. Viceae, alors que l'infection débute avec
des taux allant de 6.25% (Rhizobium leguminosarum bv. viceae) a 25% (Mutant
Rhizobium leguminosarum bv. viceae). Avec la souche FopR2F42, les taux
d’infection ont marqué des stagnations de 100% avec toutes les souches
(Pseudomonas fluorescens, Mesorhizobium loti, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium
leguminosarum bv. viceae, Mutant Rhizobium leguminosarum bv. viceae Mut), en
débutant par des niveaux allant de 15% (Pseudomonas fluorescens) a 40.40%
(Mut Rhizobium leguminosarum bv. viceae). Chez les témoins positifs, I'évolution
de lindice d’infection a été brusque et rapide, en commencant par des indices
allant de 18.06% (Fop R1) et de 55.05% (Fop R2F42) dés les premieres
observations, pour atteindre des maximums de 95.83% (Fop R1) et de 100%
(Fop R2F42) durant les derniéres observations.
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Tableau 8: Taux d’infection (%) de génotypes P21.

Jours/

Traitement 7 10 13 16 19 22 25 28 31
EDS 32,36 61,82 72,73 79,37 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR1 18,06 22,50 27,84 31,25 36,93 41,67 60,42 95,83 95,83
FopR2F42 55,05 57,78 100,00 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR1XF21 15,83 17,07 19,09 22,50 31,49 40,63 53,13 80,78 80,78
FopR1XMeso 9,55 11,86 16,08 16,25 25,55 42,86 60,71 85,44 85,44
FopR1XSino 7,14 42,86 75,00 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR1XRL 6,25 20,00 26,52 26,67 51,65 55,77 73,90 80,00 80,00
FopR1XRL Mut 25,00 28,64 48,11 44,23 53,57 60,77 70,09 75,13 75,13
FopR2XF21 15,00 15,00 18,64 36,36 80,00 92,73 100,00 100,00 100,00
FopR2XMeso 38,75 60,00 83,33 84,44 90,91 90,91 100,00 100,00 100,00
FopR2XSino 33,04 | 62,50 93,75 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR2XRL 27,50 62,78 94,44 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR2XRL Mut 40,40 61,36 68,69 81,25 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00

Génotype Kelvedon Wonder Peas : Avec la souche pathogéne Fop
R1, le taux d’infection a marqué une stagnation aux seuils de 62.50% avec la
souche Pseudomonas fluorescens, de 78.57% avec Mesorhizobium loti, de 100%
avec Sinorhizobium meliloti, de 50% avec Rhizobium leguminosarum bv. viceae,
et de 71.43% avec Mutant Rhizobium leguminosarum bv. Viceae, alors que
I'infection débute avec des taux allant de 5.56% (Pseudomonas fluorescens) a
45% (Mesorhizobium loti). Avec la souche FopR2F42, les taux d’infection ont
marqué des stagnations aux seuils de 100% avec toutes les souches
(Pseudomonas fluorescens, Mesorhizobium loti, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium
leguminosarum bv. viceae, Mutant Rhizobium leguminosarum bv. viceae), en
débutant par des niveaux allant de 0% (Mutant Rhizobium leguminosarum bv.
viceae) a 50% (Mesorhizobium loti),. Chez les témoins positifs, I'évolution de
I'indice d’infection a été brusque et rapide, en commencant par des indices allant
de 21.43% (Fop R1) a 41.67% (Fop R2F42) dés les premiéres observations, pour
atteindre des maximums de 100% (Fop R1, et Fop R2F42) durant les derniéres

observations.
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Tableau 9: Taux d’infection (%) de génotypes Kelvedon Wonder Peas.

Jours/
Traitement 7 10 13 16 19 22 25 28 31
EDS 20,00 20,00 20,00 20,00 60,00 80,00 100,00 100,00 100,00
FopR1 21,43 31,43 30,56 31,43 30,56 32,22 44,44 100,00 100,00
FopR2F42 41,67 45,00 50,00 50,00 63,33 65,00 81,67 100,00 100,00
FopR1XF21 5,56 6,25 6,25 7,14 22,50 24,75 62,50 62,50 62,50
FopR1XMeso 45,00 50,00 75,00 66,67 66,67 78,57 78,57 78,57 78,57
FopR1XSino 8,33 16,67 36,67 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR1XRL 7,14 8,33 8,33 8,33 8,33 8,33 25,00 50,00 50,00
FopR1XRL Mut 6,19 10,00 10,00 24,16 26,21 37,21 38,05 71,43 71,43
FopR2XF21 10,00 23,81 27,14 37,14 73,81 73,10 100,00 100,00 100,00
FopR2XMeso 50,00 66,67 71,43 69,05 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR2XSino 27,08 43,75 50,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR2XRL 18,33 30,00 45,00 50,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
FopR2XRL Mut 0,00 0,00 0,00 10,00 16,67 70,00 100,00 100,00 100,00
1.2 Sévérité de la maladie
D’aprées les résultats obtenus, nous remarquons qu’il existe une

correspondance entre le taux d’infection et la sévérité. Nous constatons que la
bactérisation des cing génotypes de pois avec les cing souches bactériennes, en
interaction avec les deux souche de Fop, a permis de réduire la sévérité de la
maladie en comparaison avec les témoins positifs ( FOpR1 et FopR2F42) (Tableau
10, Figure 20,21).

Chez les témoins sains (EDS), les niveaux de sévérité lors des premiéres
observations (7 jours), sont en moyenne de 1 a 2. Leur évolution reste lente et
atteint en moyenne le niveau 4 au 31ljours, due principalement aux anomalies

physiologiques (Tableau 10).

Pour les témoins malades, les niveaux vont de 1 a 3 dés les premieres
observations, leur évolution est plus dynamique, atteignant souvent des valeurs
supérieures au niveau 3 pour atteindre facilement le niveau maximal durant les

derniéres observations (Tableau 10).
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L’application de la bactérisation a la base des cinq souches, nous
permettent de constater qu'’il y a des symptomes préliminaires de niveau de 1 a 2,
leur évolution reste lente et globalement similaires a ceux observés chez les
témoins sains, qui sont plus dues aux anomalies physiologique que maladives
(Tableau 11).

Tableau 10: Seévérité des symptdmes des génotypes étudiés non

bactérisés.
Traitements | Génotype Jours
7 10 |13 16 19 22 25 28 31
2 Ji1214 1,44 |1,57 |1,86 [1,84 199 1,94 |25 2,32 2,32
# Messire [1,51 [2,04 |1,73 [1,87 [240 (284 |[252 5,00 5,00
% J11210 1,4 [2,07 |2,33 |3,17 |500 |500 |5,00 5,00 5,00
E P21 1,41 1,84 |301 |44 |500 |500 |5,00 5,00 5,00
b Kelvedon |130 [1,50 |1,60 [1,60 [2,80 [3,38 |[4,40 4,40 4,40
JI1214 1,78 2,39 |252 |452 |253 255 262 2,88 2,88
= Messire |2,02 [3,50 |3,51 [3,28 [3,40 [3,46 |33 4,00 4,00
= J11210 1,00 (1,13 |113 |13 1,15 1,15 1,17 2,13 2,13
B P21 1,43 1,62 |192 [206 251 |254 289 3,48 3,48
Kelvedon |144 1,70 |193 1,97 |2,17 [217 [2,26 3,30 3,30
JI1214 1,19 [1,76 |1,92 [2,02 205 2,17 2,28 2,53 2,53
5 Messire [1,76 [1,76 |2,07 |2,25 [361 [3,98 |453 5,00 5,00
% J11210 1,17 [1,34 |2,00 |2,88 4,03 |500 |5,00 5,00 5,00
o
i P21 1,88 [1,97 |415 |4,70 |500 |500 |5,00 5,00 5,00
Kelvedon |160 [2,00 |2,00 |250 [3,00 [322 |[3,62 4,46 4,46
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Tableau 11: Sévérité des symptdomes des génotypes étudiés bactérisés en
interaction avec Fop R1.

Jours
Traitement Génotype
7 10 13 16 19 22 25 28 31
JI1214 1,30 1,68 2,00 1,90 1,87 1,96 1,94 2,07 2,07
§ Messire 1,20 1,63 1,54 2,09 1,54 1,71 1,80 2,77 2,77
o
x JI1210 1,23 1,70 2,17 1,92 1,57 1,24 1,13 2,19 2,19
e
P21 1,39 1,53 4,37 1,79 1,81 1,56 1,79 2,95 2,95
Kelvedon 1,55 1,90 2,14 1,87 2,30 2,24 2,16 2,68 2,68
JI1214 1,09 1,11 1,25 1,26 1,44 1,71 1,58 2,07 2,07
o
% Messire 1,07 1,16 1,14 1,24 1,43 1,54 1,99 2,64 2,64
s
o
o JI11210 1,11 1,15 1,01 1,11 1,23 1,45 1,47 2,36 2,36
g
P21 1,39 1,37 1,37 1,40 1,39 1,59 1,93 2,91 2,91
Kelvedon 2,13 2,10 2,98 3,07 3,17 3,26 3,55 3,51 3,51
JI1214 1,09 1,29 1,38 1,49 1,64 1,74 2,00 2,45 2,45
o
£ Messire 1,12 1,40 1,60 2,13 3,23 3,95 3,95 5,00 5,00
2
o J11210 1,47 1,93 2,64 3,04 4,04 5,00 5,00 5,00 5,00
¢
P21 1,59 2,18 3,45 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Kelvedon 1,12 1,21 2,32 4,90 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
JI1214 1,33 1,40 1,70 1,60 1,65 1,82 2,06 2,52 2,52
7 Messire 1,29 1,55 1,60 1,53 1,77 1,86 2,50 3,59 3,59
o
T JI11210 1,08 1,07 1,11 1,06 1,22 1,39 2,10 2,78 2,78
e
P21 1,20 1,24 1,39 1,37 1,62 1,82 2,34 4,07 4,07
Kelvedon 1,11 1,26 1,38 1,56 1,60 1,93 1,95 3,39 3,39
JI1214 1,24 1,31 1,40 1,47 1,49 1,55 1,75 1,90 1,9
= Messire 1,05 1,08 1,10 1,14 1,18 1,89 2,46 3,62 3,62
x
o
x JI11210 1,08 1,29 1,29 1,34 2,03 2,10 2,16 2,26 2,26
e
P21 1,27 1,31 1,47 1,51 1,63 1,83 2,58 3,65 3,65
Kelvedon 1,10 1,32 1,63 1,66 1,67 2,25 2,26 3,00 3,00
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Tableau 12: Sévérité des symptdomes des génotypes étudiés bactérisés en
interaction avec Fop R2F42.

Traitement Génotype Jours
7 10 13 16 19 22 25 28 31
< JI1214 1,32 1,33 1,35 1,44 1,47 1,49 2,30 2,34 2,34
%’ Messire 1,23 1,30 1,30 1,47 1,48 1,60 2,66 4,14 4,14
E JI11210 1,12 1,13 1,14 1,16 1,18 1,85 2,35 3,76 3,76
Dg:- P21 1,45 1,60 1,66 1,78 3,62 4,10 5,00 5,00 5,00
- Kelvedon 1,90 2,08 2,32 2,39 2,65 2,85 4,36 5,00 5,00
2 JI1214 1,46 1,80 2,02 2,08 2,12 2,38 2,74 2,74 2,68
% Messire 1,27 1,37 1,59 1,82 2,53 2,92 3,19 4,46 4,46
E JI1210 1,47 2,24 2,71 3,02 4,72 4,67 5,00 5,00 5,00
%_ P21 1,95 2,60 2,91 3,69 4,31 4,33 4,48 5,00 5,00
£ Kelvedon 1,58 2,50 3,12 3,21 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
e JI1214 1,25 1,87 1,91 2,25 2,51 2,63 2,70 3,22 3,22
;‘7:’ Messire 1,16 1,77 3,51 4,52 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
g JI1210 1,48 1,56 2,95 3,19 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
- P21 1,51 2,92 4,75 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
£ Kelvedon 1,32 2,17 2,02 3,60 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
N JI1214 1,46 1,48 1,84 2,04 2,06 2,07 2,31 2,61 2,61
% Messire 1,13 1,19 1,36 1,38 2,27 3,34 3,86 4,39 4,39
E JI1210 1,35 1,77 1,93 2,50 3,68 4,19 4,54 5,00 5,00
DS:' P21 1,66 2,62 3,90 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
B Kelvedon 1,22 2,08 2,12 2,74 4,44 5,00 5,00 5,00 5,00
E JI1214 1,27 4,15 1,74 1,84 1,93 2,11 2,42 2,51 2,51
E Messire 1,14 1,36 1,61 1,84 3,60 2,85 3,66 5,00 5,00
E JI1210 1,21 1,68 2,57 3,26 4,31 4,33 4,70 5,00 5,00
%:. P21 1,42 2,09 3,07 4,30 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
= Kelvedon 1,00 1,00 1,00 1,40 1,50 3,10 4,00 5,00 5,00
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Témoin JiI1412 Fop R2F42 Fop R2F42 x RL

Figure 20: exemple d’expression symptomatologique sur génotype JI11412.

Fop R1 FopR1x RL Mut FopR2F42 x Meso

Figure 21: exemple d’expression symptomatologique sur génotype
P21.

1.3 L’AUDPC

Les cing souches bactériennes (Pseudomonas fluorescens, Mesorhizobium
loti, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium leguminosarum bv. viceae, et Mutant
Rhizobium leguminosarum bv. viceae.), ont montré une activité antagoniste vis-a-
vis des deux souches de Fusarium oxysporum f.sp.pisi (R1 et R2F42) avec les
cing génotypes de pois (JI1412, Messire, JI1210, P21 et Kelvedon Wonder Peas).

Cette inhibition est détectable durant les 31 jours de suivi du développement de la
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maladie, par le calcule de 'AUDPC qui permet d’évaluer la progression de la

maladie durant cette période d’expérimentation.

D’aprés les résultats obtenus, en comparant I'action des deux agents
phytopathogéenes, nous constatons que I'évolution de TAUDPC montre clairement

que Fop R2F42 est plus virulent que Fop R1.

En comparent les valeurs d’AUDPC enregistrées par les cinq génotypes,
nous constatons que le génotype ayant enregistré les valeurs d’AUDPC les plus
élevés est le génotype P21, avec des valeurs de 1100.36 (Fop R1) et de 2201.82
(Fop R2F42), alors que le génotype ayant enregistrés les valeurs d’AUDPC les
plus faibles est le génotype Kelvedon Wonder Peas avec des valeurs de 1054.05
(Fop R1) et de 1556 (Fop R2F42).

D’aprés les résultats, nous constatons généralement que les deux
souches bactériennes Pseudomonas fluorescens (F21) et Mesorhizobium loti ont
plus d’effet de biocontrdle que les autres souches, a titre d’exemple le génotype
JI1412 en interaction avec la souche F21 a enregistré des valeurs de 658.48 (Fop
R2F42), et 597.23 (Fop R1), et le génotype Messire en interaction avec
Mesorhizobium loti a enregistré des valeurs de 1273.01 (Fop R2F42), et 821.73
(Fop R1). Toutefois en comparant l'effet antagoniste de la souche de
Pseudomonas fluorescens avec celui des quatre souches de Rhizobia , nous
constatons que Pseudomonas fluorescens a un plus fort effet de biocontrdle, a
titre d’exemple, en interaction avec le souche pathogéne FopR1, la souche Pf F21
a enregistré une valeur dAUDPC de 597,22, alors que Mesorhizobium loti a

enregistré une valeur de 832,86.
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2500,00
A
2000,00 B FopR1
B FopR1xF21
1500,00
B FopR1XMeso
1000,00 - B FopR1X Sino
500,00 - FopR1XRL
B FopR1XMutRL
0,00 -
J11412 Messire JI1210 P21 Kelvedon
2500,00 B

2000,00 M FopR2F42

B R2F42XF21
1500,00

M R2F42XMeso

1000,00 W R2F42XSino

500,00 - R2F42XRL

B R2F42XRL39

0,00

J11412 Messire JI1210 P21 Kelvedon

Figure 22: AUDPC sur les cing génotypes de pois.

1.4 Effet de nodulation

Ce paramétre n’a pas été pris en considération, vu I'effet nodulant des

quatre souches des Rhizobiaceae qui s’est avéré négatif apres un mois de suivi.

2. Discussion d’antagonisme in situ

Les résultats obtenus dans le test de biocontréle in situ, concordent avec
ceux déja obtenus dans plusieurs recherches sur des essais réalisés sous serre
ou en plein champ (Benchabane, 2005 ; Toua et al., 2013 ; Ouserir., 2009 ; Yala.,
2016). Ces essais montrent I'effet bénéfique des rhizobactéries en tant qu’agent

de biocontrdle contre les agents pathogénes tellurique (Lemanceau, 1992).
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Selon les résultats obtenus, nous constatons que les cing souches
antagonistes ont permis de réduire considérablement l'infection de la maladie ainsi
gue sa séverité, ayant un effet positif direct sur la réduction des valeurs d’AUDPC.
En comparant les valeurs dAUDPC, nous constatons que le génotype a valeurs
les plus élevés est le génotype P21, donc il s’agit du génotype le plus sensible,
alors que génotype a valeurs d’AUDPC les plus faibles est le génotype Kelvedon

Wonder Peas, qui représente le génotype le plus résistant.

A la fin de I'expérimentation sous serre, nous avons constaté que les quatre
souches bactériennes des Rhizobiaceae présentaient un effet nodulant négatif, et
cela peut étre expliqué soit par une faible concentration bactérienne (DREVON,
2011), ou par un stress environnemental, due principalement a la sécheresse qui
a tendance a contrarier le développement et le fonctionnement des nodosités. I
s’avére aussi que les espéces annuelles sont généralement plus nodulées que
les pérennes (HALLIDYA, 1981).

Les maladies causées par le champignon tellurigue phytopathogéne
Fusarium oxysporum f.sp.pisi, peuvent provoquer de graves dommages sur le
pois. Dans les conditions de culture, la lutte biologique pourrait étre réalisée par
'application de certaines souches de Rhizobiaceae, de Pseudomonas spp
fluorescents ou Fusarium oxysporum non pathogéne. Soixante-quatre souches de
Pseudomonas spp fluorescents ont été testés pour leur capacité a réduire
I'incidence de la fusariose, appliquées seules ou en association avec une souche
non pathogéne préséléctionnée de Fusarium oxysporum (Fop47), les résultats ont

été bien prometteurs (Lemanceau, 1991).

Ces produits chimiques sont considérés comme |"arme la plus efficace
pour faire face a ces problémes, mais ces substances ont des conséquences
néfastes sur ["environnement comme |"accumulation des résidus et la pollution
des sols, I"apparition et la généralisation des mécanismes de résistance chez les
pathogenes, le déséquilibre écologique, di au fait que beaucoup de ces
composeés de synthese ont un large spectre d action, détruisant non seulement les
agents nuisibles, mais également les autres populations de |I'écosystéme (Kouassi
2001; Thakore 2006).
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La lutte biologique avait été une approche importante pour la gestion de

la santé des plantes. (Guanpeng et al., 2012).

De nombreuses études sont dédiées a I'écologie des Pseudomonas spp.
fluorescents. Les bactéries appartenant a ces especes, présentent en effet un
grand intérét, certaines améliorent la croissance et la santé des plantes, en
contribuant a réduire I'utilisation d'intrants de synthése en agriculture, d'autres sont
capables de réduire les oxydes d'azote et de dégrader les composés

xénobiotiques (Bossis et al., 2000).

Plusieurs études ont réecemment montré qu’en plus de la stimulation de la
nodulation et de la fixation d’azote, I'inoculation des Rhizobium avec quelques
souches PGPR augmente la croissance et le rendement des légumineuses
(Pirlak, et Kose., 2009). Ces PGPR contribuent a 'amélioration de la croissance
de la plante par différentes manieres : la synthése de phytohormones (auxine,
cytokinines), solubilisation d’éléments minéraux et la chélation du fer (Robin et al.,
2008, Collavino et al.,, 2010, Adesemoyea et al ., 2010. Egamberdieva et al.,
2010), la production de l'AlA, et peuvent également inhiber les pathogénes
telluriques par la production de meétabolites antimicrobiens, tels que les
antibiotiques et le HCN, ou bien par la compétition par rapport aux nutriments et a
I'espace (Glick et al., 2007) .

3. Résultats d’antagonism in vitro

Les tests d'antagonisme in vitro, montrent que les quatre souches de
Rhizobium spp. (Mesorhizobium loti, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium
leguminosarum bv. Viceae et Mutant Rhizobium leguminosarum bv. viceae) et la
souche de Pseudomonas fluorescens (Pf F21), exercent des effets antagonistes
vis-a-vis des deux isolats fongiques de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Fop) (R1,
et R2F42), mais a des degrés divers. Cette variation dépend des souches
antagonistes utilisées et aussi des milieux de culture ou elles sont cultivées (YMA,
PDA, Mixtel, KB et Mixte2).
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3.1 Inhibition de la croissance mycélienne

Les cing souches bactériennes ont montré des activités antagonistes
appréciables vis-a-vis des deux souches fongiques phytopatogéenes de Fusarium
oxysporum f.sp. pisi (Rlet R2F42), sur les cing milieux gélosés. Cette inhibition
est détectable durant les 72h d'observation, par la formation des zones
d'inhibitions vis-a-vis des isolats fongiques selon la méthode expérimentée
(méthode de spots) (Figure 23 et tableaux 13, 14).

Dans tous les essais, nous remarquons que la croissance mycélienne du
pathogéne en interaction avec les cing souches bactériennes, sur les cinqg milieux
de culture, est nettement inférieure par rapport aux témoins (Fop R1 et Fop
R2F42) (Figure 23 et tableau 13, 14).

Le taux d'inhibition de la croissance mycélienne envers la souche
pathogéne FopR1 est plus élevé avec les deux souches bactériennes
Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobim loti qu'avec les trois autres souches, avec un
taux d'inhibition maximal de 'ordre de 24.93% (Sinorhizobium meliloti) et 33.33%
(Mesorhizobium loti) aprés 24h, de 27.47% (Sinorhizobium meliloti) et 38.61%(
Mesorhizobium loti) aprés 48h, de 51.45% (Sinorhizobium meliloti) et 46.01%
(Mesorhizobium loti) apres 72h (tableau). Le milieu mixte2 (YMA+PDA), a montré
I'activité inhibitrice la plus élevée avec la souche antagoniste Sinorhizobium
meliloti (51.45%) (Tableau 13).

Alors qu'envers la souche fongique FopR2F42, le taux d'inhibition de la
croissance mycélienne est plus élevé avec la souche Mesorhizobium loti, avec un
taux d'inhibition maximal de l'ordre de 40.71% aprés 24h, 52,65% apres 48h, et
57,55% aprés72h dans le milieu PDA.

Nous remarquons que les quatre souches de Rhizobium spp. montrent
une activité inhibitrice plus importante sur le milieu YMA que sur les deux autres
milieux (PDA et Mixte2), avec un taux maximal de 65,39% (FopR2 X Mutant
Rhizobium leguminosarum bv. viceae), alors que Pseudomonas fluorescens F21
présente une activité antagoniste plus élevée sur le milieu mixtel (KB+PDA) avec
un taux d'inhibition maximal de 43.92% (Tableau 14).
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Tableau 13: Taux d'inhibition (%) de la croissance mycélienne de FopR1 sur les

cing milieux de culture aprés 24h, 48h, et 72h.

Milieux
Traitements Temps YMA PDA Mixte2
24h 14,99 + 9,11 18,96+3,09 24,93+4.5
Fop R1 X Sino 48h 27,36+ 7,5 17,74+2,26 27,47+0,64
72h 41,13 +5,54 39,62+6,66 51,45+1,02
24h 22,68 = 10,07 33,33 +5,47 28,65+0,75
Fop R1 X Meso 48h 38,61+ 3,34 37,87 7,09 35,59+0,63
72h 43,79 * 2,67 37,92+238 46,01+0,51
24h 15,32 £ 3,22 7,76 + 3,79 15,70+6,53
Fop R1 X RL 48h 35,77+ 1,40 15,51+2,93 20,98+3,20
72h 37,11+ 2,80 32,41+6,96 26,44+16,80
24h 11,31+0,58 0 8,29+1,80
Fop R1 X Mutant RL 48h 29,26+1,41 9,29+2,61 18,47+3,99
72h 43,03£1,08 26,48+8,81 36,41+5,06
KB PDA Mixtel
24h 1,36+2,31 7,47+6,66 11,6x0
Fop R1 X F21 48h 24,11+1,90 9,78+3,07 31,77+1,63
72h 31,48+1,28 29,45+8,65 40,32 + 0,99

Tableau 14: Taux d'inhibition (%) de la croissance mycélienne de FOpR2F42 sur

les cing milieux de culture aprés24h ,48h, et 72h.

Milieux
Traitements Temps YMA PDA Mixte2
24h 23,76+5,42 26,8+2,22 20,08+2,84
Fop R2 F42X Sino 48h 31,43+6,78 31,86+1,91 26,32+3,52
72h 47,03+9,71 57,37+3,12 44,46+8,41
24h 32,67+2,8 48,71+7,5 31,42+2,86
Fop R2F42 X Meso 48h 40,53+1,72 52,65+8,09 37,38+3,44
72h 48,45+0 57,55+5,78 43,31+2,10
24h 43,06+3,65 6,95+8,13 17,38+3,23
Fop R2 F42 X RL 48h 50,0346,17 9,95+8,24 20,81+2,49
72h 51,8+3,23 24,1+10,58 16,6+6,54
24h 30,93+7,89 11,59+3,07 6,46+4,10
Fop R2F42 X M RL 48h 42,55+4,76 20,35+3,15 20,12+2,65
72h 65,39+5,38 38,30+6,74 42,93+3,37
KB PDA Mixtel
24h 0,34+0,58 16,24+4,41 21,58 £ 26,04
Fop R2 F42X F21 48h 26,05+1,68 18,43+0,98 32,76 + 10,60
72h 34,07+0,74 22,06+3,01 43,92 £ 5,36
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i‘.‘j\

Meso.R1 Meso.R2

Figure 23: Exemples des activités antagonistes de la souche Mesorhizobium loti
vis-a-vis des deux souches de Fusarium oxysporum f.sp. pisi apres 24h, 48h, 72h
sur milieu YMA.

4. Discussion d’antagonisme in vitro

Les résultats obtenus a partir des tests d'inhibition de la croissance
mycélienne des isolats Fop, ont montré que les quatre souches de Rhizobium
spp. et la souche Pseudomonas fluorescens, inhibent fortement les agents
fongiques sur les cing milieux de culture (YMA, PDA, Mixtel, KB, et mixte2).

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que les performances in
vitro sont corrélées a ceux d’in situ, avec les bactéries a effets antagonistes les
plus élevés sont les deux souches Pseudomonas fluorescens F21 et

Mesorhizobium loti.

Nous pouvons attribuer I'activité antagoniste exercée par les cingq souches,
a la synthése de métabolites secondaires particulieres (Hass et al ; 1991, Weller
et Thomashow 1993).
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Le pouvoir antagoniste observé chez les Pseudomonas spp., est attribué en
partie aux sidérophores produits par ces bactéries (Lemanaceau, 1992). Le fer est
un élément indispensable a la germination conidienne, la production en quantité
importantes de métabolites chélateurs de Fe®*" permet aux Pseudomonas spp.
Fluorescents de s'approprier tout le fer nécessaire a leur croissance, vue leur forte
affinité de le rendre inaccessible aux micro-organismes vivants dans le méme
milieu (Jaques et al.; 1994). Ces bactéries interviennent dans la suppression des
maladies par le phénomene de compétition vis —a-vis du fer avec les micro-

organismes phytopatogenes (Le manceau, 1992).

D'aprés nos résultats sur les milieux PDA et (PDA+KB) qui ne favorisent
pas la production du pigment fluorescent, les souches bactériennes se
caractérisent par des activités antagonistes importantes. Ceci peut s'expliquer par
I'implication d'autres mécanismes d'action, en montrant que la fluorescence, signe
de synthése de sidérophores, n'est pas subordonnée obligatoirement a Il'activité
antagoniste. Des constatations similaires ont été révélées par plusieurs travaux
avec des essais en milieux non carencés en fer (Digat, 1983; Geels et schippers,
1983).

L'effet antagoniste des Pseudomonas fluorescens, peut étre du a la
synthese d'antibiotique ou d'autre métabolites a effet inhibiteur. D'apres les
travaux de Howell et Stipanovic (1980) il y a implication de deux antibiotique
pyolutéorine et la pyvolnitrine synthétisées pas la souche Pf5 de Pseudomonas

fluorescens.

Il a été démontré que les souches des Rhizobiaceae, peuvent également
inhiber les pathogenes telluriques par la production de métabolites antimicrobiens,
tels que les antibiotiques et le HCN, ou bien par la compétition par rapport aux

nutriments et a 'espace (Glick et al., 2007) .

Les variations des zones d'inhibition peuvent étre par d'éventuelles
intensités de production de métabolites secondaires a 24H et 48H, et leur

probable dégradation aprés 72H.

Parmi les autres meétabolites qui peuvent intervenir dans l'antagonisme

microbien, nous avons l'augmentation de la concentration du glucose dans le

54



Résultats et Discussions

milieu de culture, qui peut induire une réduction du taux d'inhibition de certains
champignons (Lemanceau, 1992).
Ces principaux mécanismes d'action de ces rhizobactéries, peuvent étre la

cause de l'activité antagoniste vis-a-vis de Fop. Ces mécanismes peuvent agir

séparément ou simultanément dans l'inhibition de la croissance des populations

de Fop.
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Conclusion

Le contrble biologique des maladies dues a des pathogenes du sol, par
l'introduction de microorganismes bénéfiques dans la rhizosphére a été proposé
comme une alternative a l'utilisation des substances chimiques. Certaines bactéries
associées aux plantes particulierement les rhizobactéries ; Pseudomonas spp.
fluorescents et celle du genre Rhizobium sp ont fait l'objet d’explorations
suppressives des maladies des cultures par antagonisme direct entre la bactérie et

les phytopathogénes du sol.

L’implication des champignons dans les dégats et les pertes économiques
causées signifie qu’il ya un effort constant pour produire des cultures sécurisées et

de développer de nouveaux agents antifongiques (Pandey et al., 1982).

L’utilisation des PGPR, peut permettre de stimuler la croissance des plantes et

de réduire I'effet des agents phytopathogénes.

D’aprés notre  expérimentation, l'application des cinq souches
rhizobactériennes , en tant qu’ agent de lutte contre la fusariose vasculaire de pois,
nous a permis de mettre en évidence des potentialités de biocontrble chez ces
souches étudiées.

le test de biocontrdle in situ, montre que les cing souches antagonistes ont

permis de réduire considérablement l'infection de la maladie ainsi que sa sévérité.

Le test d’inhibition in vitro, montre aussi I'efficacité de ces rhizobactéries

antagonistes vis-a-vis Fusarium oxysporum f.sp.pisi.

La réussite de la lutte biologique consiste d’identifier les causes d’échec, par
la connaissance des propriétés que doit avoir un agent de biocontrble, ou bien par
une meilleur compréhension des conditions environnementales nécessaire a son

maintien, son développement et son efficacité (Nikolay et al., 2005)

Pour la poursuite de ce travail, Il est fortement souhaitable d’approfondir les
investigations par d’autres tests et caractérisations afin de réaliser un criblage
efficace permettant la sélection de souches performantes et durables a I'échelle de

production.
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ANNEXE 1
Milieux de culture

Les milieux sont autoclavé pendant 20 mn a 120°C; ces ingrédients pour 1 litre

d'eau distillée.

s Milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar (PDA)

Pomme de terre ...... 250g
Glucose ..........ccve. 20g
Agar......ccooviiiiiininnn. 20g

% Milieu YMA: Ce milieu (YM ou YMA) est utilisé pour la croissance de la

conservation des souches de Rhizobium. Ce milieu contient:

Mannitol....................... 10g
Na-glutamate ............. 0,5¢g
K2HPO4.................. 0,5g
MgSO4................. 02g
NaCl .............ooeel. 0,19
L'extrait de levure....... 19
FeCl3......ocoiiinii 4mg
Agar.....coooeeiiiiiiinnnnnnn. 20g

% King B : (King et al., 1954): pH 7,2
K2HPO4 .............. 159

MgSo04.7H20 ........ 159

Glycérol ............... 15ml
Peptone ................. 20g
Agar .......oooeeviinnn. 20g



Glucose ............c.ees 20g

K2HPO4 .............. 1,59
MgSo04.7H20 ........ 1,59
Glycérol ............... 15ml
Peptone ................. 20g
Agar ......coooeeviinnnn. 20g

Pomme de terre ...... 2509
Glucose ..........ccenuuees 20g
Mannitol...................... 10g
Na-glutamate ............. 0,5¢g
K2HPO4.................. 0,5g
MgSO4................. 0,2g
NaCl .........o.ooonn. . 0,19
L'extrait de levure....... 19
FeCl3........ooeiii 4mg



ANNEXE?2

Tableau de sévérité des génotypes étudiés bactérisés avec les cing souches

rhizobactériennes

Ji1412 7 10 13 16 19 22 25 28 31
Pf F21 1,18 1,42 1,46 1,47 1,48 1,54 1,69 1,98 1,98
Meso 1,21 1,33 1,35 1,52 1,54 1,59 1,71 2,23 2,23
Sino 1,16 1,32 1,35 1,53 1,61 1,74 1,91 2,12 2,12
RL 1,08 1,08 1,11 1,21 1,25 1,38 1,8 2,42 2,42
mutant RL 1,15 1,18 1,26 1,33 1,47 1,57 2,08 2,35 2,35
Messire 7 10 13 16 19 22 25 28 31
Pf F21 1,21 1,22 1,27 1,33 4,41 1,78 2,32 3,04 3,04
Meso 1,15 1,23 1,42 1,47 2,47 2,51 3,01 3,44 3,44
Sino 1,17 1,18 1,23 1,3 2,06 2,49 2,82 3,26 3,26
RL 1 1,03 1,07 1,08 1,36 2,04 2,55 3,32 3,32
mutant RL 1,2 1,24 1,45 1,45 1,87 2,31 2,52 3,2 3,2
JI11210 7 10 13 16 19 22 25 28 31
Pf F21 1,21 1,27 14 1,55 1,66 2,08 2,95 3,33 3,33
Meso 1,05 1,1 1,17 1,23 1,57 1,67 2,08 2,22 2,22
Sino 1 1,05 1,08 1,08 1,14 1,67 1,85 2,27 2,27
RL 1,21 1,38 1,44 15 1,6 1,98 2,39 3,08 3,08
mutant RL 1,04 1,07 1,08 1,13 1,74 2,11 2,19 2,77 2,77
P21 7 13 16 19 22 25 25 28 31
Pf F21 3,19 3,33 3,36 3,45 3,5 3,5 3,71 4,13 4,13
Meso 1,48 1,56 2,03 2,34 2,96 3,02 3,44 3,89 3,89
Sino 1,32 1,87 2,22 2,63 3,14 3,34 3,55 3,74 3,74
RL 1,27 1,28 1,51 1,53 1,92 2,61 3,03 3,39 3,39
mutant RL 1,2 1,27 1,5 1,6 1,85 2,59 3,07 3,58 3,58
Kelvedone 7 13 16 19 22 25 25 28 31
Pf F21 1,49 1,79 1,82 1,85 1,99 2,29 2,81 3,78 3,78
Meso 1,32 1,35 1,48 1,51 1,56 1,65 1,7 1,96 1,96
Sino 1,07 1,1 1,11 1,21 1,26 1,49 1,92 2,42 2,42
RL 1,19 1,25 1,5 1,5 3,38 4,21 4,93 5 5
mutant RL 1 1,04 1,07 1,13 1,22 2,17 2,53 3,1 3,1




ANNEXE 3

Tableaux de taux d’infection (%) des génotypes étudiés bactérisé avec

les cing souches rhizobactériennes.

JI11412 7 10 13 16 19 22 25 28 31
Pf F21 14,29 14,29 17,36 12,50 16,67 16,11 25,00 38,64 38,64
Meso 18,75 16,67 18,64 10,00 18,18 17,42 29,17 46,15 46,15
Sino 12,50 12,50 21,25 16,67 16,67 25,00 37,73 39,02 39,02
RL 12,50 12,50 16,67 10,56 15,00 32,73 47,73 48,11 48,11
mutant RL 4,17 7,14 3,57 12,95 25,00 27,78 27,50 50,00 50,00
JI11412 7 10 13 16 19 22 25 28 31
Pf F21 14,29 14,29 17,36 12,50 16,67 16,11 25,00 38,64 38,64
Meso 18,75 16,67 18,64 10,00 18,18 17,42 29,17 46,15 46,15
Sino 12,50 12,50 21,25 16,67 16,67 25,00 37,73 39,02 39,02
RL 12,50 12,50 16,67 10,56 15,00 32,73 47,73 48,11 48,11
mutant RL 4,17 7,14 3,57 12,95 25,00 27,78 27,50 50,00 50,00
JI11210 7 10 13 16 19 22 25 28 31
Pf F21 26,67 20,83 18,33 19,64 10,00 58,33 66,67 75,00 75,00
Meso 22,71 17,92 19,17 19,82 18,06 60,42 65,83 79,17 30,56
Sino 0,00 0,00 0,00 6,25 13,39 22,22 23,61 43,94 43,94
RL 21,43 18,75 22,22 22,22 15,00 36,11 44,44 66,36 66,36
mutant RL 0,00 5,56 5,56 5,56 5,56 38,89 49,21 51,43 51,43
P21 7 10 13 16 19 22 25 28 31
Pf F21 72,73 69,23 66,67 67,86 68,75 71,43 82,14 100,00 100,00
Meso 41,67 37,01 34,17 29,23 57,48 60,92 73,95 92,86 92,86
Sino 16,67 15,00 20,00 28,18 25,76 54,17 58,57 66,43 66,43
RL 35,00 31,82 37,50 34,62 42,31 55,77 64,58 71,64 71,64
mutant RL 19,44 27,69 39,61 45,13 41,67 73,21 66,67 92,31 92,31
Kelvedon 7 10 13 16 19 22 25 28 31
Pf F21 21,11 20,83 25,40 20,83 18,25 39,58 66,67 58,57 100,00
Meso 38,10 33,04 36,51 34,29 29,29 29,17 29,29 36,43 36,43
Sino 21,43 21,43 12,50 7,14 5,56 15,00 16,67 35,42 35,42
RL 18,75 18,75 20,00 16,67 62,50 85,71 88,89 100,00 100,00
mutant RL 0,00 5,56 5,56 5,56 0,00 38,89 49,21 51,43 51,43
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