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Essais de biocontr 6le de la fusariose vasculaire du petit poisvis-a-visde Fusarium
OXyxporum

Résumé

Fusarium oxysporum est un champignon d’origine tellurique tres ubiquiste, qui
présente une trés grande diversité génétique et écologique et qui a la capacité de
provoquer des maladies sur de nombreuses espéces vegetales cultivées d’intérét

économique.

Notre travail a pour but d’expérimenter les potentialités antagonistes in situ sous
serre de deux souches rhizobactérienne du genre Pseudomonas en interaction avec
Fusarium oxysporum f.sp.pisi. Les essais de biocontréle ont éé conduits avec trois
génotypes (messir,sefrou et kelvedon). Le taux d’infection, le VIS (Visuel Index of
Severity) et ’AUDPC (Area Under Disease Progress Curve), sont les parametres
utilisés pour évaluer le développement et la progression de lamaladie.

Les réponses des 3 génotypes ont été différentielles selon les souches du
Pseudomonas et de Fop utilisées. Suivant les valeurs du taux d’infection, de VIS et
I”’AUDPC, nous avons pu remarquer gque la souche antagoniste BB10 a une forte activité
antagoniste et elle est plus efficace a réduire la maadie par rapport a la souche
antagoniste F21. En paralléle, un autre essai de comportement de ces mémes génotypes
a été mené en plein champ en conditions naturelles. Les réponses des 3 génotypes ont
été différentielles selon les souches du Pseudomonas et de Fop utilisées. Nous avons pu
remarquer que les deux souches antagonistes a un effet de phytostimulation sur les

différentes parties du plante.

Mots clés: Biocontrfle, Fusarium  oxysporum f.sp.pisi, Pseudomonas spp.
Fluorescents, PGPR.



Biocontrol testsin fusarium wilt of pea toward the Fusarium oxyxporum

Abstract

Fusarium oxysporum is a very land-ubiquitous fungus, which has very high genetic
and ecological diversity and has the ability to cause disease in many crop plants of

economic interest.

Our work is in order to test in situ the potential antagonists in a greenhouse of two
rhizobacterial strains of the genus Pseudomonas in interaction with Fusarium
oxysporum f.sp.pisi. Biocontrol tests were conducted with three genotypes (messir,
sefrou and kelvedon).The rate of infection, VIS (Visual Index of Severity) and the
AUDPC (Area Under Disease Progress Curve), are the parameters used to evauate the

devel opment and progression of the disease.

The responses of the three genotypes were differential according to the strains of
Pseudomonas and Fop used. According to the values of the rate infection and VIS and
the AUDPC, we noticed that the BB10 antagonist strain has a strong antagonistic
activity and it is effective in reducing the disease compared with the F21lantagonistic
strain. In parallel, another performance test of these same genotypes was conducted in
the field under natural conditions. The responses of the three genotypes were
differential according to the strains of Pseudomonas and Fop used. We noticed that the
two antagonist strain has a phytostimulation effect on the different part of plant.

Keywords: Biocontrol, Fusarium oxysporum f.sp.pisi, Pseudomonas spp.
Fluorescents, PGPR.
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I ntroduction

INTRODUCTION

Les micro-organismes bénéfiques de la rhizosphére incluent aussi bien les
Symbiotiques (rhizobium, certaines actinomycetes, et les champignons mychorizae),
ains que les saprophytes qui augmentent la disponibilité des nutriments ou les
substances nécessaires (Schippers et al., 1987) ala croissance des plantes, ou encore la
suppression des parasites et des pathogénes non parasites. Ces micro-organismes sont
dits PGPR ( plant growth promoting rhizobacteria)(Schippers et al., 1987, Thomashow
et Weller, 1993).

I'Effet des PGPR sur la croissance s’exerce sur l'inhibition des agents
phytopathogénes (Schippers et al., 1987) ou par I'action de stimulation directe sur la
plante (Thomashow et Weller, 1993). En effet, certains sols sont connus pour leur
suppression naturelle vis-avis des Fusariums; c'est la microflore du sol qui est
responsabl e de cette suppression (Lemanceau et al., 1992).

Plusieurs genres de champignons telluriques sont capables d’infecter les racines
de plantes, sauvages ou cultivées, et de causer des dégats importants, notamment
Rhizoctonia, Verticilium et Fusarium. L’ensemble de ces microorganismes provoque
des maladies dites de pourriture racinaire, ou de flétrissement, di & I’obstruction des
vaisseaux conducteurs (Agrios, 2005). Les espéces de Fusarium provoquent des
maladies qui entrainent des pertes économiguement importantes, comme le
flétrissement vasculaire ou la pourriture racinaire et du collet chez des plantes cultivées

au champ et sous serre (Frave et al, 2003).

Fusarium oxysporum Schlecht. (Snyder et Hansen, 1940) est I’espece le plus
répandue, c’est un champignon du sol capable de survivre longtemps sous forme de
chlamydospores (Agrios, 2005). I peut infecter un grand nombre de plantes, souvent de
facon tres spécifique. Plus de 120 forma spéciales et races ont été ains identifiées,
basées sur leur spécificité avec les hétes (Van Loon, 2007). La forme spéciae
Fusarium oxysporum f.sp.pisi est connue par son action vasculaire provoquant le
flétrissement fusarien du petit pois. Cette maladie comme les autres tracheomycoses
reste trés difficile et méme impossible a contréler par les méthodes de lutte chimique.



I ntroduction

Durant le dernier siecle, une somme considérable de recherche a maintes fois
démontré que plusieurs microorganismes de diverses origines phylogénétiques sont
capables d’inhiber différents agents pathogénes. Les interactions plante -
microorganismes sont complexes et celles menant au biocontréle peuvent inclure
I’antibiose, la compétition, I’induction des mécanismes de défense de la plante et la
prédation (Benizri et al., 2001). Au niveau de la rhizosphére et du controle des agents
pathogenes telluriques, la lutte se fait principalement via des bactéries appartenant aux
genres Streptomyces, Bacillus, Agrobacterium et Pseudomonas et des champignons des
genres Ampelomyces, Candida, Coniothyrium et Trichoderma. La majorité des études
montrent que de 1 a 10% des isolats du sol peuvent avoir un certain pouvoir antagoniste
in vitro, mais de ce nombre, tres peu ont la capacité de supprimer les agents
phytopathogenes dans divers sols et conditions de croissance et encore un plus petit
nombre encore est capable d’inhiber un large spectre d’espéces pathogenes (McSpadden
Gardener and Fravel, 2002).

L’objectif de ce travail est d’expérimenter les potentialités antagonistes in situ
sous serre de deux souches rhizobactérienne, du genre Pseudomonas en interaction avec
Fusarium oxysporum f.sp.pisi. Les essais de biocontréle ont été conduits avec trois
geénotypes (messir,sefrou et kelvedon). Un autre de comportement de ces mémes
génotypes a été mené en plein champ en conditions naturelles au niveau de la station

expérimentale de I’université de Blidal.
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Partiel. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
1. Biopesticides microbiens
1.1. Geéneéralités

Les agents biotiques (ravageurs et parasites) sont responsables, chaque année, de la
perte de 20 a 40% du rendement des cultures avant récolte, et entre 1 et 20% apres
récolte aux USA (Wojcieh et Lise, 2002). Actuellement, ce sont essentiellement des
pesticides de synthése qui sont utilisés pour lutter contre ces agents ravageurs. Ces
produits chimiques sont considérés comme |"arme la plus efficace pour faire face a ces
problémes, mais ces substances ont des conséquences néfastes (Kouassi 2001; Thakore,
2006) sur :

» |"environnement : comme |"accumulation de résidus et la pollution des sols.

» |"apparition et la généralisation des meécanismes de résistance chez les

pathogenes.

Le déséquilibre écologique, di au fait que beaucoup de ces composés de synthese
ont un large spectre d’action, détruisant non seulement les agents nuisibles, mais
également les autres populations de | écosystéme. Au regard de ces inconvénients, il est
important de trouver des solutions alternatives qui permettront de continuer a lutter
contre les phytopathogenes tout en diminuant I"emploi de produits chimiques. Celles-ci
peuvent faire appel a la rationalisation des pratiques agricoles (fumigation-stérilisation
en horticulture, désinfection des graines, rotation des cultures, contréle du vecteur de la
maladie...), a l'utilisation de variétés végétales résistantes (croisements sélectifs,
insertion de genes...) ou au développement des biopesticides. Ces biopesticides ou
agents de lutte biologique, peuvent étre définis comme des produits phytosanitaires dont
le principe actif est un organisme vivant ou |"un de ses dérivés. Ils peuvent donc étre
constitués d'organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de micro-organismes
(bactéries, levures, champignons, virus) exercant une activité protectrice sur les plantes
vis-&vis d agents phytopathogenes, mais aussi de substances d origine naturelle telles

gue des extraits végétaux, phéromones, etc... (Thakore, 2006).

Tout comme les autres agents de lutte biologique, les biopesticides microbiens sont
écologiquement beaucoup plus compatibles que les produits chimiques et ont une
spécificité accrue vis-a-vis des pathogenes contre lesquels ils sont dirigés. 1ls sont par

conséquence moins dommageables pour les organismes non ciblés de la microflore

3
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endogéne qui exerce une action bénéfique sur les plantes. De plus, |les biopesticides sont
souvent efficaces en faibles quantités et leurs activités protectrices peuvent relever de
meécanismes multiples et déclenchent donc rarement des phénomenes de résistance chez
le pathogene a cause d"une faible pression de sélection. En outre, ils peuvent compl éter
les pesticides conventionnels une fois utilisés dans les programmes intégrés de la
gestion des parasites (IPM) (Fravel, 2005; Thakore, 2006). Par exemple, I'intégration
du contréle biologique avec des fongicides, les pratiques culturales, et d'autres mesures

peuvent contribuer au contrdle de larouille sur latomate (Lourenco Junior et al., 2006).

Les biopesticides peuvent donc étre complémentaires au traitement chimique, mais
peuvent auss étre utilisés dans des situations pour lesquelles aucune solution de
contrble utilisant des produits de synthése n"est actuellement disponible. Ces agents
microbiens sont utilisés a travers le monde dans les champs et dans les serres (Ji et al.
2006; Lee et al., 2006; Minuto et al., 2006; Saravanakumar et al., 2007), pour combattre
un grand nombre de maladies causées par des pathogenes du sol, foliaires ou de post-
récoltes (Tableau 1). Ces produits ont é&té développés pour contréler de multiples
maladies sur diverses céréaes, légumes, fruits et fleurs (Paulitz et Bélanger 2001,
Fravel, 2005).

1.2. Marchémondial desbiopesticides

Le marché des pesticides synthétiques avait diminué au cours des 5 derniéres années
gréce au développement des biopesticides et des récoltes génétiquement modifiées. Les
biopesticides représentent 2.5% (672 millions $ en 2005) des ventes de produits
phytosanitaires (26 milliards $) (Figure 1), alors qu'il était seulement de 0.2% en 2000.
En dépit de sa petite taille comparée aux pesticides synthétiques, le marché des
biopesticides se développe donc et on prédit qu'il atteindra plus d'un milliard de dollars
en 2010 (Thakore, 2006).

Actuellement, I'Amérique du nord et I'Europe consomment environ 40% et 20%
respectivement de la production mondiale de biopesticides. On sattend a ce que le
marché des biopesticides aux USA monte de 205 millions a 300 millions U$, et le
marché européen denviron 135 millions jusgu'a 270 millions $ vers la fin de la
décennie. Parmi les biopesticides microbiens, les produits a base de bactéries
représentent 74% du marché mondia (Figure 2). Plus de vingt-cing produits microbiens
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Tableau 1 : Les micro-organismes inscrits en tant que biopesticides a l'agence de

Agrobacterium
radiobacter strain K84
Agrobacterium
radiobacter Strain
K1026

Ampelomyces
quisqualis isolate M-10
Aspergillus flavus
strain AF36

Aspergillus flavus
NRRL 21,882

Bacillus lichenifarmis
Strain SB3086

Bacillus pumilus Strain

GB 34
Basillus subtilis GBO3

Basillus subtilis
MBI 600

Bacillus subtilis
Strain QST 713

Bacillus  subtilis var.
amylolique-faciens
strain FZB24
Candida
isolate

1-182
Coniothyrium minitants
CONM/91-08
Gliocadium
catenulaum
J1446
Gliocadium virens GL-
21

Killed  Myrothecium
verrucaria :
fermantation solids and
solubles

Pseundomonas

chlororaphis strain 63-
28

oleophila

strains

1979

1999

1994

2003

2004

2003

2002

1992

1994

2000

2000

2001

1998

1990

1996

2001

protection de I'environnement des Etats-Unis (EPA) (Fravel, 2005).

Agrobacterium
fumefaciens

Agrobacterium
tumefaciens and A

rhizogenes
Powdery mildew

Aspergillus flavus
Aspergillus flavus

Les  pathogénes et
rouilles foliaires
Rhizocotonia, Fusarium

Rhizocotonia, Fusarium
Aspergillus et d autres
Rhizocotonia, Fusarium,
Alternaria et Aspergillus
Pathogenes, pourriture et
rouilles foliaires

Rhizoctonia et Fusarium
Maladies aprés la récolte

Sclerotinia sclerotiorum
et Sclerotinia minor
Pathogénes du sol

Pathogénes du sol

Nématodes parasite de
la plante

Pythium, Rhizoctonia
sofani, Fusarium
OXySporum

. Plantes

ornementales,
fruits, noix
Plantes ornementales,
fruits, noix

Fruits. légumes et plantes
ormementales
Coton

Cacahuete

plantes ornementales et
gazon ornemental

Soja

Coton, arachides, soja, blé,
orge, pois et haricots

Coton, haricot, orge, bleé,
corn, pois, arachides et soja
Cerises, courges. raisins,
légumes foliaires. poivres,
pommes de terre, tomates et
noix

arbres d'ombre et des
foréts, plantes ornementales
et arbustes

Divers  fruits, légumes,
fleurs, plantes ornementales
et d autres

Sol agricole

Légumes, herbes, Epices,
gazon, arbres et arbustes

Plantes ornementales,
Iégumesi coton
Plantes alimentaires,

plantes & fibres et plantes
omementales

Légumes et plantes
omementales en serre
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(13 bactéries et 12 champignons) sont actuellement inscrits a I’'EPA (Fravel, 2005), et
pami eux, 36% ont été enregistrés dans les cing dernieres années. Bacillus
thuringiensis ou Bt est considérée comme la bactérie la plus importante et la plus
largement répandue, €elle domine le marché des biopesticides microbiens (70%)
(Thakore, 2006). Ces souches produisent un mélange de différentes protéines (9-

endotoxines), et tue spécifiquement une ou quel que especes de larves d'insecte.

Malgre les avantages de ces agents biologiques, le marché des biopesticides reste

toujours limité a cause de certaines contraintes :

» L’effet protecteur est parfois insuffisant par rapport aux produits chimiques
(Shishkoff et McGrath, 2002) ou n'est parfois pas constant, dépendant
notamment des conditions du milieu (la température, sol, humidité, la plante
hote, pH, etc...) (Larkin et Fravel, 2002; Mendoza Garcia et al., 2003).

» Le colt et le délai sont tres élevés pour | enregistrement en Europe, de méme
que le colt de la production est éevé pour la plupart des agents de biocontrdle
(Fravel et al., 1999).

» Troisiemement, le conditionnement et la formulation sont tres difficiles pour des
espéces hon sporulantes et méme parfois pour les especes sporulantes (Hjeljord
et al., 2000; Collins et Jacobsen, 2003).

» D autre part, les pesticides chimiques peuvent offrir rapidement une activité
beaucoup plus efficace, tandis que les biopesticides peuvent avoir besoin de

temps apres leur application pour commencer a agir.

2. Les PGPR danslebiocontrole

2.1. Geénéralités

Dans le sol, I"activité microbienne est intense en particulier dans la zone sous
I"influence des racines, |a rhizosphere, contient plus d'un million de microorganismes
par gramme de sol. Les micro-organismes trouvent en effet dans ce milieu des substrats
energétiques libérés par les racines et nécessaires a leur métabolisme : sucres, acides
aminés, acides organiques, hormones... Certains de ces micro-organismes,
principalement des bactéries, sont capables de coloniser efficacement les systémes

racinaires et influencent de maniere bénéfique la plante en stimulant sa croissance et/ou

6
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en la protégeant contre des infections par des agents phytopathogénes. Ces bactéries de
la rhizosphére sont aors reprises sous le terme PGPR (Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria). La plupart des souches bactériennes exploitées comme biopesticides

appartiennent aux genres Agrobacterium, Bacillus et Pseudomonas. (Haas et Defago,

2005).

O Biopesticides M Pesticides synthétiques

20000 - 27144 26600 26076
. 24205
© 20000 -
2
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= 10000 -
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Figurel: Le marché mondial des biopesticides et des pesticides synthétiques, 2003-2010
(Thakore, 2006).
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Figure 2 : Le marché mondia des biopesticides microbiens en 2005 (Thakore, 2006).
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Beaucoup de recherches se sont concentrées sur ces deux derniers types de bactéries
parce gu’ils sont des habitants communs de la rhizosphére et possedent une grande
activité dans le contrble biologique de maladies liées au sol. Ils ont la capacité de
produire de nombreux antibiotiques, et ils sont faciles & cultiver in vitro ou a manipuler
en laboratoire. De plus, les bacilles offrent un avantage par rapport aux autres bactéries
en raison de leur capacité a former des endospores résistantes au changement des
conditions du milieu avantage aussi pour la formulation du produit (Raaijmakers et al.,
2002; Cavaglieri et al., 2005).

2.2. Effetsbénéfiquessur lesplantes
2.2.1. Effetsdirects
2.2.1.1. Fixation d’azote

Parmi les éléments nutritifs nécessaires, celui qui est le plus souvent limitant pour la
croissance des plantes est I’azote. La majeure partie de cet élément se trouve sous forme
d’azote gazeux (N2) inaccessible aux animaux et aux plantes (Pujic et Normand, 2009).
La fixation biologique de d’azote releve uniquement du domaine des procaryotes grace
a la nitrogénase, une enzyme catalysant la réduction d’azote atmosphérique en
ammoniac (Weyens et al., 2010). Quelques bacteéries fixatrices d’azote sont libres dans
la rhizosphére (e.g. Achromobacter, Acetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Azospirillum,  Azotobacter, Azomonas, Bacillus, Beijerinckia, Clostridium,
Corynebacterium, Derxia, Enterobacter, Herba spirillum, Klebsiella, Pseudomonas,
Rhodospirillum, Rhodopseudomonas et Xanthobacter) (Tilak et al., 2005). En revanche
d’autres fixatrices d’azote sont symbiotiques et fixent I’azote seulement en association
avec certaines plantes. 1l sagit des Rhizobia (Rhizobium, Bradyrhizobium,
S nor hizobium, Azor hizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium) (Tilak et al., 2005 ; Gray
et Smith, 2005) associent aux |égumineuses et des souches de Frankia, bactéries
filamenteuses sporulantes associées a des plantes dites actinorhiziennes (Gray et Smith,
2005).
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2.2.1.2. Solubilisation des phosphates

Apres I’azote, le phosphore est I’élément le plus limitant pour les plantes qui sont
capables seulement d’absorber ses formes solubles mono- et dibasiques (H.PO*,
HPO,*) (Ramos Solano et al., 2008b ; Keneni et al., 2010). Azotobacter chroococcum,
Bacillus spp. Bradyrhizobium spp. Enterobacter agglomerans, Pseudomonas putida et
Rhizobium spp. sont des exemples de bactéries rhizosphériques solubilisant le phosphate
inorganique en produisant de I’acide gluconique et I’acide 2- cétogluconique (Khan et
al., 2009). Elles sont aussi capables de min&aliser le phosphate organique par
I’excrétion des enzymes extracellulaires telles les phosphatases, les phytases et C-P
lyases (Kim et al., 1998 in Weyens et al., 2010).

2.2.1.3. Production dessidérophores

Le fer est un élément capital aussi bien pour les bactéries que les champignons et les
plantes. Il est abondant dans le sol et se présente sous forme d'oxydes de fer (Fe*")
(Compant et a., 2005), mais il demeure souvent un facteur limitant pour la croissance
des bactéries et des plantes. La plupart des microorganismes ont donc développé un
mécanisme hautement spécifique afin de I’assimiler via la production de sidérophores.
Ce sont des substances de faible poids moléculaire et servant de transporteur de I’ion
ferrique Fe** & Iintérieur de la cellule microbienne (Jacques et al., 1993).
Agrobacterium, Bacillus, Escherichia coli, Pseudomonas, Rhizobium et de nombreux
champignons sont capables de produire ces composés chélateurs de fer (Zahir et al.,
2004). Les sidérophores de bactéries rhizosphériques peuvent influencer directement
I’alimentation de la plante en fer, comme ils peuvent le rendre ainsi non disponible pour
les champignons pathogenes (O’sullivan et O’gara, 1992). Ils jouent également le réle
de chélateurs de métaux rhizosphériques ayant une faible disponibilité pour les plantes
telsleZn et Pb (Dimkpaet al., 2009).

2.2.1.4. Production desrégulateursdela croissance végétale

Il existe cinq catégories des régulateurs de la croissance végétale : les auxines, les
gibbérellines, les cytokinines, I’éthylene et I’acide abscissique (Zahir et al., 2004).

L’acide indole-3-acétique est la phytohormone la plus répandue, il joue un role trés
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important dans I'élongation des racines et dans la prolifération des poils absorbants
(Spaepen et al., 2007). Il est produit par un grand nombre de bactéries tels Azospirillum
brasilense, Pseudomonas, Xantomonas, Rhizobium, Enterobacter cloacae (Karnwal,
2009) Aeromonas veronii, Alcaligenes piechaudii, Rhizobium leguminosarum,
Bradyrhizobium spp., Agrobacterium spp., et Comamonas acidovoransspp. (Weyens et
al., 2010). Les cytokinines et les gibbérellines sont impliquées dans la modification de
la morphologie des plantes et dans |a stimulation de développement de la partie aérienne
(van Loon, 2007).

2.2.1.5. Production d’acide 1- Aminocyclopropane -1-

car boxylique désaminase (ACC- désaminase)

L’éthyléne est une phytohormone capable de lever la dormance des graines. Elle
favorise egalement la maturation des fruits et déclenche I’abscission des feuilles
(Bleecker et Kende, 2000). Cependant, I’élévation de sa concentration (> a 25ug/l) en
état de stress causé par les métaux lourds (Belimov et al., 2005), les pathogenes (Wang
et al., 2000), la sécheresse (Mayak et al., 2004a), la salinité (Mayak et al., 2004b) et les
contaminants organiques (Reed et Glick, 2005) se traduit par une inhibition de la
formation des poils et I’élongation racinaire et par consequence une réduction de la
croissance végétale. La diminution de la teneur élevée de I’éthyléne peut étre réalisée en
dégradant son précurseur direct, I’acide 1- Aminocyclopropane -1- carboxylique (ACC),
a I’aide de I’ACC-désaminase. Cette enzyme est exprimée chez plusieurs rhizobacteries
(e.g. Alcaligenes spp.,Bacillus pumilus, Burkholderia cepacia, Enterobacter cloacae,
Methylobacterium fujisawaense, Ralstonia solanacearum, Pseudomonas spp., et
Variovorax paradoxus). Celles-ci peuvent dégrader I’ACC en o- ketobutyrate et en
ammonium (Glick et al., 2007).

2.2.1.6. Reésistance systémique induiteou | SR (Induced Systemic
Resistance)
La reconnaissance par |a plante de certaines bactéries de |a rhizosphere peut conduire
a une réaction d’immunisation lui permettant de mieux se défendre vis-avis d’une
attague par un organisme pathogene (van Loon, 2007). Cette « immunisation » de la

plante est appelée résistance systémique induite (ISR) (van Loon et al., 2005 ; Jourdan

et al., 2008). Ce phénomene d’induction de résistance systémique par les rhizobactéries

10
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est considéré comme une stratégie prometteuse dans la lutte biologique contre les
maladies des cultures (Ramos Solano et al., 2008a). L’ISR peut étre induite par des
microorganismes variés incluent des bactéries a Gram positif comme Bacillus pumilus,
ou des bactéries a Gram négatif appartiennent au genre Pseudomonas (fluorescens,
putida, aeruginosa), et aux entérobactéries comme Serratia (marcesens, plymuthica) ou
Pantoea agglomerans (Tableau 3) (Jourdan et al., 2008).

2.2.2. Effetsindirects
2.2.2.1. Compétition pour I’espace et les nutriments

Dans certains cas, une réduction de la maladie peut étre associée a une colonisation
importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre de sites
habitables pour les micro-organismes pathogenes et par consegquence, leur croissance
(Piano et al., 1997; Reyes et al., 2004). Cependant, cette corrélation entre I"importance
de la population de PGPR sur les racines et |a protection observée n’est dans certains

cas pas verifiée et ne peut donc pas étre considérée comme une régle générae.

On a beaucoup discuté l'idée qu'une rhizobactérie a croissance rapide pourrait
éliminer les pathogénes fongiques par la compétition pour le carbone et les sources
d'énergie. Le PGPR doit étre présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un
effet bénéfique sur les plantes et pour étre capable d’instaurer une compétition pour les
nutriments dans la rhizosphere (Haas et Defago, 2005). Outre la vitesse de croissance
intrinseque, les autres propriétés renforcant le potentiel colonisateur d"une souche sont
lamobilité (présence d un flagelle) (Jofre et al., 2004), les lipopolysaccharides (LPS), la
capacité de synthetiser des vitamines et des macromolécules et la faculté d’utilisation

des composeés excrétés par les racines (Lugtenberg et Kamilova, 2009).

Une illustration de |'effet de la compétition pour |"espace concerne la lutte
biologique contre le pathogene Ceratocytis paradoxa qui est responsable de la maladie
de la pourriture noire sur les fruits d'ananas. On a observé que cette maladie a
seulement été réduite dans les fruits prétraités avec |"eau de lavage de fruits d"ananas
contenant la levure Pichia guilliermondii. Ce traitement permet de réduire la
germination des spores, la longueur des germes et le poids sec du pathogene C.
paradoxa et les résultats montrent que le mode d"action de P. guilliermondii serait base

sur la compétition pour | espace et les nutriments parce qu on n"a observe aucun effet

11
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antagonisme de cette levure lorsqu’elle est appliguée apres I"inoculation du pathogene
(Reyeset al., 2004).

2.2.2.2. Antibiose

L antibiose est probablement le mécanisme le plus connu et peut-ére le plus
important utilisé par les PGPR pour limiter I"invasion de pathogénes dans les tissus de
la plante héte. 1l consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogene via la
production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Les souches
de B. subtilis produisent une variété de métabolites antifongiques puissants, par exemple
. la zwittermycine-A, la kanosamine (Peypoux et al., 1999), des lipopeptides des
familles de la surfactine, de I'iturine et de la fengycine (Peypoux et al., 1999; Bonmatin
et al., 2003; Lin et al., 2005; Rahman et al., 2007). Certaines souches de PGPR ont la
capacité a dégrader les parois cdlulaires fongiques a travers la production d enzymes
hydrolytiques tels B-1,3-gluacnase, exo- et endo-polygalacturonases, pectinolyases,
cellulases et chitinases (Whippes, 2001). On a récemment montré un role de ces
lipopeptides dans I'effet protecteur par une souche particuliere de B. subtilis contre la
fonte des semis des plantes d'haricot provoquées par Pythium ultimum (Ongena et al.,
2005b), et contre la moisissure grise de la pomme aprés la récolte (Touré et al., 2004).
Les souches de Pseudomonas produisent une variété de métabolites antifongiques
puissants impliquées dans le biocontréle, par exemple I’acide cyanhydrique (HCN), la
viscosamide, la pyolutéorine, le 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), la pyrrolnitrine, les
phénazines, les butyrolactones, les tensines et les tropolones (Defago, 1993 ; de Souza
et al., 2003 ; Haas et Defago, 2005).

Plusieurs facteurs abiotiques (I'oxygene, la température, des sources spécifiques de
carbone et d'azote, et des micro-éléments), biotiques (la plante hote, le pathogene, la
microflore indigéne, et la densité de cellules de la souche productrice) et physiologiques
tels que le quorum sensing ont éé identifiés pour influencer la production des
antibiotiques par les agents bactériens de biocontréle. Ces PGPR montrent non
seulement un large spectre de diversité dans le type mais également dans le nombre
d'antibiotiques produits (Raaijmakers et al., 2002; McGowan et al., 2005). Par exemple,
certaines souches de PGPR ont |a capacité d excréter des métabolites qui jouent un role
important dans |'inactivation des facteurs de germination du pathogene ou la
dégradation de leurs facteurs de pathogeénicité comme les toxines. Ainsi, la capacité de

certaines bactéries a parasiter et a dégrader les spores des pathogenes a travers la

12
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production d”enzymes détruisant la barriere cellulaire a été démontrée (Whipps, 2001).

Une éude récente a démontré que |'espéce de la plante héte a une influence

significative sur la dynamique, la composition et |"activité des especes antagonistes

indigenes spécifiques de Pseudomonas spp. (Bergsma-Viami et al., 2005).

Tableau 2 : principales molécul es toxiques synthétisées par certaines souches de
Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas putida (Nadiya. A, 2013).

Les molécules

Les aureurs

Pyrroloitrine

Pyoluteonine

Phénarmes

Oomyecine 4

2 4-Dhacetvlphloroglucinol (DAPG)

Sulfure d ' hyvdrogéene
Ethylens
Acude cyanhvdrique (HCW)

Viscosinamade
2-heptyl-3-hexylfuran-3-carboxylic acid (HHCA)
Butyrolactones

Furanone

Howell et Stipanovic (1979),
Ligon er al. {2000}

Famette or al 2011

Howell et Stipanovic (1979)
Eeel aral (1992)

Weller (1983), Raio or ai (2011)
Thomashow et Weller {1 %88},
Pierson et Thomashow {1992)
Chin-A-Woeng ar al. (1998)
Howne ef al (1988), Howmne et Suslow 1986
Gutterson af al (19367

Zhou eral (2012)

Famette e al (2011}

Haas D, Defage &. (2005)
Raaijmakers et Wellar (2001)
Eeel ar al. (1992)

Vmeent ef al. {1991)

Howell et Stipanovic (197%)
Loper et Schroth {1986), Loper (1988}
Eeel ar al (1992}

Michelsen et Stougaard (2012},
Bemzn er al. (1995)

Dhgat (1993)

MNielsen er al. {1999)

Wang eral. (2011}

Gamard ar al. (1997}

Pauhiz ot al. (2000}

13
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Tableau 3 : Exemples de rhizobactéries induisant I’ISR dans divers pathosystéemes (adapté de
Ongena et Thonart, 2006)

Gram négatives
Pspudomonas 20-B-§1 Tomate' Fhvophtora Infestans (Yan af al. 2002)
Murescons
Tomate'turumber mosaic vims (Faupach af al. 1994)
Tabac/ Paronespora tabacina (Zhang o al. 2002)
Arabidopsis! Pseudomonas syringae (B & al. 2003)
Concombre/ Scarabée du concombre  (Zehnder af al. 2001)
P Auorescons 63-28 Concombre/F. aphanidermatum (Chen 1909; 2004)
P Aucrescens CHAD Arabidopsis/ Paronospora parasifica  (Tavicol ef al. 2003)
Tabac Tebacooe necrosis vims (Maurhofer af al. 1994;
1008)
Tomate' Maloidogyne favanica (Siddiqu et Shaukat 2003}
P Muorescons WS 7r Oeillet'F. axysporm (Van Peer of al 1901; Van
Deer at Schippers 1007)
(Steijl & al 1900)
Arabidopsis/ I, exysponmm (Pieterse of al. 1996)
Arabidopsis/ Psavrdomonas syringae (Van Wees af al. 1097;
Pisterse of al. 1908; Ton ai
al. 20H2a)
Tomate' Fissariinn axysponum (Druijff af al 1997)
Radis/Alternaria brassicico b (Hoffland & al. 1996)
Radis' Fusarkim oxysporum {(Hoffland & al 1996;
Leeman af al. 1994)
Radis’ Fseudomonas syringae (Hoffland of al. 1906)
P Muorescons WCS374r Radis/F. oxyspormm (Leeman & al 1993a;
1005b: 1006)
Arabidopsis/ Psardomonas syringae (Hase af al. 2003)
P fuorescons Cla Concombre/. aphanidermaiim {Zhou et Paulitz 1994)
P fuorescons 507 Haricot’ Psaudomonas syringae (Alstrm 1991)
P fuorescons EP1 Canne a sucre' Cofeir tichum {(Viswanathan et
Falcatinm Samiyappan 2002a; 20020
P fuorescens PF1 Riz/Rhizoctomia solam {(Nandakumar of a/. 2001}
Canme a sucre /Collatoirichum {(Viswanathan et
falcatim Samivappan 2002a; 2002
The' Exobasidiium vexans {Saravanakumar of al. 2007)
P Auerescons 7-14 Riz/Magnaperthe grisaa (Erishnamurthy et
Coanamanickarn 1908)
P Muorescens WEE-3. WERD Pastaque/hdvmalla hyronie (Lee ot al. 2001)
P Muorescons A506 Pomme/' Frwinia amylovora (Momol af al. 1999)
P Muorescons p. Betterave’ Halorodara schachtis (Oostendorp et Sikora 1990)
P fuorescens p. Tomate' Maloidogyne Incognia (Santhi e Sivakmar 1993)
P puroda ETP Concombre/F. aphanidemmatiun (Omgens & al 1900; 2000)

Concombre/(. lagenarium
Haricot/ Borytl cineras

14
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WC5358

A.rah‘:dl:-ps-'d:hm'rs syTingas

Arsbidopsis/ . oxysponmm

(Wan Wees af al. 1997;
Memane af al 2005)
(Wan Wees af al. 1097;
Memane af al 2005)

Haricot/Boiyils cinerea (Meziane a al. 2005)
Tomate/ Botryils clnarea Mezisne af al. 2005)
EEM] Camne & sacre/ o Begirdchum (Viswanathan et
falctinn Samiyappan 2002a; 20020
Bo-B-27 Concornbre' . orbiculare (Wed ot al. 1981}
Concornbre | Psardomonas siringae (Lin o al. 109353)
Concornbre [ Fisarinn osponmm . (Lin af al. 1995
WERL-16 Pasteque Tidymalla byron ke (Lee of al. 2001)
Vidi RizMagna porthe grisea (Erishnamurthy et
Coanamanickam 1949
P asrginosa THSE2 Harnicot' Boeyik climeraa Dre heyer et Hifte I‘EPT;
De Meyer & al 1090k
Haricot/C. [indemmthiamm (Bigirimana et Hafe 2002)
Tabac Tebacco mosaic vims Dk Meyer af al. 1009a)
Tomate' Botryiis clmarea (Audensest of al. 2002)
Riz' Magnaporihe grisea (T Viessschauwer & al.
20
Sermaa 00-165 Concornbre’ Colloiirichum ['Prﬂeﬁg:: of al 2001)
MEANC eSS arfcedlare
Concornbre’ Pseudomonas syringae  (Press af al 1997)
Concomnbre’ Fustrinm oxyvsponnn . (Lin o al. 1095kb)
Tabac/ Paronospora tabacing (Zhang af al 2002}
Arsbidopsis' Psaudommas syringas (B of al. 2003)
Concornbre’ Scarsbée da concombre  (Zehnder a all 20013
Lotilolly pine/ Crovartiom quercnn (Enebak et Carey 20000
Tomate'tucurcher mosaic vims (Faupach at al. 19404
Sermua RIGC4 Tomate' Fiesariinm oxyspm (Benhamon et Bélanzer
phmmuthica 1098y
2-67 ConcombreC.orbiculare (Wei atal 1001%
FPanmioea EI78Ar Radis/ Xamtfomonas campesiris (Ham a al. 2000}
g imerans
Co-1 Pormme! Erwin by amvioviera (Mfomol & af. 1909
Kiwpvera N 114 Tomate/Cocumber mosaic (Zehnder af al. 2000}
CIFOCIEsORns CROIOTImS
Flavomonas INE-5 Concombra’ Scarabée de concombre  (Zehnder a all 20013
aryahabians
Khizobhnm alg Gl2 Pommie de terrePotato cyst (Reitz et al. 2002)
nematode
Agrobacterdum &2 Pomme da terre Potato cyst (Hasky-Gunther o al. 1908)
radiohartar nematode
Cram-positives
Bacilius spp. Badis/ Xamfomonas campeastris (Erause a al. 2003)

Tomate' cucumber mosaic vins
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Tableau 3: (suite 2)

B subalis

Bacills panilius

B
amylollquif clans

Bacilius
theringian s
B. mycoides
B pasisuril
Bacilis
spfaorices

Baciles corews
Papmibarihes

polymyxa

Bs2500
Bs2500

.
FZIB-G
CBO3

INO3Th

M4 (5499)

5E34

T4

203-8, 203-7
937

Berliner

Bacd
Ce
B43

Tomate/ Betrytis clnarea

Tomate/ Bevrvils clmarea
Coton'Malideg vive fncogiita
Tomate' Fisarium oxysportin
Concombre! Erwimia irachaiph fa-
Scarabee de concombre
Arabidopsis' Erwing carctovora
Tomate Cucumber mosaic
cucumovins

Tomatefomate motle vims
Concombre Colistotrichum
laganarknm

Tomate/ Pythiimm aph anidarme &im
Haricot Bogyik cneras

Tabac/ Peronospora tabacina
Arabidopsis' Psaudomon as syring ae
Concombre Cucumber bestle
Tomate Cucumber mosaic
CuCumovins

Tomate fomate motie vims
Loblolly pine/ Crovartinn guercm
Patit pois/ Fusarinm oxysporam
Tomate' Fusarium oxysporisn

Tomate' Phyiophiora infesans
Tabac/ Psauddomonas syringae
Arabidopsis' Psaudomon as syrdng ae

Loblolly pine/ Crovartinn quercsm £

Concombre’ Scarabee de concombre

Batterave' Carcogpora beilcola
Tomate/Cucumber mosaic
CRCUIOLINS

Tomatefomate motde vims
Concombre’ Scarabée de concombre
Arabidopsis' Erwink carciovora
Tabac/pepper mild mottle vims
Concombre’ . orbiulare
Arabidopsis'pepper mild mottls virus
Cafe/ Homijaia vastairix

Batterave/ Carcogpora beticola
Tabac/ Peronospora tabacina
Pomme de terme Potato cyst
namatede

Trefle blanc Clover cyst nematode
Arabidopsis' Erwink carciovera
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3. lafusariose vasculaire du petit pois
3.1. Historique

Cette maladie a été décrite pour la premiére et distinguée de la pourriture des racines
par Jones et Linford (1925), qui I'ont nommé la maladie du flétrissement indécrit. A
cette épogue, la maladie a été trouvée dans 50 champs dans le Wisconsin, et a cause des
pertes considérables dans certains domaines que ceux rapportés pour la pourriture des
racines. L’agent causal a été initialement nommé Fusarium othoceras App et WR var
pisi (Linford, 1928). Le pathogéne a été nommé plus tard premiére (1ére) race de F
oxysporum Schlechtf.sp. pisi (van Hall) Snyd et Hans (Goth et Webb, 1981).

La résistance a cette race a été rapidement trouvée et introduite dans les cultivars de
pois menant a la création de variétés résistantes au flétrissement. Wade (1929) a
déterminé que la résistance a la race 1 a été attribuée a un seul géne dominant.Avec
I'émergence des cultivars résistants, le probleme causé par cette race 1 de Fop a été
résolu aux Etats-Unis jusqu'en 1972 (Kraft et al, 1974). Depuis lors, les problémes
causes par Fop race 1 ne sont pas éliminés, mais la maadie est sous controle grace ala

culture de cultivars résistants.

En 1933, Snyder décrit une nouvelle race de Fusarium oxysporum, race 2, qui a éé
capable de flétrir les plantes résistantes a la race 1 (Hagedorn, 1984). Les plantes
infectées par larace 2 sont |le plus souvent dispersés atravers le terrain plutot que d'étre
concentrés dans des zones specifiques comme larace 1. En outre, la race 2 est la plus
répandu dans les sols a texture grossiere lorsgue |les températures du sol sont prés de 25
° C, car les symptbmes causes par le pathogéne de la race 2 ne se produisent
généralement gu'a maturité de la plante, le risque de transmission par les semences est
fortement augmentée. Hare et al. (1949) ont déterminé que la résistance alarace 2 a
également été contrdlée par un seul gene dominant séparé et pas liée avec le gene de
résistance a la race 1. Delwiche Commando a éé le premier cultivar développé
possédant des genes de résistance pour les races 1 et 2 (Goth and Webb, 1981).

Les races 3 et 4 ont été décrites dans les Pays-Bas et au Canada, respectivement
(Schreuder, 1951; Bolton et al., 1966). Cependant, les races 3 et 4 ont été plus tard
considérées comme différents isolats de la race 2 de Fop variant seulement dans les

niveaux de virulence. Les isolats des races 3 et 4 éant généralement plus virulents que
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les isolats de la race 2 (Huebbeling, 1974; Kraft and Haglund, 1978; William et al.,
1979; Kraft and Pfleger, 2001).

En 1970, larace 5 a été décrite dans le nord-ouest de Washington (Haglund et Kraft,
1970), ou tous les cultivars commerciaux résistant aux races 1 et 2 étaient sensibles. En
raison des courtes rotations de cultures et le climat favorable dans cette zone pour le
dével oppement du flétrissement. La race 5 se propage rapidement et affecte environ 4
000 a 12 000 ha de pois semés chaque année. La résistance a larace 5 a également été

attribuée a un seul facteur de géne dominant dans I'héte.

En 1979, une nouvelle race de flétrissement a de nouveau été décrite a I'ouest de
Washington, pathogene sur les cultivars et lignées résistantes aux races 1, 2 et 5, et aété
nommée la race 6 (Haglund and Kraft, 1979). Le pathogene a été observé pour la
premiére fois en 1971, et en 1977 et a é&é signalée dans environ 175 a 640 champs
examinés. L'agent pathogene a été généralisé et les tests de pathogénicité indiquant la
présence d’une nouvelle race depuis les différents cultivars possedant le géene de
résistance a dominance unigque aux races 1, 2 et 5 étaient tous sensibles. Dans les études
génétiques, la résistance a éé de nouveau attribuée a un seul gene dominant (Kraft,
1994).

Les races 1 et 2 peuvent étre économiquement importantes dans la plupart des
régions cultivant les pois dans le monde, tandis que les races 5 et 6 peuvent causer des
pertes économiques pour les cultures de pois primaire dans les Etat Nord-Ouest de
Washington et la Colombie-Britannique (Haglund and Kraft, 1979).

3.2. Agent causal
3.2.1. Fusarium oxysporum

3.2.1.1. Taxonomie et écologie

Le genre Fusarium a été décrit pour la premiere fois en 1809 .1l regroupe des espéces
cosmopolites et peuvent coloniser le sol, I’air et les substances organiques. Les espéces
pathogenes aux plantes peuvent infecter aussi bien les parties aériennes que les parties
souterraines. Les Fusariums sont répondus dans les zones tropicales, les régions
tempérées, les zones désertiques, montagneuses et méme arctiques. Le mot Fusarium
dérive du terme grec «Fusiforme» signifiant enflé au centre et rétréci vers les
extrémités correspondant a la forme typique de ces spores (Nelson et al, 1983). Ce
genre a éé éudié profondément par Snyder et Hansen qui ont suggéré neuf especes
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(Snyder et Hansen, 1945), dont I’espece Fusarium oxysporum est la plus répondue a
I’échelle mondiale. Les phytopathologistes s’intéressent plus a cette espéce, a cause des

dégéts provoqueés par les souches pathogenes sur de nombreuses plantes cultivées.

Fusarium oxysporum, est un champignon du sol a reproduction asexuée, classé au
sein des champignons imparfaits « Deutéromycetes», appartient a I’ordre des
Moniliales, famille de Tuberoculariacées. Il se rencontre pratiquement dans la quasi-
totalité des sols agricoles (Kistler, 2001).1l regroupe des souches pathogenes et des
souches non pathogenes (Nelson et al., 1983; Gordon et Okamoto, 1992).

3.2.1.2. Caractéristiques morphologiques

Sur le plan morphologique, Fusarium oxysporum, présente un polymorphisme
remarquable du thalle. En se basant sur ce critére, Snyder et Hansen (1940) ont signalé
gue certains clones et sous clones de la méme souche pourraient étre classés dans des
espéces et méme des sections différentes. Ce polymorphisme a éé confirmé dans de
nombreux travaux (Abawi et Lorbeer, 1965; Awuah et lorbeer, 1988; Dossa, 1993;
Henni et al, 1994; Ledie et Summerell, 2006).

En se basant sur les variations culturales chez cette espéce, Nelson et al (1983),
Booth (1985), Djerbi (2003) et Leslie et Summerell (2006), ont défini plusieurs
morphotypes. duveteux, fin et friseé; floconneux, cotonneux, ras, mugueux,
sporodochial et sclérotial. Cependant, ils ont noté également une variabilité de couleur
des talles (rose saumon clair, violete, blanchétre, brunétre... etc). Les mémes auteurs ont
montré qu’il n’y a pas de stabilité de ces caractéristiques dans la descendance d’un

clone.

Les caractéres microscopiques montrent que les spores (microconidies,
macroconidies et chlamydospores) impliqués dans la reproduction asexuée (Figure 3),
sont des caractéres morphologiques stables et spécifiques de I’espéce Fusarium
oxysporum, permettant I’identification de ses souches (Djerbi, 2003; Leslie et
Summerell, 2006; FusK ey, 1996):

» Les microconidies sont nombreuses, hyalines, de formes et dimensions trés
variables (7 -12 x 2-4p), elles sont unicellulaires ou bicellulaires, globuleuses
ou arrondies. Ains ils se rassemblent en fausses tétes a partir de monophialides

courtes, dressees et perpendiculaires aux filaments.
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> Les macroconidies sont rares, elles sont formées de 2 a 3 cloisons, rarement
plus, leur taille est variable (20 - 35 x 3 - 5 ), caractérisée par une cellule

apical deforme effilée et courbée, quelquefois avec un crochet |éger.

» Les chlamydospores, sont des formes de résistance, de couleur hyaline,
arrondies ou |égerement ovoides et de dimension variables (9- 17 x 8 - 12 ) ;

elles sont formées isolément ou par deux, rarement plus.

ICHIRSemml £ ¢ ¢

Figure 3 : caracteres microscopiques de F. oxysporum (A: Macroconidies, B: Microconidies,
C: Chlamydospores, D : fausses tétes).(Pereau Leroy, 1958 ; Ledie et Summerell, 2006).

3.2.1.3. Caractéristiques pathogénique

Les formes phytopathogenes ont été étudiées durant plus de cent ans et parasitent
plus de 100 espéces de plantes, y compris les angiospermes et les gymnospermes, ou
chaque forme pathogéne a une gamme d’héte bien déterminée (Armstrong et
Armstrong, 1981). Ces formes phytopathogenes sont dénommées formes spéciales (f.
sp) «forma spéciale». La forme speéciale est définie comme étant I’ensemble des
souches attaquant une méme espece vegétale, ou une méme gamme d’especes d’un
méme genre (Snyder et Hansen, 1940). On compte 122 formes spéciales chez cette
espéce selon la liste la plus récente décrite par Armstrong et Armstrong en 1981, atitre
d’exemple toutes les souches attaquant le palmier dattier appartiennent a la forme

spéciale albedinis,
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A I’intérieur de chaque forme spéciale, la variation de la virulence est catégorisée
par le classement des pathotypes en races pathogénique ou physiologique. Les races
sont définies par leur interaction différentielle avec des génotypes de I’héte, de méme
ces variétés portent un ou plusieurs géenes maors de résistance (Armstrong et
Armstrong, 1975). Malgré qu’il existe plusieurs formes spéciales caractérisées en races
physiologique tel que, Fo f.sp. lycopersici, lini, meloni ...ect, le nombre de races
caractérisees pour I’espéces Fusarium oxysporum n’est pas large, comparativement
avec d’autres pathogenes tel que Puccinia graminis et Phytophtora infestens (Gordon et
Martyn, 1997).

3.2.1.4. Processus d’infection

Dans le pathosysteme « plante hote — pathogene », le champignon dispose de toute
une gamme de mécanismes physico-chimigues capables de surmonter |es mécanismes
de défense du palmier dattier dans la plus part des cas. Le processus d’infection du

Fusarium oxysporum est constitué de différentes étapes:

- Germination et adhésion des spores. Les spores de F. oxysporum germent en
réponse des exsudats stimulants libérés par les racines de I’héte, suivi d’un adhérent
des tubes germinatifs sur la surface racinaires (Di Pietro et al, 2001).

- Pénétration : Les tubes germinatifs se différencient en hyphes d’infection
(Mendgen et al, 1996). Ces derniers pénetrent directement dans les membranes
épidermiques (Rodriguez- Gélvez and Mendgen, 1995). Di Pietro et al (2001),
suggérent que la cascade de signalisation MAPK (Mitogen-ActivatedProtein Kinase
signalingcascades) est impliquée dans |'adhérence des spores a la surface des racines, la
pénétration des hyphes, la croissance invasive et la production de pectates lyases, qui
sont nécessaires pour la pénétration dans la paroi cellulaire et de la colonisation de la
plante par F. oxysporum.

- Perception et transduction du signale par la plante: Les communications
moléculaires entre [’agent pathogéne et la plante héte commence presgue
immédiatement apres contact de l'agent pathogéne avec la surface de la plante.
L'induction de I'activité du PAL (phenylaanineammonia-lyase) chez la plante héte est
liée a I'éliciteur « hydrate de carbone » de la paroi cellulaire de F. oxysporum. Les
glycosphingolipides produites par Fusarium oxysporum sont considérés comme

éliciteurs des mécanismes de défense de la plante héte (Umemuraet al, 2004).
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La plante peut aussi produire des composés (dliciteur endogenes) inducteurs de la
réaction de défense vis-avis des agents pathogénes. Plusieurs travaux montrent
I’implication de I’acide jasmonique et I’éthylene dans I’induction de la résistance au
Fusarium oxysporum (Creelman et Mullet, 1995).

Ces evenements se déroulent dans les deux types d’interactions compatible et
incompatible, probablement avec différentes vitesses et intensités. Les pathogenes
produisent également des molécules suppresseurs empéchant I'action des éliciteurs, ce
qui résulte la sensibilité de la plante héte (Di Pietro et al, 2001).

- Dégradation de la paroi cellulaire par le pathogene: La pénétration de la
paroi cellulaire semble étre la premiére exigence de la pathogenése des champignons
pathogenes. Pour ce faire les ces derniers sont capables de produire une variante
d’enzymes de degradation de la paroi végétale « CWDE » (cellwall-degrading
enzymes), pour faciliter la pénétration et la colonisation de leurs hétes (EI Modafar et
al, 2000, Umemuraet al, 2004).

- Production des toxines: L’acide fusarique (AF) est la principale toxine trouvée
dans les filtrats des souches agressives du Foa. Il peut ére impliqué dans des étapes
précoces de la relation héte-pathogene et induire des modifications sur la perméabilité
et le potentiel membranaire cellulaire. L’AF peut inhiber aussi les enzymes de défense
produites par la plante (Bouizgarne et al, 2004). || participe aussi dans le colmatage des
vaissealx conducteurs et par conséquence le desséchement de la plante (Fernandez et
al, 1995). L’étude histologique révele une concentration fusarique particulierement
importante dans le cylindre centra par comparaison a I'écorce, en provoquant la
disparition des tubes criblés du phloeme (EI Hadrami et al, 1998).

3.2.2. Fusarium oxysporum f.sp.pisi « Fop »

3.2.2.1. Symptdmes

Symptdémes dus a Fop races 1, 5 et 6 comprennent |'enroulement vers le bas des
feuilles et stipules, épaississement basal des entre nceud, les feuilles et les tiges de plus
en plus deviennent fragiles et rigides, le jaunissement des feuilles et la nécrose. Bien
gue le systeme racinaire externe apparaisse normal, le tissu vasculaire de la racine et la
tige peut virer du jaune al'orange. Cette décoloration vasculaire étend souvent alatige
supérieure. Le développement de la maladie correspond a la progression du

jaunissement des feuilles inférieures a I'apex de la tige. La Fusariose se développe

22



Partie | Synthese bibliographique

rapidement entrainant la mort de la plante. Dans les champs ou les races 1, 5, et 6 sont
répandues, les symptémes se produisent généralement dans les petites et les grandes
parcelles (Hagedorn, 1984; Kraft, 1994; Kraft and al, 1998; Kraft and Pfleger, 2001).

Les symptdmes de la race 2 sur les plantes individuelles sont semblables aux
symptdémes d'autres races du Fop. Cependant, sur terrain sont les plantes présentent des
symptémes occasionnels sauf si le niveau dinoculum est extrémement élevée. Les
symptémes de la race 2 apparaissent habituellement plus tard dans la saison de
croissance, souvent a la floraison, d'ou le nom pres de flétrissement a été donné a ces
symptémes. La décoloration vasculaire causée par la race 2 est généralement plus
intense que les autres races allant de I'orange au rouge foncé (Kraft, 1994; Kraft and al,
1998; Kraft and Pfleger, 2001).

3.2.2.2. Epidémiologie et le contréle dela maladie

Les champignons appartenant a I’espéce Fop peuvent survivre dans le sol pendant
plus de 10 ans en |'absence de plante héte, sous forme de chlamydospores a paroi
épaisse. La survie est liée a I'association du champignon avec les racines des cultures
non-hotes. Le champignon est également capable d'infecter les graines. En outre, F.
oxysporum peut étre transporté d'un champ a l'autre sur le matériel agricole, les déchets
du pois et il peut également étre dispersé par le vent ou l'eau courante. Une fois
introduit dans un nouveau domaine, le champignon doit d'abord augmenter le nombre
conduisant a une periode de latence de quelques années avant I’apparition de de la
maladie (Hagedorn, 1984; Kraft, 1994; Kraft and al.,1998; Kraft and Pfleger, 2001).
Une température du sol de 21 ° 425 ° C est généralement la condition la plus favorable
pour Fop bien que Fop race 5 peut infecter les plantes hétes a des températures
inférieures (Hagedorn, 1984; Kraft and Pfleger, 2001).

Le contréle de I'agent pathogene est principalement basé sur trois stratégies, y
compris des pratiques agricoles, |'application de produits agrochimiques et de
I'utilisation des variétés résistantes (Guimaraes et al., 2007). Larotation des cultures est
la meilleure pratique agricole qui peut contribuer a réduire les dommages causee par
I'agent pathogene fongique. Cependant, la rotation des cultures a seulement un effet
mineur pour résoudre le probléme de la fusariose vasculaire du pois non seulement

parce que les chlamydospores du Fop survivent pendant trés longtemps dans le sol, mais
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auss parce que l'inoculum peuvent se multiplier sur les racines des plantes porteuses
moins de symptoémes (asymptomatiques).

La fumigation du sol avec un fongicide a large spectre est une autre méthode de
contrdle potentiel qui offre un bon contrdle initial (Keiko et Nagisa, 2005), bien que le
sol recolonisé par Fop se produit tres rapidement. En outre, la fumigation des sols est
trop cher pour |'application sur le terrain et en raison de I'impact négatif des produits
chimiques sur les organismes non viseés et le potentiel de risgue pour |'environnement et
la santé, la gamme et le taux de fongicides utilisée a éé progressivement limitée et
certains d'entre eux ont é&é éiminées . Par exemple, le bromure de méthyle identifié
comme classe | substance appauvrissant la couche d'ozone stratosphérique, utilise
comme fumigant de sol préinstallé pour plus de 40 ans, est diminée dans le monde
jusgu'en 2015 (Duniway, 2002).

Dans les derniéres années, le contréle biologique de la fusariose a donné des
résultats encourageants. Le contréle peut utiliser les antagonistes comme les
champignons tels que des souches non-pathogenes de F. oxysporum, Trichoderma et
Gliocladium, des bactéries telle que Pseudomonas fluorescens et Burkholderia cepacia,
et d'autres (Pal and McSpadden-Gardener, 2006). Bien que prometteuse, aucun de ces
organismes ont été utiliseées pour controler lafusariose dans |a pratique jusqu'a présent.

Bien que ces méthodes de contrdle aient un effet modéré, I'utilisation des variétés de
pois résistantes a été la seule mesure pratique et économique pour contréler la maladie
sur le terrain. Comme indiqué précédemment, la résistance aux quatre races est
transportée par des génes dominants d'héritage simple. La résistance horizontale a été
observée, mais elle n’est pas compléte, lorsque le potentiel de la maladie est élevé. Les
cultivars meurent ou mdrissent plus tot que les plantes exemptes de maladies
provoquant une perte de rendement ainsi que la diminution de la qualité de congélation
ou de lamise en conserve du pois (Hagedorn, 1984; Kraft and Pfleger, 2001).

A cejour, seul le gene dominant unigque pour larésistance a Fop a été utilise dans le
développement des cultivars commerciaux. Cependant, les programmes de sélection
basée seulement sur quelques génes dominants courent un grave danger de répartition
de larésistance. Cette répartition de la résistance auparavant efficace, bien que pas aussi
rapide que |'expérience avec l'agent pathogene, est le cauchemar des éleveurs, et les
oblige a chercher sans cesse de nouvelles sources de résistance au sein de la collection
de matériel génétique de poisy compris aussi des parents de pois sauvages.
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3.3. Plantehéte
3.3.1. Origine

Le pois est une plante tres anciennement cultivée dans I'’Ancien monde, puisgque sa
culture a vraisemblablement commencé il y a environ 8 000 ans dans la région
du Croissant fertile, dans le méme processus que certaines céréales (blé, orge) et
d'autres légumineuses (vesce, lentille). Des restes de pois ont été retrouvés notamment
dans des habitats lacustres du début de I'age du bronze en Suisse et en France (lac du
Bourget).Le pois était cultivé dans I'Antiquité par les Grecs et les Romains. (Antoine
Jacobson et Dominique Michel, 2001).

Les pois secs, faciles & conserver, constituent tout au long du Moyen Age l'une des
principales ressources alimentaires des classes pauvres. L'introduction du pois dans le
Nouveau Monde a été faite pour la premiere fois a Saint-Domingue par Christophe
Colomblors de son premier voyage en Amérique. (Antoine Jacobson et Dominique
Michel, 2001).

La consommation des gousses entieres (pois mangetout ou pois gourmand) est
attestée depuis le XVI*™siécle aux Pays-Bas et en France. La consommation du petit
pois (grain vert frais) sest développée en France a I'époque de Louis XIV. C'est le 18
janvier 1660 que le sieur Audiger (ou Audiguier), officier de bouche de la comtesse de
Soissons, présenta a la cour du roi Louis XIV, des pois verts en gousse rapportés
d'ltalie. Au cours du XI1X*™ siécle, la vogue des petits pois se répandit en France et le
nombre de variétés saccrut. (Emmanuel Auger, 2007).Vers la fin du XIX*™ siécle, se
développe la production des pois cassés, pois secs dont letégument, relativement
indigeste, a été retiré par abrasion. Depuis le début du XX°*™ siécle, la production des
petits pois sindustrialise dans les pays occidentaux (Europe, Amérique du Nord) grace
au développement de I’appertisation en bocal ou boite de conserve et de la surgélation.
Ce mouvement saccompagne de la culture en plein champ qui se mécanise rapidement.
(Jean-Marie Polese et Nathalie Dupuy, 2006). Dans lesannées 1920, un inventeur
ameéricain, Clarence Birdseye, fondateur de la société General Seafood, produit les

premiers petits pois surgelés. (Emmanuel Auger, 2007).
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3.3.2. Définition, Classification et Taxonomie

Le pois cultivé (Pisum sativumL.) est une espéece de plante annuelle de la famille
des Iégumineuses (Fabacées), largement cultivée pour ses graines, consommée
comme légume ou utilisée comme aiment du bétail. Le terme désigne aussi la graine
elle-méme, riche en énergie (amidon) et en protéines (de 16 a 40 %)1. Les pois secs se
présentent souvent sous la forme de «pois cassés». Les pois frais sont plus

couramment appel s « petits pois » (Auger, 2007).

Leur classification selon FAOSTAT (2013) :

Régne: Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe: Rosidae
Ordre: Fabales
Famille: Leguminosae
Sous-famille: Faboideae
Genre: Pisum

Espése: Pisum sativum

Le pois (P. sativum) est une culture importante de légumineuses a grains qui a été
largement cultivée comme source de protéines pour la nutrition animale et humaine
(Rubiaeset al., 2012). En commun avec d’autres légumineuses a grains, le pois joue un
réle essentiel dans la rotation des cultures et il peut étre utilise comme fourrage ou
engrais vert (Redden et al., 2005; Nemecek et al., 2008).

Le pois a égdement é&é largement utilisé pour des éudes génétiques et
physiologiques en raison de sa grande diversité génétique et morphol ogiques.

Le petit pois est caractérise par des fleurs et des graines de couleur pigmentées
(Redden et al., 2005).

Le pois est une espéce annuelle avec aucune habitude vivace connue et est
traditionnellement produite comme une culture annuelle de printemps. Le pois
d'automne ou d'hiver est semé a la fin de Septembre a la mi-octobre dans les latitudes

nord, son stade de la rosette attient 5 a 7 cm de hauteur avant d'entrer dans une période
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de dormance hivernale. Comme les températures augmentent au printemps, les pauses
de dormance en supposant une rosette modéle de croissance végétative et suivie d'une
période de reproduction et de remplissage des graines. La maturité des cultures est
généralement de 2 & 3 semaines avant le printemps (M cPhee, 2007).

Les premiers nceuds, dont certaines donnent lieu & des branches, sont végétatifs. En
général, deux fleurs, a partir de lesquelles se développent les gousses, sont présents a
chaque nceud de reproduction (Cousin, 1997). La fleur de pois est typique de la famille
des papilionacées. La corolle contient cing pétales. Le pois est cléistogame et doit étre
considéré comme une espéce strictement auto-fertile (Cousin, 1997). Les especes
sauvages sont souvent longues (plus de 2 métres), des tiges mince et ramifiée, des fleurs
pourpres ou roses et des petites gousses produire une petite quantité de graines avec le

manteau de couleur.

3.3.3. Production mondiale et utilisation

Le pois est une importante Iégumineuse produite dans le monde, principalement dans
les régions tempérées (Rubiales et al., 2012).le Pois sec occupe le troisieme rang dans
la production entre les grains légumineux aprés les haricots et les pois chiches. Sa
production totale est de 10,97 millions de tonnes produit dans plus de 6,38 millions
d'hectares dans le monde en 2013 (Figure 4).

Le rendement mondial moyen par hectare a été de 1,72 tonnes / ha (FAOSTAT,
2013). Les petits pois sec sont cultivées et commercialisés dans pres de 100 pays, mais
la production est concentrée au Canada, Fédéation de Russie, et la Chine.
Conjointement, ces trois pays produisent plus de la moitié du monde du pois secs
(Figure 5). L'Espagne est le dixiéme producteur mondia de pois secs, sa production et
de 177 700 tonnes a 122 000 hectares avec un rendement de 1,46 tonnes / ha
(FAOSTAT, 2013).
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Figure 4 : Composition de la production mondiale de |égumineuses agrains en 2013
(FAOSTAT, 2013).

L'agriculture européenne repose largement sur les engrais azotés, chimique
pesticides et manque de diversité. Il est donc trés important de réintroduire des cultures
légumineuses dans les systémes agricoles et accroitre leur visibilité atraverslarévision
delapolitique de I'agriculture (Rubiales et al., 2012).

La culture du pois est récolté pour les graines sechées ou a |'état immature comme
les pois frais (pois verts) pour la mise en conserve et la congélation. Les graines seches
matures sont utilistes dans un large éventail de formes. Environ la moitié de la
production de pois secs du monde a nourrir le bétail aors que la moitié restante est
utilisée pour I'alimentation humaine, principalement dans les pays en développement
(Rubiales al., 2012). Les grainesseches matures sont utilisées pour des diverses
spécialités aimentaires, mais peuvent auss étre transformeés industriellement pour
produire de I'amidon et de protéines concentrés. les petits pois frais produits pour
I'industrie de la conservation et la congélation comprend |a récolte des gousses entieres
pour utiliser dans les préparations orientales et pois mange-tout, qui peuvent étre
consommes frais ou congelé (Rubiaes et a., 2012). Le pois est également cultive pour

le fourrage ou comme engrais vert dans I'Est Europe et au Canada (Redden et al., 2005).
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Figure5: Actions de production de pois secs pour les dix premiers pays producteurs dans le
monde en 2013 (FAOSTAT, 2013).

Le pois sec est nutritionnellement riche, contenant 18 a 33% de protéine, 4 a 7% de
fibres, et 37 a 50% d'amidon, et est consommée comme une source de protéine de base
dans nombreux pays en développement. (McPhee, 2007;. Rubiaes et al, 2012). Les
Protéines de graines de pois sont déficientes en acides aminés soufrés, mais contiennent
des niveaux relativement élevés de lysine, rendant un bon pois un complément
alimentaire pour les céréales. Aucun facteur anti nutritionnel majeur n’est présent chez
le pois. La Couleur, I'apparence, la saveur et convenances alimentaires sont des critéres
importants pour les pois destinés ala consommation humaine (Rubiaes et al., 2012).
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Partiell. MATERIELSET METHODES
1. Matériel biologique
1.1. Matériel végétal

Trois génotypes de petit pois Pisum sativum L ont été utilisés dans cette étude :
Messire, Sefrou (les deux sont des génotypes sensibles) et Kelvedon (génotype
résistant). Les graines de Messire ont été fournies par I’Institut de I’Agriculture
Soutenable de Cordoue (Institute of Sustainable Agriculture, Cordoba, Spain). Les
graines des génotypes Sefrou et Kelvedon Wonder ont été fournies par I’Institut
Technique des Grandes Culture de Sétif (ITGC, Sétif).

1.2. Souches pathogenes

Deux souches de Fusarium oxysporum f .sp. pis (Fop) race 2 ont était utilisées:
la souche Fop R2F42 et la souche Fop Argl. Les deux souches ont été issues de
I’Institut de I’Agriculture Soutenable de Cordoue (Institute of sustainable Agriculture,
Cordoba, Spain).

1.3. Souches antagonistes

Deux souches bactériennes de PGPR d’une espece fluorescente du genre
Pseudomonas ont été utilisées. Les souches bactériennes F21 et BB10 font partie de la
collection des souches PGPR du laboratoire de Phytopathologie du département des
Biotechnologies de I’Université de Blida 1.

2. Essaisde biocontrole en conditions semi-contr 6lées

2.1. Préparation et stérilisation desgraines

Les graines de petits pois ont été stérilisées superficiellement dans une solution a 1%
d’hypochlorite de sodium concentré pendant 30 minutes a température ambiante. Puis,
elles ont éteé rincées abondamment deux fois dans de I’eau distillée stérile pendant 20
minutes pour chaque ringage. Les graines sont enveloppées par la suit dans un papier
humide placé dans des boites de Pétri. Les boites ont été couvertes avec du papier
aluminium. Les boite sont par la suite placées au réfrigérateur a 4°C pendant 4 jour pour

stratifier les graines et synchroniser la germination. Apres stratification, les boites ont
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été mises a environ 20 °C pendant 2 jour. Les graines germées ont été transférées dans

des pots de perlites stériles.
2.2. Purification et préparation dela suspension bactérienne

La purification des souches bactériennes a été réalisée par repiquage successif sur
milieu King B puis incubé pendant 24 heures, jusqu'a I’apparition des colonies bien

caractérisées et distinctes.

Pour la préparation de la suspension bactérienne, la créme bactérienne pure a été
raclée a I’aide d’une anse d’ensemencement stérile et mise dans 200 ml d’eau distillé
stérile .L’inoculum a été gjusté & une concentration de 5x10° CFU/ml, dont la densité

optique a été calcul ée par spectrophotométre (D.O~ 0.8).

2.3. Purification et préparation de la suspension fongique

La purification des deux souches de Fop a été réalisée sur le milieu PDA (Potato
Dextrose Agar) par la transplantation successive des disques mycéliens puis incubées
pendant 7 jours a25 °C. La préparation des suspensions fongiques a été effectuée par
le transfert des disques mycélien dans des flacons contenant le milieu PDB (Potato
Dextrose Broth) et incubés pendant 4 jours a température ambiante sous agitation (170
rpm). La suspension a &té par la suite filtrée a I’aide d’un Entonnoir contenant une
compresse stérile puis ajustée & une concentration approximative de 5x10° conidies/ml
a I’aide d’une cellule de Malassez.

2.4. Procédure d’inoculation

L’inoculation des plantes a été realisée au stade 2 a 3 feuilles en mélangeant la
suspension bactérienne avec la tourbe et le mélange a été déposée par la suite dans les
pots (figurel). Aprés 48 h d’inoculation bactérienne, nous avons retiré les plantes de la
perlite, lavé delicatement les racines sous I’eau du robinet pour enlever les restes de
perlite, nous avons par la suite coupé environ le 1/3 de systéme racinaire pour assurer
une bonne inoculation et enfin nous avons submergé les racines des plantes dans la
solution de spores de Fop pendant 5 minutes a température ambiante (figure 2). Unefois
I’inoculation fongique est réalisée, chague plantule a été transplantée dans un pot de

perlite stérile (pot de 250ml ou supérieur) et placée sous serre a environ 26 + 2°C et
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arrosée avec de I’eau selon le besoin. C’est I’incubation dans des conditions semi-

contrél ées sous serre.

A : Créme bactérienne. B : Inoculation bactérienne sous un lit de tourbe

Figure 6 : Les étapes de I’inoculation bactérienne.

A : Arrachage des plantules et rincage desracines. B : Coupe d’un 1/3 des racines.
C: Immersion des racines dans lasuspension de spores de Fop.

Figure 7 : Procédure d’inoculation avec la suspension fongique.
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2.5. Dispositif expérimental

Notre expérimentation a été réalisée durant I’année 2015 au niveau du laboratoire de
Mycologie et de la serre en verre du département de biotechnologie de I’université de
Blida 1. Les conteneurs utilisés sont des pots en plastiques de 10 cm de hauteur et de 6.5

cm de diameétre d’une contenance approximative de 200g de perlite.

Chaqgue variété subit 7 traitements, chaque traitement est répété 06 fois, (le nombre
total des plantesest de 126 pots) (unités expérimentales) effectués en deux Blocs
Aléatoires Complets (2 bloc). (Tableau 4)

Notre essai est composé d’une combinaison de deux facteurs :

Facteur 1: |la bactérisation représenté par deux souches bactériennes BB10 et F21 de
Pseudomonas spp.fluorescents.

Facteur 2 :L’inoculation représentée par deux souches cryptogamiques Argl et R2F42

de Fusarium oxysporum f.sp.pisi.

Au total, notre expérimentation s’intéresse au biocontréle par I’interaction de ces

deux facteurs, représentée par sept traitements.

Tableau 4 : Les Traitement avec les trois génotypes étudiés.

co Cc2 c3 C2B1 C3B1 C2B2 C3B2
G2 T2 Ti8 T26 T74 T90 T82 T98
Messire
G6 T6 T22 T30 T78 T94 T86 T102
Séfrou
G7 T7 T23 T31 T79 T95 T87 T103
Kelvedon

= Selon 7inoculations:
* CO=Eaudistillée stérile
e C2=FopR2F42
e C3=FopArgl (race?)
e C2 X Bl=FopR2F42X BB10
e C3 X Bl=FopArglX BB10
e C2 X B2=FopR2F42X F21
e C3 X B2=FopArglX F21
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2.6. Paramétres étudies
2.6.1. Caractérisation des symptdmes exter ne
2.6.1.1. Description des symptémes

Les symptomes caractéristiques de la fusariose vasculaire apparaissent comme un
résultat d’un stress hydrique qui se traduit par un flétrissement et un jaunissement des
feuilles suivis d’un desséchement puis la mort de la plante (Di Pietro et al., 2003).

La progression de la maladie a é&é évaluée tout au long de I'expérience et ce a
commencé 7 a 15 jours aprés I’inoculation par les suspensions bactériennes et fongiques
et se fera tous les deux jours jusqu’au jour 31 apres I’inoculation en marquant chaque
feuille de chaque plante avec une échelle de cinqg classes représentant des symptémes
caractéristiques de la fusariose vasculaire (c’est le VIS : Visuel Index of Severity). Et

en mesurant :

2.6.1.2. Taux d’infection

Le taux d’infection représente le pourcentage de feuilles porteuses de symptdme sur

le nombre des feuilles totales de chaque plante selon I’équation suivante :

Nombre de feuilles symptomatiques

X 100

e & o) =
Taux d'infection (%) Nombre total des feuilles

Les génotypes présentant une valeur de taux d’infection inférieure ou égale a 50%
sont considérés comme résistants alors que les génotypes présentant des taux d’infection
enter 50 et 70% sont classés comme partiellement résistant et les génotypes avec des
valeurs de taux d’infection dépassant 70% sont considérés comme sensible (McPhee et
al., 1999).

2.6.1.3. Sévérité

La propagation de la maladie a été estimée au cours de toute I’expérimentation.
L’evaluation de chaque feuille de chaque traitement a été effectuée selon une échelle
visuelle de 5 niveaux, afin de calculer I’indice de la sévérité VIS (Visuel Index of
Severity) (Bani et al., 2012) (figure 8) :
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Niveau 1 : feuille verte saine.

Niveau 2 : 2 I’initiation de jaunissement et flétrissement ou I’enroulement de la
feuille.

Niveau 3 : jaunissement ou flétrissement de plus de 50% de lafeuille.

Niveau 4 : jaunissement ou flétrissement total de lafeuille.

Niveau 5 : feuille totalement morte.

L’indice final pour chaque plante est représente par la moyenne des valeurs VIS

de toutes les feuilles.

Somme de toutes les valeurs VIS des feuilles de méme plante

VIS=
Nombre total des feuilles

&How
1 2 3 “+ 5

Figure 8: L’échelle de suivie du développement de la maladie (Bani et al., 2012).

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

comme susceptible (Neumann et Xue., 2003).

2.6.1.4. Courbe des aires de propagation de la maladie
(AUDPC)

Pour comparer la réaction de résistance ou de susceptibilité des génotypes vis-a-vis
de la fusariose vasculaire, les valeurs des taux d’infection de la maladie ont été utilisees
pour calculer la courbe des aires de propagation des symptémes (AUDPC : Area Under

the Disease Progress Curve). L’AUDPC a été calculé par I’équation suivante :
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AUDPC = Z [(X; + Xij+1) / 2] * (tisp — 1)

Avec:
X; : Taux d’infection estimé a la date i.
X i+1: Taux d’infection estimé a la date i + 1.

ti+1- t : Nombre de jours entre les dates de notation i et i + 1.

2.6.2.Caractérisation des symptdmes interne

L’observation des symptdmes internes a été déterminée en réalisant des coupes
longitudinales au niveau de la tige des plantes atteintes dans la partie ligneuse et
adjacente au cortex vert. Les symptémes sont représentés par une coloration brune
sombre des tissus conducteurs (Jarvis et Shoemaker, 1978). Pour observer ces
symptoémes internes, nous avons réalisé des coupes des plantes malades sous une loupe
binoculaire (Gr x 8). Pour cela les plantes ont été récoltées 30 jours aprés I’inoculation
puis lavées clairement sous I’eau du robinet. Les coupes longitudinales ont été réalisées
au niveau de la tige et la partie supérieure du systeme racinaire a I’aide d’un scalpel

ensuite observées sous la loupe binoculaire.

3. Essai de comportement en plein champ

Notre essai en plein champ a été réalisé durant I’année 2015 au niveau de la station
expérimentale du departement de biotechnologie de I’'université de Blida 1 (Figure 9).

3.1. Inoculation bactérienne des graines

Au moment du semis, la bactérisation a été appliquée avec les deux souches
bactériennes (F21 et BB10) pour chague génotypes de petit pois ou 60 ml de suspension
bactérienne (F21 et BB10) a été versée sur lelit de tourbe.

3.2. Semis des graines

Pour chague génotype, 5 a 6 graines de chaque variété testées ont é&é semis
directement dans un sillon d’un métre de longueur. Les sillons ont été séparés d’une
distance de 70 cm et entre chague ligne par une distance de 50 a 70 cm. Un cultivar
local susceptible & Fop « sefrou » a été cultivé dans tout le périmétre expérimental et
entre chaque génotype test. Le champ a été organisé en 3 blocs aéatoires complets ou
chague génotype est testé 3 fois (3 répétitions) en 3 traitements (sans bactéries, avec la
bactérie BB10 et avec la bactérie F21).
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Le suivi de la fusariose vasculaire a été réalise par I’observation de I’apparition de
symptomes typique delamaladie.

Suite a I’absence des symptémes de la fusariose vasculaire, le pois frais et sec de la
partie aérienne et la partie souterraine de chaque plante ont éé mesurés a la fin de
I’expérience en plein champ afin de déterminer I’effet phytostimulateurs des souches

de Pseudomonas spp. fluorescents sur les différents génotypes du petits pois étudiés
(Figure 9).

Figure9: Essai en plein champ au niveau de |a station expérimentale du département de
biotechnologie de I’université de Blida 1.
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Partielll. RESULTATSET DISCUSSION

1. Essai sousserre
1.1. Expression symptomatologique

1.1.1. Symptomes exter nes

D’apres les resultats illustrés par les figures 10, 11, 12, 13, 14, 15, Fop provoquent
les mémes symptdmes sur les trois génotypes éudiés. Il a été constaté que la souche

R2F42 est plus virulente que la souche Arg 1.

L’utilisation des deux souches antagonistes a conduit a la réduction des symptémes
de lafusariose vasculaire au cours du dével oppement de la maladie. Il a été constaté que

la souche BB10 a une forte activité antagoniste que la souche F21.

Les premiers symptdbmes de la fusariose vasculaire sont apparus sur certains
génotypes 7 a 10 jours apres I’inoculation. Les symptdmes de la maladie apparaissent
sur les premieres feuilles et atteignent progressivement les jeunes feuilles jusqu’au

desséchement et lamort de la plante entiere.

1.1.2. Symptdmes internes

Une coupe longitudinale fraiche sur laracine et le collet d’un génotype messire a
été réalisée. L’observation de cette coupe sous loupe binoculaire (G: x 8), nous a
montré une coloration rouge foncée du systeme vasculaire de ce génotype inoculé avec
la souche R2F42 (Figure 16).
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A1, B1, C1: Témoin (-). A2 : Témoin (+). B1: Les plantesinocul ées par Fop R2F42 et la
souche BB10. C2 : Les plantes inocul ées par Fop R2F42 et la souche F21.

Figure 10 : Expression symptomatol ogique sur le génotype messire en interaction avec la
souche Fop R2F42.
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Al,B1,C1: Témoin (-). A2: Témoin (+). B1: Les plantes inoculées par Fop Argl et la souche
BB10. C2: Fop Argl en interaction avec la souche F21.

Figure 11 : Expression symptomatol ogique sur le génotype messire en interaction avec la
souche Fop Argl.
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A1, B1, C1: Témoin (-). A2 : Témoin (+). B1: Les plantesinocul ées par Fop R2F42 et la
souche BB10. C2 : Les plantes inocul ées par Fop R2F42 et la souche F21.

Figure 12 : Expression symptomatol ogique sur le génotype sefrou en interaction avec la souche
Fop R2F42.
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Al,B1,C1: Témoin (-). A2: Témoin (+). B1: Les plantes inoculées par Fop Argl et la souche
BB10. C2 : Les plantesinocul ées par Fop Argl et la souche F21.

Figure 13 : Expression symptomatol ogique sur le génotype sefrou en interaction avec la souche
Fop R2F42.
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A1, B1, C1: Témoin (). A2: Témoin (+). B1: Les plantesinocul ées par Fop R2F42 et la
souche BB10. C2 : Fop R2F42 en interaction avec la souche F21.

Figure 14 : Expression symptomatol ogique sur |e génotype kelvedon en interaction avec la
souche Fop R2F42.
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A1, B1, C1: Témoin (-). A2 : Témoin (+). B1: Les plantesinoculées par Fop Argl et la souche
BB10. C2 : Les plantes inocul ées par Fop Argl et la souche F21.

Figure 15 : Expression symptomatol ogique sur |e génotype kelvedon en interaction avec la
souche Fop R2F42.
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Figure 16 : Expression symptomatol ogique interne de génotype messire avec la souche R2F42.

1.2. Taux d’infection
1.2.1. Génotypemessire

D’apres les résultats mentionnes dans le Tableau (6 ) et Figure (17), nous
constatons que I’infection débute avec des taux de 33,33% et 41,66% enregistré
respectivement avec les souches BB10 et F21, pour atteindre leur maximum au cours
de la derniére observation (88,79%, 98,15%).En comparent avec le témoin positive
(Fop R2 F42) , I’évolution d’infection a débuté par un indice de 60% des la premiére
observation pour dépasser le seuil de 82,14% au cours de la cinquiéme observation et

atteindre un maximum de 87,73% vers la fin de I’expérimentation .

Concernant I’interaction avec la deuxieme souche fongique Arg 1, nhous
remarqguons que I’infection débute avec un taux de 23,33% enregistré par la souche F21
pour atteindre un taux superieur au témoin vers la fin de I’expérimentation (61,66%).
Dans le cas de la bactérisation avec la souche BB10, nous enregistrons une faible
évolution de I’infection en commengant avec un taux de 18,89% pour ateindre le
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maximum de 35,55% en comparent au témoin positif qui a margqué un indice de I’ordre

de 24,44% des |a premiére observation pour atteindre le maximum de 46,91% durant les

derniéres observations (Tableau 6, Figure 17).

Tableau 6 : Taux d’infection du génotype messire.

7 10j 13 16] 19 22] 25 28] 31
Messire+témoin 9,16| 47,22 43,17| 42,06 50| 53,54| 55,14 64,75| 68,59
MessiretFop R2F42 60 70 75 70| 82,14| 84,82 85,37 87,51 87,73
Messiret Fop R2F42
+BB10 33,33| 43,09 53,17| 57,86| 69,84| 76,78| 82,64| 95,77| 88,79
Messiret Fop R2F42
+F21 41,66 55] 54,05 64,6 78,17| 89,45| 95,53| 98,15| 98,15
Messiret+Fop Argl 24,44 32,14| 38,61| 37,42 39,68| 37,38| 55,92| 56,39| 46,91
Messire+ Fop Argl
+BB10 18,89 26,35| 30,08| 32,72 44,345 38,61| 43,89| 46,48| 35,55
Messire+ Fop Argl
+F21 23,33| 31,38 26,9 41,86| 46,51| 48,36| 54,73| 65,63]| 61,66
J : jours aprés inoculation.
Taux d’infection ==Messlie
100 témoin
~fli—Messire xFop
0 R2F42
80 =~ Messire xFop
70 -+ R2F42xBB10
60 - == Messire xFop
R2F42xF21
50 == Messire xFop
40 Argl
30 - @ Messire xFop
b o Argl +BB10
28 1 Messire xFop
10 - ArglxF21
0 . . . . . . . . .
) ) ] ] ] ) ) ] ~ Période en jours
7 10j 13j 16j 19 22j 25) 28] 31j

Figure 17 : Taux d’infection du génotype messire.

1.2.2. Génotype sefrou

D’apres les résultats (Tableau 7 , Figure 18) dans le cas de I’interaction avec la
souche R2F42, I’indice de I’infection atteint 71,29% avec la souche BB10 et 82,41%
avec la souche F21. Nous remarquons que I’évolution du taux d’infection avec les deux

souches reste assez faible par rapport au témoin positif (Fop R2 F42). L’infection
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débute avec un taux de 51,43% chez la souche BB10 et 46,59% chez |la souche F21.
Pour ce dernier, I’évolution de I’indice d’infection a été brusque et rapide, en
commencant dga par 42,94% des la premiere observation, pour dépasser 59,52% a la
cinquiéme observation et atteindre un maximum de 90,81% durant les dernieres
observations

Concernant I’interaction avec la souche Argl, le taux d’infection a marqué une
stagnation au seuil de 72,78% avec la souche BB10 et 65,57% avec la souche F21.
Nous constatons que I’infection debute avec un taux de 43,3% chez la souche BB10 et
40% chez la souche F21, pour atteindre une évolution assez faible et presque égale par
rapport au témoin positive (Fop Argl). Pour ce dernier, I’évolution de I’indice
d’infection a été un peu brusque et rapide, en commengant par un indice de I’ordre de
43,81% des la premiére observation pour dépasser le seuil de 45,33% des la cinquieme

observation et atteindre le maximum de 64,86% durant les dernieres observations

(Tableau 7, Figure 18).

Tableau 7 : Le taux d’infection du génotype sefrou.

7] 10j 13 16j 19 22] 25 28] 31]
Sefrou+témoin| 31,66 34,52 35,12 35,71| 56,94 54,76| 58,04 72,39| 58,56
Sefrou +Fop
R2F42 42,941 51,17| 52,46| 56,53| 59,521 71,94 701 69,65| 80,15
Sefrou + Fop
R2F42 +BB10 51,43 50,1 53,57| 54,19 49,63| 63,88] 79,63 82,25| 71,29
Sefrou + Fop
R2F42 +F21 46,59| 52,99| 6042| 64,67 67,89 7559 77,13] 94,59| 8241
Sefrou +Fop
Argl 43,81| 43,25| 50,18| 53,57 45,33] 60,92| 64,78 63,52 64,86
Sefrou + Fop
Argl +BB10 43,31 33,41 39,71 40,84 44,6 47,8| 66,18| 66,64 72,78
Sefrou + Fop
Argl +F21 401 33,11 37,08 36,2 45,54 59,21] 59,56] 59,75 65,57

J : jours aprés inoculation.
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Taux d’infection +S?frou
100 témoin
- Sefrou xFop
== R2F42
80 == Sefrou xFop
70 R2F42 +BB10
60 =»é=Sefrou xFop
R2F42xF21
= == Sefrou xFop
40 Argl
30 —@—Sefrou xFop
ArglxBB10
20 Sefrou xFop
10 ArglxF21
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Période en jours
7] 10j 13j 16j 19j 22j 25j 28] 31j

Figure 18 : Le taux d’infection du génotype sefrou.

1.2.3. Génotype kelvedon

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau 8 et illustré par la figure 19, nous
remarquons que I’infection débute apres la troisieme et la sixieme observation avec des
taux del2,5% et 12,22% enregistrés respectivement par les deux souches F21et BB10,
pour atteindre le maximum avec un taux de 15477% observé aprés 28jours
d’inoculation avec F21 et 50% apres 31jours d’inoculation avec la soucheBB10 qui
reste faible par rapport au témoin positif (Fop R2 F42). Pour ce dernier, I’évolution de
I’indice d’infection a été brusque et rapide, en commengant par un indice 3,33% au
cours de la deuxiéme observation et atteindre un maximum de 53,57% durant les

derniéeres observations.

Dans le cas du traitement avec la souche Argl, I’évolution de I’infection apres
I’inoculation avec les deux souches antagonistes, reste faible dans le cas de I’inoculation
avec la souche F21lavec un taux maximum de 11,3% et supérieur au témoin (18,18%)

dans le cas de I’inoculation avec la souche BB10 (27,18%).
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Tableau 8: Le taux d’infection du génotype kelvedon.

7] 10j 13 16 19 22j 25j 28] 31
Kelvedon+témoin 0 0 0 0 0 0 0 5,55 7,41
Kelvedon +Fop
R2F42 0 3,33 6,66 4,16 3,33| 26,31| 38,97 50| 53,57
Kelvedon + Fop
R2F42 +BB10 0 0 0 0 0 0| 12,22| 46,66 50
Kelvedon + Fop
R2F42 +F21 0 0 0 12,5 7,14 15| 15,47 15,47 7,14
Kelvedon +Fop
Argl 0 6,94 9,441 20,66| 15,87| 15,28| 21,75| 18,65| 18,18
Kelvedon + Fop
Argl +BB10 0 0 0| 1e6,66| 15,62 20,53| 22,92| 21,52 27,18
Kelvedon + Fop
Argl +F21 0 0 0 0 0 6,661 11,11 11,11 11,3
J : jours apreés inoculation.
Taux d’infection —Q—Kfalvedon
100 temoin
90 —l— Kelvedon xFop
R2F42

80 == Kelvedon xFop

70 + R2F42xBB10

60 =>é=Kelvedon xFop

R2F42xF21

>0 " ==Kelvedon xFop

40 Argl

30 —&-Kelvedon xFop

55 | ” ) SV Arg1xBB10

) =gy ’ ‘-" ; Kelvedon xFop
10 44— 'W /—./a— ArglxF21
0 —I R ' ' ' Période en jours
7j 10j 13j 16j 19j 22j 25j 28] 31j
Figure 19: Le taux d’infection du génotype kelvedon.
13. Sévérité

1.3.1. Génotype messire

D’aprés le diagramme on observe que la sévérité varie entre 0 < VIS < 5, le

génotype présente des valeurs de VIS supérieurs a 4 apres 22j d’inoculation en cas

d’inoculation avec la souche fongique R2F42 seul et avec les deux souches

bactériennes, dont la sévérité est entre 4 < VIS < 4.5 en cas d’inoculation avec la souche

bactérienne BB10, et elle présente la valeur 5 en cas d’inoculation avec la souche
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bactérienne F21, ce qui le classe comme sensible a la souche R2F42. Le méme
génotype présente des valeurs de VIS entre 0 < VIS < 3 en cas d’inoculation avec la
souche fongique Argl seul et avec les deux souches bactériennes, dont elle varie entre
1.5< VIS £ 2 en cas d’inoculation avec la souche bactérienne BB10, tandis que elle
présente une valeur de VIS supérieur a 2.5 en cas d’inoculation avec la souche
bactérienne BB10, ce qui le classe comme résistant ala souche Argl(Figure 20).

Nous avons constaté que ce génotype est résistant a la souche fongique Argl, et que
la souche bactérienne BB10 est plus efficace plus apte aréduire la maladie par rapport

a souche bactérienne F21.

Tableau 9 : Lasévérité du génotype messire.

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

M rettémoin 1,17 2,36 2,4 2,5 2,34 2,97 2,86 2,72

2,91

Messire+Fop
R2F42 2,32 2,99 2,24 2,74 3,67 4,1 4,16 4,35

4,36

Messire+ Fop
R2F42 +BB10 1,66 1,54 2,14 2,19 3,15 3,84 4,14 4,18

4,33

Messire+ Fop
R2F42 +F21 1,97 2,34 2,35 2,61 3,64 3,96 4,64 4,88

4,92

Messire+Fop
Argl 1,41 1,58 1,94 1,98 2,12 2,12 2,54 2,36

2,22

Messire+ Fop
Argl +BB10 1,15 1,41 1,44 1,39 1,77 1,85 1,84 1,91

1,89

Messire+ Fop
Argl +F21 1,29 1,57 1,55 1,75 2,03 2,44 2,56 2,85

2,77

J : jours aprés inoculation.
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Figure 20 : Vaeur de VIS de génotype Messire 31 jours apreés I’inoculation avec les
deux souches fongiques (Fop R2F42, Fop Argl) et les deux souches bactériennes
(BB10, F21).

1.3.2. Génotype sefrou

D’aprés le diagramme, nous avons observé que la sévérité varieentre 0< VIS < 4,
Le génotype présente des valeurs de VIS entre 3 < VIS < 4 aprés 31j d’inoculation en
cas d’inoculation avec la souche fongique R2F42 seul et avec les deux souches
bactériennes dont la sévérité présente la valeur de 3 en cas d’inoculation avec la souche
bactérienne BB10, tandis qu’elle présente la valeur de 4 en cas d’inoculation avec la
souche bactérienne F21,ce qui le rend partiellement résistant a la souche fongique
R2F42 . Cet génotype présente des valeurs de VIS entre 0 < VIS < 3 en cas
d’inoculation avec la souche fongique Argl seul et avec les deux souches bactériennes,
dont elle varie entre 2,5 < VIS < 3 en cas d’inoculation avec la souche bactérienne
BB10, tandis qu’elle présente une valeur de VIS inférieure a 2.5 en cas d’inoculation
avec la souche bactérienne F21, ce qui le rend c résistant a la souche fongique Argl
(Figure 21).

Nous avons constaté que ce génotype est résistante a la souche fongique Argl, et

gue la souche bactérienne BB10 est plus efficace et peut réduire la maadie

comparativement a souche bactérienne F21.
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Tableau 10 : La sévérité du génotype sefrou.
7j 10j 13j 16j 19j 22j 25j 28] 31j
Sefrou+témoin 1,41 1,64 1,49 1,9 2,12 2,39 2,36 2,75 2,55
Sefrou +Fop
R2F42 2,27 2,34 2,38 2,65 2,97 3,76 3,67 3,74 3,89
Sefrou + Fop
R2F42 +BB10 1,9 2,21 2,34 2,26 2,38 2,67 2,94 2,98 3,11
Sefrou + Fop
R2F42 +F21 2,22 2,63 2,71 3,07 34 3,59 3,57 4,19 4,11
Sefrou +Fop
Argl 1,98 2,05 2,16 2,38 2,17 2,62 2,56 2,61 2,76
Sefrou + Fop
Argl +BB10 1,64 1,47 1,81 1,84 2,01 1,98 2,48 2,38 2,76
Sefrou + Fop
Argl +F21 1,85 1,74 1,77 1,83 2,21 2,38 2,24 2,18 2,35
J : jours aprés inoculation.
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Figure 21: Valeur de VIS de génotype Séfrou 31 jours apres I’inoculation avec les deux
souches fongique (Fop R2F42, Fop Argl) et les deux souches bactériennes (BB10,

F21).

1.3.3. Génotypekelvedon

D’aprés le diagramme nous remarquons qu’avec ce génotype la sévérité de la

maladie présente des valeurs de VIS entre 0 < VIS < 3 apres 31 jours d’inoculation,

NouS avons constaté que ce genotype est résistant aux deux souches fongiques R2F42 et

Argl (Figure 22).
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Cet indice nous a permis de constaté que le génotype kelvedon est plus résistant aux
deux souches fongiques par rapport aux génotypes Messire et Séfrou qui sont classés
comme résistant au Argl et sensible au R2F42.La souche bactérienne BB10 est plus

efficace que la souche F21.

Tableau 11 : Lasévérité du génotype kelvedon.

7j 10j 13j 16j 19j 22j 25j 28j 31j
K elvedon+témoin 0,9 1 1 1 1 1 1 0,98 1,07
Kelvedon +Fop
R2F42 1 1,03 1,07 1,04 1,03 1,88 2,37 2,61 2,51
Kelvedon + Fop
R2F42 +BB10 1 1 1,07 1 1 1 1,29 2,4 2,33
Kelvedon + Fop
R2F42 +F21 1 1,33 1 1,33 1,25 1,15 1,39 1,39 1,28
Kelvedon +Fop
Argl 1 1,21 1,23 1,45 1,23 1,47 1,58 1,67 1,47
Kelvedon + Fop
Argl +BB10 1 1 1 1,17 1,5 1,44 1,73 1,79 1,72
Kelvedon + Fop
Argl +F21 1 1 1 1 1 1,07 1,22 1,33 1

J : jours apreés inoculation.
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Figure 22 : Valeur de VIS de génotype kelvedon 31 jours apres I’inoculation avec les
deux souches fongiques (Fop R2F42, Fop Argl) et les deux souches bactériennes
(BB10, F21).

53




Partie III Résultats et discussion

1.4. L’AUDPC

Une activité antagoniste a é&é montrée par les deux souches bactériennes BB10 et
F21 vis-arvis de deux isolats fongiques Fop R2F42 et Fop Argl avec les trois génotypes
de petit pois « Messire, Sefrou et Kelvedon ». Cette inhibition est détectable durant 31
jours de suivi du développement de la maladie et a été exprimée par I’AUDPC (Figure
23).
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Figure 23 : L’AUDPC du trois génotype du petit pois.
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1.4.1. Génotype messire

Pour le génotype messire en interaction avec la souche R2F42, le traitement inoculé
par la souche antagoniste BB10 présente une faible valeur d’AUDPC par rapport au
deuxiéme traitement inoculé par la deuxiéme souche antagoniste F21 ou le taux de
réduction de la maladie est 17,11% avec BB10 et 6,47% avec F21. L’activite
antagoniste de la souche BB10 est forte par rapport a la souche F21 en interaction avec

cette souche fongique et ce génotype.

Dans le cas de génotype messire en interaction avec la souche Argl, le traitement
inoculé par la souche antagoniste F21 présente une forte valeur d’AUDPC par rapport
au témoin positive contrairement au traitement inoculé par la deuxiéme souche
antagoniste BB10 qui a monté une valeur d’AUDPC un peu faible ou la souche BB10 a
été permis une réduction du 13,82% de la maladie et la souche F21 permis une
évolution du 6,47% de lamaladie. Donc, la souche F21 a un effet négative par rapport a
la souche BB10 qui a une activité antagoniste en interaction avec cette souche fongique

et ce génotype.

1.4.2. Génotype sefrou

Pour le génotype sefrou en interaction avec la souche R2F42, le traitement inoculé
par la souche antagoniste F21 présente une forte valeur d’AUDPC par rapport au
traitement inoculé par la souche antagoniste BB10 et la valeur d’AUDPC du témoin
positive est la plus faibles de ces derniéres deux valeurs ou le taux de I’évolution de la
maladie est de 12,75% avec la souche F21 et 2,15% avec la souche BB10. Nous
remarquons qu’il y a une absence de I’activité antagoniste des deux souches ou la
souche F21 a un effet négative plus fort par rapport a la souche BB10 en interaction

avec cette souche fongique et ce génotype.

Pour le génotype sefrou en interaction avec la souche Argl, le traitement inocul é par
la souche antagoniste BB10 présente une faible valeur d’AUDPC par rapport au
deuxieme traitement par la deuxiéme souche antagoniste F21 ou le taux de réduction de
lamaladie est 11,72% avec BB10 et 8,6% avec F21. L activité antagoniste de la souche
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BB10 est supérieure par rapport a I’activité antagoniste de la souche F21 en interaction

avec cette souche fongique et ce génotype.
1.4.3. Génotype kelvedon

Pour le génotype kelvedon en interaction avec la souche R2F42, le traitement
inoculé par la souche antagoniste BB10 présente une tres faible valeur d’AUDPC par
rapport au deuxiéme traitement inoculé par la deuxiéme souche antagoniste F21 (ou le
taux de réduction de la maadie est de 56,65% avec BB10 et 47,42% avec F21).
L activité antagoniste de la souche BB10 est forte par rapport a celle de la souche F21

en interaction avec cette souche fongique et ce genotype.

Pour le génotype kelvedon en interaction avec la souche Argl, le traitement inoculé
par la souche antagoniste BB10 présentant une trés faible valeur d’AUDPC par rapport
au deuxiéme traitement inoculé par la deuxiéme souche antagoniste F21 ou le taux de
réduction de la maadie est de 70,65% avec BB10 et 5,81% avec F21. L’activité
antagoniste de la souche BB10 est tres forte par rapport a celle de la souche F21 en
interaction avec cette souche fongique et ce génotype.

D’apres I’AUDPC du génotype kelvedon qui est le plus faible par rapport aux
AUDPC des deux génotypes messire et sefrou. Les résultats de AUDPC montrent que le
génotype kelvedon est un génotype résistant aux deux souches fongiques R2F42 et
Argl, et nous remarquons que le génotype messire est un peu plus sensible que le

geénotype sefrou.

En résulte que I’activité antagoniste de la bactérie BB10 est forte par rapport a celle

de la souche F21.
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2. Essai en plein champ

En absence de symptdmes en plein champ, le poids frais de la partie aérienne et
souterraine, des gousses et des graines ont été mesurés (témoin et en interaction avec les
deux bactéries). Notre objectif est la vérification de I’action de biostimulation de la
croissance de la plante de petit pois par les deux souches antagonistes (PGPR) BB10 et
F21 (Tableau 12).

Tableau 12: poids frais du trois génotype de petits pois en interaction avec les

souches BB10 et F21.

Traitements P.aérienne | P.souterraine | Gousses | Graines
P629 7,62 0,66 0,99 0,19
P629 x BB10 4,35 0,15 0,75 0,25
P629 x F21 9,36 0,15 1,65 0,23
Messir 14,2 0,25 1,59 0,31
Messir x BB10 2,77 0,3 1,46 0,35
Messir x F21 6,47 0,1 1,19 0,29
Sefrou 12,29 0,1 0,40 0,38
Sefrou x BB10 7,9 0,37 0,71 0,026
Sefrou x F21 3,5 0,36 0,61 0,18

Aprés I’examinassions de ces parameétres indiqués ci-dessous. Globalement, nous
constatons gqu’avec le génotype P629, la phytostimulation est nettement apparente dans
les cas des poids frais aérien et méme les gousses. Mais I’effet de stimulation avec le
génotype sefrou a été apparu au niveau de la partie souterraine et méme les gousses. Par

contre, I’effet de phytostimulation n’a pas été constaté avec le génotype messire.
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3. Discussion

Notre travail a pour objectif d’expérimenter les potentialités antagonistes in situ de
deux souches bactérienne B1B2 en interaction avec Fusarium oxysporum f.sp.pisi sur 3

génotypes de Pisum spp dans des conditions d’infection semi-contrdlées.

La fusariose vasculaire cause un ensemble de symptdbmes externes incluant
I’éclaircissement des nervures, I’enroulement des feuilles, le flétrissement, le
jaunissement, les nécroses puis lamort de la plante (MachHady et Beckman, 1983). Ces
symptébmes peuvent étre le résultat d’un déficit hydrique dd a I’occlusion des vaisseaux
(MachHardy et Beckmen, 1983) ou de la combinaison des activités du pathogenes,
telles que la condensation du myceélium dans les cellules du xyleme et/ou la production
des toxines (Charchar et Kraft, 1989).

En parallele a ces symptomes externes, I’infection du pois par Fop est généralement
associée avec une décoloration des tissus vasculaire qui devient rouge-orange ou noir.
Chez les plantes sensibles, cette décoloration vasculaire progresse de la racine vers la
tige et elle est généralement plus intense en repense alarace 2 de champignon (Kraft et
al., 1998 ; Kraft et Pfleger ,2001).

Les différentes méthodes d’évaluation de la maladie (taux dinfection, VIS, et
AUDPC) ont révélé une variabilité des réponses des 3 génotypes bactérisés vis-a-vis des
deux souches de Fop. Cette variabilité correspond a la résistance complet, la résistance

partielle et ala susceptibilité totale.

Le taux d’infection seul apparait insuffisant pour distinguer les génotypes résistants,
partiellement résistants et susceptibles (Infantino, 2006). Afin de décrire correctement la
réaction des 3 genotypes bactérisés en interaction avec les deux souches de Fop, nous
avons complété le calcul des taux d’infection par une évaluation de la sévérité des
symptémes (VIS).Un tel indice de sévérité a été utilise dans plusieurs études pour
évaluer la résistance du pois vis-a&vis de la fusariose vasculaire (Charchar et Kraft,
1989 ; Neumann et Xue, 2003 ;Bani et al, 2011).
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Les deux souches bactériennes ont été choisies suite a leur capacité a produire une
ganme des métabolites secondaires: sidérophores, AIA, phosphatase , protéase

extracellulaire, phenasine, HCN,...ect.

Dans notre travail, la bactérisation présente des taux d’infection trés faibles chez le
génotype Kelvedon, entre 0 < VIS < 3 ce qui le classe comme résistant. Ces effets
bénéfiques de |a bactérisation résultent alafois des activités spécifiques des bactéries et
leurs densités dans la rhizosphére de la plante héte (lermanceau, 2001). L’obtention de
ces effets est conditionnée par le succes de la colonisation racinaire, il est bien connu
que la colonisation racinaire est une étape critique (Paker, 1991) ; la colonisation
efficace des racines par des PGPR est un événement essentiel pour I’expression
optimale de I’activité de biocontréle agissant par compétition pour le substrat ou
antibiose. Globalement la colonisation rhizosphérique est dépendante des

caractéristiques du sol et de génotype vegétal (Bloemberg et Lugtenberg, 2001).

De nombreux travaux ont démontré que les PGPR sont capables de coloniser
efficacement les systemes racinaires et influencent de maniere bénéfique la plante en
stimulant sa  croissance et/ou en la protégeant contre des infections par des agents
phytopathogénes (Yang et al., 2009) (Bais et al., 2004). Les mécanismes par lesquels
les agents de lutte biologique bactérienne peuvent prodiguer leur effet protecteur sont
multiples, et peuvent varier pour un microorganismes donné en fonction du

pathosystéme sur lequel il est appliqué (Compant et al., 2005) .

Les caractéristiques microbiologiques du sol influencent directement la survie de la
souche de Pseudomonas inoculée. Cette survie est d’autant meilleure que la biomasse
microbienne est limitée. (Olivain et al., 2003), et que la quantité de nutriments est
importante (Davies et Whitebread, 1989).

Restreindre I’évaluation de la maladie a une seule valeur de taux d’infection semble
limiter et ne refléte pas les détails de la fusariose du pois.Pour cela, nous avons calculé
I’AUDPC (Teng et James, 2002) car ce parametre évalue la progression de la maladie

dans le temps, atravers les différents stades phénologiques de la plante.

Les différents méthodes d’évaluation de la maladie utilisées dans ce travail, nous ont

permis de distinguer I’effet antagoniste des deux souches bactériennes sur les 3
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génotypes , la souche bactérienne BB10 a une efficacité plus élevé que la souche B1 sur

le génotype Kelvedon qui se défini par une résistance along terme.

Larésistance a long terme, apres plusieurs décennies de suite dans un sol contaminé
est liée fortement a la stabilité des propriétés physico-chimiques et biologiques de ce sol
(Hornby et al, 1995). Contrairement, la résistance a court terme s’observe uniquement
pendant quel ques cycles végétatifs seulement. Ce phénomeéne est liée aux résultats d’un
changement exogéne rapide dans I’environnement physique, chimique et/ou biologique
du sol ; introduction des antagonistes, matiére organique, engrais ...etc. ( Ramamoorthy
et al., 2001).
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Conclusion

La fusariose vasculaire du petit pois, causée par Fusarium oxysporum f.sp.pisi, a été
signal ée dans tous les pays ou le pois est cultivé. Lamaladie est souvent sévere laou on
pratique de courtes rotations avec d’autres cultures. Dans ces conditions, quand le
pathogéne développe des quantités suffisantes d’inoculum et en présence d’un cultivar
sensible, il en résulte des pertes économiques considérables en raison des possibilités

réduites du contrdle chimique de cette maladie.

L application de deux souches bactériennes BB10 et F21 de Pseudomonas, en tant
qu’agent de lutte contre le fusariose vasculaire de petit pois, nous a permis de mettre en
évidence des potentiaités de biocontrole élevées chez les deux souches étudiées. Une
diminution de sévérité sur les plantes est notée, ainsi qu’une diminution des taux
d’infection ont été enregistrés, entre 3 et 4 de VIS, ce qui confirme le pouvoir

antagoniste des deux souches.

Selon les valeurs du taux d’infection et de sévérite, la souche bactérienne BB10 était
la plus antagoniste face aux souches fongiques utilisées, en enregistrant des taux
d’infection ne dépassant pas 88,89%. Les niveaux de sevérité enregistreés (VIS) étaient
entre 3 et 4.

Notre expérimentation peut nous permettre de mettre en évidence le rble des
bactéries BB10 et F21 dans la stimulation et la croissance lors des phénomenes de
biocontrdle. Ces bactéries sont connues pour |eurs activités antagonistes, liées en grande
partie a la production des métabolites secondaires tels le DAPG (2,4-

diacetylphoroglucinol) et I’acide cyanhydrique.

Pour la poursuite de ce travail, il serait intéressant d’étudier et découvrir I’effet
syringique en ajoutant d’autres souches antagonistes connu par leur fort effet
antagoniste contre Fusarium oxysporum f.sp.pisi. En plus, il serait intéressant

d’approfondir I’étude de ce comportement au niveau cellulaire et moléculaire.
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ANNEXE : MILIEUX DE CULTURES

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar).

Pomme de terre 200g.

Dextrose 20g.

Agar 15g.

Eau distillée 100ml.

pH=7, autoclavage 20 minutes a 120°C.
Milieu king B.

Peptone (Difco) 20g.

Glycérol (prolabo) 15ml.

K2HPO4 (sigma) 1,5g.

MgSo4 (sigma) 1,50.

Agar (sigma) 15g.

Eau distillé 1000ml.

pH=7.2, autoclavage 20 minutes a 120°C.
Milieu PDB (Potato Dextrose Broth).

Lemilieu PD liquide est de méme composition que PDA, mais sans Agar.
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