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Résumé

RESUME

Au champ, la culture de Pois subit I’attaque de beaucoup d’ennemis parmi
lesquels, les maladies cryptogamiques qui constituent I’un des principaux facteurs
de la diminution de la production. Les prospections effectuées sur plusieurs champs
de Pois cultivés dans quatre zones agro climatiques différentes dans 1’ouest algérien
(plaines cdtieres, plaines intérieures, hauts plateaux et Sahara) a différents stades
phénologique de la plante (stade plantule et floraison-formation de gousse),durant
les compagnes agricoles (2007 a 2011), suivi par des analyses au laboratoire ont
permis I’identification d’un grand nombre de maladies fongiques et leur répartition
géographique. Parmi les plus pathogenes nous citons : Ascochytose, Pourriture
racinaire et du collet, Flétrissement-Jaunissement, Oidium (Erysiphe sp.), Mildiou
(Peronospora pisi), nous notons aussi la présence de la graisse bactérienne
(Pseudomonas syringae), de la Rouille (Uromyces pisi) et le Botrytis (Botrytis
cinerea).L’analyse au laboratoire de la microflore rhizosphériqgue a montré la
gamme de champignons suivants: Fusarium sp, Alternaria sp, Cladosporium sp,
Epicoccum sp, Penicillium sp, Aspergillus sp, Pythium sp. Phoma sp, Phialophora
sp, Helicomyces sp , Stemphylium sp, Gilmanila sp, Monilia sp, Rhizoctonia sp,
Ascochyta pisi et une gamme de bactéries varié (Pseudomonas fluorescens /putida
,Pseudomonas  aeruginosa ,Stenotrophomonas maltophilia, Xanthomonas sp.,
Erwinia sp.,Chryseobacterium  meningoseptium, Enterobacter Cloacae
Chryseomonas luteola , Burkholderia cepacia , Photobacterium damsela , Serratia
marcescens). L’¢tude comparative (quantitative et qualitative) des fréquences
d’isolement, nous a permis de distingué des différences significatives. Ces résultats
contribuent considérablement dans I’approfondissement des connaissances des
interactions qui existent entre les agents de la microflore rhizosphérique et la plante

de Pois.

A partir des plantes présentant des symptémes visibles de jaunissement et de
flétrissement, associer parfois a des pourriture de différents aspects , les isolements
a partir du collet et des racines, nous ont permis de confirmer la présence de

Fusarium oxysporum f.sp.pisi.les résultats de cette étude a révélé I’existence d’une
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Résumé

variabilité morphologique et pathogénique assez importante au sein de la
population de Fusarium oxysporum f.sp.pisi, nous avons identifié 1’existence des 4

races physiologiques (1,2,5 et 6) au niveau de 1’ouest Algérien.

L'étude de l'organisation de 21 isolats au sein de la forme spéciale pisi provenant
d’origine géographique différente (I’ouest Algérien) et appartenant aux 4 races de

FOP a révélé I'existence de 4 GCVs, ce qui témoigne de sa diversité génétique.

L’essai de lutte biologique contre le FOP et FSP par I'utilisation des isolats
autochtones non pathogenes de Fusarium oxysporum, a montré que ces derniers
exercent une activité antagoniste "in vitro " par une compétition assez importante

pour I’occupation de I’espace et "in vivo " par une réduction remarquable de
I’indice de la maladie par I’induction de la résistance chez la plante de Pois. Ces
résultats fournissent la preuve de l'activité antagoniste de F. oxysporum non-
pathogene isolé a partir de la rhizosphére dans le contréle du flétrissement

vasculaire et de la fusariose de pied du Pois.

Mots clé : Pois (Pisum sativum), Ouest Algérien, Fusarium oxysporum f.sp.pisi,

races physiologiques, compatibilité végétative, lutte biologique.



Résumé

Summary:

In the field, the cultivation of peas is attacked by many enemies including,
fungal diseases are one of the main factors for the decrease in production. Surveys
conducted in several fields of peas grown in four different agro-climatic zones in
western Algeria (coastal plains, interior plains, plateaus and Sahara) at different
phenological stages of the plant (seedling stage and flowering to pod formation)
during agricultural companions (2007-2011), followed by laboratory analysis
allowed the identification of a large number of fungal diseases and their
geographical distribution. Among the pathogens we estimate: Ascochyta blight, root
rot and crown rot, wilt-yellowing, mildew (Erysiphe sp.), Downy mildew
(Peronospora pisi), we also note the presence of bacterial blight (Pseudomonas
syringae), the Rust (Uromyces pisi) and (Botrytis cinerea). The laboratory analyse
of the rhizosphere microflora showed the following range of fungi: Fusarium sp,
Alternaria sp, Cladosporium sp, Epicoccum sp, Penicillium sp, Aspergillus sp,
Pythium sp. Phoma sp, Phialophora sp, Helicomyces sp , Stemphylium sp,
Gilmanila sp, Monilia sp, Rhizoctonia sp, Ascochyta pisi a diverse range of bacteria
(Pseudomonas fluorescens /putida ,Pseudomonas aeruginosa ,Stenotrophomonas
maltophilia, Xanthomonas sp., Erwinia sp.,Chryseobacterium meningoseptium,
Enterobacter Cloacae , Chryseomonas luteola , Burkholderia cepacia |,
Photobacterium damsela , Serratia marcescens). The comparative study
(quantitative and qualitative) frequencies of isolation, allowed us to distinguish
significant differences. These results contribute significantly in improving
knowledge of the interactions between the agents of the rhizosphere microflora and

plant peas.

From plants with visible symptoms of yellowing and wilting, sometimes associated
with different aspects of rot, isolates from the crown and root, we were able to
confirm the presence of Fusarium oxysporum f.sp.pisi. Results from this study
revealed the existence of a significant morphological and pathogenic variability
within the population of Fusarium oxysporum f.sp. pisi, we identified the existence

of four physiological races (1, 2, 5 and 6) in west Algeria.
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Résumé

The study of the organization of 21 isolates in the special form pisi from different
geographical origin (western Algeria) and belonging to four races of FOP has

revealed the existence of four VCGS, reflecting its genetic diversity.

The biological test control against the FOP and FSP through the use of non-
pathogenic isolates of Fusarium oxysporum native showed that they exert
antagonistic activity "in vitro " by a fairly significant competition for occupation
of space use and "in vivo " by a remarkable reduction of the index of the disease by
induction of resistance in the pea plant. These results provide evidence of the
antagonistic activity of non-pathogenic F. oxysporum isolated from the rhizosphere

in the control of vascular wilt and fusarium foot Pea.

Keywords: Peas (Pisum sativum), West Algerian, Fusarium oxysporum f.sp.pisi,

physiological races, vegetative compatibility, biological control.
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Abreviations

ABREVIATIONS

° C . degré Celsius

CM : Carré Moyen

DL : Degreés de Liberté

DSA : Direction des Service Agricoles

FAQ: Food and Agriculture Organization of the United Nations
FO: Fusarium oxysporum

FOP: Fusarium oxysporum f.sp.pisi

FSP: Fusarium solani f.sp.pisi

FONP : Fusarium oxysporum non pathogéne

G: gramme

Hg: Hectograms (100 grams)

ICARDA: International Centre of Agriculture Research in the Dry Areas
ITGC : Institut Technique des Grandes Cultures

Kcal : kilocalories

Mg : microgramme

mg : miligramme

mm : milimétre

pH : potentiel Hydrogéne

PPDS : Plus Petite Différence Significative
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ppm : partie par million

QX : quintaux

T : témoin

T° : température

t/ha : tonne par hectare

SV : Source de la variance

SC : Sommes des Carrés des Ecarts
Ul: Unité Internationale

USDA: United States Department of Agriculture
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INTRODUCTION GENERALE

En Algérie les légumineuses alimentaires font partie de I'alimentation
traditionnelle et constituent une source non négligeable de protéines, ainsi elles sont
présentes dans le systeme agraire associé aux céreales aux quel elles laissent des
quantités non négligeable d'azote dans le sol. Leurs contributions a la fertilité des
sols et I'amélioration de leurs structures sont une réalité reconnue (Feinberg et al.,
1991; Feliachi, 2002 ; Dahan et al., 2002).Parmi les légumineuses alimentaires, le
Pois occupe la place la plus importante tant au niveau de sa superficie que de sa
production (Maatougui, 1996 ; Feliachi, 2002).

Le Pois (Pisum sativum L.) est une plante agronomique importante dans le
monde. Il a servi comme un excellent sujet pour les études génétiques et
physiologiques. Sa facilite, le cycle court de production et la richesse de la variation
morphologique ont servi a de nombreuses recherches scientifiques. La valeur
nutritionnelle de Pois frais immatures et matures et le Pois secs destinés a la
consommation humaine et animale ont favorisé une production soutenue depuis sa
domestication (Mc Phee et al., 2007). Le Pois a I’image des autres légumineuses
alimentaires est trés riche en protéines (Viroben et al., 2000).

Cette culture est sujette a des contraintes biotiques et abiotiques (Ammamra,
2002). La culture est attaquée a la fois par les organismes du sol, provoquant la
pourriture des racines, de la tige, la fusariose et les fontes de semis et par des agents
pathogénes endommageant la partie foliaire du végétal (Hebblethwaite et al.,
1985).

La fusariose du Pois, causée par Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. pisi (Van
Hall) Snyd et Hans, a été signalée dans tous les pays ou le Pois est cultive
commercialement (Haglund, 1984). La maladie présentait un probléme serieux
dans le moyen orient entre 1830 a 1960 (Hagedorn, 1991). Elle est souvent sévere
Ia ou on pratique des rotations courtes avec d’autres cultures. Dans ces conditions,
quand le pathogene a développé des quantités suffisantes d’inoculum et quand on
plante un cultivar sensible, il en résulte des pertes considérables (Kraft et Pfleger
2001).
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En effet en Algérie les risques sanitaires sont multiples et jusqu’a présent mal
connus, avec I’absence des estimations des pertes qui leur sont relatifs. L’inventaire
des maladies des cultures revét un intérét primordial a tout programme de protection
phytosanitaire. Dans cette optique notre travail a pour objectifs de diagnostiquer la
situation actuelle et les résultats obtenus peuvent étre utilisés pour élaborer des

stratégies de contrdle plus efficaces.

Premicrement, notre étude a commencer par la réalisation d’un inventaire des
principales maladies affectant la culture de Pois dans 1’ouest Algérien. Plusieurs
prospections ont été effectuées dans quatre zones agro climatiques différentes
couvrant 10 wilayas, au cours des campagnes agricoles : 2007, 2008, 2009, 2010 et
2011.1’évolution des maladies qui attaquées la culture a été suivie en fonction du
stade de développement de la culture. Le but de cette étude est de dresser un
apercue sur 1’état sanitaire de la culture, d’identifier la microflore rhizosphérique et

avoir une meilleure connaissance de la maladie du flétrissement vasculaire du Pois.

Des isolements de 1’agent pathogene ont été effectués a partir d’échantillons
infectés en vue de constituer une collection d'isolats de Fusarium oxysporum fsp.
pisi et d'étudier sa morphologie et sa distribution dans 1’ouest Algérien. Son pouvoir
pathogéne a été examiné dans le but de préciser son r6le dans la manifestation des
symptdmes observés au champ, Aussi que la caractérisation des races de Fusarium

oxysporum fsp. pisi a été réalisée.

L’¢tude de la variabilit¢ et la distribution des races pathogénes sont
essentielles pour identifier les sources efficaces de résistance a cette maladie et a fin

d'élaboration des programmes de lutte adéquates.

Dans le présent travail, une étude de la compatibilité végétative a été réalises
avec 21 isolats appartenant aux 4 races de de Fusarium oxysporum fsp. pisi et un
isolat de Fusarium oxysporum non pathogene collecter de différentes régions de
I’ouest Algérien en vue de révéler la structure génétique de la population et de
verifier la fiabilité de la méthode pour l'identification des races physiologiques

de Fusarium oxysporum f.sp. pisi.
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Pour conclure cette étude, un essai de lutte biologique a été entrepris avec
I’utilisation d’isolats de Fusarium oxysporum non pathogenes contre des isolats
pathogenes de Fusarium oxysporum f.sp. pisi et Fusarium solani f.sp. pisi afin de
contribuer a diminue I’impact de cette maladie. Cette étude nous a permis
également comme premier travail la sélection d’isolats autochtones de Fusarium
non pathogenes qui peuvent étre utilises pour la lutte biologique contre plusieurs

pathogenes du sol.

Avant d’exposer en détail les démarches scientifiques, les techniques entrepris
et les résultats obtenus, il est nécessaire de présenter un apercue sur la culture sa

pathologie et particuliérement sur la fusariose vasculaire du Pois.
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CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
1. INTRODUCTION

Le Pois (Pisum sativum L.) est une plante agronomique tres appréciée dans le
monde, il a servi comme un excellent sujet pour les études génétiques et
physiologiques, son cycle biologique court et la richesse de sa variation

morphologique ont servi a de nombreuses recherches scientifiques.

La valeur nutritionnelle de Pois frais immatures et matures et le Pois secs
destinés a la consommation humaine et animale ont favorisé une production
soutenue depuis sa domestication (Mc Phee et al., 2007). Pour 1’alimentation
humaine : ce sont les pois potagers ou "petits pois"”, produits en plein champ ou de
maraichage, soit pour la consommation en frais, soit pour la conserverie
(appertisation ou surgélation), soit en grains secs pour la casserie. Pour
I’alimentation animale : ce sont les pois protéagineux, récoltés en grains secs
(comme les Pois de casserie auxquels ils s'apparentent) et utilisés en alimentation
animale, et les pois fourragers, récoltés en vert a la floraison pour une alimentation

a l'auge, plus rarement en sec.
2. GENERALITEES SUR LE POIS
2-1.0RIGINE ET HISTORIQUE

Théophraste, trois siécles avant notre ére, dans son livre intitulé
"recherches sur les plantes” a décrit plusieurs especes de la famille actuelle des
[égumineuses et notamment" le Pois (Davies et al., 1985). Il est consommé depuis
environs 5000 ans avant JC, et était déja tres apprécié dans les civilisations
anciennes (Smart, 1990). Les origines primaires du Pois se situent
vraisemblablement dans le sud-ouest d’Asie (Zohary et Hopf, 2002) ; Abyssinie en
Afghanistan et les régions avoisinantes, la région méditerranéenne constitue un
centre secondaire. A partir de ces centres, le Pois se serait dispersé dans le reste de
I'Europe et de I'Asie (Kay, 1979 ; Makasheva, 1985 ; Cousin ,1997).
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Basé sur la diversité génétique, quatre centres d'origines ; I'Asie centrale, le

Proche orient, I'Abyssinie et la Méditerranée ont été identifiés (Gritton, 1980).

De nombreux botanistes ont décrit différentes formes sauvages qui ne
different que par quelques caracteres morphologiques. Parfois, ces types ont
constitue des especes différentes, dont la dénomination rappelle fréquemment le lieu
d'origine. Mais le plus souvent, ils sont considérés comme appartenant a des sous
especes de Pisum sativum : Pisum sativum arvense (Linné), elatius (Bieb Stev),
abyssinium  (Braum), jomaradi (Schrank), aethiopium, asiatium, humile
transcaucasium et unbellatum. Ces groupes peuvent étre croisés entre eux, en
conséquence ils représentent la méme espéce. Par contre, les croisements avec les
genres voisins : Lathyrus, Vicia et Lentis n'ont jamais pu étre obtenus (Coussin,
1997).

2-2. BIOLOGIE
2-2-1. Position systématique

Le Pois, petit Pois ou encore Pois rond est une plante annuelle de la famille
des légumineuses (fabacees), largement cultivée pour ses graines. La classification

botanique de cette plante peut étre résumée de la fagon suivante (Coussin, 1974) :

Régne : Végétal, Embranchement des Spermaphytes, Sous embranchement
des Angiospermes, Classe des Dicotylédones, Ordre des Fabales, Famille des
Fabacées, Sous famille des Faboideae, Genre : Pisum et I’Espéces : Pisum

sativum L.

L’espéce Pisum sativum L. regroupe plusieurs sous-especes, classées comme

suit :

- Pisum sativum L. subsp. sativum Var. sativum : petit Pois, Pois potager

ou Pois des jardins.
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-Pisum sativum L. subsp. elatius (Steven ex M. Bieb.) Asch. & Graebn. :

Pois sauvage.

-Pisum sativum L, subsp. Sativum Var, arvense L, Poir. ; Pois fourrager,

Pois protéagineux ou Pois des champs.

Il existe chez le Pois des variétés a rames, d’autre naines, dans ces deux
catégories se trouvent des variétés a grains ronds et d’autres a grains ridés (Meudec,

1998).
2-2-2.Cycle Biologique

Le Pois est une espéce annuelle dans la mesure ou son cycle ne nécessite
aucune rupture hivernale pour s’accomplir. Mais, en fonction du climat et/ou de la
résistance au froid de certaines variétés, son cycle cultural peut étre engagé des
I’automne. Il semble bien qu’il s’agisse d’ailleurs d’un comportement naturel dans
le biotope d’origine. En effet, la graine de Pois ne présente pas de dormance et peut
germer dans d’excellentes proportions deés qu’elle a atteint sa maturité
physiologique (teneur en eau =45%), c’est a-dire lorsque la gousse vire au brun. La
germination peut donc avoir lieu dés I’arrivée des pluies d’automne (Chaux et

Foury, 1994).

On distingue deux groupes de Pois a I’égard de leur cycle : les Pois d’hiver
semés en novembre et les Pois de printemps semis entre février et avril. En realité

ces deux groupes different surtout par leurs aptitudes a résister au froid hivernal.
2-2-3. Phénologie

Le Pois est une plante grimpante herbacée annuelle, autogame, de hauteur
variable allant de 0.5 a 2 meétres (Fig.1-1). Son génome comprend sept paires de

chromosomes (2n=14).

La morphologie générale du Pois est décrite dans la figure 1. La croissance de

la tige est plus ou moins indéterminée (Coussin, 1997).

6
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Le systeme radiculaire est de type pivotant, pouvant atteindre une profondeur
d'un métre dans des conditions de sol favorables, mais cependant trés ramifié,
surtout dans la couche superficielle du sol. Les radicelles de 2e ou 3e ordre portent

des nodosités (Carrouee et Girad, 1994).

La tige, peu ramifiee, de longueur variant de 50 cm a 1,5 m, voire jusqu'a deux
metres, est a croissance indéterminée. Elle est creuse, de section cylindrique, et
grimpe en s'accrochant aux supports par les vrilles des feuilles. Elle se caractérise
par un certain nombre de nceuds, ou mailles, dont les premiers sont purement
vegétatifs (émettant des feuilles ou des ramifications) et les suivants reproducteurs
(portant des fleurs). (Carrouee et Girad, 1994).

Les feuilles, alternes, sont composées d'une a quatre paires de folioles sessiles,
opposées et terminées par une vrille simple ou ramifiée. Celles-ci sont entieres,
obovales, et ont de 1,5 a 6 cm de longueur. Les feuilles possédent a leur base deux

grandes stipules embarrassantes, arrondies et crénelées a la base (Coussin, 1997).

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

Le fruit est une gousse déhiscente bivalve, appelée aussi cosse, de 4 a 15 cm
de long, contenant de 2 a 10 graines rondes lisses ou anguleuses, de 5 a 8 mm de
diametre. Ces gousses présentent des variations morphologiques selon les variétés,
leur forme générale est droite ou plus ou moins arquée, leur extrémité plus ou moins

effilée ou tronquée. Elles comportent généralement une membrane sclérifiée, le
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parchemin, qui est absente chez les variétés de type « mangetout ». Leur couleur est

généralement verte, parfois violette (Prat et al., 2005).

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

et contient toujours des tanins (Hopquin, 1994).
2-2-4.Exigences agro-écologiques

La production est concentrée entre les tropiques du cancer (Davies et al.,
1985). Les niveaux de températures optimale pour les périodes végétatives et
reproductrices des Pois sont réciproquement de 21 et 16°C et 16 a 10°C jours et nuit
(Slinkard et al., 1994). Le Pois est une plante qui a besoin de la pleine lumiére pour

accomplir son cycle végétatif.

Il faut irriguer ou faire la culture sur des terrains ou la nappe phréatique est
proche. Néanmoins, il ne faut pas trop irrigue durant la phase de floraison, car cela
provoquerait la chute des fleurs. Il apprécie une terre fraiche a bonne exposition

mais craint le calcaire, I’excés d’humidité et la sécheresse (Sikerdji, 2002).

Le Pois, comme toutes les légumineuses, peut réaliser une fixation
symbiotique de 1’azote qui commence 30 jours apres le semis et se poursuit pendant
environ 60 jours. Visuellement, en coupant une nodosité, plus la section apparait
rougeatre, plus elle est chargée en pigment actif de couleur rouge (leg-
hémoglobine), indicateur de la fixation symbiotique de ’azote. La quantité d’azote
fixée varie largement avec les cultivars, et les conditions de croissance de la culture
(larue et Patterson, 1981).
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Fig. 1-1 : Structure d’une plante de Pois (Boyeldieu, 1991).
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2-3.PRODUCTION ET CONSOMMATION
2-3-1.Dans le monde

Avec plus de 26 millions de tonnes récoltées en 2011, le Pois (Pois sec + Pois frais)
est la quatrieme Iégumineuse au plan mondial, loin toutefois apres le soja (216 Mt),
I'arachide (35 Mt) et le haricot (28 Mt).produites dans la plus grande part dans les

zones tempérées.

Selon les statistiques de I'Organisation des Nations Unies pour I'alimentation
et I’agriculture (FAO), La production totale de Pois frais en 2011 est de 17 millions
tonnes, sur une surface de 2.24 millions hectares, avec un supplément 9.72 millions
tonnes de pois sec, sur une surface de 6.14 millions hectares. Les deux principaux
producteurs de Pois frais, la Chine et I’Inde, représentent pres de 70% de la
production mondiale (Fig. 1-2) (FAOSTAT 2011).

Pour les Pois secs, plus de 94 pays producteurs sont recensés dans le monde,
cependant les cing premiers, représentent plus de deux tiers de la production totale
et les quinze premiers plus de 90%. La production de Pois secs en Europe a diminué
alors que la production a augmenté au Canada, les Etats-Unis et la Fédération de
Russie. Les raisons de ces changements sont, notamment des facteurs économiques,
biologiques, physiques, sociologiques et techniques. Le Canada demeure le
principal pays producteur dans le monde au cours de la derniere décennie. Les
rendements les plus élevés de 4000-5000 kg/ha sont traditionnellement produite en
Europe (Pays-Bas, France et Belgique). Le rendement moyen mondial est d'environ
1700 kg/ha et des rendements moins de 500 kg/ha sont enregistrées dans certaines
régions d'Afrique. Les pays européens ont montré une diminution progressive de la
production de 2007 a 2012, alors que la tendance inverse a été enregistrée pour la
Fédération de Russie, L’Inde et les Etats-Unis ou la production a connu une
augmentation lente. Les pays ayant la plus grande production de Pois secs sont
représentés dans la Fig.1-3. (FAOSTAT 2011).

10



Synthese bibliographique

12 000 000
10 000 000
8000 000
6 000 000 w2007
m 2008
4000 000 = 2009
m 2010
2000 000
P I A S e A Y
FEEg 5855885885583 3
— o -— — —
R EES RS LR U AE T
? < o
[

Fig.1-2: Production (kg/ha ) de Pois frais dans les pays les plus productifs dans le
monde (FAOSTAT 2011).
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Fig.1-3 : Production (kg/ha ) de Pois secs dans les pays les plus productifs dans le

monde (FAOSTAT 2011).
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2-3-2. Situation du Pois en Algérie

En Algérie, le Pois a été cultivé avant 1830 dans les jardins et les champs en
Kabylie (Laumont et chevassus, 1960). Le Pois est répandu sur tout le territoire
national. 1l est surtout cultivé sur les plaines cotiéres et les zones sublittoral. Il

occupe la 3°™ place parmi les légumes secs (Maatougui, 1996).

La culture a pris un développement important en 1945, elle a connu par la suit
un essor remarquable de 1947 a 1952. En 1980, 10800 ha ont été consacrés a cette
culture. En 2012, le Pois sec a enregistré la superficie la plus importante avec
9279.14 ha avec un rendement 743.5 kg/ha qui demeurent tres faible par rapport au

rendement moyen dans le monde.

En ce qui concerne le Pois frais, I’ Algérie se classe parmi les 10 premiers pays
producteurs du monde avec une production de 127680 tonnes et un rendement de
3911.64kg/ha pour 1’année 2011(Fig.1-4 et 1-5) (FAO, 2013).

Parmi les variétés cultivées en Algérie : Onward, Parel, Triphin, Latcha
(variété locale), Merveille de Kelvedon, Douce de province et serpette (Meklati,
1992).

2-3-3.Intérét du Pois

De part son appartenance a la famille des Iégumineuses, le Pois présente des
avantages sur le plan agronomique, nutritionnel et écologique. Les Pois verts

ressortent comme un aliment respectueux de I'environnement.

Du point de vue agronomique et écologique, le Pois est considéré comme tres
bonne téte de rotation, il laisse un sol enrichi en azote de 30 a 50 Kg/ha (Boyeldiou,
1991).

12
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Fig.1-4 : Evolution de la superficie, production et rendement de Pois sec en Algérie
entre 2002-2012 (FAO, 2013).
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Fig. 1-5 : Evolution de la superficie, production et rendement de Pois frais en
Algérie entre 2002-2012 (FAO, 2013).
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Sa capacité de fixer 1’azote atmosphérique par le truchement des Azotobacters
du systeme racinaire, permet de réduire le colt de production, et de limiter la
pollution des nappes phréatiques par les engrais azorés (Androsoff et al., 1995). La
culture de pois posséde un systéeme de racines peu profondes qui peuvent aider a
prévenir I'érosion du sol, et une fois que les pois ont été cueillis, les restes de plantes
ont tendance a se décomposer facilement pour la reconstitution des sols. Enfin, la
rotation de Pois avec d'autres cultures a été montrée pour réduire le risque de
problemes de maladies et ravageurs ce qui diminue d’au moins deux traitements par
les pesticides et c¢’est moins de pollution. Ces aspects écologiques de la production

de Pois s’ajoutent a son utilité en tant que partie intégrante de notre alimentation.

Du point de vue nutritionnel, dans I’alimentation humaine, le Pois peut étre
consommé a 1’état frais ou encore sous forme de grains secs récoltés a maturité
compléte. La composition de la graine du Pois (Tab.A-1) en a fait une Iégumineuse
tres intéressante pour I’alimentation humaine et animale (Larkom, 1991). La
richesse du Pois en protéines (20-25 p. 100 ) permet de remplacer certaine protéine
animale dans I’alimentation, les teneurs en protéines des graines varient de
17,25a 32,2 p. 100 selon les genotypes et les conditions de production (Mossé
et al., 1987). Contient de lI'amidon digestible (50%),des sucres solubles (5%),
fibres, minéraux et vitamines. lls contiennent également un assortiment unique de
phyto-nutriments bénéfiques pour la santé, Un de ces phyto-nutriments un
polyphénol appelé coumestrol est venu récemment a la pointe de la recherche en
matiére de protection contre le cancer de I'estomac (Hernandez-Ramirez et al.,
2009). Les phyto-nutriments uniques dans les Pois verts récemment découvertes
et appelées saponines nous fournissent des antioxydants clé et des avantages anti-
inflammatoires (Ismail et al., 2009) Des recherches récentes ont montré que les
Pois sont une source fiable de gras oméga-3 sous forme d'acide alpha-linolénique (
ALA) et une des quantités importantes de béta-caroténe ( Murakami et al., 2001).
C’est un bon support pour le reglement de sucre dans le sang (Trinidad et al.,
2010).
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2-4. PRINCIPALES MALADIES ET RAVAGEURS DU POIS

La culture de Pois est soumise a la pression constante de certains agents

pathogenes d'origine fongique, bactérienne, virale et des ravageurs.

Le nombre de maladies a augmenté au fur et a mesure de I'extension des
surfaces cultivées, les maladies d'importance secondaire dans certaines régions
peuvent prendre ailleurs des proportions d'épiphytie, si elles sont placées dans des
conditions climatiques propices. Les répercussions économiques sont variables,
suivant l'année, la région considérée, les conditions climatiques, les agents

pathogenes en cause et la sensibilité des cultivars.
2-4-1.Principales maladies fongiques et bactériennes du Pois

La culture de Pois est attaquée par plusieurs maladies fongiques dans le
monde (Tab.1-1). En Algérie, les travaux de prospection réalisés ces dernieres
années, ont montré 1’existence de plusieurs maladies fongiques: 1’oidium,
I’anthracnose sont les plus importantes, suivie de flétrissement vasculaire, le
mildiou et la nécrose du collet due a Rhizoctonia solani ou Fusarium solani, ces
maladies sont considérées comme étant les plus économiquement importantes
(Bouznad, 1987 ; Setti et al.2009, Merzoug et al., 2009).

15



Synthese bibliographique

Tableau 1-1 : Principales maladies fongiques et bactériennes du Pois (EPPO,

1994).
Maladies Agents Symptomatologie Moyens de lutte
pathogénes
Aschochyta | -Des lésions circulaires de
. couleur brune rousses, et
pisI concaves nettement séparées | - Utilisation de
des tissus sains. Au centre, | semences saines
présence de pycnides
- Traitements de
-Un grand nombre de petites | semences: thirame,
taches brunes foncées ou | thiabendazole.
violettes Ces taches peuvent
devenir des petites zones | - Rotation culturale
Mycosphaerella imbibées d'eau sur les
Ascochytoses pinodes parties aériennes des plantes | -Pulvérisations:
qui peuvent grossir, carbendazime,
fusionner et détruire chlorothalonil,
entierement  les  parties iprodione.
atteintes de la plante
Phoma - T
-Des lésions trés similaires a
medicaginis celles de M. pinodes, mais
. les taches ne deviennent pas
var. pinodella aqueuses.
Mildiou Peronospora | -Plantules touchées, sont | - Traitements des
. chétives et de couleur verte- | semences
pisi jaunatre. la face inférieure
des folioles est couverte | - Il faut éviter de
d’un feutrage épais, dont la | cultiver
couleur va du blanc teinté. fréguemment du
pois et de semer des
semences traitées
Oidium Erysiphe pisi Les feuilles apparues - Utilisation de
. . cultivars résistants
ou polygonie bleutées avec de petits
cléistotheces noirs sur les - Semis précoce
lésions matures.
Sclerotiniose | Sclerotinia -Présence de nécroses - la rotation
sclerotiorum humides sur feuilles et tiges, | culturale

les tissus infectés se
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desséchent et se
boursouflent. Il peut y avoir
un mycélium blanc abondant
sur la plante.

- Eviter la culture
fréquente d'hotes
sensibles

- Un labour profond
peut aider a réduire
le nombre de
sclérotes

Fusariose

Fusarium
oxysporum f.sp.
pisi

Flétrissement vasculaire

- La résistance
génétique est la
seule mesure de
lutte efficace

- un semis précoce

Fusarium solani | Fusariose de pied ou
f.sp. pisi pourriture de collet et des | -Rotation d'au moins
racines. 5ans
-Traitements des
semences
Pourriture des | Pythium spp. -Une  pourriture  molle | - Les traitements
. humide entrainant -
racines I'abscission des racines a fongicides des
partir des premiers stades de | semences
la levée.
Graisse Pseudomonas -Lésions graisseuses, sur les | -Utilisation de de

bactérienne de

Pois

syringae pv pisi

tiges, les feuilles, les stipules
et les gousses qui brunissent

par la suite et se nécrosent.

semences certifiées

- Rotation d'au
moins 3 ans

2-4-2. Principales maladies virales

Le Pois est attaqué par un certain nombre de virus (Tab.Al-2). Les maladies

virales du Pois sont souvent transmises par l'intermédiaire du puceron vert du Pois

(Acyrtosiphon pisum) ou par des nématodes libres dans le sol.
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2-4-3.Principaux ravageurs du Pois

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

par plusieurs ravageurs, comme les insectes et les nematodes.

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

3. LE FLETRISSEMENT VASCULAIRE DU POIS
3-1.Importance et dégats de la maladie

La Fusariose du Pois a été signalée en Europe au début des années 1900, bien
que plusieurs noms différents aient été utilisés pour l'agent pathogéne (Buxton,
1957). Il y avait aussi une certaine confusion entre «flétrissement» causée par
Fusarium oxysporum f.sp. pisi et la fusariose du pied causée par F. solani f.sp. pisi,
la maladie a été causée par une combinaison de ces deux agents pathogénes
(Buxton, 1955). En 1916-17 une maladie de pois décrits comme la fusariose s'est
produite dans le Minnesota, Etats-Unis, dans les champs plantés avec des semences
importées du Royaume-Uni, méme si l'identité de l'agent pathogéne n'était pas

identifiée.

La fusariose vasculaire du Pois, causée par F. oxysporum Schlecht f sp pisi
(VanHall) Snyd et Hans, a été signalée dans tous les pays ou le pois est cultivé
commercialement (Haglund, 1984). La maladie est souvent sévere la ou on
pratique des rotations courtes avec d’autres cultures. Dans ces conditions, quand le
pathogene a développé des quantités suffisantes d’inoculum et qu’on plante un

cultivar sensible, il en résulte des pertes séveres.
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La fréquence d'apparition de certaines races du champignon sont tres
fréquentes et peuvent détruire de 1 a 3% des plantes dans les champs infectés. Les
températures chaudes du sol sont propices a la propagation de l'inoculum, les
dommages peuvent varier considérablement d'année en année et les pertes les plus

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

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

F. oxysporum f. sp. pisi est un pathogéne important et destructeur de Pois. Il a

été signalé dans tous les pays ou le Pois est cultivé (Kraft et Pfleger, 2001).
3-2. Symptomatologie

Les fusarioses vasculaires sont parmi les maladies les plus graves et les plus
fréquentes, dont les symptomes sont divers et peuvent toucher 1I’ensemble de la

plante a n’importe quel stade de sa croissance.

Les symptdmes de la maladie sont généralement nombreux et apparaissent
sous formes différentes avec une intensité plus ou moins variable (Roger, 1953).
Pour la Fusariose vasculaire, les symptémes apparaissent 20 a 25 jours apres la

levée.

Les symptomes incluent I'enroulement vers le bas des feuilles et des stipules
qui prennent une couleur grise. Le flétrissement progresse des feuilles les plus
basses vers le haut de la plante. Les organes aériens montrent en particulier un
jaunissement et un flétrissement unilatéral des folioles et des feuilles de la base des

plantes. Symptdmes qui se généralisent a la plante entiere (Fabregne, 1986).
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A TDextérieur de la tige, une dépression longitudinale, part du collet puis
remonte unilatéralement du c6té correspondant a la racine malade (Booth, 1971).
Sur la tige les symptdmes internes se caractérisent par un brunissement des

vaisseaux ligneux contenant du mycélium (Nelson, 1981).

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

plantules qui meurent par la suite.

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

3-3. Agent pathogéne : Fusarium oxysporum f.sp. pisi (FOP)
3-3-1.Position taxonomique

Le FOP est un des Deutéromycetes telluriques appartenant a la sous-classe
des Hyphomyceétes et a la famille des Tuberculariacées, il fait partie de la section
Elegans (Messiaen et Cassini, 1968 ; Booth, 1971 ; Nelson et al., 1983; Agriose,
2005). Il se distingue des autres especes de Fusarium par la production abondante
de microconidies, rassemblées en fausse téte a partir de monophialides courtes
(Fig.1-6).
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Geénéralement, F. oxysporum est un champignon cosmopolite, le plus
répandu dans la nature. Il est présent dans les sols du monde entier ou il se
comporte soit en parasite, soit en saprophyte. Il s'agit d'une espéce anamorphe qui
comprend de nombreuses souches pathogenes des plantes causant des maladies de
flétrissement d'une grande diversité d'espéces de plantes hotes agricoles et
ornementales (Appel et Gordon, 1996). Selon Messiaen et Cassini (1968), F.
oxysporum est I’espece qui comporte des formes phytopathogenes les plus

fréquentes et les plus importantes de la microflore fongique des sols cultives.

F. oxysporum comporte un ensemble de formes morphologiquement
identiques, mais présentant des specificités parasitaires parfois trés étroites. Ainsi,
plus de 120 formes spécialisées et races ont été décrites chez F. oxysporum
(Armstrong et Armstrong, 1981). Parmi lesquelles la forme spéciale pisi
responsable du flétrissement vasculaire du Pois. Les races sont souvent en fonction
de leur virulence a un ensemble de cultivars d’hétes differentiels (Correll, 1991).
La base genétique de la spécificité d'hdte (formae speciales) et la spécificité de

cultivar (races pathogénes) de F. oxsporum est inconnue (Baayen et al., 2000).
3-3-2.Cycle épidéemiologique de Fusarium oxysporum f.sp. pisi

Le F. oxysporum est un parasite tellurique doué¢ d’une vie saprophytique. Par
ses organes de résistance, les chlamydospores sont capables de survivre pendant
plusieurs années dans les conditions les plus défavorables, en absence de plante
hote. Pouvant méme coloniser des zones profondes du sol cultivé (Haware et al.,
1982). Le cycle de F. oxysporum peut étre constitué d’une période unique
correspondant a une reproduction asexuée qui se renouvelle et se perpétue sous la
forme de conidies (Walker, 1971). F. oxysporum produit trois types de spores
asexuées : microconidies, macroconidies et chlamydospores (Nelson et al., 1983;
Agrios, 2005) (Fig.1-6).

Le FOP se trouve principalement dans la couche labourée du sol et survit
sous forme de chlamydospores a paroi épaisse, qui restent viables dans le sol
pendant plus de 10 ans (Kraft, 1995). La survie est liée a I’association de I'agent
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pathogene avec les racines des cultures non hotes. Le FOP est transmis par le sol et
pénétre dans les racines de Pois et infecte le systéme vasculaire a n'importe quel
stade de croissance de la plante. Habituellement, les Iésions corticales ne sont pas

associées a I’infection (Fig.1-7).

Le cycle épidémiologique des races 1, 5, et 6 est similaire. Initialement, les
plantes sont infectées individuellement et tués avant la récolte en vert. Avec
l'augmentation du potentiel de I’inoculum, par le retour répété de la culture, de
petites zones infestées, circulaires se développent, et toutes les plantes dans ces
zones sont tuées. Pour les cultivars sensibles, ces zones s'agrandissent et fusionnent,
formant des zones irrégulieres de plantes mortes. Le degré de perte et la propagation
dans les différents régions dépend de I’inoculum primaire, la température (20-21°C,

optimale), cultivar et du sol favorable a I'agent pathogene.

La race 2 est presque universellement distribuée dans les régions productrices
de Pois et provogue généralement la mort de 1-3% des plantes dans les champs
infectés. Sous des conditions idéales pour I'agent pathogene, les pertes peuvent étre
graves, et toute la recolte peut étre détruite. Ces pertes se produisent généralement a
la fin de la saison de croissance en raison des températures élevées du sol. Les
plantes infectées par la race 2 sont dispersées dans le champ. La race 2 provoque
généralement les pertes les plus graves sur les sols a texture grossiére lorsque la

température du sol est prés de 25°C (Haglund, 1984).

Le FOP est diffusée par le mouvement de sols contaminés ou des fragments
de végeétaux, par I'eau, le vent et/ou I’Homme, la dissémination a longue distance se
fait par transport de semences contaminées et/ou infectées (Haglund, 1984 ;
Neumann et al., 2002).
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Fig. 1-6 : Aspect microscopique de Fusarium oxysporum.
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Fig.1-7 : Cycle infectieux de Fusarium oxysporum (Agriose, 2005).
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3-3-3. Variabilité du pouvoir pathogene

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

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

Cassini, 1968).

Des différences de virulence a 1’égard des variétés d’une espéce d’hotes sont
observées chez les souches de certaines formes spécialisées de F. oxysporum telles
que les formes : melonis (Risser et al., 1976), lycopersici (Elias et Schneider,
1991), apii (Schneider et Nrelli, 1981), et pisi (Messian et al., 1991), entrainant

ainsi la définition des races physiologiques.

Les bases génetiques de la spécificité d'hdte (formae speciales) et spécificité
de cultivar (races pathogenes) de F. oxvsporum est inconnue (Baayen et al., 2000).
Ces champignons pathogenes sont morphologiquement indiscernables les uns des

autres, ainsi que des souches non-pathogeénes.
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Actuellement 4 races de FOP : 1, 2, 5 et 6, sont distinguées par leurs réaction

a une gamme de variétés différentielles.

FOP est connu pour sa variabilité pathogénique (Kraft, 1995). L’agent
pathogene a été nommé F. othoceras App et WR var. pisi en 1928 (Linford, 1928).
Onze (11) races de l'agent pathogene ont été décrites, mais des désaccords
considérable existe sur le classement de ces races (Kraft et Haglund 1978 ;
Neumann et Xue, 2002).

Cette maladie a été décrite pour la premieére fois et distinguée de la fusariose
du pied (racines) par Jones et Linford (1925). L'agent pathogéne a été nommé la
race 1 de Fuschl. (Van Hall.) Snyd. et Hans. en 1935 (Goth et Webb 1981). Snyder
décrit une nouvelle race de F. oxysporum qui était capable de provoquer le
flétrissement des cultivars résistantes a la race 1, elle a été dénommeée race 2. La
maladie a été appelé «Near wilt», car elle apparait plus tardivement, souvent
seulement au stade formation des gousses. Elle est aussi répandue que la race 1
(Haglund, 1984). La race 1 provoque un flétrissement brutal, la Race 2 est presque
universellement distribués dans les champs et provoque la mort de 1-3% des plantes
dans les champs infectés (Donald, 1985 ; Messian et al., 1991). Parce que les
symptdmes causés par la race 2 ne se produisent habituellement jusqu'a maturité de
la plante, la probabilité de transmission par les semences est fortement augmentée
(Hare et al., 1949). En 1970, la race 5 a été décrite dans le nord-ouest de
Washington (Haglund et Kraft, 1970), ou tous les cultivars commerciaux résistants
aux races 1 et 2 etaient sensibles. En raison des courtes rotations des cultures et le
climat favorable dans cette zone pour le développement de la maladie, une nouvelle
race a été décrite a I'ouest de Washington, elle était pathogene sur les cultivars et
lignées différentielles résistant aux races 1, 2 et 5, et a été nommeé race 6 (Haglund
et Kraft, 1979).

La pathogénicité des races 1, 2, 5 et 6 du FOP peuvent étre détectées par leur
réaction sur les variétés différentielles. La réaction est basée sur une reponse

résistant (aucun symptéme visible) et une réaction sensible (plantes mortes ou
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gravement rabougris et chlorotiques). La classification des isolats de FOP basée sur
les interactions hote-pathogéne est régie par la structure génétique de I'héte et de
I'agent pathogéne (Kraft, 1995).

La variabilité morphologique et pathogénique entre les différentes races est
commue dans les races de FOP (Fig.1-8). Le transfert répété sur gélose peut

entrainer la sélection d'un type cultural atypique des souches de FOP (Kraft, 1995).
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from peas (Washington)
Fig.1-8: Fusarium oxysporum f.sp. pisi. (Smith, 2007).
3-3-4. Interactions hote- pathogene

Le cycle d'infection du F. oxysporum est initié par la germination des spores
dans le sol en réponse a des signaux indéterminés dans les exsudats racinaires de

I'néte (Di-Pietro et al., 2003). Lors de la germination, les hyphes infectieux adhére
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a la surface de la racine et pénetrent directement dans I'épiderme de la racine
(Bishop et Cooper, 1983a ; Rodriguez-Galvez et Mendgen, 1995). Le mycélium
se développe ensuite en inter- ou intracellulaire a travers le cortex racinaire, jusqu'a
ce gu'il atteigne les vaisseaux du bois (Bishop et Cooper, 1983b; Beckman, 1987).
A ce stade, le champignon passe en mode d’endophyte, au cours du quelle il
demeure exclusivement dans les vaisseaux du bois, il les utilise comme moyens de
coloniser rapidement son hoéte (Bishop et Cooper, 1983b). A ce stade, les
symptomes de flétrissement apparaissent a la suite d’un manque d’eau, qui conduit
finalement a la mort de la plante. Sur la plante morte, les hyphes pathogénes
poussent vers I'extérieur a partir des tissus vasculaires et commence a sporuler sur la
surface de la plante (Di Pietro et al., 2003).

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

Il ressort a travers des études antérieures que F. oxysporum est un saprophyte
du sol et un colonisateur efficace des racines, et infecte les cellules épidermiques de
nombreuses plantes non hotes ou également des plantes résistantes qui ne présentent

aucun symptéme.

Beckman (1987) a affirmé que la colonisation vasculaire par les races
pathogenes F. oxysporum est étendue dans les plantes sensibles mais reste limitée a
la partie basale des plantes résistantes. Cette localisation a la base de la plante est

aussi observée chez les plantes de Pois (Kraft, 1995).

De nombreuses théories ont été avancées pour expliquer la nature de la

résistance au flétrissement dans les plantes cultivées, qui peuvent étre : des exsudats
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racinaires inhibitrices (Buxton, 1957), des défenses chimiques de I'hGte qui
provoguent l'inhibition de la croissance du pathogéne (Hammerschlag et Mace,
1975; Bell et Mace, 1981; Danko et Corden, 1984), et des barriéres physiques qui
retardent ou empéchent 1’invasion vasculaire (Elgersma et al., 1972; Stromberg et
Corden, 1980; Beckman et Talboys, 1981;Baayen et Elgersma, 1985).

Actuellement, quatre geénes sont connus pour conférer une résistance
individuelle aux différentes races de FOP. Chacun de ces génes est indépendant et
confére une résistance a une seule race. A ce jour, le seul géne dominant de
résistance “Tor” a été utilisé dans le développement de cultivars commerciaux de
Pois (Kraft et Pfleger, 2001).

4. LA COMPATIBILITE VEGETATIVE

Le phénomeéne de I'hétérocaryose, chez les champignons, a été initialement
mis en évidence par observation directe, au microscope, de I'existence
d'anastomoses entre filaments mycéliens. En raison de la difficulté présentée
par de telles observations, et de leur caractére aléatoire, divers chercheurs ont
tenté d'utiliser le fait que des individus portant des mutations complémentaires
pouvaient génerer, en cas de fusion mycélienne et donc de compatibilité, un
mycélium hétérocaryotique. Néanmoins, des obstacles a I'hétérocaryose existent
chez de nombreux champignons et conduisent a la définition des groupes de
compatibilité végétative (GCV). Deux souches appartenant au méme GCV peuvent
fusionner leurs filaments ; deux souches rangées dans des GCV différents sont dites
incompatibles et par conséquent ne peuvent fusionner leurs filaments (Correll et
al., 1985).

La recherche de l'existence de la compatibilité végétative entre souches,
permet de déterminer I'existence d'un brassage potentiel de genes, probléme lie a
I'évolution des populations et constitue un indice d'une certaine proximité génétique
entre souches. Deux souches d’un champignon pathogéne sont végétativement
compatibles lorsque leurs filaments sont capables de fusionner (Puhalla, 1985). La

réunion de 2 noyaux différents dans une méme cellule (hétérocaryose) permet la
29



Synthese bibliographique

complémentation réciproque de déficiences nutritionnelles portées par chacun des
noyaux et éventuellement 1’¢échange de matériel génétique par la voie de la
parasexualité. Autrement dit, chez un Champignon imparfait comme le F.
oxysporum, la compatibilité végétative entre 2 isolats d’origines différentes traduit
une proximité génétique relative. L’incompatibilité est en revanche témoin d’un

certain isolement genétique.

La notion de GCV, revét, au plan de la biologie des populations, un intérét
majeur puisque des souches qui appartiennent a des groupes différents, peuvent

évoluer indépendamment, méme si elles sont géographiguement proches.

Par ailleurs, la caractérisation d'une souche par son appartenance a un GCV,
constitue une technique d'identification au sein d'une population hétérogene et offre
la possibilité de structurer cette population sur une base génétique. A l'inverse, des
souches géographiquement éloignées, mais appartenant au méme GCV, peuvent
étre considérées comme ayant une origine commune (Puhalla, 1979). Selon Correll
(1991), les facteurs d'incompatibilité sont sous le contr6le d'un certain nombre de
loci appelés vic (vegetative incompatibility) ou het (heterocaryon incompatibility).
Deux filaments compatibles ayant les mémes alléles de leur “loci” fusionnent et
forment des hétérocaryons, en revanche, deux filaments incompatibles n'ayant pas

les mémes alléles de leur “loci” ne forment jamais d'hétérocaryons.

En 1985, Puhalla apporté une modification a la technique de Cove (1973) et il
a utilisé des mutants qui ne réduisent pas les nitrates pour définir les GCV au sein
du genre Fusarium (Fig.1-9). Des mutants “nit” produisent sur milieu amendé de
chlorate se sont appariés sur un milieu minimal contenant le nitrate comme seule
source d'azote. Des paires complémentaires ont été sélectionnées et utilisées pour
tester la compatibilité entre les souches. Cette compatibilité qui se traduit par la
formation d'un hétérocaryon au contact de deux souches mutantes, se manifeste par
le développement d'une ligne dense de mycélium aérien. Cette zone dense résulte
de la fusion des hyphes et de la complémentarité nutritionnelle des cellules
hétérocaryotiques (Tab.I-2) (Correll 1991).

30



Synthese bibliographique

Initialement, des recherches préliminaires sur le Verticillium dahliae Kleb.
(Puhalla 1979) puis sur le F. oxysporum (Puhalla 1985) ont permis d'observer une
corrélation entre pathotypes et GCV. Vingt-une souches appartenant a 14 formes
spéciales de F. oxysporum ont été classées en 16 GCV. Les isolats d’un méme
groupe appartiennent a une méme forme spéciale et les souches de différentes

formes spéciales sont incluses dans différents GCV.

Hypoxanthine —— 3 Xanthine =———————> Acide urique

! f

Purine déshydrogénase

Nit-M & 1‘
Cofacteur a Molybdéne

Nit-1 ey Nit-3 ey

Nitrate réductase Nitrite réductase

Nitrate > Nitrite > Ammonium

Fig.1-9 : Schéma des voies d'assimilation de I'azote minéral chez Aspergillus

nidulans et Neurospora crassa (Correll et al., 1987).
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Tableau 1-2 : Caractérisation des mutants nit sur des milieux contenant

différentes sources d'azote (nitrate, nitrite, hypoxanthine).

Nature du mutant Nitrate  Nitrite  Hypoxanthine  Site de la mutation

Nit-1 R A A Geéne de structure de la
nitrate réductase.

Nit-3 R R A Gene de régulation de la
nitrate et de la nitrite
réductase.

Nit-M R A R Genes controlant la synthése

du cofacteur a molybdéne.

A : myceélium aérien dense ;
R : thalle ras, sans mycélium aérien.

Appliquées a 103 isolats de Fusarium isolés des cruciféres, ces techniques ont
permis d'identifier 3 GCV (Bosland et Williams 1987); chaque groupe correspond
a I'n6te spécifique a partir duguel le champignon a été initialement isolé. Pour
d'autre population, les GCV correspondent aux races, la race 3 de F. oxysporum
f.sp. vasinfectum (Katan et Katan 1988) et la race 2 de F. oxysporum f.sp. dianthi
appartiennent chaque une a un seul GCV. C'est aussi le cas de F. oxysponim f.sp.
apii pour lequel une corrélation existe entre la dimension des colonies, la virulence
et la compatibilité végeétative (Correll et al., 1986).Les colonies virulentes de petite
dimension appartiennent au méme GCV que les souches de la race 2, alors que les
souches avirulentes de plus grande dimension sont incompatibles a cette race. Une
hétérogénéité dans la virulence a été rapportée pour des souches dans d'autres GCV
de F. oxysporum (Correll et al., 1985; Elias et Schneider,1986; Jacobson et
Gordon 1988; Ploetz et Correll,1988). Si chez les formes spéciales précitées une
corrélation semble exister entre les GCV, les pathotypes ou les races, des études
menees avec d'autres formes spéciales de F. oxysporum ont révélé une relation plus
complexe; plus d'une race identifiée au moyen des hétes différentiels peuvent
apparaitre dans un méme GCV, des isolats d'une méme race peuvent appartenir a

plusieurs GCV différents. C'est le cas des isolats des races 1 et 6 de F. oxysponrm
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f.sp. pisi qui se situent dans un méme GCV, alors que les isolats de la race 2 sont
inclus dans deux autres GCV (Correll, 1991).

Les reésultats de Correll (1991), montrent 4 modeles de diversité révélée par
I'étude de la compatibilité végétative en relation avec l'appartenance aux races
physiologiques chez F. oxysporum (Fig.1-10). Chez F. oxysporum f.sp. melonis, le
GCV 0134 correspond a la race 1 et le GCV 0131 correspond a la race 2 de I'agent
pathogene (Zuniga et al., 1997) (Modele I). Chez F. oxysporum f.sp. vasinfectum,
la race A de I'agent pathogene est répartie dans 8 GCV (Assigbetse, 1994) (Modele
I1). Selon Nogales-Moncada et al., (1993), 7 races de F. oxysporum f.sp. ciceris,
originaires de Californie, de I'Inde et d'Espagne, ont été regroupées dans un seul
GCV (Modéle 111). Un GCV peut correspondre a une race mais, cette méme race
peut dans d'autres cas comprendre plusieurs GCV, cas de F. oxysporum f.sp.
cubense (Correll, 1991).

33



Synthese bibliographique

GCV1 Race A
Modéle | GCV —  RaceB
GCV 3 Race C
GCV1 Race A
Modele 11 GCV 2 Race A
GCV 3 Race A
GCV1 Race A
Modele |1 GCV1 Race B
GCV1 Race C
GCV 2 Race A ——> RaceB —— > RaceC
GCV1 Race A ——— GCV1
Modele I11 GCV1 Race A s GCV2
GCV1 Race A —> GCV3

Fig.1-10 : Modeles de diversité révélée par I'étude de la compatibilité végétative en

relation avec l'appartenance aux races chez F. oxysporum (Correll, 1991).
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Dans le cas de F. oxysporum f.sp. pisi, il se comport selon 3 models I, 11 ou IlI
et 4 GCV;s ont été rapportés. Les isolats de la race 1 et 6 appartiennent a un seul
GCV, la race 5 est dans un deuxieme GCV, et les isolats de la race 2 appartiennent
au moins a 2 GCV supplémentaire (Correll, 1991). La diversité génétique
identifiée pour une forme spéciale donnée peut avoir des conséquences directes sur
la sélection pour la résistance. Par exemple, la race 2 appartient a au moins 2
groupes GCV différents, ce qui indique la possibilité de différences de virulence, la

survie, etc...

En conclusion, 1’élucidation de la diversité génétique des formes spéciales
dans les interactions avec la virulence particuliére aux génotypes de I'ndte nécessite
une étude plus approfondie. Cette technique, couplée avec des techniques
moléculaires (Coddington et al., 1987; Kistler et al., 1997), devrait faciliter la
compréhension des relations de la biologie des populations, de la pathologie et de

race (souche) du F. oxysporum f.sp. pisi (Kraft, 1995).
5. METHODES DE LUTTE

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

combinent différents facteurs :
5-1.Méthodes prophylactiques

La prophylaxie repose sur des moyens directes visant a éloigner ou a
combattre 1’organisme indésirable en situation de nuire ou sur des mesures
indirectes ayant pour objectif de minimiser ou de rendre impossible 1’expression de
la nuisibilité de I’organisme considéré. Ces mesures occupent une place importante
dans la lutte contre les maladies des plantes. Pour empécher le développement des
maladies, les opérations de controles doivent étre pratiquées avant I’installation de

la culture jusqu'a la récolte.
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L’utilisation des semences saines récoltées dans des champs ayant été a I’ abri
de toute contamination ou soigneusement désinfectées, ce qui est considére comme
premiére mesure préventive et qui permette un certain contrdle de 1'inoculum

primaire (Anselm et Ventur, 1969).

Un laboure profond contribue dans la réduction du taux d’inoculum dans le
sol. La pratique des assolements et des rotations convenables avec d'autres cultures
et en particulier les céréales. Ceci peut étre une voie dans la destruction de
I’inoculum primaire (Kaiser, 1981) et permet ainsi d'atténuer le taux d'infection en
désorientant les micro-organismes de leur hote habituel. Cette pratique seul, utiliser
pour 1’éradication du F. oxysporum ne s’avére pas trés efficace car le champignon
peut se développer méme en absence de son hote et peut survivre a 1’état
saprophytique dans les debris des végétaux et la rhizosphére des plantes non hétes
(Booth, 1971 ; Donald, 1985).

Un apport d'une bonne fumure a la plante pour lui donner une certaine

vigueur, lui permettant de mieux résister aux maladies (Bailey et al., 2001).

Une bonne fertilité du sol est également importante, les engrais verts ont été
signalés pour réduire les pertes de la pourriture des racines due au FOP sur des sols
lourds (Donald, 1985).

Les sols frais sont défavorables au développement de FOP et le semis
précoce réduit la sévérité de la maladie (OEPP/EPPO, 1994).

L’amendement du sol avec la matiére organique a base de paille de blé ou
d’orge augmente 1’activité antagoniste des microorganismes du sol et réduit par

conséquent la fréquence de maladies du sol.
5-2.Méthodes chimiques

Elle repose sur le traitement des semences avant le semis, et la fumigation
des sols infestés. Plusieurs produits sont efficaces pour prévenir les fontes de semis

et I’anthracnose. IIs sont composés de matiere active systémique agissant sur le
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mycélium présent a I’intérieur du tégument et de matiéres actives de contact agissant
sur le champignon présent a la surface de la graine. Le fongicide systémique est un
benzimidazole (carbendazime, thiabendazole, bénomyl...) le fongicide de contact

est le captane ou I’oxyquinoléate de cuivre (Chaude et Foury, 1994).

La recommandation actuelle est que les traitements de semences de Pois par
fongicides systémiques doit étre utilisés ou les conditions printaniéeres favorisent le
développement de la maladie ou lorsque les niveaux d'inoculum sont éleveés. Le
probléeme avec ces recommandations est qu'il n'y a pas de moyen facile de
déterminer si les niveaux l'inoculum d'une ou de plusieurs des agents pathogénes
importants sont élevés dans un champ ou un sol particulier et il est trés difficile de
prédire ce que les conditions environnementales seront aprés le semis. Il convient
de noter que des travaux plus récents ont montré que les basses températures du sol
n‘augmentent pas nécessairement la gravité de pourriture des racines et les fontes de
semis du Pois de grande culture (Hwang et al., 2000). Des recherches au Canada
(Saskatchewan) portant sur 13 sites ont montré que dans les situations ou les
champs n'avaient pas un précédant Pois, il n'y avait aucun avantage a utiliser un
traitement de semences a condition que les semences utilisées présentes un petit

pourcentage de graines altérées (Kutcher et al., 2002).
5-3.Lutte Génétique

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

génétiqguement résistantes aux parasites.

L’¢élaboration et le déploiement de cette résistance doit s'appuyer et sur une
bonne connaissance de la structure des populations de [’agent pathogene.
Cependant I'efficacité de cette lutte génétique peut étre a chaque instant entravée
par l'apparition de nouvelles races physiologiques. Habituellement, les sub

divisions des formes spéciales en races sont basées sur leur virulence vis-a-vis
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d'une gamme de lignées de génotypes distincts qui different par leur degré de

résistance a la maladie (Armstrong et Armstrong 1981).

La résistance génétique est la seule mesure de lutte efficace contre le FOP.
La plupart des cultivars commerciaux cultivés sont résistants a la race 1 et
encore plus sont résistants a la race 2 (OEPP, 1994). Toutefois, lorsque le
potentiel de la maladie est trés élevé, certaines de ces variétés n'offrent pas un
contrble suffisant et il y peut avoir une diminution du rendement et de la
qualité. L'efficacitée de l'utilisation de cultivars résistants peut étre réduite par

I'apparition de nouvelles races (Neumann et Xue, 2002).

La résistance au FOP est gouvernée par seul genes dominant spécifiques a
la race qui peut étre transféré avec succes aux cultivars de Pois (Infantino et
al., 2006). Bien que l'utilisation de ces cultivars de Pois résistants c’est avérée
efficace dans le contrdole de cette maladie, il y a un risque constant de
contourner cette résistance, parce que la résistance monogénique peut étre
facilement surmonté par I'émergence de nouveaux pathotypes pathogénes. Une
recherche permanente de nouvelles sources de résistances pour compléter et
renforcer la résistance des cultivars sélectionnés est donc essentielle, en
fonction des mécanismes quantitatifs et polygénique. Cependant, les sources de
résistance a la fusariose du Pois sont limitées (Ali et al., 1994). Afin d'élargir la
base génétique de la résistance, il est important d'évaluer différentes grandes
collections de ressources génétiques, y compris les especes sauvages, et
d’utiliser des techniques de détections précises (Infantino et al., 2006, Bani et
al, 2012).

5-4.Lutte biologique

L'impact des effets néfastes sur I'environnement suite a l'utilisation des
pesticides chimiques (apparition de souches résistantes et accumulation de
résidus de pesticides) ont mené a une plus grande conscientisation autant chez
les producteurs que chez les consommateurs (Nelson et Powelson, 1988 ;

Malathrakis, 1989 ; Roberts, 1990).
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La lutte biologique est une stratégie encourageante pour le controle des
maladies provenant du sol. Ainsi plusieurs types de microorganisme capable de
limiter la gravité de la fusariose du petit Pois ont été utilisés. Cependant, a
I’heure actuelle, les souches de Fusarium non pathogenes sont parmi les
microorganismes les plus utilisés et ceux pour lesquels les recherches sont plus
proches d’une application pratique. Ces souches réduisent considérablement la
sévérité des Fusarium pathogénes et dont ’efficacité a été démontrée a plusieurs
reprises (Rouxel et al., 1979 ; Alabouvette, 1986).

L’effet des exsudats des racines de Pois sur l'antagonisme de certains
micro-organismes de la rhizosphére en vers Fusarium oxysporum f.sp. pisi a
contribuer considérablement dans leur capacité a inhiber les effets pathogenes
du Fusarium (Buxton, 1960).Une souche de Clonostachys rosea (syn.
Gliocladium roseum), a été identifiée comme un mycoparasite contre le
complexe de la pourriture racinaire du Pois, causé par Alternaria alternata,
Aphanomyces euteiches, Fusarium oxysporum f. sp. pisi, F. solani f. sp. pisi,
Mycosphaerella pinodes, Pythium sp., Rhizoctonia solani, et Sclerotinia

sclerotiorum. (Xue, 2003).

Le traitement des graines de Pois par Pseudomonas fluorescens 63-28 a
induit la production d’enzymes hydrolytiques telles que chitinases et B-1,3
glucanases. Ces enzymes hydrolytiques s’accumulent au site de pénétration de
Fusarium oxysporum f.sp. pisi et par conséquent, elles peuvent étre directement
impliquées dans la dégradation des parois cellulaires fongiques (Benhamou et
al ., 1996) .

Les bactéries sont souvent sélectionnées pour leur production
d’antibiotiques, les Bacillus subtilus sont les plus fréquemment utilisée (Olson,
1968) et I’utilisation de Pseudomonas fluorescens migula vis a vis des

populations de Fusarium oxysporum f.sp. pisi (Guerra, 2011).
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5-5.Lutte biologique par utilisation de souches de Fusarium non Pathogénes

Le sol, est un milieu vivant, colonisé par des agents pathogénes mais aussi
de trés nombreuses populations microbiennes aux effets bénéfiques pour les
cultures. Il est rapidement apparu qu’en absence d’une microflore saprophytique
jouant le r6le de tampon microbien, ces substrats de culture peuvent étre

rapidement infestés par des champignons pathogenes.

La premiére étape pour développer un procédé de lutte biologique basé sur
I’activité d’une souche microbienne déterminée consiste a sélectionné une

souche efficace vis-a-vis de la cible choisie.
5-5-1.Sélection de souches de Fusarium non pathogéne

Les différences mineures dans la morphologie des différentes espéces de
Fusarium sp. du sol rend l'identification, une tache de sélection difficile, aussi
les différences dans les conditions culturales peuvent provoquer des variations
dans les especes de Fusarium sp. (Doohan, 1998). Les souches non pathogenes
de F. oxysporum ont d'abord été isolé a partir des sols suppressifs (Smith et
Snyder, 1971 ; Alabouvette, 1990 ; Larkin et al., 1996). lls sont présents
également dans la rhizosphére des plantes et le rhizoplan, sans induire des
symptomes (Elias et al., 1991. ; Olivain et Alabouvette 1999 ; Kaur, 2003 ;
Kaur et al ., 2007). Du point de vue morphologique, il est impossible de
distinguer les souches de F. oxysporum pathogénes de plantes et les saprophytes
utilisées en lutte biologique (Fravel et al ., 2003 ). Pour sélectionner les isolats
pathogenes et non pathogenes de F. oxysporum une méthode d'analyse
biologique a été suggerée par Robert et Kraft (1971).Outre cela un systéeme de
classification en utilisant les groupes de compatibilité végétative (GCV) entre la
F. oxysporum souches a été prévu ( Puhalla 1985 ) sur la base de I'appariement

des mutants qui ne réduisent pas les nitrates.
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5-5-2.Mode d'action des Fusarium non pathogenes

Les deux principaux mécanismes d'action associée aux Fusarium non

pathogene sont : la résistance systémique induite (ISR) et la concurrence.

La concurrence peut encore étre classé en : concurrence saprophytique
pour les éléments nutritifs dans le sol et la rhizosphere et de la concurrence
parasitaire pour les sites d'infection sur les racines. Le mécanisme d'action de
I'antagoniste peut fournir beaucoup de perspicacité dans le lieu et le moment ou
se produit l'interaction, la facon dont I'agent pathogéne est affectée et comment

I'antagonisme doit étre mis en ceuvre.

Résistance systémique induite (ISR): il existe des interactions qui se
manifeste via la plante, ces mécanismes ont éte décrites, il y a fort longtemps sous
le terme de prémunition ou résistance croisée (Komada, 1975). Dans le cas de la
fusariose vasculaire, il a été établi que I’inoculation d’une plante sensible d’une
souche non pathogene de Fusarium oxysporum ou d’une souche incompatible se
traduit par un allongement de la phase de latence et une réduction de I’indice de la
maladie lorsque la plante hote est ultérieurement inoculée avec une souche
pathogéne compatible (Matta, 1989). La résistance induite a été considérée comme
un mécanisme qui pourrait étre responsable du contréle de la maladie induite par F.
oxysporum non pathogéne. Une manicere simple de démontrer qu’il s’agit d’un
phénomeéne de résistance induite chez les plantes consiste a utiliser un dispositif
expérimental qui interdit tout antagonisme direct entre les microorganismes. C’est
ainsi qu’il a été démontré que certaines souches de F. oxysporum induisaient la
résistance a la fusariose vasculaire (Fravel et al ., 2003). F. oxysporum possédent
la capacité a stimuler les mécanismes de défense de la plante .Les recherches se
focalisent sur les voies de signalisation qui conduisent a la stimulation des génes de
défense, 1’objectif est de manipuler les microorganismes ou les plantes pour

amplifier cette résistance (Alabouvette et al., 2009).
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La concurrence : Les populations microbiennes présentent dans la rhizosphére
profitent des exsudats racinaires et colonisent les racines (Goddard et coll. 2001).
Les microbes qui interviennent dans I' environnement de la rhizosphére pourraient
aussi utiliser les composés mineurs des rhizodépots (hormones, flavonoides,
composes phénoliques) comme signaux qui guident leurs mouvements vers la
surface racinaire et élicitent les changements dans I'expression de genes appropries

a cet environnement (Bauer et Caetano-Anolles ,1990).

La concurrence saprophytique pour les éléments nutritifs dans le sol et la
rhizosphere : la concurrence pour les éléments nutritifs est un phénomene géneral
régissant de la dynamique des populations de micro-organismes qui partagent la
méme niche écologique et ayant les mémes besoins physiologiques lorsque les

ressources sont limitées.

La concurrence pour les éléments mineurs se produit aussi fréguemment dans
le sol. Par exemple, la concurrence pour le fer est I'un des modes d'action par lequel
les sidérophores produits par Pseudomonas sp. limite la croissance des
champignons pathogenes et reduit l'incidence ou la gravité de la maladie
(Schippers et al., 1987; . Bakker et al., 1991 ; Loper et Henkels, 1997).En outre,
la concurrence pour le fer, les Pseudomonas sp. améliore I'effet antagoniste de la
souche Fo47 en rendant I'agent pathogene plus sensibles a la concurrence pour le
carbone, ’association des deux espéces rend la lutte plus efficace (Lemanceau et

al., 1992; Lemanceau et Alabouvette ,1993).

La concurrence pour les sites d'infection a la surface de la racine : Les
deux souches pathogénes et non pathogenes sont capables de coloniser la surface de
la racine et & pénétrer dans la racine. Il a été donc proposé que la concurrence pour
les sites d'infection puisse se produire. Mandeel et Baker (1991) ont postulé que la
surface de la racine a un nombre défini de sites d'infection qui peuvent étre protégeés
par augmentation de la densité de l'inoculum de la souche non pathogeéne.
Malheureusement, le terme «sites d'infection » est plutdt mal defini : peuvent

correspondre a des sites d’attachement, de colonisation, ou de pénétration ?
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Recorbet et Alabouvette (1997) ont montré que les conidies se lient rapidement a
la surface de la racine. L’attachement étant décrit avec précision en termes de
I'adsorption isotherme de Langmuir, indiquant I'existence d’une seule catégorie de
sites d'adherence spécifiques de haute affinité sur la surface de la racine .1l y a un
nombre infini de sites d'infection qui sont protégés par I'augmentation de la densité
de l'inoculum de souches non pathogenes (Mandeel et Baker, 1991). Plusieurs
autres études ont également été menées pour démontrer que les souches pathogénes
et non pathogenes étaient en compétition pour la colonisation des racines (Ogawa
et Komada 1984 ; Eparvier et Alabouvette, 1994 ; Hervas et al.,1997;
Benhamou et Garand, 2001).

La plupart des auteurs considérent que les souches pathogénes de
F.oxysporum sont nécrotrophes, mais quelques études ont fourni des preuves qu’il
existe une phase limitée de biotrophie (Rodriguez — Galvez et Mendgen, 1995 ;
Baayen et Forch, 2001). Les souches non pathogenes de F. oxysporum sont
souvent considérés comme des endophytes, mais leur croissance dans la racine est
arrétée par les réactions de défense des plantes. Leur présence est limitée aux
couches superficielles, ou il n'y a pas de preuve que le champignon tue les cellules
pour tirer les nutriments .Au contraire, plusieurs études ont rapporté la présence des
hyphes dégénérés. Sur la base de ces observations, il est difficile de déterminer si
les souches de F. oxysporum sont biotrophes ou nécrotrophes ; leur comportement
peut dépendre de la souche, la plante et / ou les conditions environnementales
(expérimental) (Alabouvette ,2009).

5-5-3.Formulations de F. oxysporum non pathogéne

Une fois un agent de lutte biologique est sélectionné sur la base de son
potentiel in vitro et in vivo, la production de la biomasse et de la formulation
appropriée devient la préoccupation majeure (Lumsden et Lewis, 1989).La réussite
du bio contrdéle dépend de la présence de l'agent de lutte biologique livré au bon
endroit, au bon moment, dans I'état physiologique approprié. En plus de ces

considérations, l'application doit étre compatible avec le systeme de production
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(Minuto et al., 1997a.,b ; Fravel et al ., 2003 ). La formulation peut étre appliquée
en tant que traitement des semences et traitement des sols. Pour la formulation de la
biomasse de I'antagoniste sous une forme appropriée est une autre étape importante
pour le succes de la lutte biologique. La formulation doit étre facile a manipuler et a
livrer sur le site de l'action. Le talc, le charbon de bois et chem-sorb sont
couramment utilisées comme supports inertes pour la préparation de la formulation
de Fusarium non pathogéne (Steinberg et al , 1997 ; Kaur, 2003 ). Une
formulation de microgranules réalises enrichis avec une base alimentaire a fourni un
meilleur taux de survie et une meilleure efficacité de la lutte biologique de la
formulation de talc traditionnel utilisé dans le laboratoire. La modification de la
formulations de Fusarium non-pathogénes avec fumier de ferme a également
renforcé le potentiel de lutte biologique contre la fusariose vasculaire du pois chiche
(Singh et al., 2002).
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CHAPITRE Il : PRINCIPALES MALADIES DU POIS DANS L’OUEST
ALGERIEN

1. INTRODUCTION

En Algérie, les légumineuses alimentaires occupent une place importante
dans le systeme agricole et I’agroéconomie du pays, elles revétent une importance
particuliére pour 1’agriculture en constituant un bon précédent cultural pour les
céréales par 1’enrichissement des sols en azote, leurs adaptation aux conditions
pédoclimatiques difficiles ainsi que leurs faible exigences culturales (Laumonier,
1972) et dans 1’alimentation de la population algérienne; riches en protéine elles
constituent une substitution de taille a la consommation des céréales (Saxena,
19888; ICARDA, 1989).

Malgré 1’augmentation des surfaces de Pois (28% des surfaces consacrées aux
[égumineuses) la production reste en deca des besoins nationaux alors que les
rendements fluctuent d’année en année et d’une région a 1’autre, entre un minimum
de 3,4 gx/ha en 2000 et un maximum de 13.22 gx/ha en 2012 de Pois sec
(Statistique agricole, 2013). Cette faible production a pour cause 1’absence de prise
en charge de cette culture au niveau technique et de la protection phytosanitaire.
L’Algérie qui cherche a réhabiliter cette I€égumineuse ambitionne d’augmenter les
surfaces occupées. Cependant cette culture n’a pas fait 1’objet de prospection ayant
aboutie a des rapports d’inventaire liés aux contraintes biotiques. En effet les
risques sanitaires sont multiples et jusqu’a présent mal connus, avec absence des

estimations des pertes qui leur sont relatifs.

L’inventaire des maladies des cultures revét un intérét primordial a tout
programme de protection phytosanitaire. Dans cette optique notre travail a pour
objectifs de diagnostiquer la situation actuelle et les résultats obtenus peuvent étre

utiliseés pour élaborer des stratégies de controle plus efficaces.
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2. MATERIEL ET METHODES
2-1.Prospection et prélevement des échantillons

Les prospections ont été effectuées dans quatre zones agro climatiques

différentes dans I’ouest algérien couvrant 10 wilayas (Tab.2-1., Fig.2-1).

- Plaines cotieres : Mostaganem et Ain temouchent

- Plaines intérieures : Mascara, Sidi Belabes, Relizane, Chlef et Tlemcen
- Hauts plateaux : Tiaret et Saida

- Sahara : Adrar

Quatre vingt quatre champs de Pois ont été prospectés au cours des campagnes
agricoles : 2007, 2008, 2009, 2010 et 2011 et a différents stades phénologiques de
la plante (stade plantule, floraison—formation des gousses). Ces prospections avaient
pour objectif d’évaluer I’importance des maladies du Pois par le calcul de leurs

fréquences.

A partir de chaque champ, dix plantes malades prises au hasard, sont
prélevées entierement a la main et introduit séparément dans des sachets en papier
portant des renseignements concernant le stade végétatif de la plante, les précédents
culturaux, les variétés cultivées, la date du prélevement et le site du prélevement
(Tab.2-2).

Au niveau de chaque site, les différents symptdomes sont décrits et le
pourcentage des plants malades est évalué. La détermination de Fréquence d’attaque
est exprimée par le pourcentage de plantes malades par rapport au nombre total de

plantes.

Nombre de plantes malades

Fréquence d’attaque (%) = x100

Nombre total de nlantes

Les échantillons sont conservés a 5°C pour étre analysées par la suite au laboratoire.
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Tableau 2-1 : Caractéristiques climatiques des zones de prospection (moyenne
des mois de Janvier a Juin pour les années 2007, 2008, 2009 et 2010) (ONM,

2011).
Régions/Départements | Altitude | Pluvio Température (°C) Année
(m) (mm)
Moy. Min. | Moy. | Max.
Plaines Mostaganem | 104 26.50 |10.78 |15.76 |17 2009
cotieres | Ain 250 2094 |- 1250 | - 2010
temouchent
32.08 |8.38 |14.45 |21.13 |2007
Mascara 600 2224 | 7.73 |14.75 |22.23 | 2008
4254 |8.36 |14.96 |21.75 | 2009
19.31 |7.15 |16.46 |22.73 | 2007
o 17.02 |7.28 |16.58 |22.70 | 2008
Sidi Belabes | 470
37.25 |7.61 |16.36 [21.61 |2009
Plaines
17.36 |10.81 | 18.98 | 24.70 | 2008
Relizane 560
56.52 |9.1 - 28.38 | 2009
Chlef 143 4252 |11.37 |17.2 |234 2009
Tlemcen 247 36.96 |10.73 |16.10 | 22.35 | 2010
Hauts Tiaret 1023 52.78 |5.26 |18.76 | 21.1 2009
plateaux
Sahara Adrar 263 0 17.1 |29 34.1 2010
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Tableau 2-2 : Origine des sites et date de prélevement des échantillons.

Régions Wilayas Site de Nbre de Variété Année de
Préléevement | champs cultivée prospection
prospectés
Plaines Ain Ain Tolba 05 Merveille de | 2010, 2011
cotiéres Témouchent Kelvidon
Beni saf 04 Merveille de
Kelvidon
Mostaganem | Boughirat 02 Merveille de | 2009
Kelvidon
Farnaka 02 Merveille de
Kelvidon
Anonyme 02 Inconnue 2007
Plaines Tighennif 03 Grand vert
intérieures Elbord 03 Merveille de
Kelvidon 2007,
Mamounia 02 Grand vert 2008,
Ain Fares 03 Merveille de
Mascara Kelvidon 2009
Ouled aouf 01 Clause 50
Messaadia 01 Clause 50
Sidi Belabbés | ITGC 02 Grand vert 2007, 2008,
Lamtar 03 latcha
Sfisef 03 Grand vert 2009, 2011
S.Mhammed | 03 Merveille de
Ben Ali Kelvidon
Mazouna 02 Onward
Relizane Elgattar 02 Onward 2007,
Yallel 02 Merveille de
Kelvidon 2008,
Ain Errahma | 02 Inconnue
2009
Ain Mrane 03 latcha 2009
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Chliff Chlef 03 latcha
Anonyme 04 Inconnue
Tlemcen Ouled 04 latcha
Mimoun
2010
Sebdou 04 latcha
Hauts Tiaret ITGC 02 Grand vert
plateaux Sebaine 03 latcha
Rahouia 03 latcha 2009
Saida ITGCSaida 01 Grand vert
Sidi Boubkar | 02 Inconnue
Sidi Amar 02 Inconnue 2008
Sahara Adrar Aougroute 03 Grand vert
Zaouiet 03 Demchi
Kounta 2009
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2-2. Les variétes frequemment cultivées en Algérie

- Merveille de Kelvidon : trés vigoureux et productif, hauteur est de 0.45m.
Gousses verts foncés, minces, grains verts ridées, trés sucrés, Le poids de
1.000 grains est de 470 a 490 g, sensible & Fusarium oxysporum f. sp. pisi

- Latcha : variéte locale productive et vigoureuse

- Grand vert : treés vigoureux et productif.

- Onward : maturation tardive, Sa hauteur est de 50 a 90 cm, gousses et grains
verts, Le poids de 1.000 grains est de 570 a 590g, résistant a la race 1 du
Fusarium oxysporum f. sp. pisi.

- Clause 50 : variété de deuxieme saison a rendement important. Grain vert
rond de trés bonne qualité. Plante de 0.45m de hauteur.

- Demchi : variété locale de Pois cultivée dans la wilaya d’ Adrar.
2-3.Milieux de culture utilisés

Les milieux de cultures utilisés sont choisis selon les besoins
expérimentaux. La composition des différents milieux de culture est mentionnée

dans I’Annexe 2

- le milieu PDA contenant un antibiotique (100ug /ml) pour éliminer les
bactéries (Nina et al., 2000). Ce milieu favorise une sporulation abondante
pour les champignons (Champion, 1997).

- Le milieu Czapeck utilisé pour I’isolement de certaines espéces de la
mycoflore du sol (Rapilly, 1968).

- Le milieu GN "gélose nutritive" pour la culture des bactéries (Guirand et
Galzy, 1980)

- Le milieu sélectif: il a été choisi pour la sélection des actinomycetes
(Aghighi et al., 2004).

- Le milieu Hogland, un milieu hydroponique utilisé pour la culture des
plantules de Pois (Hoagland et Anon, 1938), c’est un milieu qui favorise le

développement de la plante et I’agent pathogene.
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Les manipulations doivent étre effectuées sur une surface non poreuse,
désinfectée, dans un endroit du laboratoire a I'abri de courant d‘air, les précautions
sont nécessaires car le milieu de culture non sélectif utilisé permet la croissance de
plusieurs microorganismes trouvés dans l'air et sur les surfaces de travail d'un
laboratoire (Davet et Rouxel, 1997). Les milieux de culture sont coulés dans les

boites de Pétri de 9cm de diametre a raison de 18 ml chacune.
2-4.Méthodes d’isolement et de purification
2-4-1.1solement a partir des racines, des tiges et des feuilles des plantes

Apreés lavage, les racines sont coupées en fragments de 0.5 cm. Ce matériel est
désinfecté a I’hypochlorite de sodium a 2% pendant 3 min, rincé plusieurs fois a
I’eau distillée stérile, séché entre du papier filtre puis placé dans des boites de Pétri
contenant du milieu PDA (4 a 8 fragment/boite). L’incubation se fait a 22 °C

pendant 7 jours.

Pour les tiges et les feuilles des plants, elles sont découpées en fragments de
7.5 cm, désinfectées, rincées puis séchées entre du papier filtre et placées dans des
boites de Pétri contenant du milieu PDA. Les boites sont incubées a 25°C pendant 7

jours.

L’isolement du parasite peut se faire aussi directement a partir d’organes

(feuilles, tiges,...) contaminés et présentant des fructifications aux champs.

Sous la loupe binoculaire, a 1’aide d’un fil ou d’une pipette Pasteur trés
étirée, quelques spores sont prélevées, qui peuvent étre observé directement sous

microscope ou déposées sur milieu PDA en boites de Pétri (Rapilly, 1968).
2-4-2.1solement des microorganismes a partir de la rhizosphere

La rhizosphere est devisée en trois zones : Zone A c’est le sol qui se détache

des racines, Zone B c’est le sol adhérant a la racine, Zone C c’est la racine méme.
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Deux principales techniques ont été employées pour lisolement des

microorganismes a partir de la rhizosphére.

- La premiere technique repose sur la préparation des dilutions qui consiste
tout d'abord a ajouter 10g de terre a partir de les deux zones A et B du méme
échantillon a 90 ml d'eau stérile puis agiter vigoureusement pendant 30
secondes. Ceci constitue la dilution mére, effectuer les dilutions suivantes en
prélevant aseptiquement 10 ml de cette dilution pour Il'introduire dans 90 ml
d'eau stérile en suite agiter vigoureusement puis on obtient les dilutions
1,2,.....jusqu'a 6. Pour réaliser les différents prélevement, la pipette doit étre
changé entre chaque dilution et le préléevement d'une portion de I'échantillon
avec une pipette doit s'effectuer en plongeant celle-ci a environ 2,5 cm sous
la surface du liquide (Singelton et al., 1992).1 ml de la dilution mére, et les
dilutions 102, 10 et 107 est étalé & la surface de boites de Pétri contenant
les milieux PDA, Czapeck, GN et le milieu sélectif pour les actinomycetes.

- la deuxieme technique effectuer dans la zone C, consiste a découper des
échantillons en petit fragments (5 mm),ces fragments sont ensuite désinfectés
a I'hypochlorite de sodium 5% pendant 3 & 5 minutes, puis rincés
soigneusement dans trois bains a I'eau distillé stérile en suite séchés entre
deux feuilles de papier filtre stérile et déposés sur différent milieux de
culture a raison de 4 a 5 fragments par boite, puis sont mises a incuber dans

les méme conditions.

Aprés un temps d'incubation spécifique pour chaque type de microorganisme,
nous avons dénombré les colonies apparues, puis on isole chacune d'elles. Par la

suite, nous avons realisé des repiquages afin de les purifier.

Les boites sont ensuite incubées a 24 + 1°C pendant 7 a 10 jours pour les

champignons (Rapilly, 1968) et a 26°C pendant 24 a 48 heures pour les bactéries.
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La microflore rhizosphérique est estimée par le pourcentage total de la
fréquence qui a été calculé par la méthode de Noveriza et Quimio, (2004), en

utilisant le rapport suivant :

Nombre d’isolement de I’espece donné

Fréquence d’isolement (%) = x 100

Nombre total d’isolats

2-5.Purification des isolats et culture monospore
2-5-1.Purification des champignons

Les colonies des champignons ont été préalablement purifiées. Nous avons
effectué des repiquages successifs, par fragment de culture ne présente aucune
contamination des conidies sur milieux de culture afin d'assurer un bon

développement mycélien puis incubés a 20-25°C (Rapilly, 1968).
2-5-2.Purification des bacteries

La purification des bactéries, a été realisée par la methode de stries ; Nous
avons préléve la colonie bactérienne et a l'aide d'une anse stérile ensemencée sur
milieu GN puis incubée aux températures favorables, Dans le cas des
actinomycetes, la purification a été réalisée par la méme méthode mais sur un
milieu sélectif (Agrios, 2005).

2-5-3.Culture monospore

Pour étudier la variabilité culturale et pathogénique des isolats, il est
nécessaire de réaliser des cultures monosporales. La culture monospores consiste a

obtenir une culture pure a partir d’une spore de champignon (Rapilly, 1968).
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Dans une boite de Pétri contenant une culture pure agee de 7 a 10 jour, 10 ml
d'eau distillé stérile sont versées. Apres grattage a l'aide d'une pipette pasteur coudé
stérile, la suspension recueilli est filtrée sur de la gaze pour éliminer les fragments
de gélose et de mycélium. 1ml est préléevé et introduit dans un tube a essai contenant

9ml d'eau distillé stérile.

La concentration est déterminée avec un hématimetre de Thomas puis ajustée
jusqu'a 20 spores/ml. Environ 0.5ml est prélevé et déposé aseptiqguement dans une

boite Pétri contenant un milieu organique (P.D.A).

Ces boites sont incubées a température ambiante pendant 24h a 48h et a l'aide
d'une pipette pasteur effilée et sous la loupe binoculaire. Les spores germées sont
reperées, prélevées et remises en culture sur des boites de Pétri contenant le milieu
de culture (Johnston et al., 1983).

2-6.1dentification des microorganismes
2-6-1.1dentification des champignons

Les isolats fongiques sont identifiés par une étude macroscopique des caracteres
culturaux sur milieu PDA et une étude microscopique des caractéres

morphologiques des cultures par observation au microscope photonique

L'examen direct au microscope photonique d’un fragment de culture de
champignon agé de 5 a 7 jours entre lame et lamelle, dans une goutte de bleu de

méthyléne permet d'observer 1’aspect microscopique des échantillons.
2-6-2.Caractérisations morphologiques des isolats

L'identification repose sur une observation globale des caracteres culturaux
intégrant a la fois les caractéristiques culturales (pigmentation, aspect du mycélium

et fructification) et I'observation microscopique.
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Le mycelium des colonies présente un aspect variable. Le mycélium est "
aérien " quand les hyphes se dressent verticalement a quelques millimétres au-
dessus de la gélose. Le mycélium est * ras ** lorsqu'il colonise la surface du milieu et
que la croissance est radiale. Entre ces deux extrémes, il existe des formes

intermédiaires.

La régularité de la marge : la croissance de la colonie en boite de Pétri n'est
pas toujours uniformes si elle est identique en tout point du front de croissance. La
marge est " réguliére " ; s'il existe des zones ou la croissance est plus rapide, la

marge est " irréguliere ".
e Examen microscopique

Les observations morphologiques sont extrémement importantes, car elles
permettent, en se basant sur les caractéres du mycélium et sur le type de spores
(spores obtenues par voie végétative ou non), de distinguées les divers groupes de
champignons. Les caractéres que I'on note portent sur le mycélium (cloisonné ou

non, coloré ou non .....) et sur l'appareil fructifére sur les spores (formes, cloison).

Toutes ces observations morphologiques sont complétées par des
mensurations (longueur et largeur des spores). La biométrie est en effet
indispensable pour distinguées les especes parfois méme les genres. Elle permet
d'apprécier, en fonction du grossissement utilisé les dimensions des spores et de

tous les organes des champignons.

e Culture des isolats sur lames

Cette méthode permet une bonne observation microscopique de la
morphologie du champignon et l'insertion des conidies et spores sur filaments
mycéliens (Rapilly, 1968).Une goutte de milieu P.D.A liquéfié est mise
aseptiguement sur lame en verre, puis on la couvre dune lamelle, les

ensemencements se font au bord des lamelles. Ces cultures sont mises en boites de
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Pétri stériles renfermant un disque de papier filtre imbibé par de l'eau distillée

stérile pour maintenir une humidité favorable au développement du champignon.

Aprés deux a trois jours d'incubation & température ambiante, les observations

microscopiques peuvent étre effectuées.
2-6-3.1dentification des différents isolats
¢ Identification des champignons

L’identification des champignons isolés a été réalisée en se basant sur la

documentation suivante :

> Illustrated Genera of Imperfect Fungi. (Barnett et al., 1972).

> Les Maladies des Plantes Maraichéres (Messiaen et al., 1991).

> Clés d'identification des champignons rencontrés sur les plantes maraicheres
(Riuet, 1985).

» The Genus Fusarium Key (Booth, 1971).

» The Fusarium Laboratory Manual (Leslie et al.,, 2006),

> Pictorial Atlas of Soil and Seed Fungi: morphologies of cultured fungi and key to
species (Watanabe, 2002),

e ldentification des bactéries

L'identification repose dans un premier temps sur une étude macroscopique
des caractéres culturaux sur milieu GN pour la différentiation entre les différents
aspects des colonies, la couleur, la forme et les contours et dans une seconde étape,
un examen microscopique des caractéeres morphologiques des colonies qui se fait a
partir d'une culture agé de 24 a 48 heures passees a la coloration de Gram, et les

tests biochimiques.

La coloration de Gram : La coloration de Gram est la base de 1’identification

d’une souche bactérienne. Au terme du processus de coloration, les bactéries dites
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« Gram Négatives » apparaissent roses tandis que les bactéries dites « Gram
Positives » sont colorées en bleu foncé/violet .Les bactéries Gram négatives ont une
paroi plus fine que celles a Gram positives. De plus, cette paroi est trés riche en

lipides (membrane externe de la paroi) dans laquelle 1’éthanol est fortement soluble.

Les tests biochimiques : Ces tests sont effectués par la galerie AP1 20E qui est une
version miniaturisée des tests biochimiques classiques destinés a I'identification des
Enterobacteriaceae (bactéries Gram négatif et anaérobies facultatives).Ce systéme
regroupe 23 tests biochimiques. Des substrats déshydratés sont contenus dans des
microtubes. Ces substrats sont mis en solution gréce a lI'addition d'une suspension de
la bactérie a identifier. A la suite d'une période d'incubation (24 heures a 30 c°),
Permettant a la bactérie de réagir avec les substrats, les réactions se traduisent par

des virages colorés spontanés ou réveélés par l'addition de réactifs.

L’inoculation d'une galerie API 20 se fait & partir d'une culture pure de 18 &
24 heures, faire une suspension bactérienne ayant une concentration de 10°

bactéries/ ml dans 5 ml de saline stérile (Na Cl a 0,85%) a un pH entre 5,5 et 7.

La technique d’inoculation des galeries est décrite dans le tableau A2-1 et la
lecture des réactions se fait a l'aide du tableau de lecture (Tab.A2-2).
L'identification est obtenue a l'aide du catalogue analytique ou d'un logiciel
d'identification (Ishimaru et klos ,1984).

Pour les Actinomycetes I'examen se fait d'une culture agée de 24 a 28 heures,

apres avoir réalisé un frottis sur lame et passage a la coloration de Gram.
2-6-4.Conservation des isolats

Les cultures pures sont conserves dans des tubes a essai inclinés contenant le
milieu de culture apres une incubation de 3 a 5 jours puis conserver a basse
température (+4°C); le PDA pour les champignons (Rapilly, 1968), GN pour les
bactéries (Ishimaru et klos, 1984), et les isolats des Actinomycétes sont conservees

sur des géloses inclinées avec un repiquage tous les deux mois (Hilali et al., 2002).
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3. RESULTATS
3-1.Recensement des maladies du Pois dans les régions prospectées

Les prospections effectuées sur preés d’une centaine de champs de Pois au
niveau de 10 wilayas de I’ouest Algérien; nous ont permis de relever des

observations assez importantes du point de vue qualitatif et quantitatif (Tab.2-3).

Des differences significatives des fréquences des maladies fongiques affectant
la culture sont observées entre les stades végétatifs de la plante et les régions, nous
avons remarqué une augmentation des pourcentages des maladies dans toutes les
zones avec 1’age de la plante. Les plaines cotieres sont les plus exposées aux
Ascochytoses (46% a Mostaganem), la culture au niveau des plaines internes est
vulnérable au jaunissement- flétrissement (33,98% a Relizane) et aux oidiums
(23.34 % a Mascara) en ce qui concerne les Haut plateaux le symptéme le plus
répondu c’est la Pourriture racinaire (45.2% a Tiaret). Le Mildiou reste la maladie la
moins répondue pour toutes les zones visitées. La région de Mostaganem est la plus
infestée avec une moyenne del3.56% stade plantule et 21.45% stade adulte tandis
que la wilaya d’Adrar est la moins exposée avec une moyenne de 4.37% (Tab.2-3).
Les observations sont portées essentiellement sur les symptdmes visibles aux

champs dont les principales sont :
I- Symptomes foliaires

1-L’ascochytoses : Les anthracnoses font partie des maladies courantes sur
Pois. Elles sont dues a deux champignons, A. pisi et A. pinodes, qui sont transmis
par les semences et disséminés par voie aérienne (vent, pluie). Les attaques peuvent
survenir sur ’ensemble du cycle, notamment lorsque les températures avoisinent
15- 20°C avec une humidité saturante. Durant les prospections, des lésions sont
observées sur les feuilles, les tiges et les gousses (Planche 2-2). A D’intérieur des
Iésions les pycnides sont visibles aisément. Un deuxiéme type de taches sont

présentes sur toutes les parties de la plante y compris sur les racines ; elles sont plus
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petites, rapprochées les unes des autres et de teinte fonce. Sur la tige, de larges
macules brunes violacées affectent le bon développement de la plante, leur
fréquence est moins élevée que les premieres. Cette maladie est présente dans tous
les champs visités des le stade plantule, elle est plus fréquente dans les sites ayant
recues une forte pluviométrie ou irriguée et évolue d’une saison a 1’autre en
fonction du climat. La moyenne des fréquences de la maladie au niveau de 1’ouest
Algérien varie de 7.97% stade plantule & 46% au stade floraison-formation de
gousse. Le pourcentage le plus élevé est enregistré au niveau de la wilaya de
Mostaganem qui est une région cotiére a culture précoce par rapport aux autres
régions. La fréquence la plus faible (2.55%) est observée au niveau de la wilaya
d’Adrar (Sahara). L’isolement nous a permis d’identifier respectivement les especes
suivantes : A. pisi et A. pinode, especes identifiées a partir des semences par
(Bouznad et al., 1987).

2-La stymphyliose : au stade floraison a c6té des taches a ascochytose, mais
moins importantes, nous avons relevé la présence de taches nécrotiques circulaires
trées nombreuses de couleur brunes au centre et au pourtour gris, évoluant en
nécroses au niveau des feuilles. Sur des tiges les taches sont allongées moins
nombreuses de couleur brune. Les plantes atteintes subissent une défoliation. Les

especes identifier : Stemphylium sarciniforme et S. botryosum.

3-L’Alternariose : C’est une maladie qui apparait tardivement pendant le
stade formation de gousses au niveau des plaines internes ou le stade gousse
coincide avec 1’augmentation des températures. Le symptdéme débute par un
jaunissement des feuilles qui se développe des bords vers la nervure centrale qui
reste verte. Enfin ce symptbme évolue en taches circulaires nécrotiques.

L’isolement nous a permis de distinguer A. alternata et Alternaria sp.

4- Poidium : L’oidium est une maladie qui apparait a la faveur d’un temps
chaud (16- 28°C, avec un optimum a 23°C) et humide, temps orageux, journées

chaudes et nuits fraiches favorisant 1’apparition de brouillards matinaux et de rosée.
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Elle apparait sous forme de petites taches blanches et poudreuses qui colonisent
d’abord les feuilles agées (Planche 2-1: Photo A). Un mycélium blanc et
pulvérulent se développe ensuite sur tous les organes aériens. Ce feutrage s’enléve
facilement au passage du doigt. Les attaques peuvent étre spectaculaires par leur
rapidité et leur intensité. Communément appelé « Dbab » par les agriculteurs. Cette
maladie est la plus répandu sur les plantes de petit Pois dans Plaines internes
(Mascara, Relizane, Sidi Belabés, et Tlemcen) durant les mois de Mars et Avril ou
prédominent les conditions optimales pour son développement avec une intensité
tres élevée dans les champs irrigués avec une moyenne de 12.17% a 16.7% (stade
plantule) et de 22.15%- 23.34% (stade adulte) notant un faible pourcentage (2%)
pour la wilaya de Chlef et 1’absence totale de la maladie dans la wilaya d’Adrar.
Pour les plaines cotieres le pourcentage d’infection varie de 7.95% a 18.75%
sachant que dans ces régions la culture est précoce et ne coincide pas avec les
conditions favorables pour le développement de la maladie. L’espece responsable

est Erysiphe pisi.

5- Le mildiou : Le mildiou est une maladie grave pour la culture de pois, qui
peut conduire au refus de la parcelle pour cause de grains tachés. L’ attaque primaire
qui souvent peut passer inapercue, touche les jeunes plantules précoces. A partir de
ces foyers, le mildiou essaime dans toute la parcelle (attagues secondaires). Les
feuilles présentent des jaunissements sur la face supérieure et un duvet gris violacé
sur la face inférieure (Planche 2-1: Photo B). Cette maladie est favorisée par un
climat humide (pluie, rosée, forte hygrométrie), peu ensoleillé, avec des
températures comprises entre 1 et 18°C (optimum = 6°C). Elle est stoppée au-dela
de 20°C, mais les températures comprises entre 15 et 20°C favorisent une
abondante production d’oospores. Ces spores se conservent 6 a 10 ans dans le sol
(Kraft et al., 2001). La maladie était absente au stade plantule dans plusieurs
régions. Nous avons enregistré une moyenne de fréquences de 0.93% -13.67 %
entre le stade plantule(PL) et le stade floraison-formation de gousse (F.FG), notant
un maximum de 23.75% dans la région de Sidi Belabés durant 1’année 2007, dont

on soupconne que la semence était la source de contamination. Les cultures
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présentant une végetation excessive sont particulierement exposees. Apres

observation microscopique 1’agent responsable est Peronospora pisi. .

7- La rouille : Elle est présente seulement au stade de maturation et avec des
pourcentages faibles au niveau des cultures tardives a Sidi Belabbés (plaines
intérieures) pour 1’année 2007 et a Tiaret (hauts plateaux) en 2009. Maladie est

provoquée par Uromyces pisi.

6-La graisse bactérienne : les symptémes caractéristiques de la maladie était
présente dans la majorité des sites prospectés dans la région de Mascara, au stade
floraison durant le mois de Février-Mars pour 1’année 2008, aprés une gelé
printaniere, mais elle était sans influence notable sur la vigueur de la plante. L’agent

responsable est Pseudomonas syringae.

7- Le botrytis : Le botrytis n’est apparu que dans un seul site a Tiaret au stade
floraison sur Pois fourragé.la maladie présente sous forme de taches chocolatées sur
les feuilles, les tiges et les gousses. Il y a perte de rendement par coulure de fleurs,
avortement de gousses et mauvais remplissage des grains. En conditions humides,
la maladie se propage trés rapidement a toute la plante, puis a toute la parcelle.
L’optimum thermique du botrytis se situe autour de 15- 20°C. Les cultures denses,
mal aérées ou versées sont un terrain de predilection. Nous soupconnons que la
maladie est présente dans le sol a 1’état endémique. Le champignon responsable est

Botrytis cinerea.
I1-Symptdme jaunissement- flétrissement

Le complexe est observé pendant tous le stade phénologique de la plante,
dans la majorité des champs et pendant toutes les années de prospection. Deux types

de symptdmes sont observes :

1-Décoloration des feuilles qui prennent une teinte vert clair qui évolue vers un
jaunissement, ce symptéme est observé au niveau des feuilles apicales et évolue

vers les feuilles basales.
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2-Les organes aeriens montrent en particulier un jaunissement et un flétrissement
des feuilles de la base des plantes et leurs enroulements vers le bas et prennent une
couleur grise. Le flétrissement progresse des feuilles les plus basses vers le haut de
la plante, symptéme qui peut se genéraliser a la plante entiere, Les plantes restent
rabougries (Planche 2-1Photo C). C’est le symptome qui a été le plus observé par
rapport au premier. Les racines semblent ne pas étre atteintes mais une coupe
longitudinale de la tige met en évidence une coloration anormale orange a rouge qui
progresse dans le tissu vasculaire a partir de la racine jusqu'a la tige dans la plupart
des plantes déterrées, symptdme rapporté par plusieurs auteurs. Le symptéme est
observé dans toutes les zones agro climatique y compris le Sahara (13.75%) et un
faible taux (5.9%) pour la wilaya de Mostaganem. La région de Relizane est la plus
touchée avec une frequence moyenne de 23.43% au stade plantule et de 33.98% au
stade floraison-formation de gousses pour les années 2007,2008 et 2009, ce
symptome peut étre lié a la prédominance des sols de nature calcaire dans cette

région, qui favorisent I’aspect de chlorose de la plante.
I11- Pourriture racinaire et du collet

Le symptome est répandu dans les trois zones et durant tous les stades de
veégetation. Le pourcentage est variable d’un stade a I’autre de la plantes, un
intervalle moyen de 3.89% (Mascara) a 18.6% (Mostaganem) au stade plantule et
de 5.54% (Adrar) et la valeur maximale de 45.2% est enregistré dans la région de
Tiaret (Haut plateau) stade floraison-formation de gousses durant le mois d’Avril
2009 et aprés une pluviométrie assez importante (80 mm). Les symptdmes
appariaient sur les racines qui prennent une couleur brune puis se décomposent, il
s’agit d’une pourriture racinaire, la région du collet présente parfois un
brunissement avec présence de mycélium blanc en terrain humide. La plante
déterrée se casse facilement au niveau du collet et les racines pourries restent dans
le sol. Les deux types de symptémes peuvent dans certain cas coexisté sur la méme
plante. Enfin la mort de la plante est constatée durant le stade de formation des

gousses (Planche 2-3).
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IV- Le dépérissement

Ce symptdme est moins visible, absent dans la plupart des sites prospectés,
observer aux stades plantule et formation de gousses seulement dans la région
Relizane (32%) et Chlef (7.5%). Ce résultat peut étre d’origine non parasitaire.
Cette observation peut étre expliquée par la nature du sol a aspect calcaire qui

prédomine dans ces régions, sachant que le petit Pois redoute les sols calcaire.
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Tableau 2-3 : Fréquences (%) des maladies de Pois durant 2007, 2008, 2009 et 2010 dans I’ouest Algérien.

Plantules Floraison-Formation de gousses
Pourriture Pourriture
Oidium Ascochyta | Mildiou Jaun- Moy. | Oidium Ascochyta | Mildiou Jaun- "o
Flet racine/collet Flet. racine/collet
Plaines internes
2007 26 6,75 0 10,66 3,06 9,29 30,33 11,25 8,33 14,33 6,75 14,2
2008 5,33 20,5 2,3 9,12 3 8,05 17,5 23,6 3 11,5 8,2 12,76
Mascara

2009 7,5 18,33 0,5 5,73 5,6 7,53 22,2 36 3,4 18,85 10,25 18,14
Moy. 12,17 15,19 0,93 8,5 3,89 8,14 23,34 23,62 4,91 14,89 8,4 15,03
2007 17 8 0 235 2,25 10,15 31,25 13,5 11,5 35,6 4,75 19,32
) 2008 16,25 15,35 0 19,8 10,42 12,36 28,4 18,33 5,6 30,5 20,35 20,64
Relizane 2009 3,25 14,66 0 27 20 12,98 7,5 23 4,3 35,85 43,5 22,83
Moy. 12,17 12,67 0 23,43 10,89 11,83 22,38 18,28 7,13 33,98 22,87 20,93
2007 10,95 6,66 0 14 4,66 7,25 16,66 11,66 23,75 17,5 11,33 16,18
Sidi 2008 12,7 9 1,5 13 10 9,24 18,9 22,3 10,66 18,5 15,2 17,11
Belabes | 2009 27,5 8,25 2,3 7,85 10,75 11,33 30,9 21,8 6,6 13,75 25,5 19,71
Moy. 17,05 7,97 1,27 11,62 8,47 9,28 22,15 18,59 13,67 16,58 17,34 17,67
Chlef | 2009 - - - - - 2 17,5 34 30 36 17,78

Tlemcen | 2010 16,7 13,35 6 11,02 13,05 12,02 - - - - -
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Plaines internes

Mostaganem | 2009 7,95 26,45 8,9 59 18,6 13,56 18,75 46 10,8 7,3 24,42 21,45

A.Temouchent | 2010 - - - - - 12,6 23,6 9,4 27,73 16,81 18,03

Hauts plateaux

Tiaret 2009 - - - - - 2,1 16,2 15 14,7 45,2 15,94

Sahara

Adrar 2009 - - - - - 0 2,55 0 13,75 5,54 4,37
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Planche 2-1 : Symptomes foliaires

Photo A : Oidium Photo B : Mildiou

Présence d’un feutrage blanchatre sur
tous les organes, peut provoquer le
desséchement de la plante.

Agent responsable : Erysiphe pisi

Présence d’un feutrage bleuté sur la face
inferieur des feuilles.
Agent responsable :_Peronospora pisi

Photo C : Jaunissement- Flétrissement

Décoloration et enroulement des
feuilles, la Progression se fait du bas
vers le haut

Symptomes de jaunissement apical
accompagné de flétrissement des feuilles.
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Planche 2-2 : Taches foliaires (Ascochytoses).

Des 1ésions brunes rousses et concaves, au centre, la présence de
pycnides, caractéristique d’Ascochyta pisi

A- symptome sur feuille.

B- symptome sur tige.

C- Un grand nombre de petites taches brunes
foncés. Caractéristiques d’ Ascochyta pinodes
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Planche 2-3 : Pourriture du collet et des racines.

A- Pourriture du collet et des racines.
B- Nécrose du collet.

C- Pourriture molle humide entrainant I’abscission des racines a
partir des premiers stades de la levée. Provoquer par Pythium sp.
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3-2.Résultats de I’analyse de la microflore rhizosphérique

Notre étude est basée sur la fréquence des colonies de bactéries, et de
champignons capables de se développer sur les milieux de culture en laboratoire. 11
est bien connu que cette methode de numération indirecte permet le dénombrement
que d’une fraction de la microflore réellement présente dans les échantillons.
Cependant seule cette méthode permet a la fois le dénombrement et 1’étude de la

structure qualitative des populations microbiennes du sol.
3-2-1.1dentification des champignons isolés a partir de la rhizosphére

L’identification reposait sur la différence au niveau morphologique par la

forme, la pigmentation et I’examen microscopique pour les champignons.

L’isolement a partir de la rhizosphere et de la tige, nous a permis d’identifier un

nombre important d’espéces fongiques (Tab.2-4, Planche 2- 4 et 2-5).

A partir de la zone A et B de la rhizosphére ; nous avons pu isolés les
espéces suivantes : Fusarium sp., Alternaria sp., Pythium sp., Epicoccum sp.,
Pénicillium sp., Cladosporium sp., Stemphylium sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp.,
Mucor sp. Monilia sp., Hélicomyces sp, Phialophora sp. et Gilmanila sp. avec des

pourcentages qui différes selon le site et selon le stade du végétal.

A partir de la zone C (Les racines) et les tiges nous avons pu isolés surtout
les especes appartenant au genre Fusarium sp. avec la présence de quelques autres
champignons tels que Ascochyta pisi, Ascochyta pinode, Phoma sp. dont la
moyenne supérieure est enregistrée dans les plaines cotiéres (17.33%) suivie par les
plaines internes (10.83%) et une minimale de 2.9% au niveau des hauts plateaux et
de 1.25% au Sahara, par contre, pour Rhizoctonia solani, le maximum est
enregistré au niveau des plaines internes (15.63%). Sclerotinia sp. avec des
pourcentages d’isolement faibles entre 0% a Adrar et un maximum de 4.08 a

Mascara et aussi la présence d’Alternaria sp. Parmi les Fusarium, nous avons
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identifié: le Fusarium solani (FS) fréquemment détecté dans le sol se situe a
proximité des parties souterraines des plantes ce qui a été apparu dans notre
isolement avec une moyenne assez important au niveau des haut plateaux (25% a
Tiaret) suivi par les plaines internes (18.49% avec un maximum de 20.61 a
Mascara), le Sahara (20% a Adrar)et faible dans les plaines cétieres (10.71%),
résultats rapportés par Belabid et al, (2000). Par contre F. oxysporum souvent isolé
a partir des différents organes des plantes (racines, tiges) est dominant les plaines
cotieres (37.94%) par rapport aux plaines intérieures (21.8%) et haut plateaux
(14%), notant aussi un taux assez important au niveau du Sahara (32.5%). Le F.
roseum est trés fréquemment isolée a partir des tiges. En ce qui concerne le F.
culmorum, F. equiseté, F. solani et Rhizoctonia solani sont isolés a partir du collet.
Le pourcentage d’isolement des Fusarium (FO, FS et FR) trés eleve aux stades

floraison et maturation par apport au stade plantule.

L’étude de la mycroflore a montré une variation significative quantitativement
et qualitativement de la population fongique de la rhizosphere de Pois. Le
développement des maladies racinaires et les pathogénes telluriques provoquent une
perte dans le rendement. Les plaines cotieres présentes la fréquence la plus €leve en
especes fongiques pathogenes avec une moyenne de 14.49% suivie par les plaines
internes avec 11.19%. L’espéce la plus dominante pour I’ensemble des régions
prospectées est le F. oxysporum avec un pourcentage moyen de 22.26%, Pythium
sp. est I’espece dont le pourcentage d’isolement est le moins élevé avec une

moyenne de 1.43%.
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Tableau 2-4 : Moyenne des fréquences (%) des especes fongiques isolées de la rhizosphére en fonction des réegions

agroclimtique et pendant la période de 2007-20010.

F. F. |Rhizoctonia | Fusarium |Ascochyta| Cladosporium | Alternaria |Stemphylium| Scleroctinia | Pythium Moy.
oxysporum | solani |sp. sp. sp. sp. sp. sp. sp. sp.
Plaines cotieres
Mostaganem | 27,37 2,42 4,35 8,6 16,46 25,42 3,89 18,35 0,5 525 [12,03
Ain
Temouchent 48,5 19 9,25 10,16 18,2 30,05 8,7 14,6 0,77 10,25 |[16,95
Moy. 37,94 10,71 9,25 9,38 17,33 27,74 6,3 16,48 0,64 7,75 |14,49
Plaines internes
Mascara 15,38 20,61 1,53 20,35 11,53 12,3 7,69 4,16 4,08 3,07 [10,07
Sidi Belabes 19,25 12,8 15,3 14 14,56 52 10,2 4,12 1.3 0,77 14
Relizane 22,35 19,6 16,2 12,25 2,75 2,34 9,37 5,58 2,5 0,66 | 9,36
Chlef 52 12,75 34,58 7,2 13,7 0 55 3,4 3 0,25 | 8,56
Tlemcen 445 21 10,2 17,5 15,35 6,2 11,5 5,66 3,75 4,02 |13,97
Moy. 21,86 18,49 15,63 14,26 10,83 521 8,52 4,7 3,33 2 11,19
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Hauts plateaux

Tiaret 14 25 9 9,6 2,9 0 2,7 0 3,2 0 6,64

Saida 9,66 22,60 9,38 12,06 5,85 2,15 6,05 2 3,40 0,82 7,37

Moy. 13,39 | 23,80 9,38 10,83 4,38 1,08 4,38 1,00 3,40 0,41 7
Sahara

Adrar 32,5 20 2,05 12,75 1,25 0 2,75 0 0 0 7,13

Moy. 22,26 19,64 12,74 13,49 8,33 3,72 6,86 3,36 2,84 1,43 9,47
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Planche 2-4 : Aspect macroscopigue et microscopique des champignons isolés.

11/04/2009

F. oxysporum F. solani

11/04/2009

Ascochyta pisi Alternaria sp.

0410672009

Rhizoctonia sp. Phythium sp.
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Aspergillus sp. Penicillium sp.

|
\
s

Helicomyces sp. Epicoccum sp.

07/04/2009

Gilmaniella sp.

04/05,2009

Stemphylium sp.
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3-2-2.1dentification des bactéries isolées a partir de la rhizospheére

Pour identifier les bactéries, nous avons mis en ceuvre des techniques
traditionnelles microbiologiques (examen macroscopique, examen microscopique

(état frais, coloration gram), identification biochimique (les galeries Api 20E).

Les résultats obtenus présentés dans les tableaux (2-5 et 2- 6), nous indiquent qu’il
est possible d’identifier les bactéries selon des caractéristiques morphologiques,
biochimiques et physiologiques. Pour affiner cette identification, il pourrait étre
intéressant de mettre en évidence la diversite métabolique des bactéries en utilisant
des tests biochimiques. En utilisant cette méthodologie, les bactéries sont classees
par grande catégorie selon la coloration de gram. Cette classification ne permet pas

une classification fine des bactéries.

La lecture des réactions se fait d’apres le tableau de lecture (Annexe 3) fournit
dans le kit et I’identification est obtenue a 1’aide d’un logiciel d’identification (base
de données Api Web), aprés y avoir inscrit le profil numérique a 7 chiffres. C'est

une méthode plus rapide et plus économique que les méthodes conventionnelles.

L’analyse qualitative de la microflore bactérienne rhizosphérique isolement a

partir des échantillons prélevé montre une gamme de bactéries variées :

La zone A : Pseudomonas fluorescens/ putida, Pseudomonas aeruginosa,
Stenotrophomonas maltophilia, Xanthomonas sp, Erwinia sp, Chryseobacterium
meningoseptium, Enterobacter cloacae, Chryseomonas luteola, Burkholderia

cepacia.

La zone B : Pseudomonas fluorescens/ putida, Pseudomonas aeruginosa,
Stenotrophomonas maltophilia, Xanthomonas sp, Erwinia sp, Enterobacter
Cloacae, Chrysemonas luteola, Burkholderia cepacia, Serratia marcescens,

Photobacterium damsela.
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La zone C: Pseudomonas fluorescens/ putida, Pseudomonas aeruginosa,

Xanthomonas sp, Enterobacter Cloacae, Burkholderia cepacia.
L’isolement des Actinomycétes a partir de la rhizosphére

Sur I’ensemble des souches isolées d’échantillons de la rhizosphére dans les
deux régions de Mascara et Mostaganem et conservées au niveau du laboratoire,
plusieurs colonies prélevées sur la base de 1’aspect caractéristique des
Actinomycetales ont fait I’objet de ce travail, elles sont repiquées sur le méme
milieu qui a servi pour isole et purifiées sur le milieu sélectif utilisé par Aghighi
(2004).

Concernent la coloration de Gram elle est effectuée selon les méthodes
classique, Aprés 7 jours d’incubation, des colonies jeunes sont apparues, de forme
rondes, séches de couleur beige a jaune brun correspondant au mycélium de
substrat, a bord plats et centres élevés. Cette forme est caractéristique des colonies

du genre Streptomyces.
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Tableau 2-5 : Examen macroscopique des colonies isolées a partir de la

rhizosphere.

COLONIE | TAILLE | FORME | ASPECT OPACITE | COULEUR

1 petite bacille Grace translucide | Beige foncé

2 petite Bacille Gréace translucide | Beige clair

3 petite Cocci Luisante opaque Jaune foncé

4 petite Cocci Gréace opaque Beige clair granulé
5 petite Cocci Rugueux opaque Jaune clair

6 petite Cocci Nébuleuse | opaque Orange

7 petite Cocci Luisante opaque Jaune canarien

8 petite Cocci Nébuleuse | opaque Rose

9 petite Cocci Luisante opaque Jaune luisant

10 petite Cocci rugueux opaque marron

11 petite Cocci nébuleuse | opaque Beige au marron

Tableau 2-6 : Examen microscopique et biochimique des colonies de bactéries

d’aspects différents.

Examen

microscopique

Examen biochimique

COLONIE FORME GRAM CATALASE | OXYDASE
1 bacille droit - + +
2 bacille droit - + I
3 bacille - + -
4 bacille droit - + +
5 bacille - + -
6 bacille - + -
7 bacille - i N
8 bacille - + +
9 bacille - + -
10 bacille - + +
11 bacille - + +
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4. DISCUSSION

La répartition géographique de la culture des légumineuses se situe
principalement dans les régions de 1’ouest du pays. Le Pois représente 28% des
superficies consacrées a cette famille. Plusieurs maladies sont connues dans le
monde affectant le Pois mais peut d’entre elles ont un impact économique,
I’anthracnose, la fusariose, la pourriture grise, le mildiou, 1’oidium, la rouille et la
graisse bactérienne de pois. (Donald, 1985). En Algérie, les travaux de prospection
réalisés ces dernieres années, ont montré¢ 1’existence de plusieurs maladies,
I’oidium, I’anthracnose sont les plus importantes, suivie de flétrissement vasculaire,
le mildiou et la nécrose du collet due a Rhizoctonia solani ou Fusarium solani, ces
maladies sont considérées comme étant les plus économigquement importantes
(Bouznad, 1987 ; Merzoug et al., 2009; Setti et al., 2009).

Les micro-organismes présents dans le sol jouent un role trés important dans
I’économie Agricole .Les pathogenes telluriques provoquent le développement des
maladies racinaires et une perte dans le rendement chez les plantes cultivées.
(Iftikhar et al ., 2003). Dans la présente étude, un plus grand nombre de
champignons, bactéries et Actinomycetes ont été isolés a partir de la rhizosphere du
Pois a différentes étapes de croissance et dans différentes zones agro climatique
(Merzoug, 2011).

L'association de F. oxysporum, F. solani, S.sclerotiorum et R. solani avec le
complexe de flétrissement et la pourriture des racines du Pois dans plusieurs pays
dans le monde a déja été rapportés (Snyder, 1933 ; Harter, 1934 ; Sharma, 2000 ;
Xue, 2003).

Des études similaires ont été entrepris au Canada ou le complexe de pourriture
des racine (PRRC) de Pois est attribué a une ou des combinaisons d’agents
pathogenes, y compris Alternaria alternata, Aphanomyces euteiches, FOP, FSP,
Mycosphaerella pinodes, Pythium sp., Rhizoctonia solani et Sclerotinia

sclerotiorum (Tu, 1986; 1991). Les agents pathogénes agissent individuellement ou
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en synergie causent des symptomes tels que la pourriture des semences, la
pourriture des racines, la pourriture du pied, les fontes de semis, et le flétrissement.
L'incidence de PRRC varie avec lI'année les lieux et, selon le climat, la rotation et
les pratiques culturelles (Slinkard et al, 1994; Tu, 1991). Les pertes de rendement
ont été estimés a plus de 70% lorsque la maladie est sevére (Hwang, 1991). PRRC
combiné avec le complexe de l'anthracnose ont réduit considérablement la
production de Pois en Ontario et Manitoba (Canada) ou le Pois est cultivée
traditionnellement (Xue, 2003).

Dans le sud de la Scandinavie (Suede et Danemark), des enquétes ont été
menées pour déterminer les agents pathogeénes les plus fréguents et plus graves dans
les champs de Pois. Parmi les maladies les plus destructrices de Pois, le complexe
de la pourriture racinaire et du pied, les agents pathogenes les plus fréquemment
isolés étaient Aphanomyces euteiches, Phoma medicaginis var. pinodella, Fusarium
solani, F. avenaceum, F. oxysporum, F. culmorum, Chalara elegans, Pythium

irregulare et Mycosphaerella pinodes (Persson et al., 1997).

En Pologne, des observations ont confirmé la présence de la fusariose du pied
et la pourriture racinaire comme étant les maladies les plus courantes causee par F.
oxysporum, ils ont également isolé le F. solani, mais moins fréguemment,
(Czyzewska ,1984), tandis que Marcinkowska (1992, 2005) a trouvé que le F.
solani est la principale cause de la fusariose sur les Pois secs. Les données obtenues
pour F. solani étaient en accord avec les résultats constatés par Kerr (1963) en
Australie et Clarkson (1978) en Angleterre. L'intensité de la fusariose du pied et la
pourriture des racines dépend des régions, des années de I'étude et des cultivars.
Cependant, I'influence du climat sur le développement de la maladie n'est pas trés
claire (Tu 1991; Marcinkowska, 2002; 2007).

En régle générale, la pourriture des racines et les maladies de semis ne
représentent pas un probleme grave si une rotation de 4-5 ans entre cultures de Pois

est pratiquée (McLaren et al., 2005).
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L’ascochytose causée par Mycosphaerella pinodes (Berk. & Blox.) est I'une
des plus importante maladies aériennes du Pois sec (Pisum sativum L.) en France ou
elle est épidémique chaque année (Tivoli et al., 1996). M. pinodes peut infecter
toutes les parties aériennes de la plante (feuilles, les tiges et les gousses), elle est
responsable des pertes de rendement allant jusqua 30 % (Allard, 2001).
L’Ascochytose causée par Mycosphaerella pinodes (Berk. et Blox.) est maintenant
reconnu comme I'un des principaux problémes limitant le rendement des cultures de
Pois en Algérie (Setti et al., 2009).

L’oidium, provoquée par Erysiphe pisi, affecte toutes les parties vertes des
plantes de Pois et réduit essentiellement le nombre de graines par gousse et le poids
des graines dans les plantes de Pois infectés a des stades précoces de la croissance
(Garry et al., 1998). Il peut provoquer des pertes de rendement de 25-50 %
(Warkentin et al., 1996; Fondevilla, 2007). En Inde la sévérité des pertes est
estimé a 9.6% (Rana et al., 2009).

Roberts (1992) a expliqué que les pertes de rendement dues a la brdlure
bactérienne sur Pois du a Pseudomonas syringae pv. pisi, provoque une réduction
du nombre de gousses par plante et le nombre graines par gousse. La gravité de la
maladie a été plus importante pour les Pois semes en hiver que ceux du printemps,
une perte de rendement de 0,5 t /ha est enregistrée dans les zones affectée par

bralure bactérienne du Pois (Mansfield, 1997).

L’infection du Pois par différents agents pathogenes dans I'environnement
naturel est fortement influencée par les conditions météorologiques de la zones
d’étude et la saison de croissance (Xue et al.,, 1996; Chang et al., 2005,
Marcinkowska, 2007).

De la méme maniére, 1’analyse bactériologique montre clairement une
dominance du genre Pseudomonas. D’aprés les prélévements et isolement
rhizosphérique realisés dans les sites prospectés, les P. fluorescens sont souvent les

plus nombreuses. Cette prédominance pourrait s’expliquer soit par leur taux de
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croissance rapide et une latence réduite, leur aptitude a produire des substances
inhibitrices, leur synthese de pigments fluorescent fréguemment inhibiteurs vis-a-
vis d’autres espéces bactériennes ou encore par leur pouvoir colonisateurs,

puisqu’elles s’averent exceptionnellement envahissantes.

D’apres Leclerc, (2003) P. fluorescens est un microorganisme ubiquiste de
I’environnement, des eaux douces, du sol et des végétaux. Ses exigences
nutritionnelles minérales et sa capacité a survivre dans des conditions hostiles font

qu’il s’adapte facilement a une large variété de situation (Saadoun, 2002).

Pour expliquer la présence d'un grand nombre des bactéries dans la
rhizosphere de Pois, deux hypothéses peuvent étre retenues. Ou bien les bactéries
isolés ont un effet bénéfique pour la croissance des plantes PGPR, en stimulant des
mécanismes de défense inductibles chez 1’hote, rendant celle-ci moins susceptible
vis-a-vis d’une infection ultérieure par un agent pathogéne pour lutter contre une
gamme relativement large de pathogénes fongiques, bactériens ou viraux (Adam,
2008) ou bien les bactéries présentes dans la rhizosphere, ou apportées par une
contamination extérieure, ont pu se multiplier au cours des stades phénolgiques de
Pois. Nos résultats obtenus nous ont permet d’identifie un grande nombre de
bactérie de la rhizosphére utilisé dans la lutte biologique, parmi lesquelles nous
avons identifié Pseudomonas fluorescens/ putida, Burkholderia cepacia, Serratia

marcescens, Pseudomonas aeruginosa.

Les modifications abiotiqgues et biotiques de [I'environnement des
microorganismes affectent également la structure des communautés microbiennes
du sol (Andrade et al., 2003). Dans les systemes les moins perturbes
mécaniquement, 1’augmentation de la biomasse microbienne en surface serait
majoritairement due a I’expansion de la biomasse fongique, favorisée par I’humidité
du sol.et non affectée par les perturbations mécaniques qui réduisent la longueur
des hyphes mycéliens et le nombre de propagules dans les premiers horizons de

sol (Kennedy, 1999; Spedding et al ., 2004). Le type d’outil utilisé pour le travail
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du sol a également une influence sur les populations microbiennes : il semblerait
que les outils animés (herse rotative) aient un effet encore plus délétere pour les
populations fongiques qu’un labour (Cook et al., 1983). Les sols travaillés
intensivement seraient donc dominés par des espéces bactériennes tandis que les
sols ou le travail du sol est limité favoriseraient le développement de populations
fongiques (Kladivko, 2001 ; Young et Ritz, 2000).

L’abondance et 1’activité des microorganismes du sol sont influencées aussi
bien par les facteurs environnementaux (type de sol, pH, humidité et disponibilité
d’¢éléments nutritifs) que par la plante (I’age, et I’espece). Aussi la diversité des
populations microbiennes au niveau de la rhizosphére est due principalement aux
variétés de composés organiques exsudés par les différentes especes végétales
(Gayston et al., 1998).

Le travail du sol agit également sur I’environnement physique et biotique des
microorganismes du sol (température, aération, humidité, répartition des résidus de
culture) et modifie en retour la quantité, I’activité et la répartition de la biomasse
microbienne dans le profil de sol, la biomasse microbienne présente une forte
stratification verticale tandis qu’elle est répartie de fagon homogéne en profondeur

de la couche arable (Andrade et al., 2003; Meyer et al., 1996).
5. CONCLUSION

D’ aprés les observations réalisées, la majorité des maladies du Pois dans les
régions prospectées sont probablement lie a I’existence d’un inoculum permanent
dans le sol qui peut étre due: aux caractéres climatiques propres a chaque région, a
la composante du sol, I’effet de précédent cultural, un cycle de rotation trés court ou
absent dans la plupart des cas et non surveiller, des mauvaises conditions de semis,
le mode de conduite des parcelles et 1’utilisation des semences infectées non

certifiées.
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Suite aux différentes prospections realisées dans le cadre de cette étude, nous
avons relevés un état des parcelles négligé et mal entretenues avec 1’absence de
pratiques culturales permettant dans beaucoup de cas la diminution des infections.
Les relevés des fréquences d’attaques des principales maladies réalisés ont montré
une variabilité d’une parcelle a une autre, d’une saison a ’autre et d’une année a
I’autre. Elles étaient en fonction des conditions climatiques qui ont montré des
fluctuations assez importantes durant les années de prospections. Les symptdmes de
jaunissement, de flétrissement et de brulure sont les plus apparents aux niveaux des
champs visités. D’autres part, les années seches favorisent le syndrome fusarique
alors que les annees pluvieuses, c’est plus les attaques foliaires qui prédominérent et
principalement les ascochytoses. Les différents isolements ont mis en évidence les
especes de champignons diverses souvent rapportées par d’autres auteurs
(Bouznad, 1983).

Si nous évaluerons I’état sanitaire des champs prospectés, nous nous
retrouvant devant une situation assez délicate, qui nécessite des mesures de

protections immédiate a fin de revaloriser la production nationale en Pois.
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CHAPITRE Il : FLETRISSEMENT VASCULAIRE DU POIS DANS
L’OUEST ALGERIEN

1. INTRODUCTION

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

plante un cultivar sensible, il en résulte des pertes séveres (Kraft et Pfleger 2001).

En Algérie, les études effectuées sur la pathologie du Pois ont surtout porté sur
I’anthracnose, véritable obstacle a la culture auquel s'ajoute actuellement le
complexe de flétrissement et de pourritures radiculaires (Bouznad, 1987 ;Merzoug
et al.,2009 ;Setti et al.,2009 ).Peu de connaissances sont acquises concernant le
flétrissement vasculaire induit par le Fusarium oxysporum f. sp pisi (FOP). Aussi,
dans le cadre de ce travail, I’évolution de cette maladie a été suivie en fonction du

stade de développement de la culture, dans différentes parcelles de culture de Pois.

En Algérie, le Fusarium oxysporum f.sp pisi est le pathogene du flétrissement
de Pois, il entraine des pertes de rendement appréciable dans des conditions
environnementales favorables. L’étude de la variabilité et la distribution des races
pathogénes sont essentielles pour identifier les sources efficaces de résistance a

cette maladie et a fin d'élaboration des programmes de lutte adéquates.

Des isolements de I’agent pathogéne ont été effectués a partir d’échantillons
infectés en vue de constituer une collection d'isolats de FOP et d'étudier sa
morphologie et sa distribution dans I’ouest Algérien. Son pouvoir pathogene a été
examiné dans le but de préciser son role dans la manifestation des symptomes

observés au champ, Aussi que la caractérisation des races de FOP a été réalisée.
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2. MATERIEL ET METHODES
2-1.Enquéte et collection d'isolats

Les enquétes ont eté menées, de Janvier a Juin, dans quatre zones agro-
climatiques différentes dans l'ouest de I'Algérie (plaines cotiéres, les plaines
intérieures, hauts plateaux et Sahara) (Tab.2-2). Plusieurs champs de Pois ont été
prospectés au cours des campagnes 2007, 2008, 2009, 2010 et 2011 a différents
stades de croissance de la plante (stade plantule, floraison - formation de gousses).
Sur chaque site le pourcentage de plantes malades est calculé, les différents
symptdmes sont décrits, ainsi que le stade de la plante (Rana et al., 2009). De
chaque champ, 10 plantes présentant des symptdmes de jaunissement- flétrissement
sont prélevées d’une maniére aléatoire, ensuite ils sont introduits séparément dans
des sachets de papier Kraft et transportés au laboratoire pour étre analysés. Les
plantes touchées par la maladie sont collectées a partir de toutes les régions
prospectées. Les isolements ont été effectués a partir de la rhizosphére, la racine et
la tige (cinq piéces par plante). Les agents pathogenes associés aux échantillons de
Pois présentant les symptémes caractéristiques de la maladie sont isolés puis
cultivées sur PDA et incubées a 25 ° C pendant 7 jours (Belabid et al., 2002). La
méthode de dilution est utilisée pour le sol de la rhizosphére, Les champignons ont
¢té purifiés et identifiés par les clés d’identification des Fusarium (Watanabe
2002 ; Leslie et Summerell ,2006). Les méthodes utilisées sont décrites dans le

chapitre 11.
2-2.Etude du pouvoir pathogéne des isolats du Fusarium oxysporum

Pour confirmer l'identité de F. oxysporum isolés comme étant la forme
speciale pisi, le test du pouvoir pathogene de chaque isolat a été effectué par
inoculation de la variété sensible Little Marvel .Nous avons adopté une technique
rapide décrite par Roberts et Kraft (1971).

86



Flétrissement vasculaire du pois dans I’ouest algérien

2-2-1.Préparation des plantules pour I’inoculation

Les graines sont mises a germer dans des boites de Pétri entre deux papier
filtre stériles imbibés d’cau distillé stérile, ensuite elles sont incubés a 20°C pendant
24h. Ensuite, les graines sont semées dans la vermiculite dans des pots en mtiére de
plastique le tous est stérilisé. Les pots sont maintenus dans les conditions du
laboratoire dans un espace éclairé a une température variant entre 20 et 24 °C et une
photopériode de 12 heures (éclairement naturel) et irrigué a nécessité. Au bout de 8
a 10 jours, les plantules, arrivés au stade des deux premieres feuilles étalées ont éte

sélectionnées pour 1’inoculation.
2-2-2.Préparation de I'inoculum et méthode d'inoculation

Apreés une culture monospore, les isolats sont ensemencés sur un milieu PDA
et incubé a 22°C pendant 15 jours. Le contenu d'une boite est broyé pendant 30
secondes dans 50 ml d'eau distillée stérile a 'aide d’un agitateur pendant 1 minute,

ensuite, il a été filtré a travers une couche de papier filtre (EI Aoufir, 2001).

La concentration de la suspension en conidies (macro et microconidies) a été
ajustée par dilution avec de I’eau distillée stérile afin d’obtenir une concentration de
10° conidies/ml, concentration qui s'était révélée suffisante pour provoquer la

manifestation des symptémes (Westerlund et al., 1974 ;Newman and xue, 2002).

L'inoculation des plantules (dgées de 10 jours), déterrées soigneusement, est
réalisée par I’immersion de ses racines préalablement lavées a I'eau courante et
découpées a 0.5Cm de leurs extrémités, pendant 5 minutes dans la suspension
d'inoculum. Les plantules inoculées sont transférées dans des tubes a essai
contenant 22 ml de milieu Hoagland liquide (Annexe I). Les tubes sont fermés avec
du coton enroulé¢ a la tige de chaque plantule. L’évaporation du milieu de culture est
réduite en couvrant le coton avec du para film. L'incubation des plantules inoculées

est effectuée dans les mémes conditions citées précédemment.
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2-2-3.Estimation des symptomes

La virulence des isolats a été évaluée durant 21 jours apres 1’inoculation au
moyen de l'indice de maladie (IM) et le nombre de feuilles montrant des symptémes
de jaunissement a été noté pour chaque plante (Molot et Mas 1975 ; Besri et al.
1984).

L’incidence de la maladie a été évaluée par la formule suivante :
Nombre de feuilles atteintes

IM (%) = x 100

Nombre total de feuilles

Les IM moyens et par conséquent, les degrés de virulence des isolats, peuvent
étre ordonnés en 5 classes en fonction de leur réaction et du temps d’incubation
selon la méthode décrit par (Robert et Kraft., 1971 ; Kaur, 2003 ; Kaur et al.,
2007).

- lIsolat non pathogéne: Aucun symptome n’est apparu 7 jours apres

d’inoculation
- lIsolat tres peu agressif : 0 - 20 % de flétrissement
- lIsolat peu agressif : 21 -40 % de flétrissement
- Isolats moyennement agressif : 41 - 60 % de flétrissement
- Isolats agressif : 61- 80% de flétrissement

- Isolats trés agressif : 81- 100% de flétrissement et les symptémes peuvent

apparaitre deux jours apres 1’inoculation.
2-2-4.Reisolement

Pour confirmer I’implication de 1’agent pathogeéne dans I’infection, celui-Ci

est reisolée sur le milieu PDA. Le reisolement pour le FOP est réalisé a partir des
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segments les plus hauts de la tige. La culture obtenue sur PDA est comparée a leur

culture mere au niveau macroscopique et microscopique.
2-3.Caracterisation des races physiologique de Fusarium oxysporum f sp pisi
2-3-1-.Gamme différentielle de génotypes de Pois

Le pouvoir pathogéne des races 1, 2, 5 et 6 du FOP peut étre distingué par sa
réaction sur un ensemble de lignes différentielles. Notre étude portait sur la
caractérisation de 52 isolats de FOP provenant des différentes régions de 1’ouest

Algérien.

La gamme de lignes différentielles internationales est formée par 7 génotypes
de Pois (Tab.3-1). Les génotypes, nous ont été fournis par des stations de

recherches :

- Plant Germplasm Introduction and Testing Research Station in Pullman,
Washington, USA

- Morden Research Station Agriculture and Agri-Food, Canada.

Tableau 3-1 : Réaction des variétés différentielles de Pois pour les 4 races de F.

oxysporum f.sp pisi.

Cultivars Little Darkskin New New WSU WSU WSU

Marvel Perfection Era Season 23 28 31
Race 1 S R R R R R R
Race 2 S S R R* R S R
Race 5 S S S S R R R
Race 6 S S S S R R

S = susceptible;
R = resistant ;

* Reaction peut varier en fonction de I'isolat.
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2-3-2.Conditions d’obtention des plantules de Pois

Les semences des 7 génotypes sont désinfectées a 1’aide d’une solution
d’hypochlorite de sodium a 2% pendant 5 min puis rincées 3 fois avec de 1’cau
distillé stérile et semées dans des pots de 15cm de diametre contenant de la
vermiculite stérilisée. Les semis ont été maintenus a une température entre 20° C a
24°C et une photopériode de 12 heures. Ils sont arrosés tous les trois jours avec
I’eau de robinet. Au bout de 10 jours, lorsque les jeunes plantules cultivées en
vermiculite avaient produit 4-5 nceuds, elles sont sélectionnées pour I’inoculation

(Newman and xue, 2002).
2-3-3.Production d’inoculum

Les isolats de FOP utilisés pour la détermination des races sont parmi les plus
agressifs la collection de FOP testé sur la variété sensible. Toutes les cultures
proviennent de culture monospores cultivées sur 1’eau gélose a 2%, puis
ensemencer sur milieu PDA. Pour produire de l'inoculum, les isolats sélectionnés
sont cultivés pendant 4 jours sur de I'eau gélosé a 25 ° C avec un cycle de 12h de
lumiére et 12h d'obscurité a 20 ° C. Les cultures sont ensuite transférees dans le
milieu PS liquide (Annexe 2) et incubés pendant 10 jours sur un agitateur orbital a
200 rpm a température ambiante (22 °C). La concentration de la suspension en
conidies (macro et micro conidies) est ajustée a environ & 5 x 10° conidies ml™, &
I’aide d’un hématimétre. La viabilité des conidies est vérifié par leurs pouvoir de

germination sur le 1’eau gélosé (Haglund et Kraft, 2001).
2-3-4. Méthode inoculation

Le pouvoir pathogene de 52 isolats de FOP et un isolat non pathogene a été
déterminé en inoculant chacune des lignes différentielles. Les plantules sont
infectées par la technique de trempage des racines sectionnées dans I’inoculum

(Newman et xue, 2002). La méthode utilisée est la suivante (Fig.3-1):

Lorsque les jeunes plants cultivés en vermiculite sont &gés de 10 jours et ont

produit 4-5 nceuds, Les plantes sont retirés de la vermiculite, et les racines sont
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coupées a environ 4cm en dessous du cotylédon, plongés dans l'inoculum jusqu'a la
couverture du cotylédons pendant 5 min, puis transplantées dans des pots contenant
un meélange stérilisé delv de sol ,delv de sable et 1v de tourbe & raison de 3 plantes
par pot . Les plantes sont arrosees en fonction des besoins. Les plantes témoins sont
traitées de la méme facon mais immergés dans de l'eau distillé stérile. La
température est maintenue a 20 - 24 ° C, et sous une alternance de lumiére et
d’obscurité (Newmann et Xue, 2002 ; Bani et a.l 2011). Les plantes sont
observées visuellement chaque semaine afin de suivre la progression des
symptomes sur les différentes variétés jusqu’ au stade de 10-12 nceuds soit 28 jours
aprés l'inoculation ou une note est attribuée a chaque plante pour déterminer par la

suite la race responsable des symptémes exprimes.
2-3-5. Notation des symptémes

Les plantes sont évaluées visuellement au stade 10-12 nceuds soit 28 jours
apres l'inoculation, Chaque plante recoit une note de 0-5 selon son état en utilisant
I'échelle de notation décrite par Haglund (1974) et modifier par Newmann et
Xue(2002) comme suit :

0 = aucun symptome ;

1 = chlorose ou flétrissement d'une feuille de base, vert pale jaune,

enroulement vers le bas des bords des feuilles et stipules ;

2 = chlorose ou flétrissement de certaines feuilles basales, pas de retard de

croissance ;

3 = chlorose ou flétrissement de plusieurs feuilles basales, 1éger retard de

croissance et un jaunissement de la plupart des feuilles ;

4 = chlorose ou flétrissement de la plupart des feuilles, un important retard de

croissance et dessechement des feuilles inférieures

5 = mort de la plantule.
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Le teste est conduit avec une moyenne de répétition de quatre plantes par pot
et trois pots sont utilisés pour chaque combinaison isolat / lignée. La note de la
maladie de 0, 1 et 2 sont considérées comme résistantes (R) et la note de 3, 4, et 5
sont considérés comme sensibles (S). Apres I'évaluation de la réaction des lignes
différentielles, I'isolement de I'agent pathogene a été effectué afin de confirmer la
nature des symptomes. Les plantes inoculées sont récupérées en vue de réisoler
I'agent pathogene. Le reisolement a été fait par incubation de fragments des
segments inferieurs, du milieu et du haut de la tige a partir de la majorité les plantes
sur le milieu PDA & 25° C et a I'obscurité.
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Culture monospore des isolats FOP } [ Désinfection des graines de Pois

U y

L Ensemencement des isolats dans des Semis des graines dans des pots

contenant de la vermiculite stérile

J J

Ensemencement dans le milieu PS et Obtention des jeunes plantules agées
incubation pendant 10 jours sur un de 10 jours

boites Pétri sur milieu PDA

agitateur a 22 °C

Plantules déterrer et sectionner
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U

[ Ré isolement du FOP ]

Fig. 3-1 : Méthode d’inoculation des plantules de Pois
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2-4. Caractéristiques culturales

2-4-1. Détermination des morphotypes, pigmentation et la croissance

mycélienne
e Observation macroscopique et microscopique :

Les observations portent en particulier sur les caracteres culturaux,
indispensables a la détermination des especes, I’aspect du mycélium (aérien, dense,
poudreux, floconneux...), la couleur des colonies, la sporulation, la diffusion ou

non d’un pigment dans la gélose...etc.

L’observation microscopique des isolats est extrémement importante, car elle
permet d’identifier le pathogéne, en se basant sur les caracteres du mycélium et sur
le type des spores et leurs tailles. Celle-ci est réalisée, en déposant un petit fragment
de colonie entre lame et lamelle, dans une goutte de bleu coton ou lactophénol

(colorant spécifique des champignons).

e Caracteres biométriques des spores :

La caractérisation des isolats choisis, a été effectuée sur des spores agées de 6
a 10 jours. L’examen direct au microscope photonique permet d’effectuer les
mensurations (longueur et largeur) des macroconidies et des microconidies

produites par les isolats.

Les mensurations ont été¢ évaluées a ’aide d’un micrometre. En général, les
observations microscopiques ont porté sur 40 conidies (micro et macroconidies) par

isolat. Toutes les observations sont effectuées au grossissement Gx40.
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2-4-2. Méthode d'évaluation de la croissance mycélienne

En effet, il y a deux types de mesures pour apprécier la croissance mycélienne
du champignon, soit par la mesure du poids sec, soit par la mesure de la croissance
liniere du mycélium qui est la méthode la plus retenue (Kharbanda et Bernier,

1980). Nous avons retenu dans notre étude la derniere méthode.

La croissance mycélienne a été évaluée chaque jour par la mesure de deux
diamétres perpendiculaires (verso de la boite) de la colonie. L'accroissement
(moyenne de toutes les valeurs) a été déduit par soustraction du diameétre du disque
initial (0,8 cm) a partir des valeurs relevées. Ainsi la croissance mycélienne est

déterminée de la maniere suivante :
L = (D-d)/2.
L : croissance mycélienne.
D : diamétre de la colonie.
d : diameétre de I'explantat.
2-5. TRAITEMENT STATISTIQUE

Avant de procéder au traitement de nos données nous avons effectué un
codage sur l'ensemble des résultats de nos observations. Le code nous permet de

réaliser les différentes opérations de I'analyse par ordinateurs.
2-5-1. Analyse factorielle de correspondance (A.F.C)

L’analyse factorielle de correspondance (A.F.C) est une technique d’analyse
statistique récente mise au point par I'équipe de chercheurs du professeur Jean Paul
Benzecri au début des années soixante, cette méthode a pour but de décrire (en
particulier sous forme graphique) le maximum de l'information contenue dans le
tableau des données. Ce tableau doit étre constitué de données provenant de "

mesures " faites sur deux ensembles de caracteres.
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Le but de cette méthode est de réaliser un ou plusieurs graphiques a partir du
tableau de données, en réduisant les dimensions de l'espace de représentation des
données. Tout en essayant de ne pas perdre trop d'information au moment de la
réduction, pour cela il suffit de déterminer les axes de projection qui sont les plus

aptes a representer correctement les données.
2-5-2.Correlation

Deux caractéres sont corrélatifs, si a toute variation de I'un correspond une
variation de l'autre dans un sens déterminé. Le coefficient de corrélation définit le
degré de liaison des variables, il varie [-1, +1]. Nous avons calculé les coefficients

de corrélations entre différents paramétres étudiés.

Les analyses statistiques des résultats obtenus sont effectuées a I’aide du
logiciel STATISTICA (Ver. 5,°97) pour I’analyse de la variance, la comparaison
des moyennes conduite selon le test L. S. D (Least Significant Difference test
=Newman-Keuls’s test) & P = 0.05 et les tests de corrélations de Pearson entre les

différents paramétres.
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3. RESULTATS
3-1.Importance de la Fusariose vasculaire de Pois dans I’ouest Algérien

Les enquétes menées dans les quatre zones agro-climatiques dans l'ouest
Algérie ont confirmé la présence de la Fusariose vasculaire du Pois au niveau de
tous les champs prospectés avec un pourcentage moyen de 15.54 %.Le symptome
de jaunissement flétrissement est observée au cours de tous les stades de la
croissance des plantes , dans la plupart des sites et durant toutes les années de
prospection avec des fréquences allant de 7,30% a 33,98 % pour I'ensemble de la
région ouest de I'Algérie. La culture de Pois dans les plaines intérieures est la plus
vulnérable avec 18,61 %, le maximum de 33,98% est enregistré a Relizane (Tab.3-2
et Fig.3-2).

Des differences significatives des fréquences de la maladie sont observées
entre les stades végétatifs de la plante et les régions, il y a une augmentation du
pourcentage de la maladie dans tous les champs prospectés avec I’augmentation de
I’age de la plante (Tab.3-2) (Merzoug et al., 2009; Merzoug et al. ,2011).

Les symptémes typiques de la fusariose vasculaire de Pois débutent par un
flétrissement, les symptémes incluent I'enroulement vers le bas des feuilles et des
stipules qui prennent une couleur grise. Le flétrissement progresse des feuilles les
plus basses vers le haut de la plante. Les racines semblent ne pas étre atteintes mais
une coupe longitudinale de la tige met en évidence une coloration anormale orange
a rouge qui progresse dans le tissu vasculaire a partir de la racine jusqu'a la tige. La
maladie peut attaquer des plants de Pois a n'importe quel stade de la croissance,
nous avons observé que la maladie attaque les plantes a un stade tres jeune (Planche
3-1).

D’aprés les observations faites sur le terrain, dans les différentes régions de
culture, il semble que les années séches favorisent le développement de la maladie
par rapport aux années pluvieuses d’autre part, les infections précoces peuvent

entrainer la mort de la plante ; les infections tardives réduisent la récolte.
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Un certain nombre d'agents pathogénes a été associée au symptbéme de
jaunissement-flétrissement. L'espéce la plus dominante dans toutes les régions
étudiées était F. oxysporum avec une moyenne de 26,29 %, Les plaines cétiéres ont
enregistré le pourcentage le plus élevé de F. oxysporum avec 37,94 % par contre les
haut plateaux presente le pourcentage le plus faible de 13,39 %. Un maximum de
48,50% a Ain Temouchent et minimum de 5,20 % a chellif, nous avons observé que
le pourcentage au Sahara est assez important de 26,29. En plus des espéces de
Fusarium oxysporum, l'analyse nous a permis de détecter un nombre important
d'espéces de champignons isoles a partir de la rhizosphére et la tige des plantes
malades avec des fréquences variables d'une région a l'autre et d’une année a

’autre, les résultats ont été traité dans le chapitre précédant.

M Fusariose

| F. oxysporum

FOP

Fig 3-2. Pourcentage de la fusariose vasculaire du Pois dans les wilayas de

I’ouest Algérien.
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Tableau 3-2 : Fréquences (%) de la Fusariose vasculaire du Pois, F. oxysporum

et FOP au cours de la période 2007 - 2011 par zone agro climatique

Nbre de
o _ Plante F.
Régions champs Wilayas B FOP
] fusarié | oxysporum
prospectés
9 Ain
27,93 48,50 38,50
Plaines Temouchent
cotieres 6 Mostaganem |7,30 27,37 17,37
Moy. 17,62 37,94 27,94
8 Tlemcen 11,02 44 50 31,45
10 Chlef 16,58 5,20 7,20
Plaines 11 Relizane 33,98 22,35 18,35
internes 13 Mascara 14,93 15,38 12,38
8 Sidi Belabes 16,58 19,25 15,25
Moy. 18,62 21,34 16,93
8 Tiaret 14,70 14,00 13,30
Haut
5 Saida 9,66 12,78 6,20
plateau
Moy. 12,18 13,39 9,75
6 Adrar 13,75 32,50 10,50
Sahara Moy. 13,75 32,50 10,50
Moy.Totale 15,54 26,29 16,28
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Planche 3-1 : Symptdme de jaunissement

Photo A : Symptome de jaunissement au stade plantule.

Photo B : Symptéme de jaunissement au stade floraison.

Photo C : Coloration orange a rouge qui progresse dans les tissus vasculaires de la

tige.
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3-2.Etude du pouvoir pathogeéne des isolats du Fusarium oxysporum
3-2-1.Caractérisation pathogénique des isolats de FO

L’infection des plantules de la variété sensible Merveille par la collection
d’isolats de Fusarium oxysporum nous a permis de distingué un nombre assez
important d’isolats appartenant a la forme spéciale pisi. Cette derniére a été obtenu
a partir des tiges, des racines et de la rhizosphere et a partir des différentes régions
prospectées (Tab.3-3). Les plantules inoculées ont manifesté les mémes symptomes
caractéristiques de la fusariose vasculaire de Pois, ces symptémes sont identiques a
ceux observés en plein champ. Les résultats obtenus montrent que parmi 26.29%
de FO, un pourcentage totale de 16,28% est identifié comme étant la forme spéciale
pisi pour toutes les régions prospectées, avec un maximum de 27,94% dans les
régions cotieres et un minimum de 9,75% et de 10,5 au niveau des hauts plateaux et

le Sahara respectivement (Tab.3-2).

L’¢étude de la caractérisation de la forme spéciale pisi, par la méthode suggérée
par Robert et Kraft. (1971), nous a permis de distinguer des isolats pathogénes et
des isolats non pathogeénes. Les premiers symptémes sont apparus dés le 4°™ jour
apres I’inoculation et la mort de la plante a 10 jours pour I’isolat Sbl, R26 et R 29
(Planche 3-2).

52 isolats parmi la collection totale testée, ont montré des pouvoir pathogéne
variable, les 51 isolats sont classés en 4 groupes (a, b, ¢ et d) (Tab.3-3). L'indice de
maladie (IM a été calculé 21 jours apres | ‘inoculation. Les degrés d’agressivité des
isolats sont groupés en 5 classes: 0-20% (tres peu virulents) ; 2 1-40% (peu
virulents) ; 4 1-60% (moyennement virulents); 61-80 (virulents); 81-100% (tres
virulents) (Tab.3-4).

Les indices de la maladie varient de 10% a 100%. Parmi les isolats, 4 (R29,
Sb1, S56 et Ad67) soit 7.7 % se sont révélés tres agressifs, ils ont exprimé des

symptomes aprés 4 jours de I’inoculation. 25(48%) sont agressifs ,17(32.69%) sont
101



Flétrissement vasculaire du pois dans I’ouest algérien

moyennement agressive ,5 (9.61%) isolats sont classés comme peu agressifs. Les
isolats de Sidi belabes sont les plus agressivefs par contre les isolats de
Mostaganem étaient les moins agressifs (Tab.3-4). L’analyse de la varience était
significative (Tab.A3-1).

Selon Kaur et al.,( 2007), I’isolat Ad 60 se classe comme isolat non

pathogene, il a exprimé un IM de 10 % apres 14 jours de son inoculation.

Planche 3-2 : Inoculation artificielle

Photo 1-2 : Inoculation artificielle de la variété Merveille par les isolats de FO
A-lsolat non pathogene

B- Isolat moyennement agressif

C- Isolat tres agressif

D- Isolat Sblapres 1jour de I’inoculation

E- Isolat Sblapres Sjour de I’inoculation

F- Isolat Sblapres 7jour de I’inoculation

G- Isolat Sblapres 10jour de I’inoculation
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L’induction de la maladie et la reproduction des symptémes témoignent de
I’appartenance des isolats inoculés a la forme spéciale pisi. En fin d'essai, le
réisolement du FOP effectué a partir des plantes inoculées a permis de confirmer
I’implication de cet agent pathogene dans I'induction du symptome de flétrissement
vasculaire. De méme, les cultures dérivées des reisolement a base de plants inoculés

sont morphologiquement identiques a leurs cultures méres respectives( Planche 3-3)

Planche 3-3 : Reisolement de FOP

Photo A : Reisolement a partir de tige de plante non inoculé (témoin)

Photo B : Reisolement a partir de tige de plante inoculée avec I’isolat Ad 67.

103



Flétrissement vasculaire du pois dans I’ouest algérien

Tableau 3-3 : Origine géographique, date de prélevement et I’indice

d’agressivité des isolats de FOP.

N° Date de
. . ' Site de ] Partie
isolat | Régions Wilayas . prospection .-
prélevement d’isolement Agressivité
1] Al Ain Tolba-1 2010 tige 58,33(b)
2 | A2 Ain Tolba-2 2011 tige 56,66(b)
3 | Als Benisaf-1 2010 Racine 25,66(d)
4 | Al8 Ain Benisaf-2 2011 tige 21(d)
6 | A21 Benisaf-4 2010 tige
Dlaine enisa 9 36,33(c)
T A2 | e Benisaf-5 2010 tige 41,33(c)
8 | M42 Farnaka 2009 tige 36,66(c)
9 | M43 Bouguirat 2009 Stem 38(c)
10 | M44 Anonyme-1 2007 Racine 45(c)
11 | M45 Mostaganem Anonyme-2 2007 tige 40,33(c)
12 [ TL24 Sebdoul 2010 tige 25,66(d)
13 TL27 Sebdou? 2010 Rhizospheére | 56 33(p)
14 | TL28 Ouled Mimounel 2010 Rhizosphere 60(b)
Tlemcen . -
15 | TL29 Ouled Mimoune2 2010 tige 71,66(b)
16 | TL31 OuledMimoune3 2011 Rhizosphére | 69 66(b)
17 | TL32 Ouled Mimoune4 2011 tige 69(b)
18 | C20 Aine Mrane-1 2009 Racine 78(b)
19 | c21 Aine Mrane-2 2009 tige 63,33(b)
Chlef
20| C24 Aine Mrane-3 2010 Rhizosphere 60(b)
21| R17 Sidi Mhammed 2009 Racine
_ 60(b)
Ben Ali
22 | R26 Relizane Mazouna-1 2009 Racine 70(b)
23 | R27 Elgattar 2009 tige 46,66(c)
24 | R28 Mazouna-2 2010 tige 43,33(c)
25 | R29 Yallel 2009 tige 83,33(a)
26 | R31 Ain Errahma-1 2009 tige 66,66(b)
27 | R32 Ain Errahma-2 2010 Racine 63,33(b)
28 | Ma6 Mascara Tighennif 2007 tige 60,66(b)
29 | Ma9 Messaadia 2007 Rhizosphere | 46 66(c)
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30 | Mai3 Elbordj 2008 tige 60,33(b)
31 | Mals Mamounia-1 2009 Rhizospheére 60,66(b)
32 | Mal9 Mamounia-2 2009 Racine 65(b)
33| shi Sfisef-1 2009 tige 86,66(a)
34 Sb3 Sfisef-2 2009 tige 60(b)
35 | Sh4 ITGC Shelabes 2010 tige 62,33(b)
36 | Sb5 Sidi Belabes ITGC Sbelabes | 2010 | Rhizosphére | 61 66(b)
37 | Sbhill Lamtar-1 2010 Rhizosphere 67(b)
38 | Shi4 Lamtar-2 2011 tige 66,66(b)
39 | T46 Rahouia-1 2009 tige 35(c)
40 T47 Tiaret Rahouia-2 2009 Racine 40(C)
41 T48 Rahouia-3 2009 Racine 23,33(d)
42 T49 ITGC Sebaine 2009 tige 50(c)
43 | T50 Haut plateaux ITGC Sebaine 2009 tige 44,33(c)
44 | T51 Sebaine-1 2009 tige 39(c)
45 | T52 Sebaine-2 2009 tige 40(c)
46 | S56 Saida ITGC Saida 2008 tige 88,33(a)
47 | S58 ITGC Saida 2008 tige 34,33(b)
48 | Ad60 Aougroute-1 2009 Racine 6.66 (e)
49 | Ad62 Sahara Adrar Aougroute-2 2009 tige 60(b)
50 | Ad63 Aougroute-3 2009 Racine 68,33(b)
51 | Ad66 Zaouiet Kounta-1 2009 Racine 48,33(c)
52 | Ad67 Zaouiet Kounta-2 2009 Racine 88,33(a)

Au niveau de chaque colonne les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas

significativement différentes au seuil P 0.05 selon le test de Newman et Keuls.
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Tableau 3-4 : Classement d'isolats de FOP selon les indices de maladie (IM)

induits et les régions d'origine.

Origine des Nombre Nombre d’isolats/ classe d’IM
isolats

d’isolats  0-20 21-40 41-60 61-80 81-100
A.Temouchent 7 0(0%) 3(42.85%) 2(28.57%) 2(28.57%) 0(0%)
Mostaganem 4 0(0%) 0(0%) 4(100%) 0(0%) 0(0%)
Tlemcen 6 0(0%) 1(16.66%) 0(0%) 5(83.33%) 0(0%)
Cheliff 3 0(0%) 0(0%) 0(0%) 3(100%) 0(0%)
Relizane 7 0(0%) 0(0%) 2(28.57%) 4(57.14%) 1(14.28%)
Mascara 5 0(0%) 0(0%) 1(20%) 4(60%) 0(0%)
Sidi belabes 6 0(0%) 0(0%) 0(0%) 5(83.33%) 1(16.66%)
Tiaret 7 0(0%) 1(14.28%) 6(85.71%) 0(0%) 0(0%)
Saida 2 0(0%) 0(0%) 1(50%) 0(0%) 1(50%)
Adrar 5 1(100%) 0(0%) 1(25%) 2(50%) 1(25%)
Total 52 1(1.92%) 5(9.61%) 17(32.69%) 25(48%) 4(7.7%)

Le pourcentage est calculé horizontalement

3-3.Caractérisation des races de FOP

3-3-1.Présence et répartition des races de FOP

La classification actuelle des races pathogénes est basée sur la réponse de

I'n6te en utilisant des lignes différentielles et des procédures d'inoculation définis et

reproductibles. 51 isolats ont été sélectionnés sur la base des régions et de la

variabilité culturale pour I'étude de caractérisation des races. Les premiers

symptdmes de I'inoculation artificielle sur les lignes différentielles avec des isolats

de FOP sont apparus 7 jours aprés I’inoculation. Les plantes sensibles ont été

completement détruites entre les 10 et 26 jours.

Les notations ont été prises cing semaines apres la plantation des graines de

Pois et 3-4 semaines apres l'inoculation avec les isolats de FOP, les notations étaient
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basées sur le nombre de plantes mortes ou l'expression des symptdmes typiques.
Dans notre étude, la majorité des plantes sensibles ont été tués par les isolats de
FOP.

Les résultats obtenus ont montré la présence de quatre racesl, 2, 5 et 6 de FOP
(Planche 3-4), au niveau de l'ouest I’Algérien (Tab.3-5). Le pourcentage des races
identifié est présenté dans la Fig.3-3. Les races 1 et 2 sont les plus fréequentes dans
tous les régions prospectées avec 31(61,47 %) et 10(19,2%) respectivement, la race
6 représente 6 (11,52%), elle est absente au Sahara. Pour la race 5, seulement deux
isolats (A21 et M42) ont été identifiés dans les plaines c6tiéres ou la culture de Pois

est semée précocement par rapport aux autres régions.

En plus des 4 races décrites précédemment, deux types de FOP inconnu ou
nouveau ont été identifie, ils ont été identifiés seulement au niveau des plaines
internes. Bien que ces deux isolats : Inl (isolat C24) et In2 (isolat Sbh5), étaient
morphologiquement similaires a la race 1, ils sont trés différents dans leurs
réactions avec les lignes différentielles. L’isolat In1 a provoqué la mort de toutes les
lignes différentielles méme le cultivar WSU 31, resistant a toutes les races de FOP.
Pour isolat In2, seulement deux cultivars Little Marvel et Darkskin Perfection

étaient sensibles.

Les 2 isolats peuvent étre considérés comme étant de nouvelles races. Leurs
réactions vis-a-vis des lignées différentielles nécessitent une étude plus approfondie

avant toute description définitive.

Les résultats présentés dans le tableau 3-5, montre que parmi 22 isolats
agressif, 18 appartiennent a la racel, soit 58% des isolats de la race let parmi 4
isolats avec un IM trés agressif 3 isolats sont race 1 et un isolat race 2. Les 2 isolats
de la race 5 sont classés peu agressif. En ce qui concerne la race 6 les isolats ont
montré une égalité de 2(33.33%) entre agressif, moyennement agressif et peu

agressif et les 2 isolats de la R.In sont agressifs.
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Tableau 3-5 : Classement des races de FOP selon les indices de maladie (IM)

induits.
races Nombre Nombre de race / classe d’IM

d’isolats 0-20 21-40 41-60 61-80 81-100
R1 31 0(0%) 2(6.45%) 10(32.25%) 18(58%) 3(9.67%)
R2 10 0(0%) 0(0%) 9 (90%) 0(0%) 1(10%)
R5 2 0(0%) 2(100%) 0(0%) 0(%) 0(0%)
R6 6 0(0%) 2(33.33%) 2(33.33%) 2(33.33%) 2(33.33%)
R.In 2 0(0%) 0(0%) 0(0%) 2(100%) 0(0%)
RNP 1 1(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)

Le pourcentage est calculé horizontalement.
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Planche 3-4 : Aspect des races de FOP vis-a-vis des 7 lignées différentielles.

Témoin

R1

R2

RS

R6

De gauche a droite les 7 lignées différentielles : Little Marvel, Darkskin Perfection,
New Era, New Season, WSU 23, WSU 28, WSU 31
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3-3-2.Caractérisation morphologique et biométrique des races
3-3-2-1.Caractérisation culturale des races de FOP

D’une maniére générale et selon la bibliographie des différences des
caractéristiqgues morphologiques et biométriques sont observées entre les races de
FOP. La Race 1 a mycelium aérien avec peu ou pas de pigmentation quand elle est
cultivée sur le milieu PDA, ajusté a un pH de 4,5, le mycélium aérien peut virer au
brin, et la sporulation est clairsemée. La race 1 produit sur PDA peu ou pas de

macroconidies et un nombre limité de microconidies.

La race 2 est egalement aérienne et le mycélium peut former des méches. La
pigmentation, varie du violet clair au noir dans la plupart des cultures sur PDA
acidifié. La sporulation est abondante avec une production de macroconidie et

microconidies.

Dans le cadre de ce travail, 1’évolution phénotypique des isolats FOP a été
suivie dans le but de préciser la part des caractéristiques culturales dans
I'identification de cet agent pathogéne. Les conditions d'incubation étaient stables et

similaires.

Pigmentation du thalle : La pigmentation des colonies des champignons
isolées est trés diversifiee (Tab.3-6). Elle variée entre des couleurs de ton claires
représentées par le blanc 13(25%), le rose blanchatre 9(17.64%), le jaune blanchétre
3(17.64%) et le mauve clairl4 (27.47%) isolats. I’ensemble représente 39 isolats
soit 76,47%. lls appartiennent a la race 1, 5,6 et Inlet In 2 parmi lesquels, 10 isolats

de couleur blanche et 10 de pigmentation mauve claire appartenant a la race 1.

Pour les tons sombres ,12 isolats soit 23,52% sont représentés par le violet
foncé avec 9(17.64%) isolats et le rouge violace 2(3.92%) et lisolat violet foncé a
noir parmi lesquels 10 isolats appartenant a la race 2 et 2 isolats appartenant a la
race 6. Parapport aux régions, le pigment blanc et mauve claire représente un

maximum de 57.14% dans la région d’Ain Temochent et de Tiaret respectivement.
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Le pigment violet foncé a noir était présent seulement a Mascara avec un
pourcentage de 20%. (Fig.3-4. Planche 3-5).

Aspect des morphotypes : Le mycélium des champignons isolés présentent un
aspect variable ; il est aérien, duveteux, cotonneux en meche, cotonneux dense et

ras muqueux (Tab.3-6).

Les résultats obtenus montrent la prédominance de type aérienne avec 19
(37.25%) isolats dont 8 isolats appartiennent a larace 1, 5 larace 2 et 4 la race 6
suivie par le type duveteux au nombre del3 (25.49%) dont 11 isolats appartiennent
a la race 1, le type cotonneux en meche 11 (21.56%) et 4 isolats soit 7.84% de type
cotonneux dance, il y avait aussi la présence de 4 (7.84%) isolats de types ras
muqueux dont 3 sont de race 2. Au niveau des régions prospectées, on note un
maximum de 42.85% de type cotonneux en méché dans la wilaya de Ain
Temouchent le méme pourcentage a été enregistré au niveau de Tiaret avec le type
duveteux. Le type ras muqueux été présent seulement dans la wilaya de Mascara,
Cheliff et Relizane (Planche 3-5, Fig.3-5).

3-3-2-2.Caractéristiques biométriques

L’observation microscopique des isolats de FOP nous a permet de distinguer

la présence :

» Des microconidies (mc) unicellulaires de petite taille (8,82-9,361%2,8um),
de forme ovoide a ellipsoide, elles sont produites par de courte conidiophores (C),
formant des fosses tétes (Tab.3-7, Planche 3-7 : Photo A).

» Des macroconidies (MC) qui sont allongées, finement pointues aux
extrémités, se présentent sous forme de fuseau cloisonné de 3 a 5 cloisons, elles
présentent des dimensions variant de 2,3-2,7x22,76-27,89 um. (Tab.3-7,
Planche 3-7 : Photo B).

> Les chlamydospores (CH) de forme ovale, elles peuvent étre intercalaires ou

terminales sur les hyphes. (Planche3-7 : Photo C).
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L’analyse de la variance de la proportionnalité entre la longueur et la largeur

des macroconidies et des microconidies était non significative.
3-3-3.Etude de la croissance mycélienne

Les résultats obtenus montrent que la vitesse de croissance mycélienne est
variable apres 8 jours d’incubation dans les mémes conditions de culture. La plus
faible a été observée chez 1’isolat Ad62 avec une croissance moyenne de 28.33mm
et un maximum de 40 mm pour I’isolat Sb1 et C21 (Tab.3-6).Selon la bibliographie,
les races 5 et 6 sont semblables a la race 1. Le taux de croissance linéaire des races
1,5, et 6 sont approximativement égales les unes aux autres et sont plus lents que
celui de la race 2 (Kraft et Pfleger, 2001). La croissance mycélienne n’est pas

corrélée par rapport aux races dans notre étude.
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Planche 3-5 : Pigmentation des thalles de FOP

Blanc blanc-jaunatre

~

Blanc-rosatre violet

Noire
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Planche 3-6 : Aspect des morphotypes de FOP

Aspect duveteux Cotonneux

. cotonneux en houcle
Aérien

Ras muqueux
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Tableau 3-6. Origine géographique et caractéristiques culturales des races de

Fusarium oxysporum f.sp pisi dans I'ouest de I'Algérie.

N° Variabilité culturale Croissance
isolat Régions wilaya mycelienne Race
g y Morphotype | Pigmentation
Moy.(mm)
1 Al Ain Cotonneux blanche 27 41 R1
Temouchent en meche '
2 A2 Cotonneux | Blanc jaunatre R1
_ en meche 29,23
3 | A6 | Plaines aérien blanche R6
cotieres 28,8
4 | A18 Cotonneux- Violet foncé R2
dense 29,13
5 | Al9 Cotonneux blanche 304 R1
en meche '
6 | A2l Duveteux blanche 3176 R5
7 | A22 aérien Violet foncé R6
30,4
8 | M42 Mostaganem aérien mauve clair 26.96 R5
9 | M43 Duveteux Violet foncé R2
30,9
10 | M44 Cotonneux- Blanc rosatre 314 R1
dense '
11 | M45 aérien blanche R1
27,2
12 | TL24 Tlemcen aérien mauve clair 28 4 R6
13 | TL27 Cotonneux | Blanc jaunatre 30.73 R1
en méche '
14 | TL28 Cotonneux mauve clair 29 86 R6
en méche '
15 | TL29 Duveteux mauve clair R1
30,3
16 | TL31 Cotonneux Blanc rosatre R1
Plaines en méche 35,2
17 | TL32 | Internes Duveteux | Blanc jaunatre R1
30,16
18 | C20 Chlef Ras mauve clair R1
mugqueux
27,73
19 | C21 aérien mauve clair 30,1 R1
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20| C24 Cotonneux blanche IN1
en meche 32,2
21 | R17 Relizane Duveteux Blanc rosatre 30,4 R1
Ras
mugueux
22 | R26 Violet foncé 284 R2
23 | R27 aérien mauve clair 26,43 R1
24 | R28 Cotonneux- blanche R1
d
ense 27.26
25| R29 aérien blanche 26,6 R1
26 | R31 Cotonneux Blanc rosatre R1
\ 29,51
en meche
27 | R32 aérien rouge violacé 22,73 R6
28 | Ma6 Mascara aérien Violet foncé 30,43 R2
29 | Ma9 Ras Violet foncé R2
muqueux
31,06
30 | Mal3 aérien blanche 30,06 R1
31 | Mal5 Ras violet foncé a R2
mugueux noir
24,3
32 | Mal9 Duveteux blanche 28,63 R1
33| Shl aérien mauve clair 30,1 R1
34 | Sbh3 Sidi Belabes aérien Violet fonce 32,53 R2
35| Sh4 Duveteux Blanc rosatre 27,63 R1
36 | Sbb5 Duveteux blanche In2
28,9
37 | Shl1l Cotonneux- blanche R1
32,2
dense
38 | Sh14 Duveteux mauve clair R1
32,56
39 | T46 Tiaret Duveteux mauve clair 29,73 R1
40 | T47 aérien Violet foncé 27,6 R2
41 | T48 Duveteux mauve clair 27,2 R1
Haut =
42 | T49 plateau Coton\neux Blanc rosatre 32,73 R6
en meche
43 | T50 Duveteux mauve clair 29,26 R1
44 | T51 Coton\neux Blanc rosatre 2833 R1
en méche
45 | T52 aérien mauve clair 28,66 R1
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46

S56

47

S58

48

Ad62

49

Ad63

50

Ad66

51

Ad67

Sahara

Saida

Adrar

aérien blanche 29,8 R1
Duveteux Blanc jaunatre 30,93 R1
aérien rouge violacé 23,17 R2
Cotonneux- blanche 274 R1
dense
Duveteux Blanc rosatre 32,16 R1
aérien Violet foncé 31,6 R2
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Planche 3-7 : Aspect microscopique de FOP

Photo A : Microconidies

Photo B : Macroconidies

Photo C : Chlamydospores

119



Flétrissement vasculaire du pois dans I’ouest algérien

Tableau 3-7. Mensuration (um) des macroconidies et des microconidies des
isolats de FOP.

Dimension (um)

Macroconidies Microconidies
Isolats largeur longueur largeur longueur
Al 2,3-2,7 14,7-16 1,9-2,60 5,85-8,05
A2 2,7-3,0 13-16,5 1,9-2,40 5,25-8,4
Al16 2,6-2,9 19,5-22 1,65-2,26 4,25-5,56
Al8 3.75-4.25 18,25-19 2,08-2,15 7,35-9.25
A19 2,8-3,00 14,7-16,2 1,54-2,20 7,5-8
A2l 3.25-4.00 12,55-14,30 1,20-1,50 4,70-6,90
A22 2,6-2,8 15,75-17,50 1,15-1,30 5,20-6,55
M42 2,5-2,93 18,25-20,00 1,90-2,10 7,35-9,25
M43 3,7-6 15,70-17,20 1,55-2,60 7,50-8,00
M44 2,70-3,40 19,50-20,00 1,65-2,26 4,25-5,50
M45 2,6-3,2 17,0-19,00 1,90-2,50 8,82-9,36

TL24 2,70-3,10 14,50-15,7 1,40-1,30 4,82-6,20
TL27 3.90-4.20 15,40-18,60 1,65-1,80 4,50-5,40
TL28 2,60-3,20 17,0-19,20 1,60-1,85 5,80-7,8

TL29 2,80-3,50 18,20-20,50 1,19-2,02 4,40-6,25
TL31 2,90-3,20 18,60-19,25 1,70-2,05 5,80-6,30

TL32 2,65-3,20 16,80-18,70 1,70-2,20 5,82-7,10

C20 2,53-2,90 12,70-16,30 1,86-220 4,90-8,90
C21 3,20-3,70 15,70-18 ,50 1,95-232 5,25-7,50
C24 2,70-3,52 20,56-27,89 1,65-1,84 4,88-10,90
R17 2,80-3,53 19,20-20,30 1,59-2,25 4,40-6,25
R26 2,45-3,51 15,00-16,50 1,35-1,40 5,25-8,82
R27 2,50-3,47 15,40-18,60 1,65-1,80 4,50-5,40
R28 2,60-3,20 17,0-19,20 1,60-1,85 5,80-7,8

R29 2,80-3,50 18,20-20,50 1,19-2,02 4,40-6,25
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R31 2,60-3,25 16,80-18,72 1,75-2,20 5,82-9,10
R32 2,94-3,39 15,20-16,00 1,55-2,75 4,55-5,55
Ma6 2,70-3,12 16,50-18,50 1,59-2,15 4,41-6,50
Ma9 2,78-3,18 17,20-20,00 1,55-2,60 5,50-7,50

Mal3 2,70-3,12 19,60-23,00 1,95-2,70 8,80-9,35

Mal5 2,50-3,45 17,27-19,82 1,55-2,80 4,50-6,50

Mal9 2,80-3,20 16,80-17,20 1,75-2,80 6,25-8,50

Shl 2,75-3,16 18,50-22,00 1,65-2,26 4,25-5,50
Sh3 2,50-3,45 18,25-20,00 1,90-2,10 7,35-9,25
Sh4 2,85-3,32 15,70-17,20 1,55-2,60 7,50-8,00
Sh5 2,75-3,16 19,50-22,00 1,65-2,26 4,25-5,50

Sh11 2,83-3,28 17,70-19,00 1,90-2,50 8,82-9,36

Sh14 2,30-2,41 23,20-24,30 1,80-2,70 8,80-9,35

T46 2,30-2,43 2320-24,30 1,80-2,50 7,80-8,35
T47 2,6-3,25 17,30-19,30 2,10-2.50 5,82-8,81
T48 2,80-3,4 19,20-19,80 1,50-2,55 4,45-6,05
T49 2,90-3,36 18,0-19,25 1,95-2,8 5,85-7,40
T50 2,80-3,32 15,75-17,25 1,50-2,60 7,50-8,00
T51 3,40-3,50 17,50-18,50 1,95-2,35 6,25-7,50
T52 3,20-3,40 22,0-22,80 2,00-2,70 8,80-9,35
S56 2,69-3,20 13,9-14,52 1,62-2,70 5,15-7,50
S58 2,63-3,10 16,20-21 1,88-2,45 8,82-9,36
Ad62 2,69-3,15 14-26 1,55-2,16 4,25-7,50
Ad63 2,67-3,12 17,5-22 1,80-2,54 8,82-9,35
Ad66 2,66-3,50 13,7-17,2 2-2,45 8,82-9,36
Ad67 2,9-2,63 12.5-15,5 2,18-2,25 7,35-9.25
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3-4.Relation entre la répartition géographique des isolats, les IM et les

caractéristiques morphologiques des différentes races de FOP.

L'essentiel du programme de calcul effectué par AFC consiste a extraire les
axes principaux, par ordre de pouvoir explicatif décroissant, au long desquels se

répartissent les plus grandes masse.

" Au terme de calcul, on obtient des diagrammes (cartes) construits selon
des coordonnées orthogonales, constitues de nuages de points plus ou moins

dispersés ".

Ces diagrammes sont les cartes factorielles sur lesquels doit se concrétiser
la discrimination des divers groupements. Les ensembles de points proches sur ces

cartes représentent des individus possedant entres eux de grandes affinités.

L'axe de projection qui déforme le moins possible le nuage initial est celui qui
rend maximal le moment d'inertie du nuage par rapport a lI'axe. L'axe qui rend ce

taux d'inertie maximum est appelé premier axe factoriel.

Le premier axe ne suffit pas pour expliquer a lui seul les relations entre objets.
On cherche alors un deuxieme axe factoriel orthogonal au premier et rendant
maximum le taux d'inertie du nuage .On peut aussi extraire une suite d'axes
factoriels de valeurs propres decroissantes et un nombre théoriquement égal a celui

des variables -1 (Benzecri et al., 1973).

La premiére analyse a été effectuée pour comparer les origines géographiques

(wilayas prospectées) par rapport aux caracteres suivants :

1-Pigmentation (blanc : pb, blanc rosatre : pbr, blanc jaunatre : pbj, Mauve

claire : pm, violet foncé : pv, rouge violace : pvr) ;

2-Morphotype (cotonneux en meche : mcm, aérien: ma, cotonneux dense :

mcd, duveteux : md, ras muqueux : mr) ;
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3- groupe d’Agressivité: IM (groupe a: ga, groupe b: gb, groupe c: gc,
groupe d: gd) ;

4-races (race 1 :rl, race 2 :r2, race 5 :r5, race 6 :r6, race inconnue : rin).

Avant de commencer l'analyse, il est important de consulter les valeurs des
cordonnées et de savoir si un point projeté sur I'axe est proche de celui-ci ou non.
La valeur du" cosinus carré" en est un révélateur qui permet de mesurer la qualité de

la représentation.

Un point est bien représenté sur l'axe, si la valeur du cosinus carré est

proche de un.

Un point est mal représenté sur l'axe, si la valeur du cosinus carré est

proche de zéro.

On constate sur la Fig.3-6 que le plan principale, plan formé par les axes
principaux Flet F2 représentes : 25.16 + 19.36 = 44.52 % .La répartition s’étale
entre -0.75 et 0.85sur I’axe Flet de -0.9 et 0.67 sur ’axe F2 ce qui représente que
presque la moitié de I’information une représentation en 2D est insuffisante, ce qui

nous amene a chercher la moitié de I’information sur I’axe F3.

L’axe F1 et F3 représente une valeur de 42.2 1% (25.16+17.05) (Fig.3-7). La
répartition s’étale entre -0.75 et 0.85sur 1’axe Flet de -0.59 et 0.85 sur I’axe
F3.86.73% de I’information est représentée entre 1’axe F1, F2 et F3, ce qui est une

bonne description du nuage puisque 13.27 % seulement n'y sont pas expliqués.

Nous avons remarqué que les groupes sont formes a partir des caracteres qui

relient les individus (races).

Les résultats de l'analyse factorielle des correspondances telles qu’ils
apparaissent sur la carte factorielle sur la Fig.3-6 ont permis d'individualiser

quelques groupes :
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1- le premier groupe occupe le c6té positif de 1’axe F1. I est représenté par
la race 2(r2) ou il y a la présence des caracteres pv, pvr, pb et mr plus
spécifique pour la race 2. le cté gauche de 1’axe est occupé par la race
6(r6) (Fig.3-6).

2- le deuxiéme groupe occupe le coté négatif de 1’axe F1.il est représenté
par la race 5(rb) ou il y a la présence des caracteres suivants : pr et mcd.
Le cOté gauche est occupé par la race 1(rl) (Fig.3-6). I’axe F1 peut étre

défini comme 1’axe race.

Sur la carte factorielle sur la Fig.3-7, nous pouvons considérer que I’axe F3
représente plus les groupes d’agressivité (IM).on observe sur le coté positif de 1’axe

le gc et sur le cbté négatif supérieur le gd, le cote inférieur est occupé par ga et gb.

La carte factorielle sur la Fig.3-8, qui représente une comparaison entre les
différentes régions par rapport aux races de FOP, nous a permet de distinguer que la
plus grande part de I’information est présente sur ’axe Flavec 47.89% et 1’axe F2
représente 18.26% soit un total entre F1 et F2 de 66.15%. Ce qui est intéressant
d'étudier sur le graphe se sont les proximités des points, on peut distinguer la
proximité de la wilaya de Tlemcen, Chlef et Sidi Belabes puis Mascara, sur 1’axe
Flla wilaya d’Ain Tenouchent et Adrar et Relizane puis Saida. Le dernier groupe
formé par la wilaya Tiaret et Mostaganem qui occupe le coté positif de I’axe F1 et
le cOté négatif de 1’axe F2.cette répartition prouve une hétérogénéité dans la

répartition des régions en fonction des différents caractéres étudier.

Les résultats de I’analyse factorielle de correspondance (AFC), nous a permis
de distinguer une hétérogénéité de la répartition des races de FOP en fonction des
différents caractéres étudier et aussi en fonction de leurs répartition en fonction des
différentes régions prospectées.la matrice de corrélation calculer entre les différents
parameétres étudier a montré une corrélation hautement significative seulement entre
la race 2(r2) et la pigmentation violet foncé ( pv) et la race 6(r6) et le pigment blanc
jaunatre : pbj (Tab.A3-2).

124



Flétrissement vasculaire du pois dans I’ouest algérien

Variables (axes F1 et F2 : 44.52 %)

@ ga

F2(19.36 %)

-1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
F1(25.16 %)

Fig.3-6 : Carte factorielle pour I’axe 1 et 2.

Variables (axes F1 et F3 : 42.21 %)

F3 (17.05 %)

-1 0,75 0,5 0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
F1(25.16 %)

Fig.3-7 : Carte factorielle pour | ’axe 1 et 3

125



Flétrissement vasculaire du pois dans I’ouest algérien

Variables (axes F1 et F2 : 66.15 %)

0,75

0,5
¢ 'ﬂer%%] 3bes
® Mascara

o AB@lizane

® Ain

F2(18.26 %)

-0,25

-0,5

-0,75 ® Tiaret

ostaganem

AN
o
N
a
o
wn

-0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
F1(47.89 %)

Fig.3-8 : Carte factorielle pour I’axe 1 et 2.

Le coefficient de corrélation définit le degré de liaison des variables, il varie
[-1, +1]. Nous avons calculé les coefficients de corrélations entre IM, les races et

leur répartition géographique.

Concernant les coefficients de corrélations des groupes d’agressivite le tableau
3-8 montre une corrélation parfaite entre la wilaya de Tiaret et Relizane et une
corrélation hautement significative avec Tlemcen, Sidi Belabes et Saida. On note
aussi une corrélation hautement significative entre Ain Témouchent et Tlemcen,
entre Sidi Belabes et Chlef, Saida.

La corrélation entre les races et les régions, c’est montrée hautement
significative entre Chlef et Tlemcen, Sidi Belabes et Tlemcen le méme résultat est
noté pour Tiaret et Mostaganem et entre Adrar et Relizane (Tab.3-9). Les résultats
obtenus sont semblables a ceux obtenus par I’AFC. C’est une preuve de plus qui
prouve 1’hétérogénéité de la répartition géographique des races FOP dans 1’ouest

Algérien.
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Tableau 3-9 : Matrice IM/Régions (coefficient de corrélation de Pearson).

Variables Temﬁ\tljr;hent Mostaganem  Tlemcen Cheliff Relizane Mascara B;Ia%les Tiaret Saida Adrar
Temﬁjghent 1
Mostaganem 0,632 1
Tlemcen 0,929 0,535 1
Chlef 0,438 0,535 0,688 1
Relizane 0,864 0,778 0,917 0,782 1
Mascara 0,306 0,634 0,198 0,198 0,511 1
Sidi Belabes 0,611 0,764 0,749 0,919 0,925 0,538 1
Tiaret 0,864 0,778 0,917 0,782 1,000 0,511 0,925 1
Saida 0,783 0,802 0,875 0,875 0,970 0,395 0,953 0,971 1
Adrar 0,617 0,845 0,593 0,593 0,852 0,875 0,861 0,852 0,791

Tableau 3-10 : Matrice Races/Régions (coefficient de corrélation de Pearson).

Yariables TemﬁLIJZhent Mostaganem Tlemcen  Cheliff  Relizane Mascara Besliadbles Tiaret Saida  Adrar
'Ip'\érrjnouchent 1
Mostaganem 0,133 1
Tlemcen 0,090 -0,525 1
Chlef 0,133 -0,333 0,977 1
Relizane -0,039 0,098 0,771 0,878 1
Mascara 0,187 0,000 0,851 0,943 0,966 1
Sidi Belabes -0,055 -0,420 0,979 0,980 0,861 0,891 1
Tiaret 0,254 0,986 -0,588  -0,406 -0,017 -0,082 -0,512 1
Saida 0,230 0,577 0,391 0,577 0,845 0,816 0,485 0,503 1
Adrar -0,324 0,000 0,737 0,816 0,956 0,866 0,857 -0,142 0,707 1
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4. DISCUSSION

Les différents isolements a partir des plantes présentant des symptomes
visibles de jaunissement et de flétrissement, au niveau du collet et des racines
associé parfois a des pourritures de différents aspects ont présenté des fréquences de
la maladie variables. La fréquence de la maladie a augmenté au fur et a mesure de

I'extension des surfaces cultivées.

Pour les agents pathogenes associés au flétrissement, le Fusarium oxysporum
a été la principale cause de la maladie dans toutes les zones agro-climatiques suivie
par le Fusarium solani. L'association de F. oxysporum, F. solani, Rhizoctonia sp.
avec le flétrissement des legumineuses en Algérie et dans d'autres pays a déja été
rapporté par plusieurs auteurs (Belabid et al., 2000; Xue, 2003 ; Infantino,2006;
Rana et al., 2009).

La fréquence de la maladie et I'association des agents pathogénes transmis par
le sol indique la possibilité d'une incidence accrue de la maladie a I'avenir, si les
pratiques de gestion appropriées ne sont pas adoptées. Cette étude a démontré que la
population de FOP dans l'ouest de I'Algérie est variable. Les maladies d'importance
secondaire dans certaines régions peuvent prendre ailleurs des proportions

d'épiphyties, si elles sont placées dans des conditions climatiques propices.

Les répercussions eéconomiques sont variables, suivant la région considérée,
les conditions climatiques, la sensibilité des cultivars et le retour de la culture sur

les mémes parcelles (noter pour la plupart des champs visités).

D’aprés les observations faites sur le terrain, dans les différentes régions de
prospection, il semble que les années seéches favorisent le développement de la
maladie par rapport aux années pluvieuses. D’autre part, les infections precoces
peuvent entrainer la mort de la plante; les infections tardives réduisent la

production.

Les lignes différentielles qui sont utilisées dans cette étude ont été utilisées
assez fréquemment dans diverses régions du monde, ce qui suggere qu'ils sont
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particulierement utiles pour évaluer la variabilité pathogénique des différentes

races.

La race 1 et 2 de l'agent pathogéne du flétrissement sont présentes dans la
plupart des régions productrices de Pois dans le monde, elles sont présentes et
importantes dans la région européenne et méditerranéenne (OEPP, 1994). Les races
1, 2 et 6 ont éte signalés en Europe (Debra, 1992), tandis que les racesl, 2, 5,6 sont
identifiées en Australie et les quatre races spécifique de la fusariose du Pois ont été
identifiés et étudiés aux Etats-Unis (Haglund et Kraft, 2001) et au Canada
(Neumann et Xue ,2002). Les races 1 et 2 sont les plus économiquement
importantes aux Etats-Unis jusqu'a ce que la race 5 soit apparue dans le nord -ouest
de Washington en 1963, suivie par la race 6 (Haglund et Kraft ,2001). Les races 1
et 2 sont présentes dans le monde entier, tandis que les races 5 et 6 ne sont
importantes que dans l'ouest de I'état de Washington en USA, leur impact a diminué
la production de Pois frais de I'ouest de Washington et actuellement leur impact est

observé en dehors de cette zone.

Les cultivars différentiels ont été utilisés avec succes depuis de nombreuses
années, leurs réactions a la race 2 ont récemment été remises en question. Des
réactions intermédiaires des lignes au niveau des résultats ont été observées lors

d'expérimentions individuelles (Neumann et Xue ,2002).

Dans cette étude, certaines races étaient spécifiques a une seule région cas de
la race 5, tandis que d'autres ont été retrouvés dans les différentes régions comme la
race 1 et 2 et 2 isolats (pathotypes) inconnus. Cela pourrait étre dd a la transmission
par les semences de Pois infectés par le FOP, c’est un moyen important pour la
dissémination naturelle de I'agent pathogéne. En Algérie, le transfert des semences

d'une région a l'autre est connu et mal contrélé.

La transmission par les semences ne se produira que si les producteurs gardent
les graines de plantes infectées. La racel peut étre occasionnellement transmis par
les graines lors de la récolte dans les champs infestés. La probabilité de

transmission de la race 2 par les semences se produit lorsque 1’agent pathogene
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s'attaque aux plants de Pois au stade floraison et formation de gousses, elle est
beaucoup plus élevé par rapport a la race 1, 5, ou 6 qui tuent généeralement les
plantes sensibles avant la floraison .Masheshwari et al. (1982) ont isolé le FOP a
partir de la surface de semences désinfectée de 6 variétés cultivées dans le Pendjab
(en Inde), ou la pourriture des racines et le flétrissement vasculaire du Pois
présentent un probleme et les caractéristiques climatiques sont dans la plupart des
cas favorables au développement de la maladie. Les plantes infectées peuvent
sembler normaux a basse température, mais a des températures du sol supérieur a 20
° C, le flétrissement se développe rapidement, ce qui entraine I'effondrement de
toute la partie aérienne. La maladie peut causer des pertes de rendement appréciable
dans des conditions environnementales favorables, c’est un facteur limitant le

rendement dans la majorité des zones seches et tempérées.

Des différences significatives ont été observées au niveau de la variabilité
morphologique entre les différentes races identifiees. Lorsque les isolats sont
cultivés sur PDA acidifié (pH 5), la race 2 sécréte un pigment noir violacé dans le
milieu alors que les races 1, 5 et 6 produisent peu ou pas de pigment, des résultats
similaires ont été observés par d’autres auteurs (Haglund et Kraft, 2001 ; Sharma
et al., 2006). Dans notre étude, nous avons constaté que les isolats A22 et R32
identifié comme race 6 présentent un mycélium aérien avec une pigmentation
blanchatre a violet clair pendant les 2 premieres semaines, apres, des sécrétion de
pigment violet foncé qui ressemble a celle de la race 2 sont apparues. Le méme,
résultat a été rapporté par des chercheurs Danois, la race 6 isolats qui avaient un
mycélium aérien floconneux de couleur blanc a péche clair. Le revers de la colonie
était de méme couleur pour environ 12 jours par la suite, un pigment violet foncé a
été excrétée dans le milieu. En pigmentation le méme résultat a été observé pour les
isolats Anglais et Danois, ce qui suggére qu'ils appartiennent au méme groupe
phylogénique. Ce groupe peut étre trés répandue en Europe (Bodker 1993 ; Kraft
et Pfleger 2001). Lin et al., (1984) ont examiné des isolats de types muqueux avec
une pigmentation rouge violacé, ils ont suggéré que ce résultat peut-étre une
variante de la race 2, car il pourrait étre obtenu a partir de cultures anciennes du

méme groupe, le méme résultat a été observé chez 4 de nos isolats dont 3 sont des
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races 2 et un isolat de la race 1. lls ont été isolés a partir de la rhizosphére et
proviennent des plaines internes. L’analyse statistique effectuée a confirmé une
hétérogénéité de la répartition des races de FOP en fonction des différents
caracteres étudiés d’une part et aussi en fonction de leur répartition dans différentes

régions prospectées d’autre part.
5. CONCLUSION

Au terme de ce travail, il apparait qu'une diversité existe bien au sein de la
population du FOP présente en Algérie. L'évaluation de la réaction de la gamme
d'hétes différentiels envers I'agent pathogéne a permis de révéler I'existence de 4
races, 1,2,5 , 6 et 2 pathotypes inconnues qui different entre elles par leur
virulence et leurs variabilité culturale . Les 2 pathotypes peuvent étre attribué a des
variantes de la race 1 ou 2. Selon la bibliographie, en premier onze races ont été
décrits (Armstrong et Armstrong, 1974), mais des études ultérieures ont réduit ce
nombre a quatre : race 1, 2 et 5 (Kraft et Haglund, 1978), en plus d'une nouvelle
race 6 (Haglund et Kraft, 1979). Les autres races ont été considérées comme des
variantes de la race 1 ou 2 en plus le FOP est en constante évolution, avec de
nouvelles variantes émergentes de I'agent pathogéne (Bodker et al, 1993; Kraft et
Pfleger, 2001).

La comparaison des résultats entre les différentes études est difficile. Les tests
du pouvoir pathogéne peuvent étre quelque peu subjectifs puisqu'ils sont influences
par plusieurs variables telles que la température (Williams, 1981), I'age de la plante
(Hart et Endo, 1981), la méthode d'inoculation (Kraft et Haglund, 1978) et la
gamme d'hétes (Armstrong et Armstrong, 1981a). Il a montré que méme de
légéres modifications dans les conditions de I'environnement peuvent affecter de

maniere significative I'expression de I'infection de la plante.

Cette étude nous a permis également de mettre en évidence la présence de la
fusariose du Pois dans toutes les régions étudiées, une carte de la répartition
géographique des quatre races du FOP dans la région de 1’ouest algériens a été

établie, ce qui permet un soutien assez précieux dans la gestion et le contréle de la
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maladie dans ces régions. Cette information aide dans tout programme pour le
développement de nouveaux cultivars résistants. Les producteurs peuvent choisir
des cultivars selon la race prédominante dans le sol dans une région particuliere. La
premiére étape de tout programme de lutte contre les maladies implique

nécessairement I'examen de la maladie et sa distribution.

Comme pour de nombreux champignons pathogenes transmis par le sol,
I'utilisation de fongicides n'est pas nécessairement efficace dans la lutte contre la
fusariose (Sharma et al., 2010). En conséquence, le contréle de cette maladie est
réalisé principalement par l'intégration de différentes procédures de gestion de la
maladies y compris agronomique et pratiques culturale (Navas-Cortes et al., 1998),
de désinfection des sols (Momma et al., 2010), la lutte biologique (Alabouvette et
al.,2009) et la sélection variétale pour la résistance (Sharma et al., 2010 ; Bani et
al., 2012).

L’utilisation de cultivars résistants est largement reconnue comme la plus sdr,
la plus économique et un procédeé efficace pour protéger les cultures contre cette
maladie. Néanmoins la résistance a la fusariose n'est pas un substitut a de bonnes
pratiques culturales, mais doit étre utilisé en combinaison entre eux lorsque cela est
possible le plutdt possible a fin de minimiser les pertes futures. L’incorporation des
sources de résistance efficaces contre diverses races sera nécessaire pour minimiser
les pertes futures, aussi, I’hygiene efficace des graines est également tres importante
afin de prévenir la propagation et I'introduction de souches trés virulentes de 1’agent

pathogene dans de nouvelles régions.
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CHAPITRE IV : ETUDE DE LA COMPATIBILITE VEGETATIVE
1. INTRODUCTION

En l'absence du stade téliomorphe chez le F. oxysporum, la compatibilité
végétative, traduite par la formation d'un hétérocaryon, a été exploitée ces dernieres
années afin de préciser les relations génétiques parmi les isolats de la méme espeéce.
De nombreux travaux ont porté sur cette approche en tant que moyen
d'identification des races au sein de différentes formes spéciales de F. oxysporum.
Leurs objectifs étaient de développer une technique d’identification rapide des races
physiologiques, de distinguer les populations pathogénes et non pathogenes ou
d'estimer la diversité a l'intérieur des populations fongiques. La compatibilité
vegétative a été testée par croisement de mutants complémentaires pour
I'assimilation de l'azote minéral obtenus sur un milieu minimal additionné de
chlorate de potassium, procédure développée par Puhalla (1985) et améliorée par
Correll et al.,( 1987).

Dans le présent travail, les tests ont été réalisés avec 21 isolats appartenant aux
4 races de F. oxysporum f.sp. pisi et un isolat de FO non pathogéne collecter de
différentes régions de I’ouest Algérien en vue de révéler la structure génétique de la
population et de vérifier la fiabilité de la méthode pour 1’identification des races

physiologiques de FOP.

Les isolats de FOP utilisés dans cette étude figurent dans le tableau 4-2. Pour
leur caractérisation sur la base de leur capacité de former un hétérocaryon, le
protocole expérimental deéfini par Leslie (1990) a été suivi; il utilise la
complémentarité entre des mutants incapables de réduire les nitrates désignés par

mutants "nit ".
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2. MATERIEL ET METHODES
2-1.Matériel fongique

L’étude a été realisée avec 21 isolats de FOP et un isolat non pathogene(NP).
Tous les isolats ont été sélectionnés et obtenus a partir des réisolement parmi la
collection d’isolats étudiée pour la caractérisation des races a fin de régénérer leur
pouvoir pathogene, Le choix de cette population a été éffectué en fonction des races

et des régions.

Avant d'étudier la compatibilité végétative, chaque isolat doit étre cloné. Les
clones sont obtenus par isolement d’origine monospore (microconidie). Les
descendants par microconidies de chacun des isolats obtenus lors des reisolement a
partir des lignées différentielles (voir chapitre I11).1ls constituent les tétes de clones
respectifs. La micro conidie étant uninucléée et haploide, les descendants par mitose
de cette spore sont sauf accident, génétiguement homogenes et constituent un

authentique clone.
2-2.Milieux de culture

Les milieux de culture sont préparés avec de l'eau distillée et stérilisés a
I’autoclave pendant 20 & 25 minutes & 118°C et une pression de 1 bar puis coulés en
boite de Pétri et ajuster a un pH de 5.5. Pour toutes les expériences impliquant
Iisolement ou le test de chlorate de mutants résistants, un milieu minimum (MM),

complétée selon I'utilisation prévue du milieu a été utilisé (Puhalla, 1985).

Trois milieux contenant du chlorate ont été utilisées pour 1’obtention des nits

mutants.
1- Milieu de sélection des mutants chlorate-résistants : MMC et PDC
2- Milieux de caractérisation des mutants pour I'assimilation des nitrates

- Milieu nitrate minimum : MM
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-Milieu nitrite : NIT
- Milieu hypoxanthine : HYPO

3- Milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar) : conservation et multiplication des

cultures

4- Milieu Asparagine pour la conservation des différents mutants

La composition des différents milieux est mentionnée dans 1’annexe 2.
2-3.Production des mutants "'nit"

Les isolats ont été initialement mis en culture pendant 4 jours a l'obscurité et a
25° C sur un milieu minimal (MM) contenant du sucrose et des sels dont le
NaNOz;comme seul source d’azote (Annexe 2). Dans chaque colonie, 4 fragments de
3 mm® (explants) ont été prélevés et placés dans une boite contenant un milieu
amendé de chlorate (MMC). L'incubation a été realisée a I’obscurité et & 25° C
pendant 7 a 14 jours au cours desquelles des secteurs résistants au chlorate se sont
développés. Ces secteurs, incapables de réduire le chlorate en chlorite (substance
toxique), sont aussi incapables de réduire les nitrates (Puhalla ,1985 ;Correll et al.,
1991 ; Liu et al., 1995 ; Gordon,1997 ; Glass et al.,2000).Leur transfert sur milieu
minimal (MM) contenant le nitrate comme seule source d'azote a produit le
développement de colonies extrémement fines, transparentes, sans mycélium

aérien: ce sont des mutants "nit "'

La production des secteurs résistants au chlorate est usuellement réalisée sur
un milieu contenant du PDA avec 1,5% de chlorate (PDC) ou MMC (Puhalla
1985 ; Correll et al., 1987). Dans les cas ou nous n'étions pas en mesure de
sélectionner des mutants dans les conditions décrit ci-dessus, nous avons introduit
quelques modifications, de maniére a augmenter la concentration en chlorate dans
MMC ou PDC jusqu'a 5%, ou deux cultures consécutives sur MMC (1,5%) de
chlorate (Kraft, 1995 ; Nogales Moncada et al., 2009).
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Les CRUN (Chlorates Résistants Utilisant le Nitrate) caractérisés par un thalle
aérien, ¢épais et dense et les Nit instables ayant réacquis le caractére d’origine

(mutation réversible) sont éliminés.
2-4.Caractérisation des mutants

Elle consiste a déterminer le site de la mutation (Correll et al., 1987). Trois
types de mutations sont possibles d’ou trois mutants a caractériser qui sont : nit 1,
nit 3, NIT M. Leur reconnaissance est permise grace a la différence de leur
développement sur des milieux contenant différentes sources d'azote (Correll et al.,
1987).

Chez Aspergillus nidulans, deux enzymes sont nécessaires a la réduction du
NO3 en NH4" : la nitrate réductase (NO3 en NO, et la nitrite réductase (NO, en
NH4%).De nombreux génes contrdlent ces enzymes, leur régulation est complexe.
Les mutants, chlorates résistants, des especes de Fusarium rentrent géneralement
dans les trois types : nit 1, nit 3, nit M (Leslie, 1990).

- Pour les nit 1, la mutation est au site du gene de structure de la nitrate

réductase.

- Pour les nit 3, la mutation est au site du gene de régulation de la nitrate et de
la nitrite réductase.

- Pour les nit M, la mutation est aux sites des génes de structure d'un cofacteur
a molybdene nécessaire a l'activité de la nitrate réductase.
2-5.Complémentation

Deux boutures des mutants nit 1 et nit M obtenus a partir de deux clones
différents ou a partir du méme clone (vérification de l'auto-compatibilité) sont

placés au centre d’une boite de Pétri contenant le milieu nitrate MM. Ces boutures
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sont déposées a un ou deux centimétres lI'une de l'autre. Les mutants "nit " sont

auxotrophes pour I'azote sous forme nitrique (milieu MM).

lIs s'y développent en formant un mycélium gréle. Si les mutants sont
vegétativement compatibles, il y aura anastomose puis formation d'un hétérokaryon
au niveau de la zone de contact des filaments des deux mutants avec l'apparition
d'un mycélium aérien dense, preuve de I'hétérokaryose .S'ils ne le sont pas, il n'y
aura pas de complémentation entre eux ; le mycélium restera ras et gréle méme au

niveau de la zone de confrontation.

La confrontation entre un mutant nit-M et un mutant nit-1 ou nit-3 donne le
plus souvent un résultat rapide et assez net. La confrontation entre un mutant nit 1 et
nit 3 donne de faibles complémentations peu apparentes méme aprés une longue
période d’attente. La confrontation préférentielle est celle entre un mutant nit M et
un mutant nitl (Correll et al., 1987). Celle-ci peut varier d'intensité selon les

souches confrontées (Tab.4-1).

Tableau4-1 : Reactions de complémentation entre différents types de mutants

chez F. oxysporum (Correll et al., 1987).

nit-1 Nit-3 Nit-M
nit-1 -ou £ -0U + +
nit-3 -ou + - +
Nit-M + + -0uU

+: complémentation se produit facilement

- : pas de complémentation

+: complémentation lente ou douteuse
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La formation d'héterocaryon, visible par I'apparition d'un mycélium aérien
épais et dense, est notée au bout de 5, 10, 15, 25 jours et jusqu'a 4 semaines
(Tantaoui et al., 1996 ;Nogales-Moncada et al., 2009).

2-6.Mode de regroupement

Aprés la lecture, on regroupe les différents isolats selon que les résultats sont
positifs (apparition d'un mycélium aérien au niveau de la zone de contact) ou
négatif (si rien n'apparait). Tous les mutants ayant complétement avec un autre
mutant sont classés dans un méme groupe. Pour les réponses négatives, les deux
isolats sont mis dans deux groupes distincts dont ils peuvent étre l'unique
représentant. Les isolats sont ainsi rassemblés dans des groupes dits de

compatibilité végétative.

La terminologie adoptée pour décrire les formes de compatibilité est celle
proposées par Puhalla (1985). Elle consiste a attribué a chaque groupe de
compatibilité végétative, un certain nombre de chiffre. Les trois premiers chiffres
(007-) caractérisant la forme spéciale pisi du Fusarium oxysporum et les autres
correspondent au groupe de compatibilité végétative défie. La procédure de
détermination des groupes de compatibilité végétative est de celle décrite par
(Leslie, 1990 ; Correll, 1991) (Figure 4-1).
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Qection des mutants "niD

Identification des sites de mutation

Caractérisation sur milieu nitrate, nitrite et

-

Confrontation de mutants

complémentaire (nit-1 par Nit-M)

Mycélium dense et Mycélium fin et

épais dans la zone de épars dans la zone de

confrontation confrontation

Isolat auto-compatible Isolat auto-incompatible

Complémentation de mutants nits

complémentaires (nit-3et/ou nit-1 par Nit-M)

Myceélium fin et épars dans

Mycélium dense et épais ]
la zone de confrontation

dans la zone de confrontation

Isolats classés dans des GCV

différents

Isolats classés dans le méme
GCV

Fig4-1.Méthode d’identification des groupes de compatibilité végétative (Leslie,
1990).

139



Etude de la compatibilité végétative

3. RESULTATS
3-1.Production des mutants

Des mutants chlorates resistants ont été isoles a partir de tous les isolats.
Les mutants chlorates résistants et de la diversité phénotypique des mutants nits
obtenus a été compare entre le milieu MMC et PDC. La fréquence d'apparition de
secteurs a croissance rapide a été plus importante dans le milieu PDC, mais la
proportion de secteurs qui étaient chlorate résistant mais capable d'utiliser le nitrate
(mutants CRUN) a été plus faible avec MMC. Aussi, le milieu PDC qui s'est avéré
plus favorable a la croissance des secteurs mutants a été choisi. Pour certains isolats
deux passages successives dans le milieu PDC a été effectué pour I’obtention de
mutants chlorates résistants. A chaque fois que possible, au moins deux mutants nit
différents, de préférence un nit 1 et Nit M, ont été sélectionnés et conservés comme

c’est indiqué dans partie matériel et méthodes.
3-2. ldentification des nit mutants

Les phénotypes des mutants nit de FOP ont été déterminés par la
morphologie des colonies sur des milieux contenant du nitrate, nitrite ou
hypoxanthine comme seul source d'azote. Les mutants "nit " peuvent étre divisés en
trois classes phénotypiques : nitl, nit3, et Nit M. Les trois classes de mutants nit ont
été obtenu avec une fréquence variable, chaque type de mutant varie d'un isolat a
I’autre (Tab.4-2, Planche 4-1). Les mutants de type nit lont été obtenu pour tous les
isolats par contre les mutants nit 3 ont été les moins fréquemment isoler sur 22
isolats 1lisolats non pas produits des nit 3 soit la moitié des isolats testés et pour le
type Nit M, sur 22 isolats, seulement 3 isolats (Sb1l, R26 et A2) non pas produits
des Nit M.

Les résultats de la caractérisation de 343 mutants chlorate-résistants portés
dans le Tab.4-2 montrent que 180(52.47%) d'entre eux sont des nitl, 106(30.9%)
des Nit M et 57(16.41%) des nit 3, notant aussi la présence d’un certain nombre de

CRUN (chlorate résistants capables d'utiliser les nitrates) qui ont été éliminé.
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Tableau 4-2 : Nombre et pourcentage de mutant "'nit ** de FOP obtenus apres

sélection sur milieu chlorate.

Isolat Région Race nit-1 nit-3 Nit-M Total
A2 | Ain Temouchent 1 10(100%) 0(0%) 0(0%) 10
A21 | Ain Temouchent 5 10(41.66%) | 8(33.33%) 6(25%) 24
A22 | Ain Temouchent 6 8(66.66%) 0(0%) 4(33.33%) | 12
M42 | Mostaganem 5 9(69.23%) 0(0%) 4(30.76%) | 13
M44 | Mostaganem 1 11(45.83%) 1(4.16%) 12(50%) 24
TI 24 | Tlemcen 6 7(58.33%) 0(0%) 5(41.66%) | 12
TI27 | Tlemcen 1 13(86.66%) 0(0%) 2(13.33%) | 15
TI28 | Tlemcen 6 16(88.8%) 0(0%) 2(11.11%) | 18
C20 | Chlef 1 6(60%) 2(20%) 2(20%) 10
C21 | Cheliff 1 6(54.5%) 1(9%) 4(36.3%) 11
R26 | Relizane 2 11(100%) 0(0%) 0(0%) 11
R28 | Relizane 1 2(20%) 2(20%) 6(60%) 10
Ma6 | Mascara 1 14(63.6%) 0(0%) 8(36.36%) | 22
Mal5 | Mascara 2 7(35%) 7(35%) 6(30%) 20
Sbl | Sidi Belabes 1 8(88.8%) 1(11.1%) 0(0%) 9
Sh11 | Sidi Belabes 1 12(46.15%) 0(0%) 14(53.84%) | 26
T49 | Tiaret 6 5(21.73%) | 16(69.56%) | 2(8.69%) 23
T51 | Tiaret 1 2(9.09%) 4(18.18%) | 16(72.72%) | 22
S58 | Saida 1 5(33.33%) | 5(33.33%) | 5(33.33%) | 15
Ad62 | Adrar 2 6(60%) 0(0%) 4(40%) 10
Ad67 | Adrar 1 10(83.33%) 0(0%) 2(16.66%) | 12
Ad60 | Adrar NP | 2(14.28%) |10(71.42%) | 2(14.28%) | 14
Total 22 | 180(52.47%) | 57(16.41%) | 106(30.9%) | 343
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Planche 4-1 : Phénotypes des mutants nit de FOP sur milieux nitrate, nitrite
et hypoxanthine.

A : nit-1, B : nit-3, C : Nit-M
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La répartition globale des 3 types de nit mutant en fonction des régions, a
montré que le plus grand pourcentage de nit former a été enregistré dans la wilaya
de Tiaret avec une somme de 55.94 % et un maximum de 35.08 % de nit-3. Une
corrélation parfaite a été montré entre plusieurs régions et la formation des
différentes "nit " (Tab.4-3).

La répartition globale des 3 types de nit mutant en fonction des races,
montre que la racel a montré le plus grand nombre de mutants soit un totale
de186(54.22%)ce qui représente plus que la moitié de 1’ensemble des mutants
suivie par la race 6 avec 65(18.95%).le nombre le plus élevé obtenu de mutants (99)
nit 1 a partir de la race 1 avec un pourcentage de 55%, par contre la race 2 a
enregistré le nombre de mutant nit 3 le plus faible soit de 7(12.28%) (Tab.4-4).

L’étude de la corrélation entre la formation des différents nits et les
différentes races du FOP, a montré une corrélation parfaite entre la race 5 et la race

2 aussi entre la race 6 et la race non pathogéne (NP) (Tab.4-5).

Tableau 4-3 : Matrice de correlation entre la repartition des "'nit ""en fonction

des regions.
A.
Régions Temouchent Mostaganem Tlemcen Cheliff Relizane Mascara S.Belabes Tiaret  Saida Adrar
A
Temouchent 1,00
Mostaganem 0,99 1,00
Tlemcen 0,99 0,99 1,00
Chlef 1,00 0,99 0,99 1,00
Relizane 1,00 1,00 0,99 1,00 1,00
Mascara 1,00 0,99 0,98 1,00 1,00
Sidi Belabes 0,99 1,00 0,99 0,99 1,00 0,99 1,00
Tiaret 0,95 0,93 0,89 0,95 0,94 0,96 0,92 1,00
Saida 1,00 0,99 0,97 1,00 1,00 1,00 0,99 097 1,00
Adrar 1,00 0,98 0,97 0,99 0,99 0,99 0,98 097 100 1,00
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Tableau 4-4 : Repartions des nombres et des pourcentages des mutants *'nit **

en fonction des différentes races physiologiques de FOP.

Mutants R1 R2 R5 R6 NP Total
nit

nit-1 99(55%) 24(13.3%) | 19(10.5%) | 36(20%) 2(1.1%) | 180
nit-3 16(28%) 7(12.28%) | 8(14.03%) | 16(28%) 10(17.5%) | 57
Nit-M 71(66.98%) | 10(9.43%) | 10(9.43%) | 13(12.26%) | 2(1.88%) | 106
Total 186(54.22%) | 41(11.95%) | 37(10.78%) | 65(18.95%) | 14(4.08%) | 343

Tableau 4-5.Matrice de corrélation entre la répartition des *'nit ** en fonction
des races de FOP.

Race R1 R2 R5 R6 NP
R1 1,00

R2 0,83 1,00

R5 0,81 1,00 1,00

R6 0,74 0,99 0,99 1,00

NP 0,74 0,99 0,99 1,00 1,00
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3-3. Développement des paires de mutants

La complémentarité positive entre différents mutants nit s'est traduite par la
croissance d'un mycélium aérien dans la zone de confrontation, résultant de
I'anastomose des hyphes des colonies mutantes appariées. Il est a noter que cette
ligne de fusion des hyphes était variable dans sa densité. Elle est apparue 10 a 15
jours apres transfert des boutures sur le milieu MM, elle est formé d'une ligne de
croissance continue d'un mycélium touffu et abondant ou sous forme de petite ligne
de mycélium aérien dispersés et plus ou moins dense ou encore une ligne moins
définie épare avec un mycélium plus ou moins ras qui apparait aprés 15 jours

jusqu’a un mois (Planche 4-2).

Les résultats des différentes confrontations entre mutants nit
complémentaires d’'un méme isolat étaient auto-compatibles pour tous les isolats
testés sauf pour 2 isolats de la race 1(A2 et Sh1) et un isolat de la race 2(R26) qui
était auto-incompatible sachant que pour les trois isolats seulement le nitl a été

obtenu. L’isolat non pathogeéne était auto-compatible.
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Planche 4-2 : Complémentarité positive entre différents mutants *'nit *'.

A et B : Développement de secteurs résistants au chlorate sur milieu PDC.
Fleche rouge : développement de mycélium gréle.
C : ligne de croissance continue avec un mycélium touffu et abondant.

D : ligne de croissance continue avec de mycélium aérien dispersés et plus ou
moins dense

E : ligne moins définie épare avec un mycélium plus ou moins ras

F . Autocompatibilité de 1’isolat Ad 67
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3-4. Groupes de compatibilité végeétative (VCG)

Tous les croisements possibles entre les "nit ", des 22 isolats ont été
effectués. La confrontation entre mutants et lorsque cela est possible, un mutant Nit
M et un nit -1 et ou un nit-3 de chaque isolat ont été sélectionnés et apparies dans
toutes les combinaisons possibles. La complémentation entre les 2 clones croisés, se
traduit par l'apparition d'un mycélium aérien dense et épais dans la zone de
confrontation, 5 a 15 jours aprés l'ensemencement des boutures sur le milieu
minimum. Lorsque la complémentation provient de deux mutants du méme isolat,
elle s’est produite dans 7 jours et lorsque les deux mutants étaient de différents

isolats le processus a pris plus longtemps, souvent jusqu'a 4 semaines.

L’analyse des résultats des différentes croissement mentionné dans le

tableau 4-6 montre que :

- Les isolats appartenant a la race 2 sont classés en 2 sous-groupes,

I’isolat Mal$5 était auto-incompatible avec tous les autres isolats méme avec

ceux de la race 2. I’isolat R 26 est auto-incompatible mais, il est compatible

avec I’isolat Ad 62 sachant que ces deux isolats sont d’origine géographique

éloignée (Plaines internes et Sahara) par contre Ma 15 et R 26 qui sont
incompatible ont la méme origine géographique.

- Les isolats appartenant a la race 5 sont classés dans un méme

GCV. I1IIs compatible entre eux, notant qu’ils ont montré une

complémentation lente qui s’est produite aprés un moins de la confrontation

avec les isolats Sbl, Ad 67, S58, C24 et A2. La seule complémentation

positive est observée entre M44 et I’isolat de la race 1 M 42 qui sont de la

méme région (Mostaganem).

- Les isolats appartenant a la race 1 sont classés dans un méme GCV.

Tous les isolats sont auto-compatibles sauf les isolats Sbl et A2 qui entaient

auto-incompatible dont la cause peut étre attribuée a présence de "nit " mutant

de type nit 1seulement dont la complémentation peut produire une réaction

négative ou douteuse.
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Les relations de compatibilité au sein de la race 1 ne sont pas simples dans
certain cas elle est positif, d’autres négative ou encore partielle avec les différentes
combinaisons possible. Le profil de formation des hétérocaryons entre les mutants
des différents isolats de la race 1, a montré I'existence d'un seul GCV, bien que la
réaction de la compatibilité entre les isolats fat variable. Par exemple, nous pouvant
constater que 1’isolat Sbl est seulement compatible avec 1’isolat TI27 et une
réaction faible avec I’isolat R28, alors que TI127 est compatible avec tous les isolats
de la race 1sauf avec I’isolat S58 sachant que ce dernier est compatible avec Ma6 et

ou Mab est compatible avec TI127 et non compatible avec Sb1 (Tab.4-6).

- Les isolats appartenant a la race 6 sont classés dans le méme GCV
que la racellLes isolats de la race 6 étaient tous auto-compatible. La
complémentation était positive ou partielle entre la plupart des isolats de la
race 6 et ceux de la race 1 sauf pour I’isolat Sblou I’appariement est négatif
avec I’ensemble des isolats de la race 6.

- Pour I’isolat non pathogéne (NP), il était auto-compatible. Il s’est
montré compatible avec la race 1 et la race 6 et il est incompatible avec les races
R 2 et larace 5.

Les résultats obtenus montrent que les isolats de FOP provenant de I’ouest
Algérien peuvent étre classés dans quatre principaux groupes de compatibilité
végeétative GCV, qui correspond & la race 1, la race 2 qui est divisee en deux sous-
groupe 2A et 2B et la race 5 qui a montré une compatibilité partielle avec quelques
isolats de la racel. La race 6 se classe dans le GCV1 avec la race lou la
complémentation avec les isolats de la race letaient dans certains cas positive,

partielle ou négative selon les isolats (Tab.4-7).

Selon la procédure de détermination des groupes de compatibilité
végétative décrite par (Leslie, 1990 ; Correll, 1991) et la numérotation
systématique proposé par Katan (1999), le numeéro de code de VCGs de FOP doit
étre 0070-0073.
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Etude de la compatibilité végétative

Race Race 2 Race 5 Race 6 Race 1
isolat | Mal5 | Ad62 | R26 | M42 | A21 | T49 | TI28 | TI24 | A22 | Sbl | Sb1l | TI27 | Ad67 | S58 | Ma6 | C20 | A2 | TI51 | M44 | R28 | C21 | Ad60
Mal5 + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Race2 | Ad62 + o - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
R26 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
M42 + + - - - - - - - +/- +/- - - +/- - + - - -
Race5
A21 + - - - - - - - +/- - - +- | +- - - - - -
T49 + + +/- +/- - - + +/- +/- + - + - + - + +
TI28 + +/- + - + - - + +/- - +/- - A +- | +/- +/-
Race6
TI24 + + - - + - +/- - + - +/- - - - +
A22 + - - - +/- - - + - + + - - -
Shl - - + - - - - - - - +/- - +/-
Sh11 +/- - - - + +/- - - - +/- - +
TI27 +/- +/- - + + + + + + + +
Ad67 + +/- - + - + + + +/- +
S58 + - + - + + +/- - +
Ma6 m - - +/- + - - +/-
Racel
C20 + - +/- + - +/- +
A2 - +/- + +/- - +/-
TI51 + - + 5 +/-
M44 + + + +/-
R28 +/- - 1
C21 + +/-
NP Ad60 +
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+:complémentation se produit facilement
- . pas de complémentation

+: complémentation lente ou douteuse
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Tableau 4-7 : Corrélation entre GCV et races physiologique de FOP.

Race R1 R2A | R2B R5 R6 NP
R1 + - - P + +

R2A + - - - -

R2B P - - -
R5 + - -
R6 + +
NP +

+ : interaction compatible ;

- . interaction incompatible ;

P : interaction partiellement compatible.
4. DISCUSSION ET CONCLUSION

Depuis les travaux de Puhalla (1985), de nombreuses recherches ont été
conduites sur la compatibilité vegétative chez le Fusarium oxysporum. Chez ce
champignon, la recombinaison parasexuée qui implique I'hétérocaryose joue un réle
dans I'expression du potentiel pathogéne, la variation de la virulence et méme
I'apparition de nouvelles races (Buxton, 1956 ; Bosland et Williams, 1987). La
formation d'anastomoses préalable dans ce cycle parasexué se produit entre des
individus végétativement compatibles. Les isolats qui ne le sont pas appartiennent a
des GCV différents qui représentent des populations génétiqguement distinctes
(Puhalla, 1985 ; Katan et al., 1991; Leslie 1993). Les isolats d'un méme GCV
peuvent étre considérés comme provenant d’une méme progéniture (Puhalla
,1985). Par conséquent, I‘incompatibilité peut étre considérée comme un mécanisme
d'isolement génétique qui permet d'identifier les groupes intraspécifiques en se
basant sur la génétique du champignon plutot que sur l'interaction héte-pathogene
(Bosland, 1988). de nombreux travaux (Bosland et Williarns, 1987 ; Elmer et
Stephens,1989; Correll, 1991) ont montré l'efficacité de la méthode dans la

caractérisation de groupes sous spécifiques.
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Dans le présent travail, le développement des secteurs résistants au chlorate
a été plus ou moins rapide selon les isolats et avec une plus grande fréquence sur
milieu PDC. L'avantage de ce dernier par rapport au milieu MMC a été rapporté
(Puhalla ,1985; Ploetz et Correll ,1988; Venter et al. 1992). Au contact de deux
isolats mutants complémentaires, la formation d'hétérocaryon s'est traduite par la
croissance d'un mycélium aérien de type sauvage tel qu'il a été rapporté dans de
nombreux travaux (Bosland et Williams 1987 ; Correll et al., 1986, 1987;Elias et
Schneider,1986). Tous les isolats testés, ont généré des mutants chlorates-
résistants. Les trois types de mutants nit dont le pourcentage le plus élevé est le nit-
1suivie par le Nit-M et le plus faible le nit-3 sans que ces différences puissent étre
liées a une caractéristique précise des isolats (origine géographique, race ou
virulence).Selon plusieurs travaux antérieures sur différentes formes spéciales, le
pourcentage des nit-3 est toujours plus faible (Tantaoui et al., 1996, Henni et
al.,1998,Belabid et al.,2002).

L'étude de l'organisation de 21 isolats au sein de la forme spéciale pisi
provenant d’origine géographique différente (I’ouest Algérien) et appartenant aux 4
races de FOP a révélé I'existence de 4 GCVs, ce qui témoigne de sa diversité
génétique. Une pareille diversité a été rapportée pour de nombreuses formes
speciales de F. oxysporum telles que lycopersici (Elias et Schneider ,1986),
radicis-lycopersici (Katan et al,. 1991), apii (Correll et al., 1986), asparagi
(Elmer et Stephens ,1989), melonis (Jacobson et Gordon,1988 ; Gennari et
al.,1994) , cubense (Ploetz et Correll, 1988).

La comparaison de la répartition en GCV et de la répartition en races
définie au moyen des hétes différentiels, montre que des isolats appartenant a des
races différentes sont inclus dans un méme GCV ; C'est le cas des isolats de la race
1 et 6 de F. oxysponrm f. sp. pisi qui se situent dans un méme VCG, alors que les
isolats de la race 2 sont inclus dans deux autres GCV. Cette situation se retrouve
chez dautres formes spéciales pour lesquelles les relations race-GCV sont
complexes. En effet, il est connu que plus d'une race peut apparaitre dans un méme
GCV (Bosland et Williams 1987 ; Jacobson et Gordon 1988; Correll, 1991) et
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une méme race peut contenir plus d'un GCV (Jacobson et Gordon 1988;Ploetz et
Correll, 1991).Un degré similaire de complexité a été relevée chez le F. oxyspomrn
f.sp.cubense (Ploetz et Correll, 1988 ; Ploetz ,1990) dont plusieurs races
appartiennent a un méme GCV et de multiples GCV correspondent a une seule race.
Il en est de méme chez le F. oxysporum f. sp. lycopersici (Elias et Schneider,

1991) et le F. oxysporum f. sp. melonis (Jacobson et Gordon 1988).

Les résultats de La compatibilité végétative faible ou partielle observés
entre les isolats de la race 1 et 5, suggeérent un important degré de similitude avec
les isolats de la race 1 plus que avec les isolats de la race 2A et 2B. Il semble
probable que la race 5 et 6 dérive de la race 1. Le plus grand degré de variation
intra- raciale distingué parmi les isolats de la race 1 peut suggérer que c'est la plus
ancienne race. La comparaison entre les différences qui existent entre la race 1 et 5
par rapport aux similitudes trouvés entre la race let 6 peuvent indiquer que la race 6
aurais pu évoluer beaucoup plus récemment que la race 5. La race 2 est trés
différente de la race 1, 5 et 6 et peut avoir une origine évolutive distincte. La race
2A et 2B sont trés étroitement liées, mais l'absence totale de compatibilité
végétative entre eux montre qu'ils sont des populations génétiqguement distinctes
(Whitehead et al., 1992). Il est possible que 2A et 2B soient deux races distinctes et
peuvent étre distingués par leur pathogénicité vis-a-vis d’une gamme de lignes
différentielles plus élargie. Notant qu’une nouvelle gamme a ét¢ mise en évidence
pour une caractérisation plus nette pour la race 2. Des résultats pareilles ont été
également trouvé dans le cas de F. oxysporum f.sp.cubense (Ploetz , 1990) et F.
oxysporum f.sp.lycopersici (Elias et al.,1991). Une exception est F. oxysporum
dianthi (Baayen, 1989) ou chaque race correspond exactement avec un GCV.

Généralement dans différentes forme spéciales tous les isolats d'un méme
GCV sont compatible les unes aux autres. En outre, Certaines combinaisons entre
les isolats de la race lont  produit des réactions faibles ou partielles. Ces
différences dans l'intensité des interactions culturales ont déja été signalées dans F.
oxysporum et pourraient refléter le résultat de I'action des alleles a plusieurs loci

distincts affectant la compatibilité végeétative (Gordon et Okamoto, 1991 ;
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Whitehead et al., 1992 ; Nogales-Moncada et al., 2009).Une autre différence entre
F. oxysporum f.sp. pisi et autres forme spéciales a été démontrée. Certains isolats
dans le méme GCV peuvent etre incompatibles et méme si chacun d’eux est
compatible avec un troisiéme isolat du méme groupe. L'apparition de ces souches
intermédiaires est bien connue chez F. oxysporum (Katan et al., 1991 ; Katan et
Katan, 1999; Vakalo unakis et Fragkiadakis, 1999). La présence de deux sous-
groupes au niveau des isolats de la race 1 de FOP a été identifié par les travaux de
Whitehead et al (1992) qui n’est pas explique par des facteurs géographiques car
les isolats présents dans chaque des deux sous-groupes proviennent d'Europe et

d'’Amérique du Nord.

La complémentation faibles trouve entre les isolats de la race 1 et la race 5,
méme si elles se trouvent dans des GCV distincts dans notre étude est semblable a
d’autres traveaux. Ploetz (1990) a rapporté que des isolatsde F. oxysporum
f.sp.cubense appartenant a la fois a deux GCV étroitement liés étaient capables de
former des hétérocaryons. Il peut étre possible pour la complémentation faible de se
produire dans F. oxysporum f.sp.pisi méme lorsque deux isolats divergent un peu, a
un ou plusieurs loci. Ces différences pourraient avoir comme cause par exemple, la
présence d’une série d'alleéles « missense alleles » d'un géne particulier het dans la
population (SNP, single-nucleotide polymorphism est, en génétique, la variation
(polymorphisme) d'une seule paire de bases du génome, entre individus d'une méme
espece). Certaines combinaisons peuvent conduire immédiatement a la
compatibilité tandis que d'autres soit qu’elle se produit pas ou elle le fait apres une
longue période, selon la nature et la position du changement d'acide aminé. Cela
pourrait expliquer a la fois les variations observées sur la race 1 et la faible

compatibilité entre la race 1 et certains isolats de la race 5 (Whitehead et al., 1992).

L’¢tude de groupement la compatibilité végétative couplée a des techniques
moléculaires (Coddington et al., 1987; Kistler et al., 1991), devrait aider la
compréhension des relations de la pathologie, la biologie des populations et des
races de champignon. L’application de la technique de la compatibilité végétative

pour l'identification des races de FOP parait limitée, et I'emploi d'autres techniques
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s'impose. Actuellement de nouvelles méthodes sont exploitées pour étudier les
caractéristiques génetiques et I'évolution des formes spéciales et méme des races
des espéces de Fusarium. Il s'agit de procédés qui opérent au niveau des genes telles
que [l'utilisation des RFLP (Fragments Length Polymorphism), des RAPD
("Random Amplified polymorphism DNA™), de l'analyse de fragments d'ADN
amplifiés par les PCR (" Polyrnerase Chain Reaction™), techniques qui ont permis
de mettre en évidence une variabilité parmi et entre les races par suite des
similitudes ou des différences révélées par l'analyse des profils. Récemment, les
études entrepris par les différentes techniques moléculaires ont permis de distinguer
que les races 1, 5 et 6 sont étroitement liés et que la race 2 est distincte
(Coddington et a.l, 1987 ; Grajal-Martin et al., 1993 ; Okubara et al., 2005 ;
Sharma et al., 2006). Toutefois, en ce qui concerne F.oxysporum la compréhension

de ce pathogene fongique complexe est loin d'étre compléte.

Dans cette étude, la complémentation entre les isolats pathogénes de FOP et
I’isolat non pathogéne FO a été testée. L’isolat non-pathogéne été végétativement
compatible avec quelques isolats de la race 1 et de la race 6, il a été groupé dans le
méme GCV que la race 1 et 6, le groupe comprend des isolats pathogénes et non
pathogeénes d’ou 1’absence de corrélation entre groupes de compatibilités et la
pathogénicité. La découverte de souches non pathogenes qui sont végétativement
compatibles avec les souches pathogénes n'est pas nouvelle (Appel et Gordon,
1996; Gordon et Okamoto, 1992), selon une étude menée par Nogales-Moncada
et al.( 2009) sur des isolats pathogenes et non-pathogenes ou la plupart des isolats
non pathogeénes étaient compatibles avec des isolats de F. oxysporum f.sp ciceris de
faible virulence , suggérant la possibilité de I'existence d'une transition entre les
isolats de populations pathogenes et non-pathogenes. La formation d’hétérocaryon
entre les isolats compatibles a été montré a la fois par la pathogénicité et les tests
moléculaires. Des résultats similaires ont été trouvés chez la Fusarium oxysporum f.
sp. Vanillae (Xia-Hong, 2007). l'identification des souches pathogénes et non
pathogenes par d'autres techniques telles que le marqueur moléculaire doivent

encore étre mis au point (Mc Fadden et al., 2006)
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CHAPITRE V : ESSAI DE LUTTE BIOLOGIQUE CONTRE LA
FUSARIOSE VASCULAIRE ET LA FUSARIOSE DU PIED DU POIS PAR
UTILISATION DE FUSARIUM OXYSPORUM NON PATHOGENES.

1. INTRODUCTION

La stratégie de controle de la fusariose par 1’utilisation des variétés résistances
méme lorsqu’elle existe est malheureusement limitée par 1’apparition de nouvelles
races du pathogene. Durant le dernier siecle, une somme considérable de traveaux
de recherche ont démontré ’efficacité des microorganismes de diverses origines

phylogénétiques sont capables d’inhiber différents agents pathogenes.

La lutte biologique présente certains avantages qui répondent aux
interrogations de I’homme concernant les enjeux économiques ainsi que 1’équilibre
biologique et environnemental. Outre, la réduction des risques de pollution,
I’utilisation des microorganismes antagonistes peut remédier aux problémes

d’apparition des races résistantes.

Le contrdle biologique des maladies de fusariose par des souches non
pathogene de Fusarium ont été signalés dans de nombreuses cultures dans les essais
in vitro et in vivo (Mandeel et Baker, 1991 ; Larkin et al ., 1996 ; Katsube et
Alasaka,1997; Larkin et Fravel, 1998 ;Honda et Kawakub 1998 ; Minuto et al .,
1997a, b ; Hervas et al., 1998. ; Fuch et al., 1999). F. oxysporum non pathogene
souche Fo47 isoler a partir de sols suppressifs en France a été largement étudiés
pour le contréle de la maladie de la fusariose de plusieurs cultures Iégumieres
(Alabouvette et al., 1992 ;1999).

Dans ce but nous avons entrepris un essai de lutte biologique contre le FOP et
FSP par I’utilisation de quelques isolats appartenant au Fusarium oxysporum non
pathogéne. Cette espece douée d’une certaine activité antagoniste contre plusieurs
agents fongiques et avoir déja montré une certaine efficacité contre des Fusarium

oxysporum pathogenes.
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2. MATERIEL ET METHODES

2-1. Isolement de F. oxysporum f.sp.pisi (FOP), Fusarium solani f.sp. pisi (FSP)

et Fusarium oxysporum non pathogénes (FONP).

L’étude a été réalisée avec trois isolats de F. oxysporum non pathogenes
(FONP0O7, FONP23 et FONP35) choisies en fonction de leur réaction de
pathogeénicité et du temps d’incubation. selon la méthode décrit par (Robert et
Kraft., 1971 ; Kaur, 2003 ; Kaur et al., 2010), un isolat sans aucun symptéme qui

n’est apparu 7 jours apres I’inoculation est considéré comme isolat non pathogéne.

Les isolats pathogenes utilisés dans cette étude sont isolés apartir de la
rhizosphére des plantes de Pois saines. Les 3isolats de FOP (Sh1l R29 et C20)
appartiennent a la race 1 et un isolat FSP (FSP2) sont les plus agressifs parmi la

collection étudiée dans le chapitre IlI.
2-2.Etude de I’effet antagoniste "'in vitro"

L’étude de I’action de Fusarium oxysporum non pathogene sur la croissance
mycélienne des FOP et FSP est réalisee selon la méthode de confrontation directe
décrite par Comporta, (1985); Mandeel et Baker, (1991); Benhamou et
al.,(2001). Elle consiste a mettre en confrontation dans une méme boite de Pétri
contenant le milieu PDA deux explants de 5 mm de diamétre de I’agent antagoniste
(FONP) et de I’agent pathogéne (soit FOP ou FSP), ces explants sont prélevés a
I’aide d’un emporte-pi¢ce stérile a partir d’une culture agée de 7 jours. Les deux
explants de 1’agent pathogéne et de 1’agent antagoniste sont placés au méme temps
suivant un axe diamétral a 3 cm et a équidistance du centre de la boite. Des témoins
contenant uniquement le FOP, FONP et FSP sont utilisés. Cette méthode révele la
compétition exercée entre les agents concernés vis-a-vis des eléments nutritifs (tel
que le carbone, ou le fer) ou pour I’espace. L’incubation est réalisée a 25 °C a
I’obscurité pendant 7 jours. Des notations concernant 1’occupation de I’espace par la

croissance diamétrale des colonies du FOP et FSP et leur envahissement par les
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souches de FONP sont effectuées chaque jour. L’évaluation de la croissance
mycélienne est estimée par la mesure de la croissance linéaire qui consiste a
mesurer 1’accroissement mycélien en fonction du temps a partir d’un explant de 5

mm de diametre selon la formule de Rapilly (1968).

L=(D-d)/2

L : croissance linéaire
D : diametre de la colonie
d : diameétre de I’explant

2.2-1. Méthode d’évaluation du pourcentage de réduction de croissance

mycélienne du FOP et FSP ** in vitro"

Selon Topps et Wain(1959), le pourcentage de réduction de la croissance
mycélienne de I’agent pathogene sous I’effet de I’antagoniste est estimé par la

formule suivante :

R =(A-B) x 100/A

R : pourcentage de réduction de la croissance mycélienne de 1’agent pathogene
A : diametre de I’agent pathogeéne non confronté (mm)

B : diamétre de 1’agent pathogéne confronté avec I’antagoniste (mm)
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2-3. Etude de D’effet antagoniste ' in vivo"
2-3-1. Préparation de I'inoculum et des plantules de Pois

Aprés une culture monospore, chaque clone des isolats a été ensemencé sur un
milieu PDA et incubé a 22°C pendant 15 jours. Le contenu d'une boite a été broyé
pendant 30 secondes dans 50 ml d'eau distillée stérile a 1'aide d’un agitateur pendant
1 minute, ensuite, il a été filtré a travers une couche de papier filtre. La
concentration de la suspension en microconidies a été ajustée par dilution avec de
I’eau distillée stérile afin d’obtenir une concentration de 10° conidies/ml,
concentration qui s'était révélée suffisante pour provoquer la manifestation des

symptomes (Roberts et al., 1971).

Des semences de Pois de la variété sensible Merveille de Kelvédon sont
désinfectées a I'nypochlorite de Na a 2% pendant 5mim puis rincées 3 fois avec de
I’eau distillé stérile puis ensemencées dans des pots préalablement désinfectés
contenant un mélange stérilisé de sol et de tourbe avec un espacement de 5 cm. Les
pots ainsi préparés sont ensuite placés dans un laboratoire et arroses deux fois par
semaine sous une tempeérature de 20-24° C, Humidité relative de 70% est un
photopériodisme de 12 heures. Au bout de 10 jours, les plantules arrivées au stade
des trois premieres feuilles étalées ont été sélectionnées pour l'inoculation (William
etal., 1979 ; Newmann et Xue 2002; Bani et al., 2011).

2-3-2. Méthode d'inoculation des isolats de FONP sur la fusariose de Pois

L’essai du controle biologique de la fusariose du Pois par I’utilisation des
souches non pathogénes de Fusarium oxysporum consiste a I'immersion des racines
de la plante dans une suspension conidiale (10 ® ml ™ de F. oxysporum non-
pathogenes, cette operation doit étre effectuer pendant 5 mn avant leurs
transplantation dans une autre suspension conidiale (10° ml ™ des agents
pathogenes pendant une période de 5mn. Les plantules inoculées sont transférées

dans des pots contenant un mélange stérilisé de de sol, de sable et de tourbe (1v 1v
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1v) a raison de 3 plantes par pot. Les plantes sont arrosées en fonction des besoins.
Les plantes témoins sont traitées de la méme facon mais immergés dans de l'eau
distillé stérile. La température est maintenue a 20 - 24 ° C, et sous une alternance de

lumiére et d’obscurité (Newmann et Xue 2002 ; Bani et al., 2011).

Cette technique été efficace dans la colonisation de la rhizosphere et dans le
contrdle de la fusariose (Mandeel et Baker, 1991 ; Alabouvette et Couteaudier,
1992 ; Fravel et Larkin, 2002 ; Benhamou et al., 2001).

2-3-3. Estimation des symptomes :

La méthode d’estimation des symptdmes est celle décrite par (Newmann et
Xue 2002). Elle basée sur 1’observation Vvisuelle des plantes jusqu’a 45 jours de
I’inoculation. Le nombre de feuilles montrant des symptomes de jaunissement les
plantes inoculées par le FOP et le FSP la méthode adopté est celle décrite par
(Kraft et Kaiser, 1993 ; Kraft ,1995) pour chaque plante I’indice de la maladie est

calculé.

Pour confirmer I’implication de 1’agent pathogéne dans 1’infection celui-Ci est
réisolée sur le milieu PDA. Les cultures obtenues sur PDA sont comparées a leur

culture mére au niveau macroscopique et microscopique.
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3. RESULTATS
3-1.Effet des Fusarium oxysporum non pathogénes sur le FOP et FSP

3-1-1.Effet des Fusarium oxysporum non pathogenes sur le FOP et FSP ™ in

vitro™

Les résultats des tests " in vitro " obtenus pour cette étude montrent que les
trois isolats de F. oxysporum non pathogénes choisies (FONP7, FONP23 et
FONP35) se sont montrés efficaces dans la colonisation du milieu contre les isolats
les plus agressifs FOP (Sb1, R29 et C20) et FSP(FSP2). Cette efficacité est variable,
d’une part entre les différents isolats de FOPN et d’autre part entre les especes de
FOP et FSP (Planche 5-1). Les notations réalisées montrent que les isolats FONP23
et FONP7 sont doués d’une compétition assez importante traduite par une vitesse de
croissance plus élevée par rapport aux isolats pathogenes Sh1l, R29, C20 et FSP2
(Fig.5-1, Fig.5-2, Fig5-3 et Fig.5-4). Ainsi au 7éme jour une occupation presque
totale des boites de Pétri par 1’agent antagoniste est notée avec les deux isolats
FONP23 et FONP7, par contre FONP35 a un développement plus ou moins proche
des isolats pathogénes, c’est I’isolat le moins compétiteur (Tab.A-3, Tab.A-4,
Tab.A-5 et Tab.A-6).

L’analyse de la variance des résultats de la croissance mycélienne des isolats
pathogenes Sb1l et R 29 en confrontation avec les isolats antagonistes FONP7,
FONP23 et FONP35 ont montré des différences hautement significatives entre les
différents traitements étudiés avec les probabilités respectives de (P=0.006)
(P=0.005) (Tab.A-7 et Tab.A-8). Cependant, les tests réalisés contre C20 ont un
effet significatif avec une probabilité de P= 0,032 (Tab.A-9). Pour FSP2 I’effet etait
hautement significative avec une probabilite de P=0,001(Tab.A-10).

Rouxel et al.,(1979) ; Alabouvette, (1986) ont mis en évidence 1’existence
d’une compétition entre le Fusarium saprophyte en particulier le F. oxysporum et le

F. solani contre le F. oxysporum f.sp. melonis.

161



Essai de lutte biologique contre la fusariose vasculaire et la fusariose du pied du

Pois.

En plus de la capacité des isolats non pathogenes des F.oxysporum a empécher
I’effet des F.oxysporum pathogénes seraient le résultat de la compétition qui oppose
les souches a croissance lente et les souches a croissance rapide, ces derniéres sont
particulierement favorisées au niveau de la rhizosphere. La fréquence élevée des

Fusarium dans la rhizosphere serait due au pouvoir compétiteur de ce champignon.

Planche 5-1 : Résultats de confrontation sur milieu de culture(PDA) des isolats

non pathogenes avec les isolats pathogenes.

De haut en bas et de gauche a droite :

A :FONP7+ C20 FONP7+ R29
FONP7+ Sbl, FONP7+ FSP2

B : FONP35+ R29, FONP35+ C20
FONP35+ Sh1, FONP35+ FSP2

C : FONP23+ C20, FONP23+ R29

FONP23+ Sb1, FONP23+ C20
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Fig.5-1 : Pourcentage de réduction de la croissance mycélienne R (cm) entre 1’isolat

Sbh1 et les isolats non pathogénes.
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Fig.5-2 : Pourcentage de réduction de la croissance mycélienne R (cm) entre 1’isolat

C20 et les isolats non pathogenes.
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Fig.5-3 : Pourcentage de réduction de la croissance mycélienne R (cm) entre 1’isolat

R29 et les isolats non pathogénes.
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Fig.5-4 : Pourcentage de réduction de la croissance mycélienne R (cm) entre I’isolat

FS2 et les isolats non pathogenes.

3-1-2. Effet des Fusarium oxysporum non pathogénes sur le FOP et FSP

"In vivo"

Les plantes de Pois n’ont pas montré les symptomes de flétrissement
vasculaire ou de la fusariose de pied, apres I’inoculation par les isolats non
pathogénes FONP7, FONP23 et FONP35 par rapport aux plantes traitees
uniquement par les isolats pathogenes Sb1, C20, R29 et FSP2.

En effet, une réduction de I’indice de la maladie des plantes traitées par les
FONP7, FONP23 a été observée par rapport aux témoins traités uniquement par le
Sb1, C20, R29 et FSP2, alors que I’isolat FOP35 s’est montré moins efficace.

Cependant, tous les isolats de F. oxysporum non pathogéne ont été efficaces
dans la lutte contre la maladie mais avec des degrés différents. Les isolats FONP7,
FONP23 qui se sont montrés plus compétiteurs dans le test in vitro offrent une
meilleure protection des plantes vis-a-vis du FOP et du FSP par contre 1’isolat
FONP35 offre une faible reduction de I’indice de la maladie (Tab.5-1et Planche5-
2).

A partir de ces résultats, nous avons observé que la réduction des symptomes

de la maladie est liée au pouvoir compétiteur des F. oxysporum non pathogenes qui
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se traduit dans certains cas par une vitesse assez importante de la colonisation des

racines de la plante.

Tableau 5-1 : Effet des isolats non pathogeénes sur la fusariose de Pois.

L’indice de la maladie (%)
Traité | FON7 FON23 FON35
Isolats
Sbl 80 16 13.33 46.66
C20 72.83 |21.26 6 40.2
R29 77 21.33 5.66 58.66
FSP2 74 10.1 2.26 48.93
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Planche 5-2 : Effet des isolats non pathogenes sur la fusariose vasculaire et du pied

de Pois.

A :Sbl, B : Témoin,

C : FON35 + Sh1, D : FON23 + Sb1 E : FON7 + Sbh1

F: FON7 + FSP2

G : FON23 + FSP2

H: FSP2
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4. DISCUSSION ET CONCLUSION

Les résultats obtenus dans le test de lutte "in vivo" et "in vitro" mené par
I’utilisation d’isolats non pathogenes isolés a partir de la rhizosphere et de plantes
de Pois sains, nous a permis de distinguer des effets trés encourageants qui se sont
traduit par une compétition assez importante pour les sources de nutrition et une
réduction de I’indice de la maladie et aussi une nette induction de la résistance de la

plant.

Ces résultats s'accordent avec les travaux de Fravel et Larkin (1999) qui ont
signalé que les isolats de Fusarium sp. non-pathogene introduits par I'immersion des
racines des plantes avant leurs transplantations, ont été efficaces dans la
colonisation de la rhizosphere et dans le contr6le de la fusariose de la tomate.
D’autres travaux sur le F. oxysporum non-pathogenes ont montré que ces derniers
agissent au niveau des sites d'infection et pour les éléments nutritifs par la
concurrence, et par induction de la résistance systémique induite (ISR) (Mandeel
et Baker, 1991; Alabouvette et Couteaudier,1992; Fuchs et al.,1997; Larkin et
Fravel ,2002; Benhamou et al.,2001).

La compétition pour les nutriments en particulier pour le carbone, est
commune dans un milieu oligotrophe comme le sol et est considéré comme
responsable du phénomene bien connu de fongistase (Lockwood, 1977 ; De Boer
et al., 2003). Bien que difficile a démontrer expérimentalement, la compétition pour
les nutriments dans le sol est certainement I'un des modes d’action de nombreux
agents de lutte biologique, La concurrence pour le carbone entre les souches
pathogénes et non pathogénes de F.oxysporum est I'un des principaux modes
d'action des souches de bio contrble de F. oxysporum. En étudiant les interactions
quantitatives dans le sol entre une souche pathogene et plusieurs souches non
pathogene de F. oxysporum. Couteaudier et Alabouvette (1990) établi que
certaines souches non pathogénes étaient plus compétitives pour une source de

carbone que d'autres et doivent étre sélectionnée pour la lutte biologique. Toutefois,
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la capacité intrinseque d'une souche a utiliser la source de carbone de maniere
efficace correspond a un avantage sélectif que lorsque les deux populations sont de

la méme taille.

Larkin et Fravel (1999) ont étudié les relations dose-réponse entre le
pathogene et les souches de F. oxysporum de lutte biologique, ces auteurs ont
attribuées a des différences dans le mode d'action des souches les différences de
relations dose-réponse et ont conclu que la souche Fo47 exercée son effet de
contréle biologique principalement par la concurrence pour les éléments nutritifs,
alors que la souche CS- 20 a agit principalement par induction de la résistance. En
pratique, Fo47 doit étre introduit a une densité d’inoculum tres supérieure a celle de

I'agent pathogéne a controler.

En effet, le controle de la maladie n'est pas nécessairement la présence d’une
forte densité de I'inoculum de la souche non pathogene, mais un rapport élevé de
souche d'agent non pathogéne et pathogene. Duijff et al.,(1999) ont trouvé que la
souche Fo47 a été efficacement compétitive avec I'agent pathogéne a I'apex de la
racine de lin et réduit a la fois le taux de colonisation par I'agent pathogéne et
I'activité de l'agent pathogéne dans les tissus des racines. La colonisation par la
souche non pathogene (70T01) de Fusarium avant l'invasion par I'agent pathogéene
est d'une grande importance dans l'interaction directe avec I'agent pathogéne pour la
réduction de I’infection et donc la réduction de la maladie (Bao et Lazarovits,
2001). Un mécanisme en trois phases a €té associé a la lutte biologique contre la
fusariose du concombre par deux souches non pathogenes de F. oxysporum (C5 et
C14), il y a une réduction significative de la germination des chlamydospores de F.
oxysporum cucumerinum dans la rhizosphére de concombres infestés par C5 ou
C14. La concurrence pour les sites d'infection avec F. oxysporum f.sp. cucmerinum
a été démontrée dans le sol infesté de C14 mais pas avec C5. Une résistance
systémique accrue de I'h6te a I'inoculation de I'agent pathogéne F. oxysporum f.sp.

cucumerinum (Mandeel et Baker, 1991).
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Des études histologiques et cytologiques en réponse a la colonisation par les
souches non pathogéne F. oxysporum, ont montré que l'infection de la racine par les
souches non pathogénes de Fusarium avec celle qui sont associée a des souches de
Fusarium pathogénes a d'abord été étudiée par Benhamou et Garand (2001). lls
ont trouve que les souches non pathogenes croient activement a la surface de la
racine et colonisent un certain nombre de cellules épidermiques et corticales. Ainsi,
la relation établie entre la plante héte et les F. oxysporum non pathogene semble
suivre un schéma d'événements bien défini, tels que la prolifération le long de la
racine et la pénétration locale de I'épiderme résultant de la libération de fragments
pectiques, qui peuvent agir comme éliciteurs des défenses de la plante (Benhamou
et al ., 1996). La synthese d'enzymes lytiques extracellulaires par les souches de
Fusarium non pathogenes n'a pas été signalée, bien que la possibilité que ces
champignons peuvent produire des pectinases et des cellulases dans le cadre de leur
arsenal enzymatique semble réaliste. L’hydrolyse de la pectine est l'un des
principaux mécanismes impliqués dans la colonisation des racines par des souches
non pathogenes (Benhamou et Thériault, 1992), comme en témoigne la présence
du champignon dans un grand nombre d'espaces intercellulaires. Mandeel et Baker
(1991) ont observé que 1’analyse cyto-chimique de la distribution de la chitine a
révelé une diminution marquée de la quantité de la chitine sur les parois des cellules
de Fusarium non pathogeéne, en particulier dans les sites ou le champignon a été
étroitement plaqués contre la paroi de la cellule de I’hote. Collectivement, ces
résultats indiquent que les cellules des racines ont été signalées a produire des
chitinases qui sont probablement accumulées dans 1’espace extracellulaire
(Mandeel et Baker, 1991).Comprendre le circuit de régulation des mécanismes
moléculaires impliqués dans I’infection des racines par des souches non pathogenes
représente un défi majeur pour des recherches futures (Benhamou et Garand,
2001).

De nombreuses équipes s’intéressent aux antagonistes microbiens dans
I’espoir de mettre en point un procédé de lutte biologique contre ces maladies. Les

interactions plante-microorganismes sont complexes et celles menant au biocontréle
10Y
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peuvent inclure 1’antibiose, la compétition, I’induction des mécanismes de défense
de la plante et la prédation (Benizri et al., 2001). 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 pathogeénes (Mc

Spadden Gardener and Fravel 2002).

Quelle que soit l'origine, les souches de F. oxysporum, ils n‘ont pas la méme
capacité a contrbler les fusarioses vasculaire. Par conséquent les procédures de
sélection sont basées sur les biotests qui ont été développés pour sélectionner les

souches les plus efficaces pour lutter contre la maladie (Kaur et al., 2010).

Cette étude nous a permis de contribuer comme premier travail pour la
sélection d’isolats autochtones de Fusarium non pathogénes qui peuvent étre utilisés

pour la lutte biologique contre plusieurs pathogénes du sol.
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CONCLUSION GENERALE

Les maladies fongiques constituent un probléme phytosanitaire majeur et un
facteur limitant pour la production des Iégumineuses. En effet, L’Algérie accorde
ces derniéres années une priorité a ces cultures. Cependant, avec ’extension des
superficies cultivées et I’introduction de nouvelles variétés, les risques d’apparition
de nouvelles maladies augmentent sans cesse au méme titre que ’apparition de

nouvelles races physiologiques.

Le Pois a I’image des autres légumineuses alimentaires est sujet a des
contraintes biotiques et abiotiques. La culture est attaquée a la fois par les
organismes du sol, provoquant la pourriture des racines, de la tige, la fusariose et les
fontes de semis et par des agents pathogénes endommageant la partie foliaire du
vegetal. Nous avons jugé utile d’effectuer un inventaire des maladies fongiques du
Pois pour pouvoir juger leur importance et leur répartition au niveau de 1’ouest
Algérien.

Les prospections effectuées dans plusieurs champs de Pois dans 1’ouest
Algérien durant les compagnes agricoles de 2007-2011, suivie d’analyses au
laboratoire nous ont permis d’identifier un nombre assez important d’agents
pathogénes responsable de différentes maladies de la culture et de préciser leur
répartition géographiques.

Dans la présente étude, un plus grand nombre de champignons, bactéries et
Actinomycetes ont été isolés a partir de la rhizosphere du Pois a différentes étapes
de croissance et dans différentes zones agro climatique.

Suite aux difféerentes prospections réalisées dans le cadre de cette étude, nous
avons relevés un état des parcelles négligé et mal entretenues avec 1’absence de
pratiques culturales qui dans beaucoup de cas permettent la diminution des
infections. Les relevés des fréquences d’attaques des principales maladies réalisés
ont montré une variabilité d’une parcelle a une autre, d’une saison a 1’autre et d’une
année a 1’autre. Elles étaient en fonction des conditions climatiques qui ont montré
des fluctuations assez importantes durant les années de prospections. Les

symptdmes de jaunissement, de flétrissement et de brulure sont les plus apparents
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aux niveaux des champs visités. D’autres part, les années séches favorisent le
syndrome fusarique alors que les années pluvieuses, c’est plus les attaques foliaires
qui prédominérent et principalement les ascochytoses. Les différents isolements ont

mis en évidence les especes de champignons diverses.

En Algérie, le Fusarium oxysporum f.sp pisi est le pathogene du flétrissement
de Pois, il entraine des pertes de rendement appréciable dans des conditions
environnementales favorables. L’étude de la variabilité et la distribution des races
pathogenes sont essentielles pour identifier les sources efficaces de résistance a

cette maladie et a fin d'élaborer des programmes de lutte adéquates.

Les résultats obtenus ont montré la présence des quatre racesl, 2, 5 et 6 de
FOP au niveau de I'ouest Algérien. Les races 1 et 2 ont été les plus fréquentes dans
tous les régions prospectées. La race 6 est absente au Sahara. Pour la race 5, elle a
été identifiée dans les plaines cétiéres ou la culture de Pois est semée précocement

par rapport aux autres régions.

Des différences des caractéristiques morphologiques et biométriques sont

observées entre les races de FOP.

Cette étude nous a permis de mettre en évidence la présence de la fusariose
du Pois dans toutes les régions étudiées, une carte de la répartition géographique des
quatre races du FOP dans la région de 1’ouest algériens a été établie, ce qui permet
un soutien assez précieux dans la gestion et le contr6le de la maladie dans ces
régions. Cette information aide dans tout programme pour le développement de
nouveaux cultivars résistants. Les producteurs peuvent choisir des cultivars selon la
race prédominante dans le sol dans une région particuliére. La premiére étape de
tout programme de lutte contre les maladies implique nécessairement I'examen de la

maladie et sa distribution.

L'étude de l'organisation de 21 isolats au sein de la forme spéciale pisi

provenant d’origine géographique différente (I’ouest Algérien) et appartenant aux 4
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races de FOP a revélé I'existence de 4 GCVs, ce qui témoigne de sa diversité

génetique.

Les résultats obtenus montrent que les isolats de FOP provenant de 1’ouest
Algérien peuvent étre classés dans quatre principaux groupes de compatibilité
vegétative GCV. Ce qui correspond a la race 1, la race 2 qui est divisée en deux
sous-groupe 2A et 2B et la race 5 qui a montré une compatibilité partielle avec
quelques isolats de la racel. La race 6 se classe dans le GCV1 avec la race lou la
complémentation avec les isolats de la race letaient dans certains cas positive,

partielle ou négative selon les isolats.

Un essai de lutte biologique contre le FOP et FSP par I’utilisation de quelques
isolats appartenant au F. oxysporum non pathogéne. Cette espéce douée d’une
certaine activité antagoniste contre plusieurs agents fongiques et avoir déja

montré une certaine efficacité contre des F. oxysporum pathogenes.

Les résultats obtenus dans le test de lutte "in vivo" et " in vitro" mené contre
la fusariose vasculaire de Pois par I’utilisation d’isolats non pathogenes isolés a
partir de la rhizosphere et de plantes de Pois sains, nous a permis de distinguer des
effets tres encourageants qui se sont traduit par une compétition assez importante
pour les sources de nutrition et une réduction de I’indice de la maladie et aussi une

nette induction de la résistance de la plante.

Cette étude nous a permis de contribuer comme premier travail pour la
sélection d’isolats autochtones de Fusarium non pathogenes qui peuvent étre utilisés

pour la lutte biologique contre plusieurs pathogénes du sol.

Au terme de ce travail, les axes de recherches entrepris constituent des
approches complémentaires d’une utilité assez importante dans 1’établissement de

tout programme de lutte qui peut étre entrepris dans 1’avenir.
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Annexe 1

ANNEXES

Tableau A1-1 : Les valeurs nutritionnelles de Pois (USDA, 1999).

ANNEXES

Nutriment Unités | Petites pois Petites pois cuits
crus
Eau g 78.86 77.8
Energies Kcal 81 84
Protéines g 5.42 5.36
Lipides totaux g 0.4 0.22
Glucides g 14.46 15.64
Fibres totales g 5.1 5.5
Minéraux
Calcium mg 25 27
Fer mg 1.47 1.54
Magnésium mg 33 39
Phosphore mg 108 117
Potassium mg 244 271
Sodium mg 5 3
Zinc mg 1.24 0.173
Cuivre mg 0.176 0.173
Manganése mg 0.410 0.525
Sélénium mcg 1.8 1.9
Vitamines
Vitamines C mg 40 14.2
B1-(thiamine) mg 0.266 0.259
B2(riboflavine) mg 0.132 0.149
B3(niacine) mg 2.09 2.16
B5(pyridoxine) mg 0.104 0.153
B6(acide pantothénique) mg 0.169 0.216
Acide folique mcg 65 63.3
B 12 mcg 0 0
Vitamine A .U 640 579
Vitamine E mcg 0.39 0.39
Lipides

Acides gras satures g 0.071 0.039
Acides gras mono insaturés g 0.035 0.019
Acides gras polyin saturés g 0.187 0.102
Acides linoléique (18.2) g 0.035 0.019
Acides alpha-linoléique (18.3) g 0.035 0.019
cholestérol mg 0 0
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Tableau Al-2 : Maladies virales du Pois (Hagedorn D., 1991 ; TaupinP. et al.,

1994).

Désignation de | Agent Groupe Symptdmes

la maladie responsable

Mosaique CMV Cucumovirus -Mosaique jaune sur les

Commune de feuilles.

Pois

Red Clover Vein RCVMV Carlavirus - La mort des jeunes plantes,

Mosaic Virus soit par leur survie sous forme
de rosette aux entre noeuds
raccourcis.

Pea Enation PEMV Lutéovirus - Un éclaircissement des

Mosaic Virus nervures, I’apparition de taches
translucides le long des
nervures.

La jaunisse PLRV Lutéovirus - L’extrémité de la plante

apicale du Pois s’arréte de croitre et prend une
teinte jaune.

Bean Yellow BYMV Potyvirus - une mosaique jaune plane, ou

Mosaic Virus une nécrose apicale.

Pea Seed-Borne PSBMV Potyvirus -Chlorose, bord des feuilles

Mosaic Virus

enroulé, faible mosaique
parfois, retards de maturité.
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ANNEXES

Annexe A2 : Milieux de cultures

Milieu de culture a base de pomme de terre (PDA)

- Pommedeterre ...l 200g
- GlUCOSE ... 20g
- Eaudistillée ...l 1000ml
= GEIOSE e 20g

Autoclaver 30 minutes a 104°C.

Milieu CZAPECK

- NaNOz ..o 2g
- KoHPO4 oo lg
- KCL o 0.5g
- MgSOy THO oo 0.5¢
- FeSO; THO oo, 0.01g
- 5aCCharose ........covveiiiiiiiiiiiaie, 30g
- Eaudistillé ................ooea 1000ml

Autoclaver 30 minutes a 104° C.

Gélose Nutritive

- ExtraitDeviande....................... 09

- Extrait De Levure..................... 209

- Peptone ... 50¢g

- Chlorure de sodium.................. 5090

- AQAN 1509
pH=74

Autoclaver 15min a 120 °C
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Milieux pour les Actinomycétes

- Glycérol..........ooooiii 10g
- KHPO.....oi 29
- MgSO4L7TH, 0. 0,05g
- Casine.......oevviiiiiiii 0,39
- KNO ..o, 29
- CaCoO....oovvviiiiiiiiiiinn 0,029
- NaCl ... 29
- FeSO.7TH,O ...l 0,01g
- AQAN . 189
- Eaudistillée ................... 1000ml
pH=7,4

Autoclaver 15 min a 120 °C.
Milieu PS liquide

- Pomme de terre................... 200g
- Saccharose............cooviiiinnn. 15¢g
- Eaudistillée..................... 1000ml

Autoclaver 20 minutes a 104°C.

Test a I’oxydase :

ANNEXES

Les oxydases interviennent a la fin des chaines de déshydrogénation et de

cytochromes. Elles sont mises en évidence par leur propriété de catalyser la réaction

d’oxydation d’un substrat organique par 1’oxygéne de 1’air. Le substrat utilisé est

I’oxalate de diméthyparaphényléne daimine, qui est incolore sous forme réduite et

rouge sous forme oxydée.

On a transféré une colonie sur le disque d’oxydase humidifie posé sur une lame,

’apparition d’une coloration rose dans les 10 secondes indique un résultat positif.

202



ANNEXES

Test a catalase

Le Test a catalase sert a démontrer si la bactérie possede 1’enzyme catalase servant a
décomposer le peroxyde d’hydrogene (H,0,).
Dans un couvercle d’une boite de Pétri ou sur une lame, déposer une goutte de
peroxyde d’hydrogene 3%.
A P’aide d’un cure-dent prendre la bactérie & identifier (culture de 18 & 24 heurs) et
la déposer dans la solution de peroxyde d’hydrogene.
Attendre environ 2 minutes et lire la réaction obtenue :
Réaction positive : présence de bulle révélant le dégagement d’oxygéne.

Réaction négative : absence de bulle.

Protocole d’inoculation d'une galerie API 20°

- A partir d'une culture pure de 18 a 24 heures, faire une suspension bactérienne
ayant une concentration de 10 ® bactéries/ ml dans 5 ml de saline stérile (Na Cl a
0,85%) a un pH entre 5,5 et 7.

- Bien mélanger la suspension bactérienne 5 & 10 secondes, cette suspension doit
étre utilisé dans les 15 minutes suivant sa préparation.

- Déposer soigneusement 150 ul de la suspension bactérienne dans chaque cupule
de la galerie en utilisant un embout stérile

- Ajouter de nouveau 150 ul de la suspension bactérienne aux cupules CIT, VP et
GEL (total=300ul) par puit.

- Apres l'inoculation, remplir les cupules ADH, LDC, ODC, H,S et URE d'huile
minérale.
- Ajouter de I'eau dans les supports, y déposer la galerie et mettre le couvercle
La lecture des galeries se fait généralement au bas de chaque cupule sauf CIT, IND.
- Lire en suivant I'ordre ci-dessous :
VP: Ajouter 1 goutte d’hydroxyde de potassium (40%)
Ajouter 1 goutte d'alpha naphtol (6%)
Attendre 10 minutes.
- Pendant ce temps, faire la lecture des autres cupules sauf TDA et IND en inscrivant

la couleur et la réaction (positive ou négative) sur une fiche de résultats.
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- Lire la réaction du VP
- GLU: Avant I’addition du réactif, observé s’il y a présence de bulles (positive ou
négative) qui indiquent une réduction des nitrates a I'état gazeux
Ajouter 2 gouttes d'acide sulfanilique (0,8%)
Ajouter 2 gouttes de NN-dimethyl-alpha-naphtylamine (0,05%)
Attendre 2-3 minutes
- Pendant ce temps, faire les réactions TDA et IND
- TDA : Ajouter 1 goutte de chlorure ferrique (10%), lire la réaction immédiatement.
- Lire la réaction GLU.si la réaction est négative, ajouter de la poudre de zinc.

Attendre 10 minutes et faire la lecture de cette derniére réaction.
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Tableau A2-1 : Lecture de la galerie miniaturisee API 20E (Willey et al ., 2008).

RESULTAT
TEST SUBSTRAT REACTION
ENZYME NEGATIF POSITIF
ONPG ortho-nitro-phenyl- beta-galactosidase incolore jaune (1)
galactoside
ADH arginine arginine dihydrolase jaune rouge/ orangé (2)
LDC lysine lysine décarboxylase jaune orangé
OobC orniyhine ornithine décarboxilase jaune rouge/ orangé (2)
CIT citrate de sodium utilisation du citrate vert pale/ jaune bleu vert/ vert (3)
H,S thiosulfate de sodium | production d’H,S incolore/grisatre dépot noir/ fin liseré
URE urée uréase jaune rouge/orangé
DA . TDA / immédiat
tryptophane tryptophane desaminase jaune marron foncé
JAMES /immédiat ou IND/2mn
JAMES JAMES
IND . - incolore rose
tryptophane production d’indole vert pale-jaune
IND IND
jaune anneau rouge
. . . VP1+VP2/10mn
VP pyruvate de sodium production d’acétoine . ,
incolore rosé-rouge
GEL Iagi Alati oo diffusion du
gélatine de Kohn gélatinase non diffusion pigment noir
GLU glucose fermentation / oxydation (4) bleu / bleu-vert jaune
MAN mannitol fermentation / oxydation (4) bleu / bleu-vert jaune
INO inositol fermentation / oxydation (4) bleu / bleu-vert jaune
SOR sorbitol fermentation / oxydation (4) bleu / bleu-vert jaune
RHA rhamnose fermentation / oxydation (4) bleu / bleu-vert jaune
SAC saccharose fermentation / oxydation (4) bleu / bleu-vert jaune
MEL melibiose fermentation / oxydation (4) bleu / bleu-vert jaune
AMY amygdaline fermentation / oxydation (4) bleu / bleu-vert jaune
ARA arabinose fermentation / oxydation (4) bleu / bleu-vert jaune
ox o OX/1-2mn
sur papier filtre cytochrome-oxydase incolore violet
NIT1+NIT2/2-3mn
production de NO, jaune rouge
NOs-NO, | tube GLU 7n
réduction au stade N,
rouge jaune
MOB (API M) microscope | mobilité immobile mobile
MAC milieu McConkey culture sur absence présence
OF fermentation : sous huile vert jaune
glucose (API OF) oxydation : a I’air vert jaune

(1) une tres légeére couleur jaune est également positive

(2) une couleur orange apparaissant aprés 24H d’incubation doit étre considérée comme
négative

(3) lecture dans la cupule (zone aérobie) (4) la fermentation commence dans la partie
inférieure du tube, I’oxydation commence dans la cupule.
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Tableau A2-2. Tableau de lecture des réactions des API 20 E

N° Isolat 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
TEST SUBSTRAT Jaune | Jaune Beige Beige clair | Jaune Beige orange | rose Beige au | Marron | Jaune
fonce | canarienne | clair Grulé luisant fonce marron claire
ONPG | ortho-nitro-phenyl- + + - + + - _ + + + +
galactoside
ADH | arginine + + + + + + - - + + +
LDC | lysine + + + + - + - - + + n
ODC | orniyhine + + + + - - - - + + n
CIT citrate de sodium + + + + + + - - + - +
H,S thiosulfate de - - - - - - N R - - N
sodium
URE urée + + + + + + + N T + i}
TDA | tryptophane - - - - - - - - - - -
IND tryptophane - - - - - - - - - - -
VP pyruvate de sodium - - - - - - - - - - R
GEL | gélatine de Kohn + + + + - - + + + + ¥
GLU | glucose - - - - - - + N i} ; :
MAN | mannitol - + - - - - - - - - -
INO inositol - - - - - - N R - - -
SOR sorbitol + + - - - - - - - - -
RHA | rhamnose + - - - - - - - - - -
SAC | saccharose - + + - - - - - + _ _
MEL | melibiose + + - - - + N R + - -
AMY | amygdaline + + - - - - - - + - -
ARA | arabinose - + - + - - - - - - -
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Milieux pour I’étude de la compatibilité végétative

Milieu de base MM : utilisé pour la préparation de tous les autres milieux

- Saccharose ............. .. ......... 3049
- KH;PO, o Ig
- MgSO; i 0.5¢
- KCL ..o 059
- Solution d'oligo-éléments ...... 0.2 ml
- Agar . 209
- FEaudistillée..................... 1000ml

Solution d'oligo-éléments se compose de :

- Acidecitrique....................... S5¢g

- ZnSO4 THO...viiiiin, 5¢g

- FeSO47TH,O...ccviviiiiinn 759

- Fe (NHy),(SOy4)-6H,0............ 1g

- CuSO45H0....cevevaa, 250 mg

- MnSO4H20..................... 50mg

- H3iBOg.oooooo 50 mg

- Na,Mo00QO4-2H,0................. 50 mg
- Eaudistillée..................... 1000ml

Le pH est ajusté a 5.5 puis autoclaver a 120°C pendant 20mm

Milieu de sélection des mutants chlorate-résistants : MMC

- Asparagine ..................cooenn. l6¢g
- KCI03.. . 15¢
- NaNO3......oo 2g
- Milieu de base MM.............. 1000 ml
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Milieux de caractérisation des mutants pour I'assimilation des nitrates
Milieu nitrate minimum : MM

- Milieudebase ................ 1000 ml

Milieu hypoxanthine : HYPO

- hypoxanthine ..................... 02¢g
-  Milieudebase ................ 1000 ml

Milieux pour la conservation et multiplication des cultures
Milieu PDA ( Potato -Dextrose-Agar ) :

Milieu Asparagine pour la conservation des différents mutants

- Asparaging ...................... ... lg
- NaNOsz....oooiii, 2g
- MilieuMM ................. 1000 ml
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Annexe A3

Tableau A3-1 : Analyse de la variance pour le test de I’agressivité de 52 isolats

de FOP.
Source de SC dl CM F Seuil de F. crit
Variation significativité
Entre les groupes  56564,23 51 1109,10 1,54 0,03 1,46
A l'intérieur des 74812 104 719,34615
groupes
Total 131376,23 155
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Tableau A3-2 : Matrice de corrélation calculée entre les différents parameétres étudié.

Variables pb  pbr pbj pm pv pr pvr mcm ma med md mr ga gb gc gd r1 r2 5 16 rin
pb 1,00

pbr -0,68 1,00

pbj -0,16 -0,22 1,00

pm -0,68 0,19 0,08 1,00

pv 0,68 -0,38 -0,28 -0,83 1,00

pr 0,08 0,23 -0,22 -047 0,17 1,00

pvr 0,31 -0,42 -0,15 -0,40 0,60 -0,16 1,00

mcm -0,07 -0,37 0,71 0,20 -0,30 0,04 -0,35 1,00

ma 0,17 043 -0,77 0,31 0,25 0,36 0,03 -0,84 1,00

mcd 0,47 -0,02 -0,14 -0,33 0,30 -0,10 -0,26 -0,33 0,36 1,00

md -066 0,74 006 0,19 -0,20 -0,16 -0,14 -0,27 0,13 -0,18 1,00

mr 0,30 -0,57 -0,27 0,01 0,18 -0,12 0,71 -0,14 -0,06 -0,31 -0,61 1,00

ga -0,07v 0,15 0,22 -0,26 -0,08 0,72 -0,26 0,15 0,14 -0,03 0,05 -0,32 1,00

gb 0,04 -0,33 022 0,26 -044 0,02 009 024 -012 -0,34 -0,33 044 0,38 1,00

gc -0,26 049 -0,35 0,00 0,22 -0,11 -0,14 -0,30 0,23 0,31 0,39 -0,36 -0,46 -0,93 1,00

gd 0,30 -0,36 0,59 -0,18 0,24 -0,26 -0,18 0,68 -0,65 0,08 -0,07 -0,33 -0,21 -0,27 -0,01 1,00

rl -0,22 0,19 0,20 0,05 -0,13 0,22 -0,34 0,30 -0,32 0,06 0,21 -0,36 0,44 -0,08 -0,02 0,20 1,00

r2 0,50 -0,31 -0,36 -0,76 091 0,34 0,75 -0,36 0,30 0,00 -0,15 0,36 0,20 -0,22 0,05 -0,14 -0,10 1,00

r5 0,50 -0,22 0,12 -0,36 040 -0,24 -0,27 0,06 0,01 0,69 -022 -0,30 -0,39 -0,57 0,45 0,554 -0,30 0,00 1,00

ré -043 -0,06 0,92 0,25 -043 -0,16 -0,11 0,57 -0,67 -0,26 0,18 -0,20 0,34 0,33 -0,34 0,24 0,23 -0,37 -0,16 1,00
rin 0,16 -0,35 -0,23 0,46 -0,32 -0,24 -0,17 -0,08 0,12 0,07 -0,33 0,27 0,06 0,63 -0,51 -0,28 -0,09 -0,28 -0,25 -0,17 1,00
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Tableau A 3-3 : Pourcentage de réduction de la croissance mycélienne R (cm)

entre I’isolat Sb1 et les isolats non pathogénes.

Temps (Jour) |Sbhl Sb1+FON35 |Sb1+FON23 |Sb1+FON7
1 0.30 0.25 0.30 0.65
2 0.65 0.60 1.00 0.90
3 1.00 0.90 1.00 1.20
4 1.35 1.30 1.00 1.20
5 1.70 1.65 1.00 1.20
6 2.05 1.65 1.00 1.20
7 2.40 1.65 1.00 1.20
8 3.40 1.65 1.00 1.20
9 4.00 1.65 1.00 1.20
10 4.35 1.65 1.00 1.20

Tableau A3-4 : Pourcentage de réduction de la croissance mycélienne R (cm)

entre ’isolat C20 et les isolats non pathogenes.

Temps(Jour) |C20 C20+FON35 |C20+ FON23 |C20+FON7
1 0.25 0.25 0.35 0.70
2 0.65 0.60 0.70 1.10
3 2.83 0.90 1.10 1.40
4 3.40 1.30 1.10 1.40
5 3.81 1.60 1.10 1.40
6 3.85 1.95 1.10 1.40
7 4.35 2.15 1.10 1.40
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Tableau A3-5 : Pourcentage de réduction de la croissance mycélienne R (cm)

entre I’isolat R29 et les isolats non pathogénes.

Temps(Jour) |R29 R29+FON35 |R29+FON23 |R29+FON7
1 0.25 0.25 0.25 0.60
2 0.85 0.60 0.85 0.85
3 1.35 0.85 0.85 1.35
4 1.80 1.35 0.85 1.35
5 2.35 1.35 0.85 1.35
6 2.90 1.35 0.85 1.35
7 4.35 1.35 0.85 1.35

Tableau A3-6 : Pourcentage de réduction de la croissance mycélienne R (cm)

entre ’isolat FS2 et les isolats non pathogénes.

Temps(Jour) |FS2 FS2+FON35 |[FS2+FON23 |FS2+FONT7
1 0.2 0.2 0.2 0.7
2 0.8 0.75 0.8 0.8
3 1.2 0.8 1.2 0.8
4 1.6 1.2 1.2 0.8
5 2 1.2 1.2 0.8
6 2.35 1.2 1.2 0.8
7 3.35 1.2 1.2 0.8
8 3.8 1.2 1.2 0.8
9 4.35 1.2 1.2 0.8
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Tableau A3-7 : Analyse de la variance pour le test de confrontation de Sb1 et

FONP.

Sv Sc DDL Mc Fc Prob FO0,05 FO0,01
Entre Groupes 8.26 3 275 472 0.006 286 4.37
A l'intérieur des groupes 20.97 36 0.58

Total 29.24 39

Tableau A3-8 : Analyse de la variance pour le test de confrontation de R29 et

FONP.

Sv Sc DDL Mc Fc Prob FO0,05 FO0,01
Entre Groupes 13.68 3 456 549 0.005 3.008 4.7
A l'intérieur des groupes 19.92 24 0.83

Total 33.61 27

Tableau A3-9 : Analyse de la variance pour le test de confrontation de C20 et

FONP.

Sv Sc DDL Mc Fc  Prob FO0,05 FO0,01
Entre Groupes 5.79 3 193 344 0.032 3.008 4.71
A l'intérieur des groupes 13.43 24 0.55

Total 19.22 27

Tableau A3-10 : Analyse de la variance pour le test de confrontation de FSP2

et FONP.
Sv Sc DDL Mc Fc Prob FO0,05 FO0,01
Entre Groupes 10.72 3 357 641 0.001 2.90 4.45
A l'intérieur des groupes 17.81 32 0.55
Total 28.53 35
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Annexe 4 : Travaux scientifiques effectués dans le cadre de la these.
Publication internationale

Aoumria Merzoug, Lakhdar Belabid, Mokhtar Youcef-Benkada, fouzia Benfreha
and Bassam Bayaa, 2014. Pea Fusarium Wilt Races in Western Algeria. Plant
Protect. Sci. Vol. 50, 2014, No. 2: 70-77.

Communications internationales

Merzoug A., Benfreha F. and Taleb M., 20009.
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I’association Marocaine de la protection des végétaux. Rabat, 26-27 Mai In
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Merzoug A., Belabid L., Benfreha F., 2011. Lutte biologique contre la Fusariose
vasculaire de petit Pois (Pisum sativum) par utilisation de Fusarium oxysporum non
pathogénes. AFPP-QUATRIEME CONFERENCE INTERNATIONALE SUR LES
METHODES ALTERNATIVES EN PROTECTION DES CULTURESLILLE -8,
9 ET 10 MARS 2011. http://www.cabdirect.org/abstacts/20113378.html.

Merzoug A., Belabid L., Benfreha F., 2011. Recensement des principales especes
fongiques pathogénes sur la culture du petit Pois (Pisum sativum) dans le nord-ouest
Algérien. Collogque International « Nouvelles Especes Végeétales et Microbiennes
décrites en Algérie de 1962-2010 » du 18 au 20 Octobre 2011 Oran Algerie.

Communications nationales

Merzoug A., Belabid L., Benfreha F., 2010. Etude de la microflore rhizosphérique
du Pois (Pisum sativum L.) dans les régions de Mascara et Mostaganem. Séminaire
National sur la Protection des Plantes Cultivées: Du 25-26 mai 2010 Khemis

Miliana.

Merzoug A., Belabid L., Benfreha F., 2011. Recensement des principales especes
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Algérien.1* Colloque National sur « Santé Végétale et Environnement »Mascara
03-04-2011.
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