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I.INTRODUCTION GENERALE

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est considérée au niveau mondial, comme la pre-
miéere culture non céréaliére en termes de production apres le blé, le riz et le mais. En effet, sur
une superficie de plus 16 millions d’hectares, la production de la pomme de terre est estimée a

plus de 359 millions de tonnes au niveau de 150 pays (FAOSTAT, 2020).

En Algérie, la pomme de terre est consommée en frais ou apres transformation industrielle
(frites surgelés, chips, etc.). Sa valeur énergétique élevée comparée a d’autres aliments, a fait de ce
feculent un produit recherché sur le marché. En Algérie, la consommation de la pomme de terre
s’éleve a 100 kg par habitant et par an (MADR, 2018).

La superficie totale réservée a cette spéculation en Algerie est estimée a 149 465 ha pour les
cultures de saison, d’arri¢re-saison et de primeur alors que la production annuelle s’éléve a 4 659
482 tonnes, soit un rendement moyen de 311,74 g/ha (FAOSTAT, 2020). Pour subvenir a une de-
mande sans cesse croissante de ce féculent, les pouvoirs publics ont intensifié des mesures de sou-
tien aux agriculteurs multiplicateurs dans divers domaines. Parmi ces mesures on peut citer : la
disponibilité des intrants agricoles, le systéme de régulation des produits a large consommation
(SYRPALAC) qui a donné aux producteurs plus de visibilité sur le marché et qui a permis de pre-

server leurs revenus.

En Algérie, la pomme de terre semble bien s’adapter aux différents environnements et étages
bioclimatiques. Elle est, de ce fait, cultivée dans presque toutes les régions agricoles du pays.
Cependant, les zones les plus importantes sont celles ou les potentialités en terre et en eau sont
disponibles comme, par exemple, les régions situées dans le nord de I'Algérie (Ain Defla, Bouira,
Chlef, Mascara, Mostaganem, Relizane, Guelma et Skikda). La culture de la pomme de terre sous
pivot a également pris de I’ampleur dans les régions sahariennes d'El Oued et d’El Meniaa situées

respectivement au sud-est et au sud-ouest de I’ Algérie.

La pomme de terre est la cible de plusieurs bio-agresseurs tels que les champignons, les virus,
les bactéries, les nématodes et les insectes. Le mildiou causé par I’oomycéte Phytophthora infes-
tans (Mont.) de Bary représente I’'une des maladies la plus dévastatrice et constitue une menace
majeure pour les cultures de pomme de terre dans le monde. Les baisses de rendements des cul-

tures de pomme de terre causées par cette maladie varient entre 20 et 50% et peuvent aller jusqu’a



la perte totale de la récolte dans le cas d’attaques sévéres sur des variétés sensibles (Zwankhuizen,
1998). En Algérie, ces pertes de rendement semblent plus importantes dans les régions du Nord a
climat subhumide et semi-aride en raison des conditions favorables au développement du mildiou
(Beninal et al., 2009 ; Corbiere et al., 2010). Plusieurs facteurs, telles que les conditions environ-
nementales, la diversité génétique de I'agent pathogeéne, I'utilisation de cultivars de pomme de
terre sensibles et I'absence de stratégies adéquates de la gestion de cette maladie, assurent la perpé-

tuation et le développement épidémique du mildiou (Taleb-Hossenkhan et Ibrahim, 2015).

Pendant longtemps, 1’espéce P. infestans a été considérée comme un “champignon”. Les don-
nées ultra structurales, biochimiques et moléculaires ont cependant confirmé que les membres du
phylum Oomycota auquel appartient cette espece sont beaucoup plus apparentés aux algues photo-
synthétiques hétérocontées qu’aux vrais champignons, méme s’ils partagent avec ces derniers un
mode de croissance mycélien (Roetschi, 2001). Depuis, les Oomycota sont classés dans le regne
Straminipila (Dick, 2001) [= Chromista (Cavalier-Smith, 1993)] qui fait partie du super-régne
SAR (= Stramenopile/Alveolate/Rhizaria) (Burkiet al., 2007; Beakes et Thines, 2016)

P. infestans est un pathogene hétérothallique, avec deux types de compatibilité sexuelleAl et
A2 qui ont coexisté depuis longtemps au Mexique (Smoot et al., 1958 ; Galindo et Gallegly,
1960 ; Brasier, 1992 ; Fry, 2008). La presence de ces deux types permet a cette espece de se re-
produire sexuellement en générant des oospores (Fry et Goodwin, 1997). Avant 1980, la popula-
tion dans le reste du monde de l'agent pathogene était asexuée et constituée uniquement par le gé-
notype du type Al. A la fin des années 1980, le type A2 a été introduit en Europe a la suite d'im-
portations de pomme de terre en provenance du Mexique (Fry et al., 1993). En Algérie, le type A2
a été signalé en 2008 sur des isolats présentant un profil de virulence complexe et une résistance

au métalaxyl (Beninal et al., 2009).

Actuellement, la reproduction sexuée du P. infestans est devenue tres fréquente, ce qui entraine
un risque de variation génotypique plus important dans les populations de cette espéce. En effet, la
présence des deux types Al et A2 au méme endroit et au méme moment permet la reproduction
sexuée qui peut générer une plus grande diversité génétique au sein des populations de P. infes-
tans. C’est ainsi que ces populations ont récemment subi des changements génétiques rapides dus
a des croisements entre génotypes. De par le monde, ces croisements qui ont favorisé 1’apparition
de nouveaux génotypes dans toutes les zones de culture de la pomme de terre, pourraient rendre la
lutte contre le mildiou encore plus difficile (Yuen et Andersson, 2013 ; Dey et al., 2018). La con-
naissance détaillée de la structure génétique des populations de P. infestans est essentielle pour

élaborer des stratégies de lutte durables contre cet agent pathogéne.



Le genotypage des populations de P. infestans a progressé lorsque les marqueurs microsatel-
lites SSR (“Simple Sequence Repeat™) ont été développés (Cooke et Lees, 2004 ; Lees et al.,
2006). Grace a ces nouveaux outils, 1’étude de la diversité génétique des populations de P. infes-
tans est devenue aujourd’hui possible. C’est ainsi qu’en Europe, 1a lignée clonale EU_13 A2 a é€té
détectée pour la premiére fois en 2004 (Cooke et al., 2012 ; Chmielarz et al., 2014 ; Mariette et
al., 2016). En Asie, cette lignée clonale a également été trouvée sur les cultures de pomme de terre
et de tomate ou elle cause des pertes importantes en raison de sa pathogénicité et de sa résistance
au métalaxyl (Li et al., 2013 ; Chowdappa et al., 2015). En Algérie, la caractérisation génétique
reste encore peu documentée malgré la détermination entre 2007 et 2014 des lignées clonales
EU 13 A2, EU 2 Al et EU_23 Al génotypées par des marqueurs SSR (Corbiere et al., 2015 ;
Rekad et al., 2017). Ces caractérisations restent cependant insuffisantes, car elles ne couvrent pas
toutes les zones de production de la pomme de terre en Algérie ainsi que les épidémies les plus

récentes du mildiou de la pomme de terre.

Etant donné que la plupart des variétés de pomme de terre sont sensibles au mildiou, certains
cultivars de pomme de terre montrent actuellement un niveau élevé de résistance a 1’égard du mil-
diou comme, par exemple, Sarpo Mira, Vilnia, Aista, Kuras, Voyager, Cicéro, Vivaldi, Derby et
Toluca (Razukas et al., 2007 ; White et Shaw, 2010 ;Corbiére et al., 2010 ; Runno-Paurson et al.,
2019). L'application répétée de fongicides a un impact négatif dont notamment la sélection de
souches resistantes de P. infestans (Gisi et Cohen, 1996 ; Cooke et al., 2011 ; Runno-Paurson et
al., 2013). Des stratégies alternatives de lutte contre cette maladie sont cependant efficaces pour
réduire a la fois les pertes de rendement et les effets secondaires négatifs des fongicides sur I'envi-
ronnement et la santé humaine (Flier et al., 2003). En Algérie, la lutte chimique demeure le seul

moyen de contrdle utilisé contre le mildiou de la pomme de terre et de la tomate.

La sélection génétique, comme l'utilisation de cultivars de pomme de terre résistants au mil-
diou, reste un moyen alternatif de contréle des populations de P. infestans. Onze genes de résis-
tance au mildiou (R1 a R11) ont été identifiés chez une solanacée spontanée, Solanum demissum
Lindl., originaire du Mexique et apparentée a la pomme de terre. D’autres espéces spontanées
comme, par exemple, S. tuberosum subsp. andigena (Juz. &Buk.) Hawkes, S. bulbocastanum Du-
nal, S. berthaultii Hawkes, S. nigrum L., S. microdontum Bitter, etc. constituent également une
source de géenes de résistance dont certains ont été incorporés dans des cultivars de pomme de
terre (Nowicki et al., 2012).

OBJECTIFS DE LA THESE

Afin de mieux comprendre le pathosystheme pomme de terre/P. infestans en Algérie, les travaux



présentés dans cette thése ont porté sur deux parties :

e PARTIE 1 : Evolution spatiale et temporelle des principales lignées clonales de P. infestans
associees a la pomme de terre selon les types saisonniers de culture et les étages bioclima-
tiques en Algérie. Cette partie a porté sur les aspects suivants :

— Le suivi spatio-temporel des populations de P. infestans sur les cultures de saison et
d’arriére-saison de la pomme de terre et leur évolution au cours des années dans diffé-
rentes régions (ouest, est et centre) et étages bioclimatiques de I’ Algérie. Pour cela, des
prospections ont été réalisées durant la période de 2010-2016 a travers les principales ré-
gions productrices de pomme de terre pour constituer une collection de P. infestans sous

forme d’isolats vivants ou d’ADN sur des cartes FTA.

— La caractérisation phénotypique des génotypes identifiés de P. infestans dans le but de dé-
terminer le type de compatibilité sexuelle, d’étudier in vitro leur résistance au métalaxyl
et leur croissance mycélienne sous I'effet d’une gamme de température (10°C, 15°C,
20°C, 25°C et 30°C) et d’évaluer les composantes de ’agressivité des génotypes identi-

fices(périodes de latence et d’incubation, taille des lésions et intensité de la sporulation),

— La caractérisation génotypique des isolats de P. infestans collectés dans les principales
zones de production de la pomme de terre avec un ensemble de 17 marqueurs SSRs stan-
dardisés en vue d’identifier les génotypes de P. infestans existant en Algérie et de con-

naitre le comportement des cultivars de pomme par rapport a ces génotypes.

— L’¢tude de la variation du génotype et du phénotype des isolats de P. infestans collectés en

Algérie durant la période 2010 a 2016 en fonction de la région et des types de cultures.

e PARTIE Il : Comportement de quelques cultivars de pomme de terre a ’égard des lignées

clonales de P. infestans. Cette partie comporte les aspects suivants :

— L’évaluation du comportement en plein champ de quelques cultivars de pomme de terre a
I’égard du mildiou dans le but de déterminer les types de résistance de ces cultivars par
I’estimation de la sévérité et de laire sous la courbe de progression de la maladie
(AUDPC).

— La quantification des types de résistance foliaire de treize cultivars de pomme de terre au
champ et I’évaluation de leur réponse vis-a-vis des lignées clonales de P. infestans in situ
par I'établissement de la corrélation entre I'étendue des dégats occasionnés par la maladie

et la production journaliére des tubercules de pomme de terre.



II. ANALYSEBIBLIOGRAPHIQUE

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est originaire des hauts plateaux andins en Amé-
rique du Sud (Hawkes, 1990). Elle a été cultivée pour la premiere fois prés de la frontiére actuelle
entre le Pérou et la Bolivie il y a environ 10 000 ans (Stevenson et al., 2001). Le Pérou, la Bolivie,
I’Equateur et le Mexique représentent les centres de biodiversité de la pomme de terre (Rousselle
et al., 1996). Initialement, ’espéce S. tuberosum a été introduite vers les années 1570 en Espagne
et dans les iles Britanniques par les conquistadors a leur retour d’Amérique (Brown, 1993). A par-
tir de ’Espagne, elle a gagné timidement I’[talie et les états pontificaux, puis le sud de la France et
I’ Allemagne. Ce n’est que vers les XVII®™ et XVII1°™ siécles que sa culture et sa consommation
se développerent malgré les préjugés et les superstitions qui lui étaient attaches. Par la suite, elle
est devenue 1’une des plantes alimentaires la plus importante dans le monde. A la fin du XX®™®
siécle, sa culture s’est étendue a presque tous les pays du globe. En Algérie, elle a été probable-
ment introduite, pour la premiére fois, au XVI°™ siécle par les maures andalous, puis elle est tom-

bée dans ’oubli jusqu’a I’arrivée des colons frangais qui ’ont réintroduite vers 1856 (Meziane,
1991).

I1.1. LA POMME DE TERRE, PLANTE HOTE DU PHYTOPHTHORA INFESTANS

La pomme de terre représente un nutriment trés énergétique vu sa richesse en hydrate de car-
bone (principalement de I’amidon), en vitamines (B1, B3 et B6) et en minéraux (K, P et Mg) (To-
lessa, 2018). Elle constitue une source a la fois d'alimentation et de revenus et est capable de mo-
difier considérablement la sécurité alimentaire des pays en raison de sa productivité élevée par
unité de surface comparativement aux autres cultures. Elle est communément produite pour son
tubercule qui est une tige modifiée souterraine. Au cours de ces trois dernieres décennies, la
pomme de terre a acquis une place importante dans le modele de consommation a cété du blé et du
lait. En effet, la consommation moyenne de pomme de terre s’¢léve a 80 kg/hab./an (FAOSTAT,
2020).

I1.1.1. La culture de la pomme de terre dans le monde

La pomme de terre occupe le quatriéme rang mondial parmi les espéces cultivées apres le riz, le
blé et le mais. Elle se classe au premier rang parmi les cultures qui produisent des racines et des

tubercules suivie par le manioc, la patate douce et l'igname (FAOSTAT, 2020). La superficie



mondiale annuelle réservée a la pomme de terre est d'environ 16 494 810 ha donnant une produc-
tion de 359 071 403 tonnes et un rendement moyen de 217,69 g/ha (FAOSTAT, 2020). En
Afrique, la production totale de la pomme de terre est d'environ 26 229 159 tonnes sur une super-
ficie de 1 737 174 ha. Dans le monde, la Chine représente le premier pays producteur de pomme
de terre avec une production de 78 236596 tonnes suivie par 1’Inde et 1’Ukraine qui produisent
respectivement 51 300 000 et 20 837 990 tonnes (Tableau 1).

TABLEAU 1. Superficies, productions et rendements des dix premiers pays producteurs de pomme de
terre (FAOSTAT, 2020).

PAYS SUPERFICIES (ha) PRODUCTIONS (tonnes) RENDEMENTS (g/ha)
1. Chine 4218188 78 236 596 185,47
2. Inde 2 158 000 51 300 000 237,72
3. Ukraine 1325200 20837 990 157,24
4. Fédération de Russie 1178 098 19 607 361 166,43
5.Etats Unis d'’Amérique 369 930 18 789 970 507,93
6. Allemagne 273 500 11 715 100 428,34
7. Bangladesh 461 351 9 606 000 208,21
8. France 214 500 8691 900 405,22
9. Pologne 225740 7 848 600 345,68
10. Pays-Bas 164 500 7020 060 426,75

11.1.2. La culture de la pomme de terre en Algérie

En Algérie, la pomme de terre affiche des indicateurs trés révélateurs comme la consommation
par habitant (100 kg/hab./an), les emplois qu’elle procure (plus de 40 000), le volume de produc-
tion qu’elle génére chaque année et sa valeur marchande qui est estimée a plus de 223 millions de
dinars. Ceci place cette spéculation dans une position hautement stratégique pour les pouvoirs
publics (MADR, 2018).

11.1.2.1. Production de la pomme de terre

Au cours de la période 2011-2020, les superficies réservées a la culture de la pomme de terre
sont passées de 131 903 ha en 2011 a 149 465 ha en 2020 donnant une production respective de 3
862 194 et 4 659 482 tonnes alors que les rendements se sont élevés respectivement a 292,81 et
311,74 g/ha (FAOSTAT, 2020) (Tableau 2). Ce niveau de production de la pomme de terre fait
que I’Algérie occupe le deuxiéme et le dix-huitieme rang respectivement au niveau africain et

mondial.



TABLEAU 2. Evolution des superficies, de la production et des rendements de pomme de terre en Algérie
durant la période comprise entre 2011 et 2020 (FAOSTAT, 2020).

ANNEES SUPERFICIES (ha) PRODUCTIONS (Tonnes) RENDEMENTS (qg/ha)
2011 131 903 3862194 292,81
2012 138 666 4219476 304,29
2013 161 156 4 886 538 303,22
2014 156 176 4673516 299,25
2015 153 313 4539 577 296,10
2016 156 176 4782690 306,19
2017 148 822 4 606 402 309,52
2018 149 669 4 653 322 310,92
2018 149 669 4 653 322 310,92
2019 164 864 5020 249 318,01
2020 149 469 4 659 482 311,74

11.1.2.2. Types de culture de la pomme de terre

Contrairement aux pays septentrionaux ou la pomme de terre est cultivée durant une seule sai-
son de culture (s’étendant entre avril et aolt), en Algérie et dans d’autres pays notamment ceux
situés sur la rive sud de la mer Méditerranée, sa culture dure pratiquement toute 1’année, a
I’exception des mois de mai et juin (Amrar, 2005). Dans ces zones, les périodes de plantation

s’étalent durant I’année comme suit :

— de janvier au début d’avril pour la culture de saison,
— de juillet a septembre pour la culture d’arriére-saison,

— d’octobre a décembre pour la culture de primeur.

En Algérie, la pomme de terre est cultivée sur tout le territoire, y compris dans les wilayas du
sud (EI Oued et EI Meniaa) ou elle est devenue une spéculation majeure dans ces régions. La
courte période de croissance de la pomme de terre et son adaptation a la diversité des agro écosys-
temes algeériens lui confére la possibilité de trois récoltes par an. En effet, on distingue, en Algérie,

trois types de culture de la pomme de terre selon la date de plantation et les zones de culture :

— La culture de primeur : Cette culture occupe une place mineure par rapport a I’ensemble de
la production avec une superficie de moins de 5 000 hectares. Elle est surtout pratiquée dans
les zones littorales qui se caractérisent par des températures douces et par I’absence de gel.

Pour ce type de culture, la plantation a lieu en novembre et la récolte en janvier.



— La culture de saison : Cette culture occupe la premiére place tant par les superficies (80 000
ha environ) que par la production (MADR, 2018). Elle est pratiquée dans toutes les wilayas
productrices de pomme de terre (EI Oued, Mascara, Tlemcen, Tiaret, Mostaganem, Chlef,
Ain Defla, Tipaza, Alger, Boumerdés, Bouira, Tizi Ouzou, Skikda, Guelma, Sétif, Mila et
Batna). La mise en place de ce type de culture se réalise en janvier dans les zones du littoral,
en février-mars dans les zones de plaines intérieures et uniqguement en mars-avril au niveau
des hauts plateaux ou la récolte se fait en mai-juin.

— La culture d’arriére-saison : Cette culture se pratique dans les zones a forte potentialité
d’irrigation avec des semences de pomme de terre produites localement. Elle occupe la se-
conde place aprées la culture de saison avec une superficie d’environ 64 000 ha. La mise en
place de ce type de culture se réalise durant la période du mois de juillet jusqu’au mois de
septembre.

11.1.2.3. Importation des semences de pomme de terre

Les importations des semences de pomme de terre touchent essentiellement deux catégories ou
classes [super élite (SE) et élite (E)] qui sont orientées exclusivement vers le programme national
de multiplication de semences de pomme de terre. Ces importations couvrent, généralement, 30%
des besoins en semences des cultures de saison. Pour ce qui est des cultures d’arriére-saison et de
primeur, les besoins en semences sont assures entierement par la production nationale (Amrar,
2005).

L’ Algérie importe chaque année en moyenne 100 000 tonnes de semences de pomme de terre.
Cette quantité est livrée par dix-neuf états fournisseurs, parmi lesquels se détachent cing pays eu-
ropéens : Pays-Bas, France, Danemark, Belgique et Ecosse. Les Pays-Bas constituent le premier
fournisseur de semences de pomme de terre pour 1I’Algérie avec 58% des achats, suivi par la

France et le Danemark avec respectivement 16% et 13% des importations.

Les semences importées couvrent, en général 80% des besoins des cultures de saison et les 20%
restants sont couvertes par la production nationale. Pour ce qui est des cultures d’arriére-saison,
les besoins en semences sont assurés entiérement par la production nationale (MADR, 2018). En
ce qui concerne les cultures de primeur, la production est destinée exclusivement a la pomme de

terre de consommation.

Pour renforcer la production nationale de semences de pomme de terre, le Ministére de

I’ Agriculture et du Développement Rural (MADR) a mis en place un programme de consolidation



de la pyramide de multiplication de la semence de pomme de terre pour cinq variétés (Spunta,

Atlas, Désirée, Kondor et Bartina). Ce programme intégre les structures suivantes :

— Les laboratoires de I'ITCMI, de I'INRAA et de la SAGRODEYV pour la production des vitro-
plants et des plants de pomme de terre de premiere génération (GO0),

— Les fermes pilotes agréées pour la multiplication des catégories pre-bases (G1 et G2),

— Les établissements producteurs privés agréés pour la multiplication des catégories bases (SE
et E) et certifiees (A et B).

11.1.2.4. Cultivars de pomme de terre homologués en Algérie

On dénombre 195 cultivars de pomme de terre homologués en Algérie. Ces cultivars sont ré-
partis en deux groupes : ceux qui sont a peau blanche et ceux qui ont une peau rouge (J.0O. n° 59

du 08 octobre 2018). Les cultivars les plus multipliés en Algérie sont :

—Cultivars a peau rouge : Désirée, Kondor, Bartina, Kuroda, Evolution, Rudolph, Rodeo, Amo-
rosa et Sarpo Mira.

—Cultivars a peau blanche : Spunta, Arizona, Atlas, Timate, Fabula, Ultra, Liseta, Florice, Sa-
frane, Evrest, Escort, Alaska, Ditta et Arinda.

11.1.3. Caractéristiques botaniques et agronomiques de la pomme de terre

L’espece Solanum tuberosum L. appartient a 1’ordre Solanales et a la famille Solanaceae qui
regroupe 2 500 espéces dont plusieurs sont cultivées comme, par exemple, la pomme de terre, la
tomate (S. lycopersicum L.), I’aubergine (S. melongena L.), le tabac (Nicotiana tabacum L.), le

piment (Capsicum annuum L.) et le pétunia (Petunia x hybrida Vilm.) (Soltner, 2005).

Le niveau de ploidie du genre Solanum L. peut aller de la diploidie a 1’hexaploidiec (nombre
chromosomique de base x = 12). Comme la plupart des espéces tubéreuses cultivées, S. tuberosum
est tétraploide (2n = 4x = 48). Par contre, les especes spontanées sont souvent diploides (2n = 2x =
24) (Swiontek, 2003).

La pomme de terre est cultivée pour ses tubercules qui sont des organes de réserve et de multi-
plication riches en substances majoritairement glucidiques (principalement de I’amidon). Les tu-
bercules sont, du point de vue anatomique, des tiges modifiées, aux entre-nceuds courts et épaissis

et dont les bourgeons vont donner naissance a des germes (Rousselle et al., 1996).

Du point de vue agronomique, la pomme de terre est une culture aussi productive que le mais
ou le blé en matiére séche a I’hectare. Elle représente un rapport calorie/protéine analogue a celui

des céréales (Messiaen, 1981). L’optimum thermique de cette espéce est de 25°C (Reckhaus,
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1997). Sa culture qui est exigeante en matiere de sarclage, nécessite un sol meuble, non creux et
sans grosses mottes. Le buttage est nécessaire pour favoriser la formation des racines et des tuber-

cules.
11.1.4. Cycle de développement de la pomme de terre

Le cycle de développement de la pomme de terre dure trois a quatre mois depuis la plantation
jusqu’a la sénescence (Deumier et al., 2004). Ce cycle comporte six phases : germination, levée,
tubérisation, grossissement des tubercules, arrét de la croissance et sénescence (Ellisséche, 1996)
(Fig.1) :

— Germination : Durant cette phase, les germes issus du tubercule-mére s’allongent lentement

et se ramifient latéralement traduisant ainsi une perte progressive de la dominance apicale.
Au cours de la germination, la plante est dépendante des réserves du tubercule-meére.

— Levée : Les germes poursuivent leur croissance en devenant des tiges feuillées, ce qui rend la

plante autotrophe. Les bourgeons de ces derniers produisent des rameaux tandis que les

bourgeons souterrains donnent naissance a des stolons et a des racines.

@ Levée

-«

b

6 Germination

Figure 1. Cycle de développement de la pomme de terre (d’apres Ellisséche, 1996).
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— Tubérisation : La durée de cette phase varie selon la variété utilisée et les conditions envi-
ronnementales. Durant cette phase, les stolons cessent de s’allonger et forment a leurs ex-
trémites de petits renflements correspondant aux ebauches des tubercules.

— Grossissement des tubercules : Durant cette phase les cellules des tubercules augmentent de
volume et accumulent dans leur cytoplasme de 1’eau et des grains d’amidon. Au cours de
cette phase, la croissance aérienne de la plante diminue.

— Arrét de la croissance : Au cours de cette phase, les parties aériennes de la plante cessent de
croitre alors que le grossissement des tubercules se poursuit.

— Sénescence (= maturation des tubercules) : Cette phase se traduit par un jaunissement du
feuillage suivi d’un desséchement total du systeme aérien et le grossissement total des tuber-

cules.
11.1.5. Contraintes abiotiques et biotiques de la culture de la pomme de terre

Les cultures de pomme de terre sont confrontées a plusieurs contraintes abiotiques et/ou bio-
tiques. Les contraintes abiotiques sont principalement causées par les accidents climatiques (gréle,
froid, chaleur, etc.) et certains troubles physiologiques comme le manque d’oxygene entrainant le
cceur noir des tubercules, I’enroulement physiologique des feuilles et les déficiences minérales
(magnésium, potassium, bore, etc.) (Kaur et Mukerji, 2004). Les contraintes biotiques sont princi-
palement dues aux agents phytopathogénes (Tableau 3) et aux ravageurs. Plusieurs agents phyto-
pathogeénes (champignons, oomyceétes, bactéries, virus, viroides, phytoplasmes et nématodes) sont

fréquents sur la pomme de terre.

Plusieurs agents fongiques responsables de diverses maladies comme, par exemple,
I’alternariose, le rhizoctone brun, les fusarioses, la gale argentée, etc. entrainent, le plus souvent,

des pertes non négligeables sur les cultures de la pomme de terre.

L’oomycéte Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, agent causal du mildiou est considéré
comme une menace majeure pour la pomme de terre durant toute la durée de la plantation et de la
conservation des tubercules. L’espéce P. infestans est également inféodée a la tomate (S. lycoper-

sicum L.).

Les bactéries provoquent des maladies importantes comme le flétrissement bactérien [Ralstonia
solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi et al. 1996], la pourriture racinaire [Clavibacter michi-
ganensis subsp. Sepedonicus (Spieckermann et Kotthoff 1914) Davis et al. 1984] et la jambe noire
[Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum (van Hall 1902) Hauben et al. 1999 et P. caro-

tovorum subsp. carotovorum (Jones 1901) Hauben et al. 1999].
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TABLEAU 3. Agents causaux des maladies de la pomme de terre (d’aprés: Sasser et Carter, 1985; Radtke et Rieckmann,
1991; Reckhaus, 1997; Struik et Wiersema, 1999; Stevenson et al., 2001; Mulder et Turkensteen, 2005; Ait
ouada et al., 2008; Ayad et al., 2019; Allala-Messaoudi et al., 2019 ; Azil et al., 2021).

AGENTS CAUSAUX

MALADIES

ORGANES AFFECTES

CHAMPIGNONS
Alternaria solani Sorauer

Boeremia foveata (Foister) Aveskamp, Gruyter&Verkley

Botrytis cinerea Pers.

Colletotrichum coccodes (Wallr.) S. Hughes
Golovinomyces cichoracearum (DC.) V.P. Heluta

F. culmorum (W. G. Smith) Sacc. et

Neocosmospora solani (Mart.)
Helminthosporium solani Durieu & Mont.
Rhizoctonia solani J.G. Kiihn

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Synchytrium endobioticum (Schilb.) Percival

Verticillium dahlia Kleb.
OOMYCETES

Phytophthora erythroseptica Pethybr.

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary
PROTISTES

Spongospora subterranea (Wallr.) Lagerh.
BACTERIES

Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum

(van Hall1902) Hauben et al., 1999
Ralstonia solanacearum (Smith 1896)
Yabuuchi et al., 1996

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
(Spieckermann & Kotthoff, 1914) Davis et al., 1984
Streptomyces scabiei Lambert & Loria, 1989

VIRUS

PLRV

PVA

PVM

PVS

PVX

PVY
NEMATODES

Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923)

Mulvey & Stone, 1976

Globodera pallida (Stone, 1973) Mulvey & Stone, 1976

Meloidogyne chitwoodi Golden et al., 1980

M. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949

M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949

Nacobbus aberrans (Thorne, 1935)
Thorne & Allen, 1944

Pratylenchus penetrans (Cobb, 1917)

Alternariose (“Earlyblight”)
Gangrene (“Potatogangrene™)
Pourriture grise (“Gray mold*)
Dartrose (“Black dot*)

Oidium (“Powdery mildew*)

Pourriture séche (“Dry rot*)

Tache argentée (“Silverscurf«)

Rhizoctone brun (“Black scurf«)
Sclérotiniose (“White mold*)

Galle verruqueuse (“Wart disease of potato®)

Verticilliose (Early dying)

Pourriture rose (“Pink rose)
Mildiou (“Late blight*)

Galle poudreuse (“Powdery scab®)

Jambe noire (“Potato blackleg disease*)

Flétrissement bactérien (“Ring rot*)

Pourriture annulaire (“Potato ring rot“)

Gale commune (“Common scab®)

Potato leafroll virus
Potato virus A
Potato virus M
Potato virus S
Potato virus X

Potato virus Y

Feuillage, tubercule
Tubercule

Feuillage, tubercule
Feuillage, tubercule

Feuillage, tige

Tubercule

Tubercule

Tige, stolon, tubercule
Tige

Feuillage, tige, tubercule

Feuillage, tubercule

Tubercule, feuillage

Feuillage, tubercule, tige

Racine, stolon, tubercule

Tige, tubercule

Feuillage, tubercule

Feuillage, tubercule

Tubercule

Feuillage
Feuillage
Feuillage
Feuillage
Feuillage

Feuillage

Nématode a kyste (“Yellow potato cyst nematode™) Feuillage, racine, tubercule

Nématode a kyste (“White potato Cyst nematode®)

Feuillage, racine, tubercule

Nématode a galles (“Columbia root-knot nematode*)Racine, tubercule

Nématode a galles (“Root-knot nematode*)

Nématode a galles (“Sugarcane eelworm®)

Racine, tubercule

Racine, tubercule

Faux nématode a galle (“False root-knot nematode*) Racine, tubercule

Nématodes des racines (“Northern root lesion®)

Racine, tubercule
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Les virus et les viroides causent des pertes économiquement importantes sur les cultures de
pomme de terre. Parmi les virus les plus communs on peut citer le PVY (virus Y), le PVX (virus
X) et le PLRV (virus de I’enroulement).

Les nématodes comme Pratylenchus penetrans (Cobb) Filipjev & Schuurmans-Stekhoven,
Globodera spp. et Meloidogyne spp. causent des perturbations au niveau des plants de pomme de
terre comme le ralentissement de la croissance, la réduction de la taille des tubercules et la forma-
tion de galles racinaires (Strange, 2003 ; Vreugdenuil et al., 2007 ; Birch et al., 2012 ; Fiers et al.,
2012).

Parmi les principaux ravageurs de la pomme de terre on peut citer : le doryphore [Leptinotarsa
decemlineata (Say, 1824)], la teigne [Phthorimaea operculella (Zeller, 1873)], les acariens

comme, par exemple, Tetranychus urticae Koch, 1836.
I1.2. L’AGENT CAUSAL DU MILDIOU DE LA POMME DE TERRE : P. INFESTANS

L'un des agents phytopathogénes le plus dévastateur des cultures de pomme de terre est I'oo-
myceéte P. infestans, agent causal du mildiou de la pomme de terre et de la tomate. Cet agent phy-
topathogéne a été la principale cause de la famine irlandaise durant la période 1845-1846. Cette
famine a entrainé un grand nombre de déces et une émigration massive des irlandais survivants
vers I’Amérique du nord (Etats-Unis et Canada). La souche de P. infestans qui a détruit la récolte
européenne de pomme de terre a la fin des années 1840 et qui s’est propagée en Irlande, était ori-

ginaire du Mexique (Goodwin et al., 1994).
I1.2.1. Origine et importance de I’agent causal du mildiou de la pomme de terre

De nombreux auteurs pensent que le centre d’origine de ’agent causal du mildiou de la pomme
de terre serait la vallée de Toluca au Mexique ou la diversité des populations de P. infestans est
maximale (Niederhauser, 1991 ; Griinwald et al., 2001 ; Grinwald et Flier, 2005).

Historiquement, la premiere épidémie du mildiou de la pomme de terre démarra en Belgique,
puis se propagea vers la Suisse, le nord de la France, le sud de I’ Angleterre et I’Irlande ou elle a
causé en 1845-1846 la grande famine irlandaise. Celle-ci a entrainé la mort de plus d’un million
d’irlandais et la migration d’un autre million principalement vers les Etats-Unis et le Canada
(Large, 1940 ; Woodham-Smith, 1962 ; Hampton, 1992 ; Fry et Goodwin, 1997 ; Lebreton et al.,
1998 ; Zadoks, 2008). En Afrique, la maladie a été détectée au Maroc pour la premiére fois en
1941 (Sedegui et al., 2000). Les pertes de rendement engendrées par cette maladie peuvent at-
teindre 100% ; en moins de trois semaines une culture de pomme de terre peut étre complétement
détruite (Gaucher et al., 1998).
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11.2.2. Nomenclature et position taxonomique de I’espéce P. infestans

L’espéce P. infestans est considérée comme le spécimen type du genre Phytophthora de Bary
(Gr. phyto = plante + phthora = destructeur). Depuis les études d’Heinrich Anton de Bary en 1876
et la monographie de référence "Phytophthora diseases worldwide" d’Erwin et Ribeiro (1996),
180 especes ont été décrites dans le genre Phytophthora. Cependant, selon des estimations ré-
centes, le nombre réel d'espéces de ce genre est au moins le double, voire le triple (Scott et al.,
2019 ; Jung et al., 2020).

11.2.2.1. Nomenclature

L'historique de la nomenclature de I’espece P. infestans a débuté avec I'épidémie du mildiou de
la pomme de terre en Europe occidentale dans les années 1840 qui a conduit a la célébre famine
irlandaise (Large, 1940 ; Bourke, 1991). L'espece P. infestans a été initialement nommée Botrytis
infestans Mont. par le mycologue francais Jean Francis Camille Montagne en 1845. Elle a ensuite
été redésignée Peronospora infestans (Mont.) Casp. par Robert Caspary en 1854 (publié dans
Klotzschii Herbariumvivum Mycologicum exsiccati no. 1879 de Rabenhorst). Ce n’est que vers
1876 qu’Heinrich Anton de Bary a déterminé, de maniére concluante, que cet organisme qu'il a
renommé Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, était I’agent causal du mildiou de la pomme de

terre.
11.2.2.2. Position taxonomique

Dans les classifications récentes, le genre Phytophthora est assigné au phylum Oomycota, qui,
a son tour, est largement accepté comme dérivant des algues hétérocontées appartenant au regne
Chromista appelé encore Straminipila (Dick 2001 ; Beakes et al., 2012). Historiquement, le genre
Phytophthora a été placé dans la classe Oomycetes, I’ordre Pythiales et la famille Pythiaceae avec
Pythium et les genres apparentés. Cependant, une analyse phylogénétique avec les séquences des
régions LSU et SSU de I’ADN ribosomal (ADNr) et du géne cox2 a indiqué une affiliation plus
proche avec les mildious (Bremia spp., Peronospora spp., Plasmopara spp. et Pseudoperonospora
spp.) et les rouilles blanches (Albugo spp.) d’ou sa position taxonomique actuelle dans 1’ordre Pe-

ronosporales et la famille Peronosporaceae (Beakes et Sekimoto, 2009 ; Thines et al., 2009).
11.2.3. Caractéristiques morphologiques et biologiques de I’espéce P. infestans

L’espéce P. infestans possede un mycélium coenocytique, hyalin qui se différencie pour donner
des sporanges (= sporocystes) ovoides, ellipsoides a limoniformes, caduques, semi-papillés dont la
largeur et la longueur varient respectivement de 19 a 29 um (Waterhouse, 1963) a 22 a 36 pum

(Tucker, 1931) (Fig. 2A). Chaque sporange contient 7 a 12 zoospores. Les sporangiophores mon-
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trent des ramifications sympodiales et des renflements en fuseau (“swelling”) juste sous le point
de formation des sporanges (Figs. 2B, C) (Thurston et Schultz, 1981 ; Erwin et Ribeiro, 1996) ;
Gallegly et Hong, 2008).

La germination des sporanges se réalise soit directement par émission d’un ou plusieurs tubes
germinatifs, soit indirectement par production de zoospores biflagellées qui assurent la reproduc-
tion asexuée. Le type de germination par tube germinatif ou par zoospores dépend de la tempéra-
ture. Si celle-ci est basse (optimum 12°C), elle se réalise par zoospores biflagellées, si par contre
elle est haute (optimum 24°C) elle s’effectue par tube germinatif. Les zoospores propulsées par
leurs deux flagelles inégaux, nécessitent un environnement humide pour pouvoir se déplacer et

réaliser les infections (Bouwmeester et al., 2009).

Figure 2. Caractéristiques morphologiques et biologiques de I’espéce P. infestans. A. Sporanges ovoides,
ellipsoides a limoniformes, pourvus d’une papille apicale (fleches). B. Sporangiophores montrant des rami-
fications sympodiales. C. Sporangiophores montrant des renflements successifs au niveau des sites de for-
mation des sporanges (fleches). D. Oospore aplerotique et a paroi épaisse (fleche) montrant a sa base
I’anthéridie amphigyne (fléche) (d’apres Erwin et Ribeiro, 1996).

P. infestans est un organisme hétérothallique qui présente deux types de compatibilité sexuelle
Al et A2. La reproduction sexuée est initiée par la libération d’hormones qui déclenchent la for-
mation des gamétanges (=gamétocystes) a I’intérieur desquels s’effectue la méiose (Bouwmeester
et al., 2009). Durant la fécondation, I’hyphe du gamétange femelle (= oogone) pénétre ’apex de
I’hyphe du gamétange male (= anthéridie), le traverse et émerge pour former [’oogone.
L’anthéridie qui occupe ainsi une position amphigyne par rapport a I’oogone, mesure environ 23 x
18 pum (Gallegly et Hong, 2008). Les oogones mures ont un diametre variant de 31 a 50 um
(moyenne 38 um) (Erwin et Ribeiro, 1996).
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Apreés la fecondation, il se développe a I’intérieur de I’oogone une oospore a paroi épaisse qui
constitue la forme de conservation la plus importante du P. infestans (Drenth et al., 1993 ; Fry et
al., 2001) (Fig. 2D). Les oospores sont aplerotiques. Elles ont un diametre variant de 24 a 35 um
(moyenne 30 pm) lorsqu’elles se forment dans les tissus foliaires et de 24 a 56 pm lorsqu’elles se
différencient sur un milieu de culture artificiel (Erwin et Ribeiro, 1996). Leur germination se réa-

lise par I’émission d’un tube germinatif a I’extrémité duquel se différencie un sporange.
11.2.4. Symptémes causes par P. infestans sur la pomme de terre

Les symptdmes causés par P. infestans peuvent étre observés sur 1’ensemble des organes de la
plante (jeunes pousses, feuilles, pétioles, bouquets terminaux, tiges et tubercules). Les attaques
précoces induisent une diminution de I’activité photosynthétique, alors que les attaques tardives

conduisent a une baisse de la qualité des tubercules (Duvauchelle et Andrivon, 1996).

Sur les feuilles, on observe d’abord I’apparition de petites taches décolorées, d’aspect huileux
qui brunissent et qui sont entourées d’un halo jaunatre a la face supérieure des limbes (Fig. 3A).
Ces taches s’agrandissent rapidement et deviennent nécrotiques (Radtke et Rieckmann, 1991). A
la face inférieure des limbes, on observe un feutrage blanc caractéristique constitué par les fructi-
fications asexuées de P. infestans (sporanges et sporangiophores) qui apparaissent sur le pourtour

des nécroses en conditions humides (Agrios, 2005) (Fig. 3B).

Sur les tiges, le symptome typique se présente sous la forme d’une nécrose brune violacée
s’é¢tendant sur 2 a 10 cm a partir d’un nceud. Par temps humide, cette nécrose se couvre d’une
poudre blanchatre ou grisatre constituée par les fructifications asexuées du pathogéne (Rousselle
et al., 1996) (Fig. 3C). Les attaques sur les bouquets terminaux se manifestent par des nécroses

généralisées et un léger recroquevillement des feuilles apicales (Fig. 3D).

Sur les tubercules, les symptémes se manifestent a leur surface par des lésions au contour mal
défini, de couleur grisatre et irréguliére et par des taches brunatres. En coupe transversale, les tu-
bercules montrent des taches de couleur rouille (Fig. 3E). Sous des conditions de stockage défavo-
rable, les tubercules pourrissent et libérent une odeur caractéristique. Durant le stockage, les tu-

bercules infectés peuvent contaminer ceux qui sont sains.
11.2.5. Quelques données biologiques et épidémiologiques de P. infestans

P. infestans est un pathogene hémibiotrophe, sans capacité de survie saprophytique (Andrivon,
1995 ; Fry, 2008). Cependant, cette espéce peut étre isolée et cultivée sur différents substrats natu-
rels ou synthétiques (Ribeiro, 1983 ; Shaw, 1991). Le cycle biologique de P. infestans comporte

deux phases, 'une sexuée et ’autre asexuée (Fig. 4).
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Figure 3. Symptomatologie du mildiou de la pomme de terre en plein champ. A. Limbe foliaire montant a
sa face supérieure deux nécroses entourées d’un halo jaunatre. B. Limbe montrant a sa face inférieure une
zone infectée entourée d’un liseré blanchatre constitué par les fructifications asexuées de P. infestans (spo-
rangiophores et sporanges). C. Tiges de S. tuberosum montrant une nécrose brun-violacé couverte d une
poudre blanchatre constituée par les fructifications asexuées de P. infestans. D. Nécroses généralisées au
niveau des bouquets foliaires terminaux. E. Taches de couleur rouille a I’intérieur des tubercules (d’aprés
Schepers, 2007).
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Figure 4. Cycle du mildiou de la pomme de terre et de la tomate causé par P. infestans (d’aprés
Bengtsson, 2013).
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La phase asexuée qui aboutit a la formation des zoosporanges, provoque le plus souvent les
épidémies polycycliques qui peuvent étre observées durant toute la période de culture de la
pomme de terre (Kessel et Forch, 2006). Cette phase favorise le développement des lignées clo-
nales avec une variation génétique mineure due a la mutation et a la recombinaison mitotique (Le-
gard et al., 1995 ;Fry et al., 2015). Ces lignées clonales ont été a 1’origine des épidémies du mil-
diou aux Etats-Unis (Fry et al., 2013), en Inde (Chowdappa et al., 2015), en Europe (Cook et al.,
2012) et en Afrique (Sedegui et al., 2000 ; Beninal et al., 2009 ; Harbaoui et al., 2014 ; Corbiére et
al., 2015 ; Rekad et al., 2017 ; Njoroge et al., 2019).

Au contact d’un héte, les sporanges germent soit directement par I’émission d’un tube germina-
tif qui pénetre ’hote (température comprise entre 18 et 24°C), soit indirectement a travers la pro-
duction de zoospores (tempeérature comprise entre 8 et 18°C) (Erwin et Ribeiro, 1996 ; Fry et al.,
2001 ; Platt, 2008). Apres leur libération du zoosporange, les zoospores s’enkystent en perdant
leurs flagelles et forment un tube germinatif qui pénétre 1’épiderme (Judelson et Blanco, 2005).
Sous une température comprise entre 18 et 22°C et sous une humidité relative de 90 a 100%, les
premieres 1ésions nécrotiques apparaissent sur les folioles au bout de 2 a 3 jours aprés I’infection
(Fry, 2008). Cette phase asexuée qui peut se répéter plusieurs fois sous des conditions environne-
mentales favorables, est prédominante durant toute la période de croissance des plants de pomme
de terre (Drenth et al., 1993 ; Nowicki et al., 2012).

L’infection des tubercules est ¢galement initiée par les sporanges et les zoospores qui se diffé-
rencient sur les lésions formeées sur les folioles ou les tiges et qui sont entrainées par les précipita-
tions ou les eaux d’irrigation vers les stolons et les tubercules en formation. La pénétration des
tubercules par le pathogéne se réalise au niveau des lenticelles, des yeux, des stolons ou des bles-
sures (Walmsley-Woodward et Lewis, 1977 ; Pathak et Clarke, 1987). Les tubercules infectés sont
souvent transportés sur de longues distances et, de ce fait, ils jouent un rble important dans

I’épidémiologie du P. infestans (Fry et al., 2001).

La phase sexuée exige la présence des deux types de compatibilité sexuelle Al et A2 qui, lors-
qu’ils coexistent dans le méme foyer épidémique, aboutissent a la formation des oospores. Celles-
ci assurent la conservation et constituent une source d’inoculum et de variabilité génétique de

I’espeéce P. infestans (Andrivon, 1995 ; Gavino et al., 2000).
11.3. CARACTERISATION DES POPULATIONS DE P. INFESTANS

La caractérisation des populations de P. infestans s’appuie sur des marqueurs phénotypiques et

moléculaires dont 1'utilisation a grandement contribué a la compréhension de ces populations.
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11.3.1.Marqueurs phénotypiques

La caractérisation phénotypique des isolats de P. infestans utilise habituellement les marqueurs
suivants : type de compatibilité sexuelle Al et A2, résistance des isolats aux phénylamides, profil

de virulence, agressivité et sensibilité des isolats a I’égard d’une gamme de température.
11.3.1.1. Types de compatibilité sexuelle Al et A2

Les types de compatibilité sexuelle (“mating types”) Al et A2 constituent un trait important
pour la caractérisation des populations de P. infestans. Ces types ont été caractérisés pour la pre-
miere fois au Mexique par Gallegly et Galindo (1958) et par Smoot et al. (1958). La production
d’oospores intervient uniquement lorsque des isolats appartenant a des types sexuels génétique-
ment différents Al et A2 sont confrontés (Gallegly et Hong, 2008). La détermination du type de
compatibilité sexuelle d’un isolat inconnu de P. infestans se réalise, au laboratoire, par sa confron-
tation dans un milieu de culture artificiel avec des isolats connus appartenant a I'un des types

sexuels Al ou A2,
11.3.1.2. Résistance des isolats de P. infestans aux phenylamides

Depuis leur découverte en 1977, les fongicides systémiques appartenant a la famille chimique
des phénylamides ont grandement contribué au controle des Peronosporales en géneral et du P.
infestans en particulier. Toutefois, I’utilisation massive et répétée de ces fongicides systemiques
entraine la sélection de génotypes resistants aux matieres actives des phénylamides comme, par
exemple, le métalaxyl et ses énantiomeéres méfénoxam, métalaxyl, oxydixyl (Gisi et Cohen, 1996).
Le métalaxyl qui a une action préventive et curative contre le P. infestans, est un inhibiteur spéci-
fique des ARN polymérases entrainant ainsi I’arrét de la croissance mycélienne, de la formation

des appressoria et de la sporulation (Mazakova et al., 2006).

La premiére apparition de génotypes de P. infestans résistants au métalaxyl a été signalée en
1980 en Irlande et aux Pays-Bas (Davidse et al., 1981 ; Dowley et O'Sullivan, 1981). La résistance
au metalaxyl des populations de P. infestans constitue une caractéristique importante qui peut étre
utilisée pour classer les isolats (Fry et al., 1993). La méthode la plus utilisée pour déterminer la sen-
sibilité des isolats de P. infestans aux phénylamides est basée sur l'intensité de la sporulation du pa-
thogene sur des disques foliaires qui ont été prétraités par 1’oxadixyl ou qui flottent sur une suspen-
sion de métalaxyl. Cette derniere méthode est adaptée aux tests de grande envergure sur des suspen-
sions de sporanges sans qu'il y est recours au transfert et a la purification de I’isolat avant le test
(Sozzi et al., 1992). La méthode du disque de tubercule est recommandée lorsqu‘on recherche une

détermination plus précise de la sensibilité des isolats (Cohen et Kadish, 1992). La mesure de la
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croissance mycelienne linéaire sur un milieu de culture incorporée par un phénylamide a été égale-

ment utilisée pour déterminer la sensibilité des isolats (Deahl et al., 1995).
11.3.1.3. Profil de virulence des isolats de P. infestans

Le profil de virulence représente I'éventail des genes d'avirulence exprimés par un isolat lors-
qu'il est inoculé a une gamme différentielle de génotypes possédant des génes de résistance R. Le
test de virulence consiste a inoculer des isolats de P. infestans sur une gamme d’hétes différen-
tielle ; les résultats consistent a voir s’il y a contournement de la résistance par les facteurs de viru-
lence du pathogéne (Cooke et Lees, 2004). Les isolats présentant le méme profil sont appelés races
physiologiques ou pathotypes. Ces derniers sont déterminés selon le modéle de complémentarité
du géne pour gene c'est-a-dire que pour chaque géne qui détermine la résistance de I'hote, il existe

un geéne spécifique qui détermine la pathogénicité ou la virulence de I’isolat (Flor 1971).

La caractérisation du profil de virulence des isolats de P. infestans en pathotype est effectuée
sur la base de la virulence d’un isolat a I’égard de onze génes de résistance R (R1, R2, R3, R4, R5,
R6, R7, R8, R9, R10 et R11). Ces derniers appartiennent a une gamme différentielle de génotypes
identifiés a partir de certaines espéces spontanees appartenant au genre Solanum comme S. demis-
sum Lindl., S. bulbocastanum Dunal, S. berthaultii Hawkes, (Black et al., 1953 ; Malcosom et
Black ,1966 ; Ewing et al. 2000 ; van der VVossen et al. 2005). D'autres genes de résistance ont été
identifiés chez d'autres espéces spontanées comme S. mochiquense Ochoa, S. phureja Juz. &
Bukasov, S. pinnatisectum Dunal, etc. (Nowicki et al., 2012). Il est a remarquer que ces genes de
résistance spécifique a une race donnée peuvent étre contournés par l'apparition de nouvelles po-
pulations de P. infestans plus agressives (Wastie, 1991 ; McDonald et Linde, 2002 ; Fry, 2008).

11.3.1.4. Agressivité des isolats

La capacité d’un agent pathogene a infecter un hote et a causer une maladie est appelée viru-
lence qui est une composante qualitative du pouvoir pathogeéne et qui repose sur I’interaction du
gene pour géene (Flor 1971). Par contre, le degré de dommages causé par un pathogene sur un hote
est nommé agressivité qui représente une composante quantitative du pouvoir pathogene (Van der
Plank 1968). Le degré d’agressivité d’un isolat de P. infestans peut étre évalué sur un cultivar de
pomme de terre par plusieurs caractéristiques mesurables comme, par exemple, la taille des né-
croses, le taux de sporulation, la durée des périodes de latence et d’incubation, etc. Afin de carac-
tériser un isolat, le test d’agressivité peut €tre réalisé soit en laboratoire sur feuilles détachées, soit

en serre (Legard et al., 1995; Goth et Keane, 1997; Foolad et al., 2008).
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11.3.1.5. Sensibilité des isolats a I’égard d’une gamme de température

Depuis la migration du type d'accouplement sexuel A2, au début des années 1980, la diversité
génétique au sein des populations de P. infestans a considérablement augmenté plus particuliére-
ment en ce qui concerne la sensibilité aux fongicides et les préférences environnementales (Fry et
Goodwin 1997 ; Kato, etal., 1997). Cette diversité génétique au sein des populations de P. infes-
tans a conduit a une adaptation accrue du P. infestans a des plages d'’humidité et de température
plus larges (Sjoholm et al., 2013 ; Mariette et al., 2016 ; Runno-Paurson et al., 2016 ; 2019).
L’¢évaluation de la réponse des isolats a ’égard d’une gamme de températures peut se réaliser par
la méthode de la feuille détachée qui permet d’estimer certaines caractéristiques qui sont affectés
par la température comme la sporulation (Sato, 1994), le taux d'expansion des lésions (Hartill et
al., 1990), la survie de l'inoculum (Minogue et Fry, 1981), la germination des sporanges ainsi que

la durée des périodes de latence et d’incubation (Maziero et al., 2009).
11.3.2. Marqueurs moléculaires

Plusieurs marqueurs moléculaires sont actuellement utilisés pour la caractérisation des popula-
tions de P. infestans. Parmi ces marqueurs on peut citer : les isozymes (Tooley et al., 1985), la
sonde RG57 basée sur la techniqgue RFLP (Carter et al., 1990 ; Goodwin et al., 1992 ; Forbes et
al., 1997), I'ADN mitochondriale (ADNmt) pour la détermination de 1’haplotype (Griffith et Shaw
1998 ; Gavino et Fry, 2002 ; Avila-Adame et al., 2006), les SNPs (Abbott et al., 2010) et les mi-
crosatellites (SSRs) (Cook et Lees, 2004 ; Lees et al., 2006 ; Vargas et al., 2009 ; Li et al., 2013 ;
Danies et al., 2013). Ces derniers sont hautement polymorphes, reproductibles, co-dominants et

relativement faciles a interpréter par des logiciels (Li et al., 2013).

Les microsatellites SSR (“Simple Sequence Repeat”) représentent actuellement une norme
mondiale pour le génotypage et la classification des lignées clonales des populations de P. infes-
tans (Goodwin, 1997 ; Lebreton et al., 1998 ; Kirk et Freeland, 2011 ; Li et al., 2012 ; Corbiere et
al., 2016). Ce sont de courtes séquences d’ADN, d’un a six nucléotides, répétées de nombreuses
fois a un endroit du génome. Le nombre de répétitions de chaque séquence peut varier entre deux
individus et cette variation de taille nous renseigne sur le polymorphisme de chaque microsatellite
étudié (Mariette et al., 2014).

L’utilisation de plusieurs microsatellites permet d’établir le profil génétique de chaque individu
appelé "Multilocus Genotype ou MLG" (Mariette et al., 2014). Les données sur les fréquences des

alleles des SSRs et la distribution des génotypes dans les populations permettent de connaitre la
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diversité génétique, la divergence, le flux de genes, la mutation et la sélection naturelle dans la
structure de la population de P. infestans (Grinwald et al., 2017).

Pour étudier les populations de P. infestans en Suisse et en France trois marqueurs SSRs
(PiG11, Pi4B, Pi4G) ont €té initialement testés (Knapova et Gisi, 2002). Par la suite, 12 marqueurs
(Pi02, Pi04, Pil6, Pi33, Pi56, Pi63, Pi66, Pi70, Pi89, Pi4B, PiG11, D13) ont été utilisés en Angle-
terre pour caractériser les populations de P. infestans qui ont montré une grande diversité géné-
tique. En effet, sur 90 isolats de P. infestans, 68 génotypes ont été identifiés avec 2 a 9 alleles par
locus (Lees et al., 2006). Pour mieux détecter le polymorphisme au sein des sous populations de
P. infestans, d’autres marqueurs ont été utilisés comme PinfSSR2, PinfSSR3, PinfSSR4,
PinfSSR6a, PInfSSR7, PinfSSR8 et PinfSSR11 (Li et al., 2010).

11.4. MIGRATION DES POPULATIONS DE P. INFESTANS

Le commerce international des tubercules de pomme de terre infectés représente le moyen le
plus adéquat pour la migration des populations de I’espéce P. infestans (Fry, 2015). Le change-
ment dans les populations de P. infestans a ’échelle du globe résulte certainement d’une migration
d’isolats des types de compatibilité sexuelle Al et A2 a partir du Mexique (Fry et al., 1992 ; Go-
vers et al., 1997).

La distribution mondiale des populations de P. infestans a partir de leur centre d'origine (hauts
plateaux mexicains et plus particulierement la vallée de Toluca) a subi deux migrations. La pre-
miére migration constituée par lignée clonale US_1 du type de compatibilité sexuelle Al a eu lieu
au milieu du 195™ sigcle sur la cote nord-est des Etats-Unis (Peterson et al., 1992). Cette lignée a
été caractérisée aux Etats Unis par les marqueurs suivants : type de compatibilité sexuelle, analyse
de I’ADN mitochondrial, RFLP et allozymes (Goodwin et al., 1994a et b). La lignée US_1 s'est
ensuite propageée vers I'Europe ou elle a provoqué en 1845 la célebre épidémie irlandaise (Akino
et al., 2014).

La deuxiéme migration a eu lieu & la fin du 20°™ siécle lorsque le type de compatibilité
sexuelle A2 a été introduit en Europe via des tubercules infectés. A cette époque, les populations
de P. infestans étaient supposées comme constituée de la seule lignée clonale US_1, alors que
celles du Mexigue présentait une grande diversité génotypique a cause de la présence des deux
types de compatibilité sexuelle Al et A2 (Grinwald et Flier, 2005 ; Cook et al., 2011). Suite a son
introduction en Europe, le type de compatibilité sexuelle A2 est devenu de plus en plus fréquent a
travers le monde. C’est ainsi qu’il a été signalé en Europe centrale (Flier et al., 2007; Li et al.,

2012 ; Mariette et al., 2016), en Asie (Zhu et al., 2015 ; Chowdappa et al., 2015), en Amérique du
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Sud (Forbes et al., 1997 ; Deahl et al., 2003; Casa-Coila et al., 2017), en Amérique du Nord (Da-
nies et al., 2014 ; Rojas et Kirk, 2016) et en Afrique du Nord (Sedegui et al., 2000 ; Jmour et Ha-
mada, 2006 ; Beninal et al., 2009 ; Harbaoui et al., 2014 ; Rekad et al. 2017).

11.5. DIVERSITE GENOTYPIQUE DES POPULATIONS DE P. INFESTANS

La deuxiéme migration de P. infestans a engendré une grande diversité génotypique en raison
de la présence des deux types de compatibilité sexuelles Al et A2. Ceci a provoqué le remplace-
ment progressif durant ces 40 derniéres années des anciens génotypes par de nouvelles lignées
clonales qui se sont propagées trés rapidement (Cooke et al., 2012).

En Europe, la lignée EU_13 A2 ou « Blue 13 » a été détectée pour la premiere fois au Pays-
Bas en 2004 et en Grande Bretagne en 2005 (Cooke et al., 2012 ; Chmielarz et al., 2014 ; Mariette
et al., 2016). Cette lignée montre une agressivité et une virulence élevées a 1’égard de certains
cultivars de pomme de terre qui étaient considérés auparavant comme résistants (Cooke et al.,
2011).D’autres lignées clonales EU 37 A2 et EU 36 A2 ont été signalées, pour la premicre fois,
en 2013 aux Pays-Bas et en 2014 en Allemagne. Ces deux lignées ont été également détectées en
2015 en Belgique, puis elles se sont propagées a d'autres pays européens (Euroblight, 2020). La
lignée EU_41 A2 qui a été détectée, pour la premiére fois, au Danemark en 2013 ou elle s’est
établie avec succes, s'est étendue dans les populations de P. infestans du nord de I'Europe (Nor-
vege, Suéde et Pologne) (Puidet et al., 2022).En France, les populations de P. infestans sont cons-
tituées par les lignées clonales ayant des types de compatibilité sexuelle différents :EU 6 _Al,
EU 1 Al,EU 2 AletEU 13 A2 (Corbiere et al., 2016 ; Mariette et al., 2016).Depuis le milieu
des années 2010, les lignées clonales de P. infestans comme, EU_13 A2, EU 6 AletEU 1 Al
qui étaient dominants en Europe occidentale (France, Angleterre) sont remplacées des le début du

21°™ sigcle par plusieurs autres clones émergents dont le EU_37_A2 (Puidet et al., 2023).

En Asie, la lignée clonale EU_13 A2 a été également trouvée en Inde et en Chine ou elle cause
des dommages importants sur les cultures de pommes de terre en raison de son agressivité élevée
(Chowdappa et al., 2015 ; Li et al., 2013).

En Amérique du nord, des épidémies récurrentes du mildiou de la pomme de terre ont eu lieu
aux Etats-Unis a partir de 2009 suite a I’émergence des lignées clonales suivantes : US_8, US_22,
US 23 et US 24 (Fry et Goodwin, 1997 ; Hu et al., 2012; Danies et al, 2013 ; Fry et al., 2013,
2015).

En Afrique, les populations de P. infestans étaient dominées par le génotypes US 1 (Pule et al.,

2013). Les populations nord africaines de P. infestans sont constituées par un mélange d’isolats
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appartenant a des lignées clonales différentes comme, par exemple, EU_23 Al et EU_13 A2 en
Egypte (El Ganainy et al., 2013), EU_13 A2, EU 2 Al, EU_23 Al et EU_36_A2 en Algérie
(Corbiére et al., 2015 ; Rekad et al., 2017 ; Saville et al., 2021) et la lignée NA-01 en Tunisie
(Harbaoui et al., 2014). En Afrique de I’est, la lignée clonale EU 2 Ala été récemment détectée
en Ethiopie ou elle a provoqué de graves épidémies (Njoroge et al., 2019).

11.6. STRATEGIES DE LUTTE CONTRE LE MILDIOU DE LA POMME DE TERRE

Les stratégies de lutte contre le mildiou de la pomme de terre ont considérablement changé a la
suite de I’apparition d’isolats résistants au métalaxyl (Fry et Goodwin, 1997). Actuellement, la
gestion de cette maladie consiste en une approche intégrée basée sur les luttes : culturale, géné-
tique et chimique (Duvauchelle et Andrivon, 1996 ; Namada et al., 2004).

11.6.1. Lutte culturale

La lutte culturale vise principalement la réeduction des populations du P. infestans par la limita-
tion de sa survie, de sa dissemination et de sa reproduction (Garrett et Dendy, 2001). L utilisation
de semences de pomme de terre saines, 1’assainissement des champs par 1’élimination des fanes,
des déchets de triage et des repousses de pomme de terre de la culture précédente, limitent, dans
une certaine mesure, la survie, la dissémination et la reproduction des populations de P. infestans
(Henfling, 1987;Laing, 1998; Garrett et Dendy, 2001). D’autres pratiques culturales minimisent
I’installation du mildiou comme : les rotations, les labours de post récolte, le buttage, la fertilisa-
tion, le choix des parcelles et le défanage des plants plusieurs jours avant la récolte afin d’éviter

I’infection des tubercules (Duvauchelle et Andrivon., 1996).
11.6.2. Lutte génétique

La lutte génétique est basée essentiellement sur I’introduction de génes de résistance au niveau
des cultivars de pomme de terre. On reconnait plusieurs types de résistance dont les deux princi-

paux sont la résistance spécifique et la résistance non spécifique.
11.6.2.1. Résistance spécifique

La résistance spécifique appelée également résistance verticale par Van der Plank (1968) est
caractérisée par une interaction différentielle entre les génotypes de 1’hote et de I’agent pathogéne.
Ce type de résistance est habituellement contrdlée par un ou quelques génes d’ou les noms de ré-
sistance monogénique et oligogénique qu’on lui attribue souvent. Ce ou ces quelques génes de
résistance contrdlent une étape majeure de ’interaction hote-pathogene et jouent, de ce fait, un

role important dans I’expression de la résistance verticale d’ou encore le nom de résistance gene
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majeur ou genes R. La résistance verticale a un succes limité dans le temps étant donné que de
nouvelles races pathologiques du P. infestans sont capables de la contourner (Erwin et Ribeiro,
1996 ; Pilet et al., 2005).

Les génes de résistance R (R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10 et R11) identifiés chez I'es-
péce spontanée Solanum demissum ont été découverts au XX siécle et ont été utilisés dans des
programmes de sélection des variétés de pommes de terre. Etant donné que la résistance induite
par ces genes R, ne semble pas durable, d’autres génes de résistance ont été recherchés chez
d’autres espéces spontanées appartenant au genre Solanum. Actuellement, les programmes de sé-
lection des variétés résistantes au mildiou de la pomme de terre utilisent d’autres génes de résis-
tance comme les génes Rpi (Résistance a P. infestans) identifiés chez d’autres espéces spontanées
appartenant au genre Solanum comme Rpi-blbl, Rpi-blb2 et Rpi-blb3 chez S. bulbocastanum
(Naess et al., 2000 ; Van der VVossen et al., 2003, 2005), Rpiberl chez S. berthaultii (Ewing et al.,
2000), Rpi-pntl chez S. pinnatisectum (Kuhl et al., 2001).

11.6.2.2. Résistance non specifique

La resistance non spécifique couramment dénommeée résistance horizontale ou résistance poly-
génique se refere a une résistance générale qui est contrblée par plusieurs genes appelés genes
mineurs de résistance ou QTL (“Quantitative Trait Loci”). Elle est effective contre la plupart des
races du pathogeéne, et de ce fait, elle est plus stable et plus durable (Turkensteen, 1993 ; Inglis et
al., 1996 ; Haynes et al., 1998; Landeo et al., 2000). Elle se traduit par une réponse quantitative
correspondant a un ralentissement du développement de 1’épidémie dans la culture (Van der
Plank, 1968).

Les sélectionneurs s’orientent actuellement vers la recherche de variétés de pomme de terre
ayant un bon niveau de résistance horizontale a 1’égard des races du pathogene afin de ralentir la
vitesse de progression de 1’épidémie en plein champ (Duvauchelle et Andrivon, 1996). Cependant,
la plupart des cultivars de pomme de terre qui ont une importance commerciale n’ont pas un ni-
veau élevé de la résistance horizontale. De ce fait, I’emploi de cultivars possédant un niveau de
résistance horizontale acceptable combinée avec une réduction de I'utilisation des fongicides cons-
tituent la meilleure stratégie de lutte a I’égard du mildiou de la pomme de terre (Fry, 1975, 1977 ;
Clayton et Shattock, 1995 ; Lambert et Currier, 1997; Secor et Gudmestad, 1999 ; Kirk et al.,
2001).

11.6.3. Lutte chimique

Malgré I'amélioration des pratiques culturales et 1’utilisation si possible de cultivars résistants de
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la pomme de terre, les applications de fongicides jouent toujours un réle essentiel dans la lutte
contre le mildiou (Erwin et Ribeiro, 1996). La lutte chimique contre cette maladie est basée essen-
tiellement sur des traitements préventifs, avec 1’utilisation en alternance de fongicides systémiques
et de contact (Gaucher et al., 1998). Ces traitements sont réalisés au minimum onze fois durant
toute la période du cycle végétatif de la pomme de terre. En Algérie, la fréquence habituelle des
applications de fongicides est une fois tous les dix jours. Cette fréquence des traitements peut étre
réduite en cas de risque d'infection précoce sous des conditions favorables au développement de la

maladie.

Le repérage des foyers du mildiou de la pomme de terre dans les parcelles permet d’orienter ju-
dicieusement les dates des premiéres interventions et le choix des fongicides utilisés. Une fois que
le mildiou apparait, il faut raccourcir les intervalles d’applications des traitements fongicides en
tenant compte de la rémanence de chaque produit utilisé. En culture, I’application des fongicides
de contact (traitement de couverture) se fait lorsque les plants ont une hauteur de 10 a 15 cm. Ces
applications doivent étre répétées régulierement en cas de formation de nouvelles feuilles. Les
applications de fongicides translaminaires et systemiques sont assurees en période de forte crois-
sance de la plante jusqu’au défanage afin d’éviter les risques de formation des spores qui peuvent
étre entrainées par les eaux pluviales vers les tubercules. Les fongicides systémiques sont généra-
lement utilisés en association avec des fongicides de contact pour éviter le développement de la

résistance de ’agent pathogéne (Davidse et al., 1989).
11.6.4. Lutte biologique

Afin de réduire l'utilisation des fongicides chimiques de synthese qui ont un impact négatif sur
I'environnement et qui peuvent induire I'émergence de nouvelles souches résistantes, la lutte bio-
logique est devenue, au cours de ces 20 derniéres années, de plus en plus importante dans la ges-
tion du mildiou de la pomme de terre (Mizubuti et al., 2007). Plusieurs microorganismes antago-
nistes ainsi que certains extraits vegétaux ont été testés pour leur capacité a inhiber le développe-

ment de I’agent causal du mildiou de la pomme de terre.

Parmi les microorganismes qui ont été testés avec succés pour leur capacité a inhiber le déve-
loppement de P. infestans, on peut citer : Chaetomium globosum (Shanthiyaa et al., 2013), Tri-
choderma spp. (Yao et al., 2016 ; Gupta, 2016), Pennicillium viridicatum (Gupta, 2016) et les
bactéries appartenant principalement aux genres Serratia, Rahnella, Streptomyces, Bacillus et
Pseudomonas (Daayf et al., 2003 ; Kloepper et al., 2004 ; Caulier et al., 2018).
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Les espéces fongiques appartenant aux genres Trichoderma et Penicillium qui ont été les plus
rapportés comme agents de biocontrble contre P. infestans utilisent différents modes
d’antagonisme direct comme le parasitisme, l'antibiose et la compétition ou exerce leur activité
d’une maniére indirecte par l'induction dans les plants de pomme de terre d'une résistance systé-
mique. Par contre, les especes bactériennes appartenant principalement aux genres Bacillus et
Pseudomonas semblent montrer une forte activité antagoniste a 1’égard de P. infestans par la pro-

duction d’une large gamme d'antibiotiques et de biosurfactants (Banat et al., 2000).

L’utilisation des extraits végétaux et des huiles essentielles comme biopesticides font actuelle-
ment l'objet d'une attention croissante car ils sont généralement biodégradables et ont une trés
faible toxicité pour I'nomme (Bajpai et al., 2011 ; Clerck et al., 2020). A titre d’exemple, les ex-
traits aqueux issus de I'écorce de Punica granatum L. ainsi que ceux des feuilles et des baies de
Pistacia lentiscus L. ont exercé in vitro une bonne inhibition sur le développement des isolats de

P. infestans appartenant aux types sexuels Al et A2 (Messgo-Moumene et al., 2017).
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I11. MATERIEL ET METHODES

L’étude de la caractérisation phénotypique et génotypique des isolats de P. infestans collectés
dans les principales zones de production de pomme de terre en Algérie et I’évaluation du compor-
tement en plein champ de quelques cultivars de pomme de terre a 1’égard du mildiou comporte

deux parties :

1. Evolution spatiale et temporelle des principales lignées clonales de P. infestans associées
a la pomme de terre selon les types de culture et les étages bioclimatiques en Algérie.
2. Comportement de quelques cultivars de pomme de terre a 1’égard des lignées clonales de

P. infestans.

PARTIE I
EVOLUTION SPATIALE ET TEMPORELLE DES PRINCIPALES LIGNEES CLONALES
DE P. INFESTANS ASSOCIEES A LA POMME DE TERRESELON LES TYPES DE
CULTUREET LES ETAGES BIOCLIMATIQUES EN ALGERIE.

I1.1. MATERIEL

I11.1.1. Prospection et récolte des plants de pomme de terre malades avec les symptdomes du

mildiou

Des prospections ont été effectuées dans les régions de 1'ouest, du centre et de I’est durant les
cultures de saison et d’arriére-saison. Quatre a cing parcelles ont été échantillonnées dans chaque
zone de culture de la pomme de terre durant six campagnes agricoles consécutives de 2010 a 2016.
Les zones prospectées ont été sélectionnées au niveau des principales régions de production de la
pomme de terre de consommation et/ou de semences et ont été choisies dans les différents étages
bioclimatiques de 1’Algérie : Mostaganem et Mascara au nord-ouest, Ain Defla, Alger, Tipaza,
Médéa, Tizi Ouzou, Boumerdes et Bouira au centre et Guelma et Skikda au nord-est (Fig. 5, Ta-
bleau4).Ces régions se situent dans le nord de I'Algérie dont le climat est du type méditerranéen se
caractérisant par un été chaud et sec et un hiver frais et humide. Les zones de production de la
pomme de terre de la wilaya d’El Oued (Sahara oriental) ont été également prospectées, mais en
raison des conditions climatiques défavorables au développement du mildiou, cette maladie n’a

pas été détectée dans cette région.



29

@ Skikda
Ak Alger Boumerdés o
Tipaza =
- ==
Mostaganem [ J ) ®
¥ Ain Defla. @ ~
& Médéa Bouira Guelma
®
Mascara

ETAGES BIOCLIMATIQUES
B Humide
[ Subhumide
[] Semi-aride

[ Aride
I Saharien

® SITES D'ECHANTILLONNAGE

Figure 5. Carte d’Algérie montrant les différents étages bioclimatiques (D’aprés Meddour et al., 2019)et

les sites d’échantillonnage du mildiou.

TABLEAU 4. Etages et sous étages bioclimatiques de quelques wilayas productrices de pomme de terre en

Algérie.
ETAGES BIOCLIMATIQUES SOUS ETAGES BIOCLIMATIQUES WILAYAS
Subhumide Hiver tempéré Alger, Tizi Ouzou
Subhumide Hiver frais Boumerdes
Hiver chaud Skikda
Semi-aride Hiver Frais Ain Defla, Médéa
Hiver tempéré Guelma, Bouira, Mostaganem
Aride Hiver tempéré Mascara
Saharien El Oued

Le nombre d'échantillons collectés s’¢éléve a 202 pour la région centre, 10 pour celle de I’est et
11 pour celle de I’ouest soit un total de 223 échantillons (Tableau 5). La wilaya, la date de preéleé-
vement des échantillons du mildiou, 1’étage bioclimatique, le type de culture et la variété sont in-
diqués dans I’annexe II. Le prélévement de ces échantillons a été réalisé a partir des feuilles et des
tiges de pomme de terre qui présentent les symptémes typiques du mildiou de plusieurs variétés
notamment la variété Spunta. Ces échantillons ont été utilisés soit pour I’obtention d’isolats culti-
vés sur milieu artificiel, soit pour la réalisation d’empreintes d’ADN sur des cartes FTA (Whatman

Flinders Technology Associates) (Tableau5).
111.1.2. Milieux de culture utilisés

L’isolement et la purification des isolats de P. infestans ont été réalisés sur deux milieux de cul-
ture: PPA (Petits Pois Agar) et V8 dont les compositions sont indiquées dans I’annexe I (Glais et

Corbiere, 2005 ; Mazakova et al., 2006). Le milieu PPA a base de petits pois gélosé est utilisé
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pour la présence d’un facteur stéroide qui stimule la croissance végeétative et la production des

Sporanges.

TABLEAU 5. Régions, wilayas et nombre d’isolats de P. infestans et de cartes FTA des échantillons col-
lectés entre 2010-2016 et 2015-2016 dans les champs de pomme de terre.

REGIONS WILAYAS NOMBRE D’ISOLATS NOMBRE DE CARTES FTA TOTAUX
CENTRE
Alger 68 52 120
Ain Defla 9 3 12
Bouira 11 4 15
Boumerdés 5 7 12
Médea 10 3 13
Tipaza 4 8 12
Tizi Ouzou 11 7 18
TOTAL 118 84 202
EST
Guelma 4 2
Skikda 3 1 4
TOTAL 7 3 10
OUEST
Mascara 5 5 10
Mostaganem 1 - 1
TOTAL 6 5 11

I11.1.3. Cartes FTA pour le prélévement des échantillons d’ADN de P. infestans

Les cartes FTA permettent la capture immédiate de I’ADN en vue de I'amplification directe par
les SSRs au laboratoire. Le prélevement des échantillons du mildiou sous forme d’ADN mixte de
pomme de terre et de P. infestans a été réalisé a 1’aide de ces cartes FTA. Sur les 223 échantillons

collectés, 92 ont été obtenus par des empreintes sous forme d'ADN sur ces cartes.
I11.2. METHODES

111.2.1. Isolement et purification des isolats de P. infestans

Les isolements de P. infestans ont été effectués selon la méthode proposée par Corbiere et An-
drivon (2003) (http://www.eucablight.org/EucaBlight.asp). Ces isolements ont été réalisés a partir
de tiges et des fragments de limbes foliaires fraichement collectés et présentant les fructifications

asexuées vivantes de P. infestans.
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Des tranches de 5 mm d’épaisseur prélevées sur des tubercules sains de pomme de terres ont
été préalablement désinfectées a 1’aide d’une solution d’hypochlorite de sodium a 1%, séchées a
I’aide d’un papier filtre stérile, puis placées dans des boites de congélation contenant un papier
filtre humidifié. Sur chaque tranche de pomme de terre, deux fragments de feuilles ou de tiges sont
déposés a ces extrémités (Fig. 6A). Lors du dépdt, la face sporulante de la nécrose doit-étre en

contact avec les tranches de pomme de terre.

Les boites de Petri contenant les tranches de pomme de terre sur lesquelles ont été déposés les
fragments de feuilles ou de tiges malades, sont fermées hermétiquement puis placées a I’obscurité
dans une étuve réglée a une température de 18°C jusqu’a I’apparition d’amas mycéliens. A partir
de ces derniers, des fragments mycéliens sont prélevés stérilement a 1’aide d’une pipette Pasteur
puis déposés dans des boites de Petri contenant un milieu de culture PPA (Fig. 6B). Les boites de
Petri sont ensuite placées a I’obscurité dans un incubateur réglé a une température de 20°C jusqu’a
I’apparition des colonies de P. infestans. Lorsque les colonies sont bien développées, elles sont

repiquées a nouveau sur le méme milieu de culture.

La purification des isolats de P. infestans s’effectue lorsque les colonies sont bien visibles sur
le milieu de culture. Des explants de 7 mm de diamétre sont prélevés, sous des conditions stériles,
a la périphérie de ces colonies puis repiqués sur les milieux PPA ou V8 qui contiennent les deux
antibiotiques : ampicilline et rifamycine. La purification des isolats se fait ensuite par des repi-

quages successifs afin d’¢liminer les contaminants bactériens et fongiques (Fig. 6C).

Figure 6. Isolement et purification des isolats de P. infestans. A. Rondelles de tubercule montrant le déve-
loppement de mycélium de P. infestans a partir de fragment de tiges et de feuilles de pomme de terre. B.
Boite de Petri contenant un milieu de culture PPA montrant des colonies de P. infestans (fleches). C. Colo-
nie purifiée de P. infestans sur un milieu de culture PPA.
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111.2.2. Conservation des isolats

Afin d’éviter les contaminations fongiques et bactériecnnes et maintenir leur viabilité, les isolats
purifiés de P. infestans sont repiqués tous les 6 a 7 semaines et incubés a I’obscurité et a une tem-
pérature comprise entre 15 et 20°C. La conservation des cultures pures obtenues a été réalisée se-
lon leur utilisation future. Pour une utilisation a court terme, les cultures agées de 15 jours ont été
conservées a une température de 4°C soit dans des boites de Petri, soit dans des tubes a essai con-
tenant une solution aqueuse de glycérol a 70%. Pour une utilisation a moyen terme, des explants
myceéliens sont prélevés a partir de culture pure de P. infestans. Afin d’avoir un développement
mycélien tout autour des explants, ces derniers sont ensuite placés dans des flacons contenant un
milieu liquide PPA (Annexe I). Le mycélium est ensuite récupérée, placé dans des tubes Eppen-
dorf stériles de 1,5 ml puis conservés dans un congélateur a une température de -20°C. Une éti-

quette mentionnant le code de I’isolat et la date d’isolement est collée sur chaque tube Eppendorf.
I11.2.3. Prélevements des échantillons d’ADN de P. infestans a ’aide des cartes FTA

L’échantillonnage a 1’aide des cartes FTA a été réalisé a partir de différents foyers du mildiou
dans des parcelles ayant une grande superficie et éloignées les unes des autres. Le prélevement des
échantillons est réalisé de maniére aléatoire a des endroits différents a I’intérieur de ces parcelles
et a partir de lésions foliaires proches si possible du sol. Ces prélevements ont été réalisés selon le

protocole suivant (http:www.euroblight.net/) :

— Dépots des fragments foliaires présentant les fructifications asexuées a leur face inférieure

dans le cercle d’échantillonnage de la carte FTA (Fig. 7A),

Figure 7. Prélevement des échantillons d’ADN de P. infestans a I’aide des cartes FTA. A. Fragments
foliaires présentant les fructifications asexuées a leur face inférieure dans le cercle d’échantillonnage de la
carte FTA. B. Carte FTA montrant le numéro de I’échantillon, ’année de 1’échantillonnage, la premiére
lettre de la variété plantée, la date de prélévement de 1’échantillon et le code de la wilaya. C. Conservation

des cartes FTA dans des sacs zips.
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— Pression a I’aide d’un pilon sur la carte FTA pliée pour fixer I’ADN mixte du fragment fo-
liaire et du P. infestans dans le cercle d’échantillonnage de cette carte,

— Vérification de la visibilité de I'extrait du jus & la face dorsale de la carte FTA,

— Etiquetage de la carte FTA par un numéro comportant la date du prélévement de
I’échantillon, la date de 1’échantillonnage, la premiére lettre de la variété plantée et le
code de la wilaya (Fig. 7B),

— Conservation a 4°C des cartes FTA dans des sacs zip (Fig. 7C).

111.2.4. Caractérisation phénotypique des isolats de P. infestans
Les isolats de P. infestans ont été caractérisés par les marqueurs phénotypiques suivants : type
de compatibilité sexuelle Al ou A2, résistance des isolats de P. infestans au métalaxyl, évaluation

de ’agressivité des isolats et réponse a I’égard d’une gamme de températures.

111.2.4.1. Type de compatibilité sexuelle des isolats de P. infestans

Le type de compatibilité sexuel de chaque isolat a été déterminé sur un milieu de culture PPA
par confrontation avec des isolats de référence connus Al ou A2 de provenance du laboratoire de
I’INRAE, Le Rheu, Rennes (France). Apres 10-14 jours d'incubation a l'obscurité et a une tempé-
rature de 15°C, les cultures sont vérifiées sous une loupe binoculaire pour la présence ou l'absence
d'oospores dans la zone de confrontation entre les isolats appariés. Les isolats formant des oos-
pores sur des boites de Pétri avec le type de compatibilité sexuel Al ont éteé classés comme A2, les
isolats qui ont formé des oospores avec le type de compatibilité sexuel A2 ont été enregistres

comme Al.

111.2.4.2. Résistance in vitro des isolats de P. infestans au métalaxyl

La résistance in vitro des isolats de P. infestans a été testée par incorporation du métalaxyl (Ri-
domil Gold® 480 fourni par la société Syngenta) dans le milieu de culture PPA (Hammi, 2003 ;
Jmour et Hamada, 2006) (Annexe Ill). Trente-sept isolats de P. infestans appartenant aux trois
lignées clonales [EU_13 A2 (23 isolats), EU_23 Al (9 isolats) et EU_2 A1 (5 isolats)] ont été
testés pour leur résistance au métalaxyl aux concentrations 10 et 100 mg/l (Tableau 6). Les isolats
dont la croissance mycélienne n’est pas inhibée sur le milieu de culture contenant 100 mg/l de
métalaxyl sont classés comme résistants, ceux sur 10 mg/l comme intermédiaires. Le pourcentage

d’inhibition de la croissance mycélienne est déterminé selon 1’équation suivante :

T — Dc

PI (%) = x 100

ou : Pl = Pourcentage d’inhibition, T = Diametre du témoin, Dc = Diamétre de I’isolat testé a

une dose déterminée.
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TABLEAU 6. Lignées clonales des isolats de P. infestans utilisés dans les tests in vitro de la résistance au

métalaxyl et de la réponse a I’égard d’une gamme de températures.

LIGNEES CLONALES CODES DE L’ISOLAT TYPES DE CULTURE WILAYAS
EU 13 A2
13 P18 Arriére-saison Guelma
15 P29 Saison Alger
15 P30 Saison Alger
11 P12 Saison Alger
11 P04 Arriére-saison Alger
11 P10 Saison Alger
11 P11 Saison Alger
11 P06 Arriere-saison Alger
14 P20 Saison Tizi Ouzou
15 P33 Arriére-saison Bouira
15 P16 Saison Tizi Ouzou
15 P44 Arriére-saison Bouira
15 P18 Saison Mascara
15 P22 Saison Médéa
14 P30 Saison Ain Defla
15 P13 Saison Tizi Ouzou
15 P31 Saison Médéa
15 P41 Arriére-saison Bouira
15 P17 Arriére-saison Tizi Ouzou
15 P14 Saison Tipaza
14 P28 Saison Alger
15 P30 Saison Alger
15 P37 Arriére-saison Mascara
EU 2 Al
11 P08 Saison Ain Defla
11 P09 Saison Alger
11 P02 Arriére-saison Alger
13 P01 Saison Alger
14 P03 Arriére-saison Alger
EU 23 Al
15 P51 Arriére-saison Boumerdés
15 P55 Arriére-saison Boumerdés
15 P59 Saison Tipaza
15 P32 Arriére-saison Bouira
15 P50 Arriére-saison Boumerdés
16 P01 Saison Alger
15 P29 Saison Ain Defla
15 P39 Arriere-saison Alger
15 P35 Arriére-saison Mascara
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111.2.4.3. Réponse in vitro des isolats de P. infestans a ’égard d’une gamme de températures

La croissance mycélienne sur milieu PPA a été utilisee pour évaluer le comportement des iso-
lats de P. infestans sous les cinq températures suivantes : 10°C, 15°C, 20°C, 25°C et 30° C. Au
total trente-sept isolats de P. infestans appartenant aux trois lignées clonales [EU_13 A2 (23 iso-
lats), EU_23 Al (9 isolats) et EU_2 Al (5 isolats)] ont été testés pour leur réponse a I’égard de
ces températures (Tableau 6). A I’aide d’un emporte-piéce stérile, des explants de 14 mm de dia-
meétre sont prélevés a partir de colonies mycéliennes agées de 2 semaines. Les explants sont en-
suite placés dans des boites de Petri de 90 mm de diamétre contenant un milieu PPA. Ces der-
niéres sont incubées aux cing températures citées ci-dessus. Trois répétitions sont effectuées pour
chaque isolat et chaque température. Le diameétre des colonies mycéliennes est mesuré tous les

trois jours a partir du troisiéme jour d’incubation jusqu’au dixiéme jour.
111.2.4.4. Agressivité des isolats de P. infestans sur folioles détachées

L’agressivité de quelques isolats de P. infestans a été testée sur deux cultivars de pomme de
terre Spunta et Désirée. A cet effet, des folioles détachées de ces deux variétes ont été inoculées
par treize isolats de P. infestans appartenant aux trois lignées clonales ont été testés pour leur
agressivite [EU_13 A2 (7 isolats), EU_23 A1l (3 isolats) et EU_2_ A (3 isolats)] (Tableau 7). Pour
cela, une suspension sporangiale de 5.10* sporanges/ml est récupérée dans des tubes qui sont en-
suite placés dans un réfrigérateur réglé a une température de 4°C pendant une durée de 3 a 4
heures afin de libérer les zoospores (Fig. 8A). Les folioles sont ensuite inoculées sur leur face in-
férieure par le dépot d’une goutte de 20 ul de la suspension de zoospores (5.10* sporanges/ml)
(Fig. 8B). Les notations sont effectuées dés I’apparition des symptomes du mildiou (Fig. 8C). Le
comportement in vitro des lignées clonales testées a été estimé par les composantes de
I’agressivité (périodes d’incubation et de latence, taille des lésions et intensité de la sporulation)

(Colon et al., 2004)(http://www.eucablight.org/EucaBlight.asp).

111.2.4.5. Analyse statistique

La validité des éventuelles variations des parametres étudiés est réalisée par une analyse de la
variance a un seul facteur (Anova) en utilisant les logiciels suivants :

— Excel Stat (P < 0,0001) pour réaliser les analyses des résultats du comportement in vitro
des lignées clonales de P. infestans testés vis-a-vis du métalaxyl et d’'une gamme diffé-
rente de température ;

— R v.3.3.2. pour effectuer les analyses des composantes de I’agressivité (périodes

d’incubation et de latence, taille des Iésions et intensité de la sporulation).


http://www.eucablight.org/EucaBlight.asp
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— STATISTICA v.8.0. pour classer les variables selon le test de Tukey HSD a o = 0.05
— JASP v.0.8.5.1. pour tester la dépendance de la distribution géographique des types

sexuels.

Figure 8. Agressivité des isolats de P. infestans sur folioles détachées de pomme de terre. A. Suspension

sporangiale récupérée dans des tubes a essai. B. Folioles inoculées sur leur face inférieure par le dép6t

d’une goutte de la suspension de zoospores. C. Apparition des symptémes du mildiou sur les folioles déta-

chées apres inoculation.

TABLEAU 7. Lignées clonales des isolats de P. infestans utilisés dans le test d’agressivité sur folioles

détachées de pomme de terre.

Lignées clonales Codes des isolats Saisons de culture Wilayas
EU_13 A2

13 P18 Arriére-saison Guelma

15 P29 Saison Alger

15 P30 Saison Alger

15 P36 Saison Médéa

15 P59 Saison Tipaza

15 P34 Arriere-saison Bouira

15 P26 Saison Tizi Ouzou
EU 2 Al

15 P26 Arriére-saison Alger

15 P35 Arriére-saison Mascara

14 P20 Saison Tipaza
EU 23 Al

16 P01 Arriere-saison Alger

15 P32 Arriére-saison Bouira

16 P02 Arriére-saison Boumerdés

Les fréquences des types de compatibilité sexuel Al et A2 pour les trois régions d’étude

(centre, est et Ouest) ainsi que leurs proportions en fonction de chaque type de culture (saison et

arriére-saison) ont été calculées et comparées a l'aide de test du chi-deux (y?).
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I11.2.5. Caractérisation génotypique des isolats de P. infestans par les marqueurs SSRs

L’utilisation des marqueurs SSRs a permis une meilleure distinction des génotypes de P. infes-
tans et une vision beaucoup plus claire concernant les populations de ce pathogene. La caractérisa-
tion génotypique des isolats algériens de P. infestans a été réalisée par un ensemble de 17 mar-
queurs SSRs. Le génotypage des échantillons de P. infestans a été effectué au niveau de 'unité de
recherche de I'INRAE, Le Rheu, Rennes (France).

111.2.5.1. Marqueurs microsatellites SSRs utilisés

Les régions polymorphiques des loci et la structure génétique des populations de P. infestans
ont été réalisées par les marqueurs SSRs suivants : PiG11, Pi4B, Pi4G (Knapova et Gisi, 2002),
D13, Pi04, Pi33, Pil6, Pi56, Pi63, Pi70 (Lees et al., 2006), PinfSSR2, PinfSSR3, PinfSSR4,
PinfSSR6a, PinfSSR7, PinfSSR8 , PinfSSR11 (Li et al., 2010). L’un des quatre marqueurs fluo-
rescents suivants : 6FAM, NED, VIC et PET a été attribué a chaque locus. Les séquences nucléo-

tidiques des marqueurs sont indiquées dans le tableau 8.
111.2.5.2. Purification de ’ADN des cartes FTA

Des petits disques de 2 mm de la carte FTA ont été perforés a l'aide d'un Harris Micro Punch et
traités par le reéactif de purification FTA (Whatman, Inc., USA) avant d'étre placés directement
dans le mélange PCR pour une analyse multiplex SSR (Li et al., 2013). Ces disques ont été lavés
deux fois avec 400 ul de réactif de purification FTA suivi de deux ringages avec 400 pl de tampon
Tris-EDTA (Tris 10 mM et EDTA 0,1 mM).

I11.2.5.3. Extraction et quantification de I’ADN des isolats de P. infestans

L’extraction de ’ADN génomique a été réalisée sur les isolats de P. infestans cultivés dans
un milieu liquide PPA. Le mycélium de ces isolats a été collecté par filtration, puis congelé, lyo-
philisé et broyé en poudre fine. L’ADN a ¢été extrait a l'aide du kit NucleoSpin Tissue conformé-
ment aux recommandations du fabricant. L estimation de la quantit¢ d’ADN extraite et la vérifica-

tion de sa pureté ont été réalisé par spectrophotométrie a 1’aide d’un NanoDrop Thermoscientific

2000C.
111.2.5.4. Génotypage par les marqueurs SSRs

Les 131 echantillons d’ADN et les 92 disques FTA pures de P. infestans ont été amplifiés a
l'aide du kit Type-it Microsatellite PCR de QIAGEN (Li et al., 2013). Le volume réactionnel de 5
ul était composé de 2 ul d'ADN (5 ng/ul), 2,5 ul de Master mix PCR (Qiagen), 0,5 ul d'amorces et
3 uM de MgCI2.
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TABLEAU 8. Séquences nucléotidiques des marqueurs : SSRs et fluorescents.

SEQUENCES DES MARQUEURS MICROSATELLITES

MARQUEURS M. F*
FORWARD 5°(SENS) REVERSE 3’(ANTI-SENS)
D13 TGCCCCCTGCTCACTC GCTCGAATTCATTTTACAGACTTG  6FAM
Pio4 AGCGGCTTACCGATGG CAGCGGCTGTTTCGAC viC
Pi33 TGCCGACGACAAGGAA CGGTCTGCTGCTGCTC PET
Pil6 CACAGCACGCGGAATC ACGCCGAGTGTCCTGA viC
Pi56 AACTATCTATTCGGCGTGCAT CAGGCCGCAATTGTAAGA PET
Pi63 ATGACGAAGATGAAAGTGAGG CGTATTTTCCTGTTTATCTAACACC 6FAM
Pi70 ATGAAAATACGTCAATGCTCG CGTTGGATATTTCTATTTCTTCG VIC
G11 TGCTATTTATCAAGCGTGGG TACAATCTGCAGCCGTAAGA NED
Pi4B AAAATAAAGCCTTTGGTTCA GCAAGCGAGGTTTGTAGATT PET
PinfSSR1 CACGACGTTGTAAAACGACGGCGCCCTACCCACCGTC GTTTGCGCCTCTTCGCGGACGC NED
PinfSSR2 CACGACGTTGTAAAACGACCGACTTCTACATCAACCGGC  GTTTGCTTGGACTGCGTCTTTAGC PET
PinfSSR3 CACGACGTTGTAAAACGACACTTGCAGAACTACCGCCC GTTTGACCACTTTCCTCGGTTC NED
PinfSSR4 CACGACGTTGTAAAACGACTCTTGTTCGAGTATGCGACG GTTTCACTTCGGGAGAAAGGCTTC NED
PinfSSR6 CACGACGTTGTAAAACGACTCGCCACAAGATTTATTCCG (@) GTTTTGGTGGGGCTGAAGTTTT VIC
(b)GTTTCATCATGGAGCGTAGGATGG VIC
PinfSSR7 CACGACGTTGTAAAACGACGTCCTCGGCGTTCTATGAC GTTTCCGAGTACCGAATGAGGC 6FAM
PinfSSR8 CACGACGTTGTAAAACGACAATCTGATCGCAACTGAGGG  GTTTACAAGATACACACGTCGCTCC 6FAM
PinfSSR11 CACGACGTTGTAAAACGACTTAAGCCACGACATGAGCTG  GTTTAGACAATTGTTTTGTGGTCGC NED

*= Marqueurs fluorescents

L'amplification a éeté réalisée dans un thermocycleur C1000 (Bio-Rad) selon le programme sui-
vant : une dénaturation initiale a 94°C pendant 5 minutes suivie de 30 cycles. Chaque cycle est
constitué d’une phase de dénaturation de 20 secondes a 94°C, d’une hybridation de 25 secondes a
58°C, d’une extension de 30 secondes a 72°C et une étape finale d'élongation pendant 5 minutes a
72°C.

Les produits d'amplification ont été divisés en deux lots multiplex en fonction de la taille des
alléles attendus: 6FAM (D13, PinfSSR8), VIC (Pi04, Pi70), NED (G11, PinfSSR3 et PinfSSR11),
PET (PinfSSR2, Pi4B) dans le premier lot et 6FAM (Pi63), VIC (Pil6, PinfSSR6), NED (Pi4G,
PnfSSR4), PET (Pi33, Pi56) dans le deuxieme lot. Un volume de 8 ul de chaque échantillon am-
plifié comprenant un tampon de charge contenant un mélange de 5 ul de formamide déionisé Hi-
Di,0,5 uld’un marqueur de taille étalon 500 LIZ et 2,541 de dilution 150 fois des produits PCR
multiplexés. Ce mélange a été séquencé dans un séquenceur d'ADN ABI Prism 3130xl, selon les
instructions du fabricant (Applied Biosystems). La taille et I'attribution des alleles ont été lues a
l'aide du logiciel GeneMapper v. 3.5 (Applied Biosystems).Ce dernier permet de déterminer la

taille des alleles de chaque échantillon de P. infestans pour chacun des 17 microsatellites étudiés.
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Les échantillons d’ADN pour lesquels le signal est absent sont considérés comme manquants (al-

Iele absent).
111.2.5.5. Analyse statistique des données SSRs

Les échantillons de P. infestans genotypés ont été regroupés en fonction de leur localisation
géographique. Les parametres étudiés sont : le nombre total d'alleles (Ar), le nombre effectif d'al-
Ieles (Ae) a chaque locus et dans chaque population et le nombre d'alléles privés (Pa). La diversité
génétique, telle que I'nétérozygotie attendue dans I'ensemble des données (Ht) et celle calculée a
partir de I'nétérozygotie attendue (Hs) a chaque locus et dans chaque population, a été estimée a
I'aide du logiciel Genodive v. 2.0 (Meirmans et VVan Tienderen, 2004).

Le MLL (“Multilocus Ligneage”) de chaque isolat et les MLG (“Multilocus Genotype™) ont été
déterminés a l'aide du logiciel GenAlEx v. 6.5.0.3 (Peakall et Smouse, 2012). Une matrice de co-
variance de parenté construite dans Genodive v. 2.0 a été chargee dans Primer 7
(http://www.Primer7,ut.ee).Une analyse de la variance a deux voies (Permanova) (facteur 1 = ré-
gions ; facteur 2 = MLL), a été réalisée avec 10 000 permutations non restreintes des données
brutes et des sommes de carrés de type Ill. La signification est basee sur la valeur pseudo-F
(Clarke et Warwick, 2001).

Le logiciel Genotype v. 1.2 a été utilisé pour calculer la matrice de distance a l'aide du modéle
dalléle infini avec un seuil fixe a 0. Deux niveaux d'analyse ont été considérés : (a) les individus
ont été regroupés selon leur localisation géographique et (b) un MLL a éte attribué a chaque indi-
vidu et donc le nombre total de génotypes (MLGt), le nombre effectif de génotypes (MLGe), la
diversité génotypique (Div.) et I'indice corrigé de Shannon-Weiner (Shc.) ont été calculés avec le
logiciel Genodive v. 2.0. La matrice génétique basée sur l'algorithme de regroupement par voisi-
nage utilisant 1000 bootstraps a été utilisée pour construire un arbre phylogénétique circulaire

avec le logiciel FigTree v. 1.4.2.

La structure génétique des populations de P. infestans a été analysée a l'aide du logiciel STRU-
CTURE v. 2.3.4, avec un nombre optimal des groupes (K) déterminé par la méthode 4K (Evanno
et al., 2005) du logiciel STRUCTURE HARVESTER (Earl et VonHoldt, 2012). Le nombre K (=
nombre de groupes génétiques au sein de la population) a été testé de 1 a 10, avec 20 répétitions
pour chaque K pour vérifier la convergence de la chaine de Markov Monte Carlo (MCMC).Pour
chaque exécution, 20 000 étapes d’allumage (“burn-in period”) suivies de 100 000 itérations ont
été effectuées. La probabilité postérieure des données [InP(D)] pour chaque valeur de K a été véri-

fiée pour confirmer le nombre optimal des groupes (K) choisi. Une analyse en composantes prin-


http://www.primer7,ut.ee/
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cipales (ACP) complémentaire a été réalisée a l'aide du logiciel Genodive v. 2.0 afin de valider la
structure génétique. L’indice de différenciation des populations de P. infestans par paire

(F_statistique) ainsi que le niveau de signification ont été calculés avec le logiciel Genodive v.2.0.

L'analyse de la variance moléculaire (amova) a été réalisée a deux reprises (Excoffier et al.,
1992). Les individus ont été classés d’abord selon leur localisation géographique (ouest, centre et
est), ensuite ils ont été regroupés en tenant compte de leurs MLLs (EU_13 A2, EU 2 Al et
EU_23 Al). Ces analyses ont permis de déterminer la répartition de la diversité génétique au sein
et entre les populations. L'amova a été réalisée a l'aide du logiciel Genodive v. 2.0. L'algorithme
Rho-st (Ronfort et al., 1998) a eté selectionné car il s'agit de la seule mesure de différenciation des
populations qui est indépendante du niveau de ploidie et qui ne semble pas biaisée par le type
d'heritage (Meirmans & Van Tienderen, 2013).

PARTIE 11
COMPORTEMENT DE QUELQUES CULTIVARS DE POMME DE TERRE
A L’EGARD DES LIGNEES CLONALES DE P. INFESTANS.

111.3. MATERIEL
II1.3.1. Stations d’étude et cultivars utilisés

Afin d’évaluer la résistance de quelques cultivars de pomme de terre a I’égard du mildiou, deux
essais en plein champ ont été réalisés en 2015 et en 2016 dans les parcelles des deux instituts

ITCMI et CNCC respectivement localises a Staouéli et Bab-Ezzouar (wilaya d’ Alger).

En 2015, huit cultivars de pomme de terre : Désirée, Florice, Spunta, Passion, Eden, Coquine,
Frivol et Cephora ont été testés pour leur résistance dans les deux essais (Fig. 9). En 2016 ces
mémes variétés ont été évaluées a Staouéli., par contre, a Bab Ezzouar, il a été testé les cultivars
suivants : Fabula, Désirée, Sarpo Mira, Spunta, Passion, Ferrari, Eldorado et Big Rosa (Fig. 9).
Ces cultivars nous ont été fournis par la fédération francaise de pomme de terre (FN3PT) dans le
cadre du projet ARIMNET/PoH-MED. Le nom du cultivar, l'origine, ’obtenteur et le site d’essali

sont indiqués dans le tableau 9.
I11.4. METHODES
111.4.1. Dispositif expérimental et conduite des essais en plein champ

Les essais ont été réalisés sur des parcelles de 714 m? selon un dispositif aléatoire de Fisher a 3
blocs (Fig. 9). Chaque bloc comporte 8 parcelles élémentaires, 2 travées et quatre cultivars par

travée ; soit 8 cultivars par bloc. Chaque parcelle élémentaire comporte 3 rangs de 15 tubercules
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du cultivar a tester flanqué des deux cotés par un rang infecteur de la variété Spunta. Les tuber-
cules sont plantés a une profondeur de 5 cm selon un écartement de 0,32 m sur les rangs et 0,70 m
entre les rangs soit un total de 45 tubercules par parcelle élémentaire. Plusieurs opérations cultu-
rales ont été réalisées au niveau des deux sites d’essai : deux apports d’engrais [NPK (15/15/15)]
I’un au début de la plantation, I’autre au stade grossissement des tubercules ; deux irrigations par
aspersion chaque semaine et un buttage pour éliminer les mauvaises herbes et protéger les tuber-
cules de la lumiére. Les dates de plantation et de récolte, d'apparition des feuilles et des symp-

tdmes sont indiquées dans le tableau 10.
111.4.2. Estimation de la sévérité de la maladie

La sévérité de la maladie a été évaluée sous les conditions naturelles de I’infection par des nota-
tions hebdomadaires durant un mois et demi. Ces notations ont porté sur la surface foliaire nécro-

sée exprimée en pourcentage (James, 1971) (Tableau 11).
111.4.3. Evaluation de la progression du mildiou

La progression du mildiou en fonction du temps pour chaque cultivar a été évaluée par 1’aire
sous la courbe de progression de la maladie (“Area Under the Disease Curve” ou AUDPC) esti-
mée selon 1’équation de Shaner et Finney (1977) :

n-1
(}’i + Yi+n

AUDPC =
2

)t - t)
ou

— n =nombre d’évaluation de la maladie durant le temps,

— Y i= pourcentage d’attaque estimée a 1’observation i,

— Yi+n = pourcentage d’attaque estimé a 1’observation i+n,

— ti= date de I’observation i exprimée en jour apres plantation,

— tn = date de I’observation i+n exprimée en jour.

La comparaison des valeurs de I’AUDPC obtenues pour les différentes variétés testées a été ré-
alisée par I’AUDPC relative (AUDPCr) qui indique le niveau de sensibilité des variétés.
L’AUDPC relative est obtenue par le rapport des valeurs de I’AUDPC divisées par I'intervalle de
temps compris entre les dates de plantation et de récolte (tay) multipliée par 100 selon 1’équation
de Fry (1978) :
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AUDPC

AUDPCr = —————
' =t x100

ou

— Tgv= temps compris entre les dates de plantation et de récolte (= durée du cycle végétatif).

BLOC 1 BLOC 2 BLOC 3
Travée | Travée Travée | Travée | | Travee | Travee

1 2 3 4 5 6
Infecteur| Infecteur| | Infecteur| Infecteur| | Infecteur| Infecteur

V1 V5 V7 V3 V8§ V4

V1 Vs \') V3 V8 V4

V1 A A\ V3 V8 V4
Infecteur| Infecteur| | Infecteur| Infecteur| | Infecteur| Infecteur| =

V2 Vo6 V2 V1 i) V3 %

V2 Vo6 V2 V1 V7 V3 l_é

V2 Vo V2 V1 V7 V3 E
Infecteur| Infecteur| | Infecteur| Infecteur| | Infecteur| Infecteur %

V3 A\ V4 V8 V4 Vo E

V3 \i V4 V8 V4 Vé %E

Vi | V7 Ve | V8 Ve | Ve |
Infecteur| Infecteur| | Infecteur| Infecteur| | Infecteur| Infecteur

V4 V8 Vo V5 V2 V1

V4 V8 Vo V5 V2 V1

V4 V8 Vo V5 V2 V1
Infecteur| Infecteur| | Infecteur| Infecteur| | Infecteur| Infecteur

Largeur de l'essai=175m

Figure 9. Dispositif aléatoire de Fisher a 3 blocs utilisé dans les deux essais. Essais Bab Ezzouar (2015)
et Staouéli (2015 et 2016) : V1 = Florice, V2 = Cocquine, V3 = Cephora, V4 = Eden, V5 = Passion, V6 =
Frivol, V7 = Spunta, V8 = Désirée. Essai Bab ezzouar (2016) : V1 = Fabula, V2 = Sarpo Mira, V3 =
Ferrari, V4 = Big Rosa, V5 = Passion, V6 = Eldorado , V7 = Spunta, V8 = Désirée. Infecteur = Spunta.
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TABLEAU 9. Origines, obtenteurs et sites d’essai des cultivars de pomme de terre.

CULTIVARS ORIGINES OBTENTEURS SITES D’EXPERIMENTATION
Big Rosa France Maison Débarge Plants Bab Ezzouar

Cephora France Sementis Staouéli et Bab Ezzouar
Coquine France Sementis Staouéli et Bab Ezzouar
Désirée Pays-Bas HZPC Staouéli et Bab Ezzouar
Eden France LSA Staouéli et Bab Ezzouar
Eldorado France Van Rijn France Bab Ezzouar

Fabula Pays-Bas Joh. Biemond Bab Ezzouar

Ferrari France Van Rijn France Bab Ezzouar

Florice France Maritime Plants Staouéli et Bab Ezzouar
Frivol France Triskalia Staouéli et Bab Ezzouar
Passion France Douar Den/ Van Rijn France Staouéli et Bab Ezzouar
Sarpo Mira Hongrie Sarpo KFT Bab Ezzouar

Spunta Pays-Bas J. Oldenburer Staouéli et Bab Ezzouar

TABLEAU 10. Dates de la plantation, de I'apparition des feuilles et des symptomes et de la récolte en
2015 et en 2016.

ESSAI DE BAB EZZOUAR

ESSAI DE STAOUELI

Coordonnée Géographique

Années

Nombre des cultivars testés

Dates de la plantation

Date de I’apparition des feuilles

Date de I’apparition des symptomes

Date de la récolte

36°43'15.42"N, 03°09'15.31"E
2015 et 2016
8
15/02/2015 et 09/02/2016
12/03/2015 et 05/03/2016
02/04/2015 et 27/03/2016
10/06/2015 et 25/05/2016

36°45'36.6"N, 25°30'36"E
2015 et 2016
8
16/02/2015 et 21/02/2016
13/03/2015 et 17/03/2016
11/04/2015 et 14/04/2016
07/06/2015 et 25/05/2016

111.4.4. Détermination du type de résistance des cultivars testés

Afin de visualiser le type de résistance des cultivars testés, les valeurs de I’AUDPC obtenues

ont été utilisées pour tracer les courbes de progression de la maladie [Disease Progress Curve (=

DPC)] dans chaque site d’essai. Ces courbes ont été linéarisées en transformant les pourcentages

d’attaque yi par 1’équation Yi= logio (yi/1- yi) (Andrivon et al., 2006). A partir de cette équation, il

a été derivé deux parametres qui permettent de déterminer les types de résistance des cultivars

testés (Tableau 12) :

— Aa = ai— ar ou a; correspond a la pente de chaque droite du cultivar testé et a, représente la

pente du témoin sensible (Spunta),
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— At = ti — tr ou ti correspond a la date de la premiere infection du cultivar testée et t; repré-

sente la date de la premiere infection du témoin sensible (Spunta).

TABLEAU 11. Echelle descriptive pour I’estimation du mildiou de la pomme de terre (James, 1971).

SURFACE FOLIAIRE NECROSEE (%) DESCRIPTION DE LA SEVERITE

0,1 05 a 10 folioles infectées par plant ou 02 feuilles infectées par plant,

1 20 lIésions par plant ou 10 feuilles infectées par plant,

5 100 Iésions par plant ; 1 a 10 folioles infectées (jusqu’a 50 feuilles
infectées),

25 Presque toutes les folioles sont infectées, mais le plant retient sa forme
normale,

50 Chaque plant est infecté et 50% environ de la surface foliaire est dé-
truite,

75 Environ 75% de la surface foliaire est détruite au niveau de chaque
plant,

95 Quelques feuilles seulement par plant mais les tiges demeurant vertes,

100 Toutes les feuilles et les tiges sont mortes ou périssant.

TABLEAU 12. Types de résistances au mildiou des cultivars testés en fonction de 4a etAt (Andrivon et

al., 2006).
Aa At TYPES DE RESISTANCES
>0 <0 Sensible (S)
>0 >0 Résistance spécifique (RS)
<0 <0 Reésistance non spécifique (RNS)
<0 >0 Résistance spécifique + Résistance non spécifique (RS+ RNS)

111.4.5. Estimation du rendement

Afin d'évaluer I'impact de la maladie sur la production, le rendement moyen Y. exprimé par

g/ha a été calculé pour chaque cultivar. Le rendement moyen a été utilisé pour estimer la produc-

tion journaliere moyenne des tubercules de pomme de terre DTP (en kg/jour) calculée selon

I’équation suivante :

ol

YC
DTP =
tdv

— Y= rendement moyen pour chaque cultivar,

— tav = temps compris entre les dates de plantation et de récolte (= durée du cycle végétatif).
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Cette approche permet d'éliminer les différences qui pourraient exister entre les durées du cycle
végétatif des différents cultivars testés puisque la récolte a été réalisée dans la méme journée.

111.4.6. Analyse statistique

L’analyse statistique des données des essais variétaux dans les deux sites d’essai a été réalisée a

I’aide du logiciel JASP v.0.8.5.1 afin d’effectuer :

— Une analyse de la variance (Anova) a deux facteurs en vue de tester les différences entre les
observations des deux années 2015 et 2016 dans les deux sites et entre les rendements obte-
nus.

— Une analyse de la variance multivariée est réalisée pour tester la variance de ’AUDPCr par
type de résistance de chaque cultivar. Un test de corrélation de Pearson a été effectué entre
les valeurs de I’AUDPCr et les valeurs de la production journaliere moyenne des tubercules
DTP. Un test-t a eté applique au coefficient de corrélation pour évaluer le niveau de signifi-

cation.
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IV. RESULTATS ET DISCUSSION

La connaissance des populations de P. infestans a travers la diversité phénotypique et génoty-
pique et la réponse de quelques cultivars de pomme de terre a 1’égard du mildiou est essentielle

pour élaborer une stratégie de lutte contre cette maladie en Algérie.
IV.1. DIVERSITE PHENOTYPIQUE DES POPULATIONS DE P. INFESTANS

IV.1.1. Compatibilité sexuelle des isolats

La frequence des deux types de compatibilité sexuelle Al et A2 est respectivement de 40 % et
60 % pour les 131 isolats caractérises en Algérie (Tableau 13). Le type de compatibilité sexuelle
A2 a prévalu durant la période comprise entre les années 2010 et 2016 dans toutes les wilayas sauf
a Boumerdes ou le type Al s’est montré plus important et a Mostaganem ou un seul isolat du type

Al a été caractérisé.

TABLEAU 13. Fréquences des types de compatibilité sexuelleAl et A2 par région et par wilaya.

FREQUENCES (%)

REGIONS  WILAYAS NOMBRE D’ISOLATS Al A2
CENTRE

Alger 68 41,53 58,46

Ain Defla 09 10,00 90,00

Bouira 11 16,66 83,33

Boumerdés 05 88,88 11,11

Médea 10 - 100,00

Tipaza 04 20,00 80,00

Tizi Ouzou 11 07,69 92,11
EST

Guelma 04 25,00 75,00

Skikda 03 - 100,00
OUEST

Mascara 05 25,00 75,00

Mostaganem 01 100,00 -

Total 131
Fréquences nationales 40,00 60,00
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Les deux types Al et A2 coexistent, le plus souvent, dans le méme foyer et plus particuliére-
ment dans les régions du centre et de I'ouest. Le test du chi deux (x%) montre qu’il existe des diffé-
rences significatives entre les proportions des deux types Al et A2 dans les régions centre, est et
ouest (x?= 6,224 ; DDL=2 ; P=0,045) (Tableau 14). 1l existe également des différences entre les
proportions de Al et de A2 et les types de culture de la pomme de terre (x?=24,15 ; DDL=1; P <
0,001). Les types Al et A2 se sont montrés prévalent respectivement sur les cultures d’arriere-

saison et de saison (Tableau 15, Fig. 10).

TABLEAU 14. Test de Chi deux des proportions des types Al et A2 par région.

REGIONS
TYPES SEXUELS CENTRE OUEST EST Xz DDL! p?
Al 50 3 0
A2 60 8 7

6,224 2 0,045

1 = Degré de liberté, 2 = Probabilité.

TABLEAU 15. Test du Chi deux des proportions de Al et de A2 par types de culture.

TYPES DE CULTURE

TYPES SEXUELS ARRIERE-SAISON SAISON a DDL! P2
Al 44 9
A2 31 47
24,15 1 <0001

1 = Degré de liberté, 2 = Probabilité.
60 1

50 1

i

40 o

30 1 O Type sexuel A2

Nombre d'isolats

20 A B Type sexuel Al

10 1

. ]

Saison (n = 56) Arriére-saison (n = 75)
Types de culture

Figure 10. Proportions de Al et de A2 par types de culture (n = nombre d’isolats).
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1V.1.2. Résistance in vitro des isolats de P. infestans au métalaxyl

Sur les 37 isolats de P. infestans testés, 23 appartenant a la lignée clonale EU_13 A2 et5a la
lignée EU_2_ Alse sont montrés résistants aux métalaxyl, soit une fréquence de 75%. Neuf isolats
appartenant a la lignée clonale EU_23 Al se sont avérés sensibles, soit une fréquence de 25%. Le
phénotype résistant au métalaxyl a prévalu dans pratiquement toutes les wilayas durant la période
comprise entre les années 2011 et 2016 (Figs. 11A, B).

125 +

100 1
75 o
|
50 o Résistant
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25 o
0
&s ]

Fréquences (%)

Q \& ? e z& Q o

N o S @ RN Q
& A o‘o < 4 Y

120 +

Q\O/ 100 o
wn 80 1
8 m Résistant
c 60 -
S Sensible
g 407
LL 20 -

0

2011 2013 2014 2015 2016

Figure 11. Fréquences des lignées clonales présentant des phénotypes résistants et sensibles au métalaxyl
par wilaya (A) et par année (B).

Les pourcentages moyens d’inhibition les plus faible sont été observes chez les isolats des li-
gnees clonales EU_13 A2 et EU_2 Al a la dose 100 mg/I(Fig. 12). Par contre, les isolats de la
lignée EU_23 Al ont été totalement inhibés a la dose 10 mg/l (Fig. 12). Les phénotypes résistants
et sensibles de 3 isolats appartenant a ces 3 lignées clonales sont illustrés par la figure 13.

100 " J_

80
60 1 100 mg/I
40 = 10 mg/l

20

Emien ]
EU 13 A2 (n=23) EU 2 Al (n=5) EU 23 A1 (n=9)

Pourcentages moyens
d'inhibition

Figure 12. Pourcentages moyens d’inhibition de la croissance mycélienne des lignées clonales sous I’ effet
des deux doses de métalaxyl 10 et 100 mg/l (n = nombre d’isolats).
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Témoins Dose =10 mg/l Dose =100 mg/|

15 P51

15 P44

14 P03

Figure 13. Comportement in vitro de trois isolats 15 P51, 15 P44 et 14 P03 appartenant respectivement
aux lignées clonales EU_23_ A1, EU 13 A2 et EU_2_ Ala I’égard des deux doses de métalaxyl (10 et 100
mg/l).

L’analyse de la variance de ’effet dose du métalaxyl sur la croissance mycélienne moyenne des
lignées clonales a montré une différence hautement significative (P <0,0001) pour le facteur dose
et le facteur lignée clonale. Cependant, l'interaction lignées clonales/régions a révélé une diffe-
rence non significative ce qui indique que I’origine géographique des isolats n’a aucun effet sur le

phénotype des lignées (résistant ou sensible)(Tableau 16).

TABLEAU 16. Analyse de la variance de I’effet des deux doses de métalaxyl sur la croissance mycélienne

des isolats selon les lignées clonales et les régions.

SOURCES DLL! sc? McC? Ferit.* P> Ferit
DOSES 2 12 510,743 6255,371 14,732 <0,0001***
REGIONS 2 652,168 326,084 1,185 0,310
LIGNEES 2 28 377,485 14 188,743 51,566 <0,0001***
INTERACTION

REGIONS/LIGNEES 1 0,684 0,684 0,002 0,960

1 = Degré de liberté,> = Somme des carrés, * = Moyenne des carrés, *=F critique,***= Différence hautement significative.
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1VV.1.3. Croissance mycélienne des isolats sous I’effet d’une gamme de températures

La croissance mycélienne moyenne des trois lignées EU 13 A2, EU 2 Al et EU 23 Al s’est
montré optimale a la température de 20°C (Tableau 17). Cette croissance mycélienne diminue a
25°C et est complétement inhibé a 30°C (Tableau 17, Fig. 14). La figure 15 illustre le comporte-
ment in vitro d’un isolat 14 P30 appartenant a la lignée clonale EU_13 A2 vis-a-vis d’une gamme
de températures (10, 15, 20, 25 et 30°C).

TABLEAU 17. Classement des moyennes de la croissance mycélienne des trois lignées clonales selon le

test de Tukey.
CROISSANCE MYCELIENNE MOYENNE (mm)
LIGNEES CLONALES GROUPES
10°C 15°C 20°C 25°C
EU_13 A2 30,48 63,24 70,37 18,25 a
EU 2 Al 30,13 68,53 71,87 12,20 a
EU_23 Al 33,38 64,13 71,38 13,08 a
P(>Fcrit.) 0,19 0,20 0,36 0,08
80 1 ns

o ns

E 77 DEU_13 A2

g 607 BEU 2 Al

= 50 OEU 23 Al

D e

S

E ns

L 30

C

)

0 T T T
10°C 15°C 20°C 25°C

Figure 14. Comportement des lignées clonales de P. infestans a différentes températures. Les moyennes

sont classées selon le test de Tukey HSD avec o= 0,05, (ns= non significatif).
10°C 15°C 20°C 25°C 30°C

Figure 15. Comportement in vitro de I’isolat14 P30 de la lignée EU 13 A2 a I’égard de cinq tempéra-
tures (10°C, 15°C, 20°C, 25°C et 30°C).
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Le test de Tukey a 5 % sur la base des moyennes de la croissance mycélienne des trois lignées
clonales fait apparaitre un seul groupe homogene a (Tableau 17). Ceci indique que ces trois li-
gnées clonales ont les mémes exigences thermiques (Annexe 1V). L'analyse de la variance de
I’effet des différentes températures testées sur la croissance mycélienne a montré des différences
significatives entre elles (Feit = 996,052 ; P < 0,0001). Cependant, l'interaction lignées clo-
nales/régions a révélé une différence non significative, ce qui indique que la croissance mycé-
lienne des lignées clonales est indépendante de leur origine géographique (Feit = 0,021, P <
0,885) (Tableau 18).

TABLEAU 18. Analyse de la variance de I’effet température sur le la croissance mycélienne des lignées

clonales de P. infestans.

SOURCE DLL? sc? McC? Ferit! P >Ferit.
TEMPERATURES 4 134 896,930 33 724,232 996,052 <0,0001***
REGIONS 2 70,389 35,194 0,042 0,959
LIGNEES 2 36,840 18,420 0,022 0,978
INTERACTION

REGIONS/LIGNEES 1 17,303 17,303 0,021 0,885

1= Degré de liberté,>= Somme des carrés,® = Moyenne des carrés,* = F critique, *** = Différence hautement significative.
IV.1.4. Agressivité des isolats de P. infestans sur folioles détachées
Le pouvoir pathogéne des trois lignées clonales EU_13 A2, EU 2 Al et EU 23 Al a été testé

sur deux cultivars de pomme de terre : Spunta et Désirée. Les isolats de P. infestans testés (cf. Ta-

bleau 7) ont induit des Iésions sur ces deux cultivars (Fig. 16).

Figure 16. Folioles de deux cultivars de pomme de terre Spunta (A) et Désirée (B) présentant des lésions

nécrotiques aprées inoculation artificielle par 1’isolat 14 P03 appartenant a la lignée clonale EU_2_Al.

Le test de Tukey a 5 % sur la base des trois composantes de I’agressivité (périodes d’incubation

et de latence, taille des Iésions et intensité de la sporulation) a montré des différences hautement
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significatives pour la lignée clonale EU_2 Al (P < 0,001) et non significatives pour les lignées
EU 13 A2 et EU 23 Al (Tableau 19).

TABLEAU 19. Classement des valeurs moyennes des composantes de I’agressivité des trois lignées clo-
nales EU_13 A2, EU 2 Al et EU_23 Alsur les deux cultivars Spunta et Désirée.

LIGNEES CLONALES

COMPOSANTES DE L'AGRESSIVITE  CULTIVARS
EU_13 A2 (n=6) EU 2 Al(n=2) EU_23 Al(n=5)
Période d’incubation (jours)
Désirée 3,47a 292a 3,50a
Spunta 3,12 a 450b 3,82a
P(>Fecrit) 0,0649 0,00068 *** 0,095
Période de latence (jours)
Désirée 4,47 a 4,00 a 421a
Spunta 4,30a 5,25b 4,62 a
P (>Feit) 0,151 0,000102 *** 0,139
Tailles des Iésions (mm?)
Désirée 531,42a 1234,73 b 711,12 a
Spunta 517,10a 227,84 a 584,52 a
P(>Ferit) 0,845 1,34e-06 *** 0,215
Intensité de la sporulation (spores/ml)
Désirée 108,91 x10%a 246,9 x10*b 142,22x10%
Spunta 103,42 x10* a 45,56 x10*a 116,90x10%
P (>Ferit) 0,845 1,34e-06 *** 0,215

***= Différence hautement significative. Les valeurs moyennes sont classées selon le test de Tukey HSD avec a = 0,05, n =

nombre d’isolats.

Les valeurs moyennes de la durée de la période d’incubation pour les trois lignées clonales
EU_13 Al, EU 2 Al et EU 23 Al s’éléve respectivement a 3,47, 2,92 et 3,50 jours pour le
cultivar Désirée et 3,12, 4,50 et 3,82 jours pour le cultivar Spunta (Tableau 19). Les valeurs
moyennes de la durée de la période de latence des trois lignées sont respectivement de 4,47, 4,00

et 4,21 jours pour Désirée et de 4,30, 5,25 et 4,62 jours pour Spunta (Tableau 19).

La taille moyenne des lésions nécrotiques pour les trois lignées clonales EU_13 Al,
EU 2 Al et EU 23 Al s’éléve respectivement a 531,42, 1234,73 et 711,12 mm? pour le cultivar
Désirée et 517,10, 227,84 et 584,52 mm?2 pour le cultivar Spunta (Tableau 19). La taille de ces
Iésions s’avere plus importante sur les folioles du cultivar Désirée par rapport a celle observée sur
la Spunta (Fig. 17).
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L’intensité de la sporulation pour les trois lignées clonales EU_13 Al, EU 2 Al et
EU 23 Al s’éléve respectivement a 108,91 x 10%, 246,9 x 10* et 142,22 x 10* spores/ml pour la
Désirée et 103,42 x 10% 45,56 x 10* et 116,90 x 10* spores/ml pour la Spunta (Tableau 19). La
sporulation est plus importante sur le cultivar Désirée que sur Spunta et elle varie d’une lignée
clonale a I’autre (Fig. 18).
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Figure 17. Taille moyenne des lésions nécrotiques(en mm?) des trois lignées clonales sur les deux culti-
vars Spunta et Désirée (n = nombre d’isolats, ns = non significatif, a et b = groupes homogénes).
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Figure 18. L’intensité de la sporulation (spores/ml)des trois lignées clonales sur les deux cultivars Spunta

et Désirée (n = nombre d’isolats, ns = non significatif, a et b = groupes homogénes).
IV.1.5. Discussion

Le test de confrontation des types de compatibilité sexuelle confirme la présence en Algérie des
deux types Al et A2. Ces deux derniers coexistent souvent dans les mémes parcelles. En outre, le
type Al est moins fréquent dans les cultures de pommes de terre par rapport au type A2. Ce der-
nier type s’est montré présent dans toutes les wilayas prospectées. La présence conjointe des deux
types Al et A2, méme a des proportions faibles, peut avoir des effets sur I’évolution future des

populations de P. infestans.

La proximité des deux cultures de pomme de terre et de tomate favorise probablement la pré-

sence des deux types de compatibilité sexuelle Al et A2 dans la méme parcelle. La coexistence de



54

ces deux types augmente la probabilité d'une reproduction sexuée de P. infestans dans les champs
de pomme de terre en Algérie. En effet, les zoospores issues de la germination des oospores peu-
vent provoquer des épidémies précoces (Brylinska et al., 2016). La reproduction sexuée génére
habituellement une plus grande diversité génétique qui se traduit par des génotypes plus agressifs
et difficiles a controler. Cette reproduction sexuée engendre également une augmentation des
risques d'attaque du mildiou tres tot dans la saison comme cela a été signalé dans les pays du nord
de I’Europe (Kiiker et al., 2019).

L’évaluation in vitro du comportement des isolats a 1’égard du métalaxyl a montré la présence
de deux phénotypes : résistants et sensible. Tous les isolats des deux lignées clonales EU_13 A2
et EU_2 Al se sont montrés résistants au métalaxyl, ce qui indique la présence en Algérie de
souches de P. infestans résistantes a ce fongicide (Beninal et al., 2009 ; Corbiere et al., 2010 ;
2015 ; Rekad et al., 2017). Par contre, tous les isolats de la lignée EU_23 Al, se sont révélés
sensibles a 1°égard du métalaxyl. La sensibilité au métalaxyl de cette lignée a eté également rap-
portée en Egypte par El-Ganainy et al. (2023) sur la pomme de terre, au Brésil et en Algérie res-
pectivement par de Miranda et al. (2010) et par Belkhiter (2022) sur les cultures de tomate.
L’utilisation intensive et unique du métalaxyl, entraine a la longue 1’apparition de souches résis-

tantes dans les populations de P. infestans (Davidse et al., 1981).

La température constitue un facteur limitant pour la croissance mycélienne des populations de
P. infestans (Corbiere et al., 2010, 2015). Les isolats que nous avons testés ont montré une crois-
sance myceélienne optimale a une température de 20°C et faible ou nulle a des températures respec-
tives de 25 et 30°C (Annexe 1V). Ces résultats sont conformes a ceux obtenus par Galfout et al.
(2010) et par Corbiere et al. (2010), qui ont rapporté que la croissance mycélienne des isolats de

P. infestans est optimale a 19°C et qu’elle est inhibée a 27°C.

L’¢évaluation des composantes de 1’agressivité (périodes d’incubation et de latence, taille des
Iésions et intensité de la sporulation) des isolats de P. infestans sur folioles détachées a révelé une
variabilité entre les trois lignées clonales EU_13 A2, EU 2 Al et EU_23 Al sur les deux culti-
vars de pomme de terre Spunta et Désirée. Les valeurs moyennes de la durée des périodes
d’incubation et de latence ainsi que celles des diametres des 1ésions et de I’intensité de la sporula-
tion ont révélé que les isolats de la lignée EU_2_ A1l sont plus agressifs par rapport a ceux des
lignées EU 13 A2 et EU 23 Al (cf. Tableau 19). Certains travaux ont cependant montré que les
isolats de P. infestans appartenant aux lignées clonales du type A2 sont plus agressifs que celles
du type Al (Corbiere et al., 2010, 2015). Cependant, nos résultats indiquent que certains isolats

appartenant a la lignée clonale du type Al sont cependant plus agressifs que celle du type A2.
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L’agressivité des isolats de P. infestans semble donc indépendante des types de compatibilité
sexuelle Al et A2. De méme, nous avons constaté qu’il existe une variabilité de 1’agressivité des
isolats sur les deux cultivars Désirée et Spunta. Ce résultat concorde avec ceux obtenus par Ham-
mi (2003), Galfout et al. (2010) et Corbiére et al. (2010) qui ont rapporté une variabilité dans le

comportement des isolats de P. infestans a 1’égard de ces deux cultivars.

IV.2. DIVERSITE GENOTYPIQUEDES POPULATIONSDE P. INFESTANS
IV.2.1. Polymorphisme des loci microsatellites

Le nombre total d'alléles par locus a varié de 2 a 20 selon les populations (Tableau 20). Lorsque
ces populations sont regroupées selon les trois régions est, ouest et centre ; ce nombre s’éléve res-
pectivement a 45, 47 et 78 (Tableau 21).Les loci D13, G11 et Pinf SSR4 se sont montrés les plus
polymorphes, avec respectivement un grand nombre d'alléles (Ar) (n =20, n = 10 et n = 8) et une
fréquence allelique (Af) élevée (0,253, 0,127 et 0,101) (Tableau 20). En revanche, les loci Pil6,
Pi33, Pi56, Pi70, Pinf SSR2 et Pinf SSR7 ont présenté un petit nombre d'alleles (n = 2) et une fre-
quence allélique plus faible de 0,025 (Tableau 20).

Le nombre moyen d'alléles effectifs (Ae) par locus est de 2,083 et varie de 1,046 a 3,785 selon
les populations (Tableau 20). Les niveaux d'hétérozygotie étaient significativement différents pour
I'hnétérozygotie totale (Ht) (0,046-0,754) et I'hnétérozygotie moyenne attendue (Hs) (0,047-0,758)
avec une moyenne de Ht de 0,464 et de Hs de 0,462 (Tableau 20).

Le nombre moyen d'alléles effectifs est similaire dans toutes les régions et se situe respective-
ment a 2,011, 2,061et 2,205 pour les régions est, ouest et centre (Tableau 21).La population de P.
infestans de la région centre présentait un nombre élevé dalléles privés (Pa = 27), tandis qu'un
seul allele prive (Pa) a été trouvé dans la population de la région est et aucun n'a été révélé dans la
région ouest (Tableau 21). Les valeurs des hétérozygoties totale (Ht) et moyenne attendue (Hs)
étaient similaires pour chaque groupe régional, avec une moyenne de 0,464 et une légere variation
entre les régions : est (0,456), ouest (0,467) et centre (0,469) (Tableau 21).

IV.2.2. Distribution géographique et temporelle des lignées clonales de P. infestans

Sur 223 individus de P. infestans, 213 ont été génotypés avec succes dont 192 pour la région
centre, 10 pour celle de I’est et 11 pour celle de ouest. Selon la nomenclature européenne, ces in-
dividus ont été regroupés en trois lignées clonales principales appelées également lignées multilo-
cus [“Multilocus lineages” (MLLs)] : EU_13_A2 (n=152), EU_2 Al (n=36) et EU 23 Al (n=

18). Sept individus qui ont présenté des MLLs inconnus ont été exclus des analyses ultérieures.
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Les résultats des deux types de compatibilité sexuelle Al et A2 confirment les génotypes attribués
(Annexe V).

TABLEAU20. Richesse allélique, fréquence allélique, nombre effectif d'alléles, hétérozygotie moyenne attendue et

hétérozygotie totale par locus.

LOCI TAILLE DES LOCI (pb') Ar? (Af)® Ae! Hs? Hto
D13 132-222 20 (0.253) 3,447 0,746 0,730
Gl11 140-208 10 (0.127) 3,182 0,700 0,707
Pi04 166-170 3(0.038) 1,876 0,478 0,484
Pi16 176-178 2(0.025) 1,818 0,462 0,466
Pi33 203-206 2 (0.025) 1,145 0,130 0,131
Pi4B 205-217 3(0.038) 2,440 0,606 0,610
Pi4G 157-161 3(0.038) 1,897 0,500 0,490
Pi56 174-176 2 (0.025) 2,000 0,506 0,517
Pi63 148-157 3 (0.038) 2,347 0,591 0,593
Pi70 192-195 2 (0.025) 1,046 0,047 0,046
Pinf SSR11 329-356 4 (0.051) 1,276 0,224 0,224
Pinf SSR2 173-175 2 (0.025) 1,088 0,085 0,084
Pinf SSR3 258-272 5 (0.063) 2,308 0,577 0,584
Pinf SSR4 284-300 8 (0.101) 3,785 0,758 0,754
Pinf SSR6a 240-246 4 (0.051) 1,811 0,464 0,464
Pinf SSR7 196-198 2 (0.025) 1,786 0,447 0,456
Pinf SSR8 260-268 4 (0.051) 2,153 0,543 0,554

Total 79 (4,647)

Moyennes 2,083 0,462 0,464

1= Paires de base,? = Nombre total des alléles, * = Fréquences alléliques, = Nombre effectif d’alléles, 5 = Hétérozygotie moyenne
attendue, 8 = Hétérozygotie totale.

TABLEAU 21. Nombre d'individus, richesse allélique, fréquence allélique, nombre effectif d'alléles, nombre d'alléles

privés, hétérozygotie moyenne attendue et hétérozygotie totale par région géographique.

Populations Nt Ar?(Af)3 Ae? Pas Hs? Ht
Ouest 11 47 (0,595) 2,061 0 0,467 0,467
Centre 192 78 (0,987) 2,205 27 0,469 0,469
Est 10 45 (0,57) 2,011 1 0,456 0,456
Moyennes 56.67 2,092 0,464 0,464

1= Nombre des individus par région,? = richesse allélique,® = fréquences alléliques,* = nombre effectif d'alléles,® = nombre d'alléles
privés,® = Hétérozygotie moyenne attendue, 7 = hétérozygotie globale.
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La lignée clonale EU 13 A2 est la plus répandue, elle représente 70% de 1’ensemble des iso-
lats de P. infestans collectés. Cette lignée est signalée au niveau de toutes les années d'échantil-
lonnage de 2010 a 2016 et dans toutes les régions algériennes de culture de la pomme de terre
(Figs. 19A, B). La lignée EU_2 Al qui représente 16% de la population, a été principalement
trouvée dans la région centre (Alger, Ain Defla et Tizi Ouzou) durant la période 2010-2014. A
partir de 2015, cette lignée clonale a été remplacée par la EU_23 Al. Cette derniére qui repré-
sente 10% de la population, a été détectée dans les régions centre (Alger, Boumerdés, Bouira, Ti-
paza et Tizi Ouzou), ouest (Mascara et Mostaganem) et est (Guelma) (Figs. 19A, B). Les isolats
qui ont présenté des MLLs inconnus ont été détectés entre 2011 et 2016 en faible nombre dans la
région centre ou ils ne représentent que 4% de la population de P. infestans. Ces MLLs inconnus
sont des isolats uniques qu'on ne peut pas assigner a une lignée connue et qui résultent probable-

ment d’une reproduction sexuée (Figs. 19 A, B).
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Figure 19. Evolution et distribution des lignées clonales de P. infestans par année et par site géogra-
phique. A. Ligne pointillée bleue : EU_13_A2 (n=152), ligne pointillée verte : EU_23_ Al (n=18), ligne
pointillée rouge : EU_2_A1 (n=36), ligne jaune : MLLs inconnus (n=7). B. Carte du nord de I'Algérie mon-

trant les sites, le nombre d’isolats (n) collectés et la fréquence des lignées clonales par site.



58

Les valeurs de I’indice de différenciation (Fst) entre les paires de populations par région et par
MLL sont représentées dans le tableau 22. L’indice de différenciation (Fst) n'a révélé aucune diffeé-
rence significative dans les niveaux de différenciation entre les paires de populations de P. infes-
tans par région, avec des valeurs de F« de 0,002 (centre-est ; P = 0,235), de 0,003 (centre-ouest ; P
= 0,086) et de 0,004 (ouest-est ; P = 0,179) (Tableau 22). Les valeurs de Fs: obtenues sont faibles
pour les paires de populations de P. infestans par région, indiquant une faible différentiation géné-
tique. Un schéma différent a été observé pour le méme paramétre Fs entre les paires de MLLs ; les
différences sont faibles mais statistiquement significatives entre les combinaisons suivantes :
EU_13 A2 et EU_23 Al (0,068 ;P< 0,001), EU_13 A2 et EU_2_Al (0,076 ; P< 0,001) et entre
EU 23 Alet EU 2 Al (0,089 ; P< 0,001) (Tableau 22).

TABLEAU 22. Indice de différenciation (Fs) par région et par lignée clonale.

REGIONS OUEST CENTRE EST
OUEST - 0,086 0,179
CENTRE 0,003 - 0,235
EST 0,004 0,002 -

MLLs EU_13 A2 EU 2 Al EU 23 Al
EU_13 A2 - 0,001 0.001
EU 2 Al 0,076 - 0.001
EU_23 Al 0,068 0,089 -

L’analyse de la variance a deux voies (Permanova) a montré que l'effet des MLLs est tres for-
tement significatif sur le coefficient de parenté, et suffit & expliquer la majeure partie de la va-
riance (Pseudo-Fz197 = 13,95 ; P< 0,001). Par contre, la variable région explique une petite partie

de la variance totale, sans signification statistique (Pseudo-F2197 = 1,07 ; P = 0,286) (Tableau 23).

Le nombre total de génotypes (MLGt) et celui effectif de génotypes (MLGe) trouvés par région
varient de 5 a 4,17 a ’ouest, de 6 a 3,33 a I’est et de 32 a 2,6 au centre (Tableau 24). La valeur de
la diversité génotypique (Div.) dans la population de la région ouest est la plus élevée (0,836),
suivie par celle de I’est (0,778) et du centre (0,618) (Tableau 24). Les valeurs de I’indice corrigé
de Shanon-Weiner (Shc.) sont élevées allant de 0,756 pour la région ouest, 0,89 pour celle du
centre et 0,97 pour celle de I’est. Lorsque les individus sont regroupés selon leurs MLLs, les résul-
tats pour MLGt varient de 6 (EU_2 Al), 12 (EU 23 Al) et 18 (EU_13 A2) (Tableau 24). Les
valeurs de MLGe varient entre 1,342 (EU_2_Al), 1,618 (EU_23 Al) et 9,529 (EU_13 A2). Les

valeurs de la diversité génotypique (Div.) sont significativement différentes entre EU 2 Al
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(0,262), EU_13 A2 (0,384) et EU_23 Al (0,948). De méme, les valeurs de Shc. varient entre
EU 2 A1 (0,430), EU 13 A2 (0,574) et EU_23 Al (1,315) (Tableau 24).

TABLEAU 23. Analyse de la variance a deux voies (Permanova) pour I'ensemble des données (n=206)et
pour une paire de variables : Varl = MLLs, Var2=Régions.

Sources de variation DLL! SC? McC? Pseudo-F* pS
MLLs 3 15,173 5,058 13,950 <0,001***
Régions 2 0,775 0,387 1,069 0,286
Interaction
Régions/MLLs 3 1,074 0,358 0,988 0,462
Résiduel 204 73,96 0,362

Total 212 90,98

1= Degré de liberté,?= Somme des carrés, 3 = Moyenne des carrés,* = valeur par permutation de Pseudo-Fa partir de 10 000 permu-
tations non restreintes des données brutes et des sommes de carrés de type Ill, > = Probabilité, *** = Différence trés hautement

significative.

TABLEAU 24. Nombre d’individus, nombre total et effectif des génotypes, diversité génotypique et in-
dice corrigé de Shanon-Weiner par MLLs (EU_13 A2, EU 2 Al et EU_23 Al) et par

région géographique.

N* MLGt? MLGe® Div.* Shc.®

MLLs

EU 13 A2 152 18 1,6182 0,3845 0,5744

EU 2 Al 36 6 1,3416 0,2619 0,4296

EU 23 Al 18 12 9,5294 0,9477 1,3154
REGIONS

OUEST 11 5 4,1724 0,8364 0,7561

CENTRE 192 32 2,5968 0,6181 0,8903

EST 10 6 3,3333 0,7778 0,9701

! = Nombre d'individus, 2= Nombre total de génotypes, 3 = Nombre effectif de génotypes, 4 =Diversité génotypique, 5 =Indice
corrigé de Shanon-Weiner.

L'analyse moléculaire de la variance (amova) a révélé un pourcentage faible et non significative
de la variance (1,8% ; P = 0,06) qui est expliqué par les régions et qui a augmenté de maniere si-
gnificative pour le regroupement basé sur les MLLs (59,1% ; P = 0,02) (Tableau 25). En effet,
I'arbre phylogénétiqgue montre un regroupement des individus de P. infestans de différentes ré-
gions (Fig. 20).
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TABLEAU 25. Analyse moléculaire de la variance (Amova) pour I'ensemble des isolats (n = 206) selon les

régions geéographiques et les MLLs.

SOURCES DE SCE!? DLL? McC? POURCENTAGES
VARIATION DE VARIATION
REGIONS
Niché a I’intérieur des populations 1 662,39 210 7,916 98,2
Niché entre les populations 21,39 2 10,700 1,8
MLLs
Niché a I’intérieur des populations 953,50 203 4,697 40,9
Niché entre les populations 593,60 2 296,800 59.1*

1 = Somme des carrés des écarts,> = Degré de liberté,® = Moyenne des carrés,* = Signification statistique avec P < 0,05.
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Figure 20. Arbre phylogénique représentant les distances génétiques des populations algériennes de P.
infestans par région et par MLLs. Les individus de la région centre sont indiqués en noir, ceux de la région
ouest en violet et ceux de la région est en marron. Les MLLs sont représentés par des points bleus pour
EU_13_A2, rouges pour EU_2_A1, verts pour EU_23 Al et noirs pour les MLLs inconnus.
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IV.2.3. Structure génétique et géographique des MLLs et des MLGs (sous population)

La structure génétique de I'ensemble des données a révélé que les isolats de P. infestans se ré-

partissent en trois groupes principaux (= “clusters”) correspondant aux trois lignées : EU_13 A2,

EU 2 AletEU 23 Al (Fig. 21).

C1 (57.679%)

23 A1

C2 (23.516%)

25 -2 15 -1

D

Figure 21. Analyse en composantes principales (ACP) pour I'ensemble des isolats (n = 206), regroupés en
trois MLLs : EU 13 A2, EU 2 AletEU 23 Al.

Les valeurs propres de I’ACP montrent que les axes C1 et C2 représentent une bonne disper-
sion des variables puisqu’ils expliquent 81,20% de la variance totale. Les lignées clonales
EU 23 Al et EU 2 Al sont négativement corrélées a ’axe C2 tandis que la lignée EU_13 A2

est positivement corrélée a I’axe C1.

Le nombre de groupe génétique (K) déterminé par la méthode Delta K (4K) indique que la po-
pulation de P. infestans est divisée en deux groupes genétiques (Fig. 22). Un groupe englobe tous
les isolats appartenant au type de compatibilité sexuelle Al. La lignée clonale EU_13 A2 s'est
divisée en deux sous-groupes. Aucune introgression n'a été trouvée a I'exception d'un seul isolat
appartenant a la lignée clonale EU_23 Al qui a montré une affectation mixte au groupe 3. Cet

isolat pourrait étre un recombinant (Fig. 22).

Dans l'ensemble, la distribution des MLGs (sous population) a montré des occurrences mul-
tiples des mémes génotypes dans chaque région. Au total, 98 MLGs ont été trouvés pendant toute
la période d'échantillonnage (de 2010 a 2016) avec 218 réplicats (Annexe V). La fréquence d'oc-
currence la plus élevée (0,179) a été notée pour le MLG 17, avec 40 réplicats trouvés dans quatre

wilayas. Les principaux MLGs ayant un nombre de réplicats supérieur a 10, sont principalement
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distribués a Alger (MLG_17, MLG_22, MLG_11 et MLG_23), Tipaza (MLG_17 et MLG_11),
Tizi Ouzou (MLG_17 et MLG_22) et Ain Defla (MLG_11 et MLG_23) (Tableau 26).

1.00

0.80 A
0,60
0.40
0.20
0.00
EU_13_A2 EU2 Al EU3AI
B
EU_13_A2 EU2.Al  EU23AI
1.00
C

0.20

EU_13_A2 EUL2. Al EU3AI

Figure 22. Diagrammes indiquant la probabilité d'assignation des microsatellites basée sur I'analyse de la

structure génétique pour I'ensemble des données regroupées par MLLs selon la valeur de K. A. K=3. B. K=

4. C. K=5.

TABLEAU 26. Fréquence d'occurrence des principaux MLGs et hombre des réplicats (supérieur a 10) par

wilaya.
Wilayas MLLs MLGs Nbrde réplicats Fréquence
par MLG d’occurrence
Alger, Mascara, Tizi Ouzou, Tipaza EU 13 A2 MLG_17 40 0,179
Alger, Tizi Ouzou EU 2 Al MLG_22 22 0,062
Ain Defla, Alger, Médéa, Tipaza EU 13 A2 MLG 11 12 0,053
Ain Defla EU 2 Al MLG_23 11 0,049

1VV.2.4. Discussion

Plusieurs travaux sur les populations de P. infestans en Algérie ont été menés au cours de cette

derniere décennie dans la région ouest au cours de la période 2008-2014(Rekad et al., 2017) et

dans la région centre sur I'adaptation de I'hdte par rapport aux populations de P. infestans (Belkhi-

ter et al., 2019). Notre étude compleéte ces travaux antérieurs par des données portant sur la struc-
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ture des populations de P. infestans et leur évolution sur une période de sept ans dans différentes

régions et étages bioclimatiques d’ Algérie.

Nos données confirment la présence en Algérie de trois lignées clonales majeures de P. infes-
tans (EU_13 A2, EU_2 Al et EU_23 Al) et quelques lignées mineures qui sont peut-étre des
recombinants résultant d’une reproduction sexuée. Elles mettent également en évidence la préva-
lence de la lignée clonale EU_13 A2 de P. infestans dans les cultures de pommes de terre algé-

riennes ainsi que la distribution régionale des lignées EU 2 Al et ’EU 23 Al.

La prévalence de la lignée EU_13_A2 explique la récente augmentation de la fréquence du type
de compatibilité sexuelle A2 en Algérie (Rekad et al., 2017) et refléte les résultats obtenus dans
les pays voisins du Maghreb : Maroc (Sedegui et al., 2000) et Tunisie (Jmour et Hamada, 2006;
Harbaoui et al., 2013).La période d'étude (2010 a 2016) a été caractérisée par une augmentation
importante de la gravité du mildiou a I'échelle nationale, et suit de pres la premiere détection des
génotypes A2 dans le pays en 2007 (Beninal et al., 2009 ; Rekad et al., 2017). De nombreux rap-
ports mentionnent la domination actuelle de la lignée EU_13 A2 sur la pomme de terre depuis
2004-2006 en Europe (Cooke et al., 2012 ; Mariette et al., 2016) et plus récemment en dehors de
I'Europe (Dey et al., 2018).Cette dominance a souvent été attribuée a une virulence et une agressi-
vité accrues (Chmielarz et al., 2014 ; Cooke et al., 2012), bien que des travaux récents aient mon-

tré que d'autres facteurs sont probablement impliques (Mariette et al., 2016).

La lignée clonale EU_2_ Al a été précédemment signalée sur les cultures de pomme de terre et
de tomate en Algérie (Rekad et al., 2017). Cependant, cette lignée a été trouvée avec de faibles
fréquences ces dernieres années par rapport a la lignée clonale EU_13 A2. Elle a été identifiée
uniquement sur la pomme de terre avec une fréquence élevée, ce qui suggére fortement sa spécia-
lisation parasitaire sur les cultures de la pomme de terre. En France, la lignée EU_2_ A1 était do-
minante sur pomme de terre avant 2006 (Mariette et al., 2016), mais elle est désormais peu fré-
quente. La faible fréquence des isolats EU_2_ A1l dans les populations algériennes pourrait s'expli-
quer par une meilleure aptitude inclusive ou des capacités adaptatives particulieres de EU_13 A2
par rapport a EU_2 Al (Corbiére et al., 2015). Cependant, la lignée EU_2 Al est récemment
apparue comme un clone invasif en Afriqgue de I'Est ou il a provoqué de graves épidémies
(Njoroge et al., 2019). 1l existe des preuves que EU_2_ A1l a été introduit en Afrique de I'Est par le
biais d'importations de semences en provenance d'Europe, une situation qui a pu également se
produire en Algérie ou les importations annuelles moyennes de tubercules de semence sont impor-
tantes (100 000 tonnes) et proviennent principalement des Pays-Bas (58 %), de la France (16 %) et

du Danemark (13 %). La lignée EU_2_ Al a probablement été introduite il y a plusieurs années et
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s'est ensuite établi en Algérie. Il est a noter que certains clones prévalant en Europe occidentale en
méme temps que la lignée clonale EU_2_ A1, tels que EU_6_Al ou EU_8 Al n'ont pas été trou-
vés au sein des populations algériennes étudiées. En Europe, ces clones sont principalement limi-
tés aux climats océaniques prévalant dans le nord-ouest de I'Europe et pourraient ne pas étre ca-

pables de se développer dans les conditions méditerranéennes.

Par contraste, la lignée clonale EU_23 Al a été détectée sur un seul échantillon prélevé sur des
cultures de pomme de terre a Mostaganem en 2013 et sur cing autres l'année suivante dans la
méme région (Rekad et al., 2017). Nous avons retrouvé cette lignée en 2015 et 2016 dans les ré-
gions du centre et de I’est de I'Algérie. Cette lignée qui est principalement adaptée a la tomate en
Europe (Mariette et al., 2016), est présente avec une fréquence élevée sur la pomme de terre en
Egypte (El-Ganainy et al., 2013). La lignée EU_23_A1 est génétiquement identique au génotype
US_23 qui a provoqué, ces dernieres années, de graves epidémies sur la pomme de terre et la to-
mate aux Etats-Unis (Danies et al., 2013).11 est donc tout & fait possible que cette lignée soit d'ori-
gine locale et persiste grace a sa capacité de s’attaquer a des hotes cultivés toute I'année dans la
zone méditerranéenne. Cette hypothése est renforcée par le fait que le type de compatibilité
sexuelle A2 est rare dans les echantillons de pomme de terre d’arriére-saison, contrairement au
type Al. Il est donc probable que I'inoculum infectant les cultures de pomme de terre d’arriere-
saison se forme principalement sur la tomate ou la lignée EU_23 Al est la mieux adaptée. Ce
transfert d'inoculum entre les cultures est rendu plus facile dans certaines régions ou les cultures
de pomme de terre et de tomate sont pratiquées toute lI'année en Algérie, souvent a proximite les

unes des autres et dans les mémes conditions environnementales (Belkhiter et al., 2019).

Alors que les génotypes Al (EU 2 Al et EU 23 Al) étaient génétiqguement bien structurés,
avec peu de variants MLL, la lignée EU_13 A2 semble subir une différenciation génétique.
L'arbre phylogénétiqgue montre un regroupement des individus en fonction des sites géogra-
phiques, indiquant I'émergence de variants locaux de cette lignée. Cela confirme les résultats ob-
tenus par I'amova et reflete le rapport de variation subclonale remarqué par Rekad et al. (2017). Il
est intéressant de noter que quatre MLGs manquaient dans la région centrale qui a été la plus in-
tensement échantillonnée. Cela pourrait étre d0 a des conditions restrictives pour leur développe-
ment dans cette zone, en réponse a une variation climatique continue. Cependant, cette variation
subclonale et la distribution régionale de certains des génotypes mineurs n'étaient pas suffisantes
pour générer une forte différenciation géographique au sein des structures génétiques des popula-
tions. En effet, et contrairement a la situation rapportée dans certains pays du Maghreb comme le

Maroc (Hafidi et al., 2002), aucune structure régionale claire n'a émergé de nos enquétes. La
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faible part de variance expliquée par la variable "Région" pour le coefficient de parenté indique
que les individus sont différents non pas parce qu'ils appartiennent a des régions geographiques
différentes, mais plutdt parce qu'ils ne constituent pas un modeéle clair de distribution des MLGs.

L’absence de différenciation régionale peut étre due a la stratégie nationale de production de
semences selon laquelle celles-ci sont produites dans des zones définies et vendues dans tout le
pays, favorisant la dispersion des mémes génotypes en Algérie. Cela pourrait également refléter le
fait que les hétes eux-mémes ne sont pas géographiquement structurés : Spunta est le cultivar le
plus dominant dans toutes les régions échantillonnées ou on cultive a la fois la pomme de terre et
la tomate. Les valeurs relativement faibles de MLGe indiquent que l'agent pathogéne est bien
adapté dans sa zone d'expansion. Souvent, les populations de P. infestans ont la capacité de s'adap-
ter localement et de laisser émerger des variants locaux (Mariette et al., 2016), mais cette adapta-
tion est annulée lorsque les populations sont fortement soumises a des pressions de sélection lar-

gement uniformes par un seul héte (Montarry et al., 2008).

La co-occurrence des deux cultures (pomme de terre et tomate) favorise la présence des deux
types d’accouplement sexuel Al et A2 et augmente la probabilité d'une reproduction sexuée de P.
infestans dans les champs de pommes de terre algériens. Bien que nous n'ayons pas de preuve di-
recte de la recombinaison entre les génotypes, on suppose que la reproduction sexuée génére une
plus grande diversité génétique qui se traduit par des génotypes plus agressifs et difficiles a con-
troler. Cette population sexuée signifie également un risque accru d'attaques de mildiou dérivées
d'oospores trés tot dans la saison, comme cela a été rapporté dans les populations nordiques (Kii-
ker et al., 2019). Cependant, la diversité génétique révélée dans notre étude était assez faible au
sein des sites avec peu d'hétérozygotie, ce qui est cohérent avec une structure clonale des popula-
tions locales. Ce résultat ne correspond pas aux observations de Rekad et al. (2017) pour la région
ouest. Cette divergence pourrait s'expliquer par le nombre relativement faible de marqueurs SSR
utilisés dans leur étude. Il est donc important de continuer a suivre a la fois les recombinants et la

formation d'oospores lors des futures enquétes.

IV.3. COMPORTEMENT IN SITUDES CULTIVARS DE POMME DE TERRE A
L’EGARD DU MILDIOU

La résistance in situ de quelques cultivars de pomme de terre a I’égard du mildiou a été évaluée
par les parametres suivants : sévérité et progression de la maladie, types de résistance et rende-

ment des cultivars testés.



66

IV.3.1. Estimation de la sévérité de la maladie

Des notations exprimées en pourcentages moyens de la sévérité de la maladie ont été réalisées
durant deux années2015 et 2016 respectivement au cours des périodes comprises entre 03/04 et
01/06 et entre 28/03 au 15/05 pour les deux sites d’essais : Staouéli (ITCMI) et Bab Ezzouar
(CNCC) (Tableaux27, 28).

TABLEAU 27. Evolution des pourcentages moyens de la sévérité du mildiou observés a différentes dates

sur les cultivars testés en 2015 au niveau des deux sites d’essai.

POURCENTAGES MOYENS DE LA SEVERITE DE LA MALADIE (%)

Sites Dates Cephora Coquine Désirée Eden Florice Frivol Passion Spunta

BAB EZZOUAR

03/04/2015 0,00 0,00 0,56 1,06 0,98 0,06 0,00 3,68
06/04/2015 0,00 0,00 0,83 1,87 2,57 0,11 0,00 5,03
12/04/2015 0,00 0,00 1,13 2,69 3,01 0,34 0,00 5,88
20/04/2015 0,22 0,01 2,53 4,51 5,52 0,54 0,00 9,05
27/04/2015 0,99 0,08 4,81 14,87 13,70 1,80 0,07 16,74
04/05/2015 2,19 0,47 11,43 27,55 25,24 4,26 0,07 31,71
11/05/2015 2,19 0,47 11,43 27,55 25,24 4,26 0,07 31,71
18/05/2015 2,19 0,47 11,43 27,55 25,24 4,26 0,07 31,71
26/05/2014 2,19 0,47 11,43 27,55 25,24 4,26 0,07 31,71
STAOUELI
12/04/2015 0,00 0,00 1,99 0,49 0,00 0,00 0,00 4,26
19/04/2015 0,13 0,11 5,83 2,76 1,34 0,70 0,20 6,40
26/04/2015 0,54 0,28 45,89 16,17 12,67 2,97 0,20 30,23
02/05/2015 3,00 0,32 55,49 27,97 18,36 6,94 0,20 55,74
06/05/2015 4,33 0,32 64,07 31,27 22,33 11,00 0,20 61,67
10/05/2015 5,07 0,34 68,10 39,05 29,72 12,40 0,20 74,17
17/05/2015 8,21 0,31 70,39 40,90 37,33 15,87 0,20 75,04
01/06/2015 48,48 0,59 88,33 81,00 89,99 76,90 0,28 93,88

Les premiéres taches du mildiou ont été notées deés la fin du mois de Mars et au début du mois
d’Avril sur les cultivars Spunta, Désirée, Florice, Eden, Frivol, Eldorado et Cephora. A partir de la
fin du mois d’Avril, la pression du mildiou a fortement augmenté sur certains cultivars (Spunta,
Désirée, Ferrari et Eldorado). La figure 23 illustre les courbes de progression du mildiou sur les

cultivars testés en fonction du temps.

Les cultivars Spunta et Désirée ont montré une progression constante de la maladie sur les deux
sites d’essai durant ’année 2015. Le pourcentage de la surface foliaire nécrosée pour ces deux
variétés a varié entre 1,99 a 93,88% (Tableau 27). Le feuillage de ces deux variétés a été totale-

ment détruit a la mi-mai. Pour les variétés Eden, Florice et Frivol, la progression de la maladie a
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TABLEAU 28. Evolution des pourcentages moyens de la séverité du mildiou observés a différentes dates

sur les cultivars testés en 2016 au niveau des deux sites d’essai.

POURCENTAGES MOYENS DE LA SEVERITE DE LA MALADIE (%)

Sites Dates Ferrari Sarpo Mira Désirée Big Rosa Fabula Eldorado Passion Spunta
BAB EZZOUAR
03/04/2016 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,00 0,02
10/04/2016 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 4,30 0,00 0,02
17/04/2016 16,11 0,00 1,90 0,36 0,80 8,50 0,00 4,81
24/04/2016 76,66 0,00 10,85 3,14 2,36 16,99 0,04 23,57
02/05/2016 99,99 0,00 62,63 19,41 6,41 72,14 0,04 73,33
09/05/2016 99,99 0,00 99,99 50,44 25,00 99,99 0,04 99,99
STAQUELI Dates Cephora  Coquine Désirée Eden Florice Frivol Passion Spunta
15/04/2016 0,06 0,03 1,95 1,62 0,46 0,35 0,01 3,05
21/04/2016 0,28 0,04 3,11 1,93 0,83 1,10 0,04 5,05
28/04/2016 0,84 1,25 4,37 3,17 1,42 1,88 0,92 9,39
05/05/2016 2,79 1,39 14,64 5,51 2,87 5,53 1,05 18,70
12/05/2016 5,19 1,38 26,99 10,76 4,22 10,66 1,04 35,71
17/05/2016 5,19 1,38 26,99 10,76 4,22 10,66 1,04 35,71
24/05/2016 5,19 1,38 26,99 10,76 4,22 10,66 1,04 35,71
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Figure 23. Evolution des pourcentages moyens d’attaque de chaque cultivar en fonction du temps dans les

deux sites d’essai en 2015 (A. Bab Ezzouar, B. Staouéli) et en 2016 (C. Bab Ezzouar, D. Staouéli).
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été plus lente par rapport a la Spunta (Figs. 23A, B).Chez la variété Cephora, 50% de la surface
foliaire a été détruite deux a trois semaines plus tard par rapport a la Spunta. Les variétés Passion et
Coquine ont montré un niveau élevé de résistance au mildiou avec seulement 0,1 a 5% de feuillage
attaqué (Figs. 23A, B).

En 2016, la progression de la maladie a été plus rapide au niveau des variétés Spunta, Ferrari,
Désirée et Eldorado plus particuliérement sur le site d’essai de Bab Ezzouar ou les pourcentages de
la surface foliaire endommagée ont varié de 0,02a 99,99(Tableau 28, Fig. 23C). Sur ce méme site
d’essali, les attaques du mildiou sur les cultivars Fabula et Big Rosa ont été retardées de 21 jours par
rapport a Spunta. Fabula et Big Rosa ont respectivement exhibé 25% et 50,44% de la surface fo-
liaire attaquée (Tableau 28, Fig. 23C). Les cultivars Frivol, Eden et Florice ont montré des pourcen-
tages moyens de la sévérité variant entre 4,22 a 10,76au niveau du site d’essai de Staouéli (Tableau
28, Fig. 23D). Les cultivars Passion, Coquine et Sarpo Mira ont montré un niveau de résistance
élevé. Les pourcentages moyens de la sévérité sur les cultivars Passion et Coquine se sont élevés
respectivement a 1,04 et 1,38 (Tableau 28, Fig. 23D). Les plants du cultivar Sarpo Mira n’ont mon-

tré aucune Iésion du mildiou a la fin de I’essai (Tableau 28, Fig. 23C).

L’analyse de la variance a deux facteurs des pourcentages moyens de la sévérité a montré une
différence non significative pour les deux années 2015 et 2016 (Fcit= 0,0009 ; P = 0,975) et dans
les deux sites d’essai (Ferit, = 0,003 ; P = 0,954). Cependant, l'interaction année/site d'essai a révélé
une différence significative pour les pourcentages de la surface foliaire attaquée par le mildiou
(Ferit= 18,28 ; P < 0,001) (Tableau 29).

TABLEAU 29. Analyse de la variance a deux facteurs pour les pourcentages de la surface foliaire attaquée

en fonction du site d’essai et de I'année d'expérimentation.

SOURCES sct DLL? mc? Ferit* P
SITES 2.845 1 2,84 0,003 0,954
ANNEES 0.844 1 0,84 0,0009 0,975
INTERACTION

SITES/ANNEES 15 692.190 1 15 692,19 18,28 <0,001***
RESIDUEL 24036.324 1 858,44

1= Somme des carrés,? = Degré de liberté,® = Moyenne des carrés,*= F critique, *** = Différence hautement significative.

IV.3.2. Evaluation de la progression de la maladie

L’évaluation de la progression de la maladie a été estimée par 1’aire sous la courbe de progres-

sion de la maladie (AUDPC). L’AUDPC relative (AUDPCr) a été calculée a partir des valeurs de
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I’AUDPC obtenues pour chaque cultivar, pour chaque site d’essai et pour les deux années

d’expérimentation (Tableau 30, Fig. 24).

La plus grande aire sous la courbe de progression de la maladie soit 2719 a été enregistrée chez
la variété Spunta en 2015 sur le site d’essai de Staouéli (Tableau 30, Fig. 24A). La plus faible aire
(0,0) a été observée chez la variété Sarpo Mira au niveau du site d’essai de Bab Ezzouar en 2016
(Tableau 30, Fig. 24C). Les valeurs de I’AUDPCr varient de 0 chez les variétés Coquine, Passion
et Sarpo Mira a 0,41pour la variété Spunta (Tableau 30, Figs. 24B, D).

IV.3.3. Détermination des types de résistance des cultivars testés

Les courbes de progression de la maladie ont été linéarisées en transformant les pourcentages
d’attaque yi par I’équation Yi= logio (Yi/1l- yi) (Fig. 25). Pour chaque droite obtenue, la pente (ai) et
celle du témoin sensible (ar), ainsi que le 4a (ai - ar) ont été calculés pour chaque cultivar (Ta-
bleau 30). La différence, en termes de jours (4¢), entre la date de la premiere infection du cultivar
et celle du témoin sensible a été calculée pour chaque cultivar (Tableau 30). Les parametres Aa et
At permettent de déterminer les types de résistance des cultivars testés dans chaque site d’essai

durant les deux années d’expérimentation.

Le tableau 30 fait ressortir au niveau des deux sites d’essai durant les années 2015 et 2016 les
types de résistance suivants : sensible (S) (16 cas), résistance spécifique (RS) (7cas) , résistance
spécifique + résistance non spécifiqgue (RS + RNS) (7 cas) et résistance non spécifique(RNS)(2
cas). Les cultivars Spunta et Désirée se sont montrés sensibles dans les deux sites durant les deux

années d’expérimentation.

L’analyse multivariée des valeurs de ’AUDPCr en fonction du type de résistance, du site
d’essai et de l'année d'expérimentation a montré que ces valeurs de I’AUDPCr sont significative-
ment influencées par le type de résistance ainsi que par l'interaction site/année d'expérimentation.
Par contre, les différences des valeurs de I’AUDPCr ne sont pas significatives entre les deux sites
d’essais, les deux années d'expérimentation et l'interaction type de résistance/site d’essai/année
d’expérimentation. La moyenne globale de I’AUDPCr pour les types de résistance constatée a la
station d’essai de Bab Ezzouar en 2015 est inférieure a celle observé en 2016. L’inverse a été ob-

servé au niveau du site d’essai de Staouéli en 2015 (Tableau 31).
IV.3.4. Evaluation du rendement

Les estimations des rendements moyens ainsi que la production journaliére des tubercules DTP
(Day Tubercule Production) de pomme de terre ont montré des différences entre les rendements
obtenus par cultivar en 2015 et 2016 (Tableau 32).
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TABLEAU 30. Valeurs de I’AUDPC (aire sous la courbe de progression de la maladie), de I’AUDPC
relative (AUDPCT) et des parametres liés aux types de résistance pour les cultivars testés.

CULTIVARS AUDPC AUDPCr At Ad? TYPES DE RESISTANCE
BAB EZZOUAR (2015)
Spunta 1063,00 0,13 0 0,00 S8
Eden 869,20 0,11 0 0,01
Florice 818,14 0,11 0 0,01
Désirée 356,64 0,04 0 0,01
Frivol 128,20 0,02 0 0,02
Cephora 64,45 0,09 17 0,04 RS*
Coquine 12,60 0,00 17 0,10 RS
Passion 241 0,00 24 0,52 RS
BAB EZZOUAR (2016)
Ferrari 1788,00 0,54 13 0,07 S
Spunta 1110,63 041 0,00 S
Eldorado 1109,00 0,37 6 0,04 S
Désirée 914,40 0,39 20 0,03 S
Big Rosa 348,20 0,16 20 0,12 RS+RNS®
Fabula 158,9 0 0,09 20 0,16 RS+RNS
Passion 0,77 0,00 13 0,01 RS
Sarpo Mira 0,00 0,00 42 0,23 RS+RNS
STAOUELI (2015)
Spunta 2719,00 0,36 0 0,00
Désirée 2691,13 0,34 0 0,00
Eden 1 663,20 0,23 0 0,00
Florice 1521,20 0,22 7 0,00 RS
Frivol 922,24 0,13 7 0,00 RS
Cephora 518,52 0,08 7 0,02 RS
Coquine 15,11 0,00 7 -0,03 RS+RNS
Passion 9,85 0,00 7 -0,03 RS+RNS
STAOUELLI (2016)
Spunta 363,61 0,16 0 0,00 S
Désirée 253,70 0,11 0 0,00 S
Eden 115,80 0,05 0 -0,01 RNS
Frivol 97,35 0,04 0 0,01 S
Florice 51,60 0,02 0 -0,01 RNS
Cephora 45,61 0,02 0 0,03 S
Passion 17,63 0,01 0 0,04 RS+RNS
Coquine 23,63 0,00 0 0,02 RS+RNS

1 = Différence en jours entre la date de la premiére infection du cultivar et celle du témoin sensible, 2= Différence entre les pentes

du témoin et du cultivar testé, *= Sensible, 4 = Résistance spécifique, ° = Résistance spécifique + Résistance non spécifique.
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Figure 24. Evolution des valeurs de ’AUDPCr dans les deux sites d’essai en 2015 (A. Bab Ezzouar, B.
Staouéli) et en 2016 (C. Bab Ezzouar, D. Staouéli).
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TABLEAU 31. Analyse de la variance multivariée des valeurs de I’AUDPCr en fonction du type de résis-

tance du cultivar, du site d’essai et de I'année d'expérimentation.

SOURCES sct DLL2 MC? Ferit® P
TYPES DE RESISTANCE 0,171 3 0,057 5,748** 0,005
SITES 0,026 1 0,026 2,644 0,119
ANNEES 0,003 1 0,003 0,334 0,569
TYPES DE RESISTANCE/SITES 0,008 2 0,004 0,416 0,665
TYPES DE RESISTANCE/ANNEES 0,008 2 0,004 0,421 0,662
SITES D’ESSAIVANNEES 0,172 1 0,172 17,321%**  <0,001
TYPES DE RESISTANCE/SITES D’ESSAI/

ANNEES 0 0

RESIDUEL 0,208 21 0,01

1 =Somme des carrés,2=Degré de libert¢, 3= Moyenne des carrés,* =F critique, *** = 5% de signification, ** =1% de signification,
% = 1 9, de signification.

Les cultivars Ferrari, Eldorado, Désirée, Spunta, Sarpo Mira et Frivol ont montré en 2016 les
plus faibles rendements qui ne dépassent pas les 200g/ha (Tableau 32). Les rendements les plus
éleves ont été observées chez les variétés Passion et Coquine en 2015 avec respectivement 280 et
275,7 g/ha. Les variétés Fabula, Cephora, Eden et Big Rosa ont donné des rendements compris
entre 201,2 et 247g/ha ce qui correspond a la moyenne nationale des rendements obtenues en cul-
ture de pomme de terre de saison (250 a 300g/ha). La production moyenne journaliere des tuber-
cules (DTP moyen) la plus faible soit 11,07 kg/jour/ha a éteé enregistrée chez le cultivar Ferrari en
2016 dans le site d’essai de Bab Ezzouar. Par contre, la DTP moyenne la plus ¢élevée soit 25,69
kg/jour/ha a été observée chez le cultivar Passion en 2015dans le site d’essai de Bab Ezzouar (Ta-
bleau 32).

L’analyse de la variance de la DTP moyenne montre qu’il n’ya pas de différence significative
entre les cultivars testés durant les deux années d’expérimentation 2015 et 2016 (Ferit. = 1,337, P =
0,262) avec une tendance a la baisse de la production en 2016(Tableau 33). L’analyse de la corréla-
tion entre les valeurs de ’AUDPCr et la DTP moyen a révélé une corrélation significative (P<
0,001) entre ces deux paramétres étudiés. Les valeurs de I’AUDPCr explique 51,55% de la varia-
tion des valeurs de DTP entre les cultivars et que la production quotidienne de tubercules était né-
gativement liée a I’ AUDPCr (r = - 0,718)(Fig.26).

1V/.3.5. Discussion

Le comportement des cultivars testés a I’égard du mildiou n’était pas identique dans les deux
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TABLEAU 32. Rendements moyens (g/ha) et DTP (kg/jour/ha) des cultivars testés obtenus dans les deux

sites d’essais et durant les deux années d’expérimentation 2015 et 2016.

ANNEES CULTIVARS RENDEMENS MOYENS (g/ha) DTP? (kg/jour/ha)

2015
Passion 280,00 25,70
Coquine 275,70 25,30
Cephora 227,80 20,90
Désirée 222,60 20,42
Frivol 204,20 18,73
Spunta 212,10 19,46
Eden 201,20 18,50
Florice 183,80 16,86

2016
Passion 266,30 24,43
Fabula 247,00 22,66
Big Rosa 222,30 20,40
Sarpo Mira 166,00 15,23
Spunta 164,20 15,06
Désirée 163,60 15,00
Eldorado 128,80 11,82
Ferrari 120,70 11,07

1 = Productions journaliére des tubercules.

TABLEAU 33. Analyse de la variance a un facteur pour les valeurs du DTP obtenues en 2015 et 2016.

SOURCES Sct DLL? mcC? Ferit® PS
ANNEES 22,13 1 22,13 1,337 0,262
RESIDUEL 314,59 19 16,56

1= Somme des carrés,? = Degré de liberté, *= Moyenne des carrés,*= F critique, ® = Probabilité.
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Figure 26. Matrice de corrélation des valeurs de la DTP des cultivars en fonction des valeurs de

I’AUDPCr.
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sites d’essai et durant les deux années d’expérimentation. Chez la plupart des cultivars les pre-
mieres taches du mildiou sont apparues a la fin du mois de Mars en 2016 et cing jours plus tét en
2015. La progression de la maladie a été également plus rapide en 2016. La majorité du feuillage
des cultivars sensibles a été détruite en quatre semaines apres 1’apparition des premicres taches du
mildiou. Au niveau du site d’essai de Staouéli, la progression de la maladie a été faible chez les
cultivars Frivol, Désirée, Eden et Florice en 2016 par rapport a 2015.Cette situation peut étre due a
la répartition hétérogéne de 1’inoculum dans ce site d’essai ainsi que les conditions climatiques qui
étaient plus favorables en 2015. Chez les cultivars Spunta et Désirée qui sont couramment cultivés
en Algérie, la progression du mildiou s’est avérée plus rapide. Ceci peut s’expliquer par
’adaptation des populations de P. infestans aux cultivars localement dominant et ce indépendam-
ment de leur niveau de résistance (Andrivon et al., 2007). Etant donné cette situation, la lutte
contre le mildiou en Algérie nécessite plusieurs pulvérisations fongicides par type de culture dans
les régions ou les conditions climatiques sont favorables au développement du mildiou. Ceci est
identique a ce qui existe dans certains pays européens (Pays-Bas, Belgique, Royaume-Uni, etc.) ou

10 a 14 traitements sont appliqués par saison de culture (Cooke et al., 2011 ; Hansen et al., 2015).

Les cultivars Frivol, Eden, Florice, Eldorado et Ferrari se sont montrés sensibles au mildiou
dans nos essais. Ceci est probablement di a la prévalence dans nos deux sites d’essai d’isolats de
la lignée clonale EU_13 A2 qui se sont montré plus agressives (Latin et al., 1981; Elliseche et al.,
1999 ; Flier et al., 2003). En effet, divers cultivars de pomme de terre qui sont apparemment résis-
tants au P. infestans se sont révélés sensibles aux isolats de la lignée clonale EU_13 A2 (Lees et
al., 2012).Cette lignée semble posséder un profil complexe de virulence (Cooke et al., 2012; Cor-
biére et al., 2010 ; 2015).

Les cultivars Fabula, Cephora et Big Rosa ont exprimé une résistance modérée. La présence
d'un ou plusieurs genes spécifiques de résistance R dans ces cultivars pourrait expliquer ce com-
portement a I’égard de la lignée clonale EU 13 A2. Les cultivars Coquine, Passion et Sarpo Mira
ont montré des niveaux ¢élevés de résistance a 1’égard des isolats de la lignée EU 13 A2. La résis-
tance au mildiou du cultivar Sarpo Mira a été signalée par plusieurs auteurs (Lees et al. 2009 ;
White et Shaw 2009 ; 2010 ; Moulay, 2010). Le comportement de ce cultivar a I’égard du mildiou
est due a la présence d’au moins cinq genes R différents (R3a, R3b, R4, Rpi-SmiraletRpi-Smira2)

qui lui confére une bonne résistance quantitative et qualitative (Rietman et al., 2012).

La différence en termes de jours (4¢) entre la date de la premiere infection du cultivar et celle
du témoin sensible et entre les pentes (4a) (ai - ar) nous ont permis de déterminer les types de ré-

sistances pour chaque cultivar et de différencier les cultivars présentant des AUDPCr similaires.
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La connaissance des types de résistance des cultivars de pomme de terre a I’égard du mildiou est
utile car elle permet de décaler les premiéres pulvérisations fongicides sur les cultivars ayant une
résistance spécifique (RS) pour retarder l'apparition des premiéres taches du mildiou. Les pro-
grammes de pulvérisation sur les cultivars ayant une résistance non spécifiques (RNS) devraient
commencer en méme temps que ceux des cultivars sensibles (S), mais ils pourraient étre ajustés au
niveau des intervalles compris entre les traitement et/ou les doses afin d'utiliser la capacité de la
résistance du cultivar a diminuer la quantité d'inoculum produite ou son infectivité (Andrivon et
al., 2006).

Les valeurs des rendements moyens les plus élevées ont été observées chez les cultivars Big
Rosa, Cephora, Fabula, Coquine et Passion. Ces rendements qui varient de 223,30 a 280 g/ha cor-
respondent a ceux de la moyenne nationale obtenus en plein champ durant les cultures de saison
(250 a 300g/ha). Par contre, la plus faible valeur de rendement moyen a été remarquée chez le cv.
Sarpo Mira aprés 109 jours de culture. La DTP a éte négativement corréelée a I’AUDPCr, ce qui

indique que plus la sévérité de la maladie augmente moins sera la production de pomme de terre.
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V. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le mildiou de la pomme de terre causé par I’oomycéte P. infestans est responsable d'importants
dégats qui entrainent, le plus souvent, des pertes importantes sur la production et qui constituent,
de ce fait, une menace directe pour la sécurité alimentaire en Algérie. Les travaux réalisés au cours
de la période 2010-2016 nous ont permis de constituer une collection de 131 isolats de P. infestans
et 92 empreintes d'’ADN sur des cartes FTA provenant de différentes régions et étages bioclima-

tiques d’Algérie.

La détermination du type de compatibilite sexuelle des isolats a révélé que les populations alge-
riennes de P. infestans sont constituées par un meélange des deux types Al et A2 qui sont souvent
présents au niveau des mémes parcelles. Des différences dans la proportion entre ces deux types
de compatibilité sexuelle Al et A2 ont été observees entre les régions d'‘échantillonnage et les
types de culture de saison et d’arriére-saison. Le type Al parait, cependant, moins fréquent dans
les cultures de pommes de terre par rapport au type A2. Dans certaines régions, la présence de ces
deux types Al et A2 au niveau d’une méme parcelle peut s’expliquer par la proximité des cultures
de pomme de terre avec celles de la tomate. La coexistence de ces deux types dans les mémes par-
celles augmente sans aucun doute I’occurrence d'une reproduction sexuée de P. infestans dans les
cultures de pomme de terre et génere ainsi une plus grande diversité génétique qui se traduit par

I’apparition de nouveaux génotypes qui sont souvent plus agressifs et plus difficiles a controler.

Le test de resistance au metalaxyl des isolats de P. infestans réalisé in vitro a permis
d’identifier au niveau des trois lignées clonales EU 13 A2, EU 2 Al et EU 23 Al deux phéno-
types : sensible et résistant. La présence en Algérie de souches de P. infestans résistantes au méta-
laxyl est ainsi confirmée. Durant la période 2011-2016, le phénotype résistant s’est montré plus
prévalent au niveau de toutes les wilayas prospectées. Tous les isolats appartenant aux deux li-
gnees clonales EU_13 A2 et EU 2 Al se sont révélés résistants au métalaxyl, alors que ceux de
la lignée EU_23_A1 se sont montrés sensibles a 1°égard de ce fongicide. Les changements récents
dans les populations européennes de P. infestans, I’importation de semence de certains pays euro-
péens et I'utilisation intensive et unique du métalaxyl seraient probablement la cause de ce chan-
gement dans les populations algériennes de P. infestans. La prévalence de la lignée clonale
EU 13 A2 et sa relative résistance au métalaxyl semblent étre la principale cause de la diminution

des rendements dans les cultures de saison de la pomme de terre.
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Depuis la migration du type de compatibilité sexuelle A2 du continent américain vers I’Europe,
la diversité génétique au sein des populations de P. infestans a considérablement augmenté en ce
qui concerne les préférences environnementales plus particulierement en ce qui concerne la tem-
pérature. En effet, celle-ci constitue un facteur limitant pour la croissance mycélienne des popula-
tions de P. infestans. Les isolats que nous avons testés a I’égard d’une gamme de températures
(10, 15, 20, 25 et 30°C) ont montré une croissance mycélienne optimale a une température de
20°C et faible ou nulle & des températures comprise entre 25 et 30°C, ceci explique ’absence de
cette maladie dans les régions du sud (El Oued et EI Meniaa). Ces résultats sont conformes a ceux
obtenus par d’autres auteurs qui ont rapporté que la croissance mycélienne des isolats de P. infes-

tans est optimale a 19°C et qu’elle est complétement inhibée a 27°C.

L’agressivité de quelques isolats de P. infestans a I’égard de deux cultivars de pomme de terre
Spunta et Desirée a été évaluée sur des folioles détachées par les caractéristiques suivantes : pé-
riodes d’incubation et de latence, taille des lésions et intensité de la sporulation. D’une maniére
générale, cette évaluation a montré une variabilité de ’agressivité des isolats appartenant aux trois
lignées clonales EU_13 A2, EU_2 Al et EU 23 Al. La durée des périodes d’incubation et de
latence, les diamétres des 1ésions et I’intensité de la sporulation ont révélé que les isolats de la
lignée EU_2_ Al sont plus agressifs par rapport a ceux des lignées EU_13 A2 et EU 23 Al. Cer-
tains isolats appartenant a la lignée clonale du type Al se sont cependant montrés plus agressifs
que celle du type A2. Certains travaux ont révélé que les isolats de P. infestans appartenant au
type A2 sont plus agressifs que celles du type Al. Ceci indique que 1’agressivité des isolats de P.

infestans semble donc indépendante des types de compatibilité sexuelle Al et A2.

Le génotypage et la structure génétique des populations algériennes de P. infestans ont été dé-
terminés par le moyen d’un jeu de 17 marqueurs SSRs. Ces populations semblent étre constituées
par trois lignées clonales majeures EU_13 A2, EU_2 Al et EU_23 Al et quelques lignées mi-
neures inconnues qui sont peut-étre des recombinants. La lignée clonale EU_13 A2 semble la plus
prévalente en Algérie. Cette prévalence semble étre due a sa virulence et a son agressivité élevée
bien que des travaux récents aient montré que d'autres facteurs sont probablement impliqués dans
cette dominance. La lignée clonale EU_2 Al qui semble moins fréquente que celle EU_13 A2 a
été identifiée uniquement sur la pomme de terre avec une fréquence élevée, ce qui suggere forte-
ment sa spéecialisation parasitaire sur cet hote. La lignée clonale EU_23 Al a été détectée a Mos-
taganem en 2013 et 2014 puis dans les régions du centre et de ’est en 2015 et 2016. Cette lignée
qui est principalement adaptée a la tomate est fréquente sur les cultures de pomme de terre

d’arriere-saison dans certaines régions ou cette derniere est cultivée a proximité des parcelles de la
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tomate. Les populations des trois lignées clonales ne semblent pas géographiquement adaptées a
chaque région. Les variations temporelles observées entre les saisons et les années au niveau des
trois lignées clonales suggérent un report de I’inoculum primaire entre les deux hotes de P. infes-

tans (pomme de terre et tomate).

La recherche de cultivars de pommes de terre résistants au mildiou pourrait étre un moyen al-
ternatif pour limiter l'utilisation des fongicides qui est pratiquement le seul moyen de lutte contre
cette maladie en Algérie. Les cultivars testés ont montré différents types de résistance au mildiou
de la pomme de terre. Le comportement des cultivars testés varie de trés sensible a trés résistant.
Les cultivars Spunta, Désirée, Eden, Florice, Frivol, Eldorado et Ferrari se sont montrés trés sen-
sibles. Par contre, les trois cultivars Cephora, Fabula et Big Rosa ont exhibé un niveau de résis-
tance satisfaisant et pourraient représenter une alternative au remplacement des cultivars sensibles
tels que la Spunta et la Désirée qui occupent des superficies non negligeables en Algeérie. Les cul-
tivars Coquine, Passion et Sarpo Mira ont exprimé un niveau élevé et stable de la résistance et
représentent, de ce fait, une option prometteuse pour lutter contre le mildiou de la pomme de terre

en Algérie.

Au terme de ce travail qui a porté sur 1’étude de la diversité phénotypique et génotypique des
populations de P. infestans en Algérie et 1’évaluation aux champs de quelques cultivars de pomme
de terre a 1’égard du mildiou, il est souhaitable d’approfondir les recherches sur les aspects sui-

vants :

— L’évolution des populations de P. infestans et la probabilité d’introduction de nouvelles li-

gnees clonales émergentes en Algérie,

— L’application d’autres associations de fongicides a mode d’action différent pour palier au

phénomene de résistance de P. infestans au métalaxyl,

— Le monitorage du mildiou a d'autres zones géographiques en Algérie et d’autres cultures ap-

partenant a la famille des Solanacées comme par exemple la tomate,

— La connaissance du comportement au champ d’autres cultivars de pomme de terre homolo-
gués en Algérie tels que Arizona, Kuroda, Ultra, Rudoloph, Synergie et Royal a 1’égard des

populations de P. infestans.
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ANNEXES

ANNEXE |. Préparation des milieux de culture : petits pois (PPA) (solide et liquide) et V8
(solide).

eMilieu de culture petits pois(PPA) : Faire bouillir 125 g des petits pois congelés dans une
casserole contenant 1 litre d’eau distillée, puis laisser mijoter pendant 30 a 45 minutes,
verser le jus de cuisson & travers une passoire dans un flacon contenant 15 g d’agar pour 1
litre de jus (tenir compte de 1’évaporation), autoclaver a 120°C pendant 20 minutes et
ajouter au milieu gélosé en surfusion les antibiotiques suivants : 200 mg/l d’ Ampicilline
et 30 mg/l de Rifamycine. Le milieu contenant les antibiotiques est ensuite coulé en
boites de Petri stériles.

eMilieu de culture liquide PPA : Faire bouillir 120 g de petits pois congelés dans 1000 ml

d’cau distillée pendant 20 minutes. Le jus est récupéré a I’aide d’une passoire dans un
flacon qui est autoclavé a 120°C pendant 20 minutes.

eMilieu de culture gélosé V8 : 150 ml de V8sont versés dans un Erlenmeyers de 1 litre
auquel on ajoute 3 g de CaCO3, 1 g de PDA et 10 g d’agar. On compléte avec de I’ecau
distillée jusqu’a 1 litre. Le tout est autoclavé a 120°C pendant 20 minutes. Le milieu est
en suit coulé dans des boites de Petri.



ANNEXE II. Liste des échantillons du mildiou collectés dans les différents sites géographique

durant la période comprise entre 2010 et 2016.

N° Wilayas Dates de préléevement Etages et sous étages Types de culture  Variétés
des échantillons bioclimatiques
1 Bouira 2010 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriere-saison -
2 Alger 10/12/2010 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison -
3 Tizi Ouzou 2011 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Spunta
4 Tipaza 25/01/2011 Subhumide/Hiver frais Arriére-saison Désirée
5 Alger 20/01/2011 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Timate
6 Alger 2011 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Sarpo Mira
7 Alger 2011 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Bintje
8 Alger 2011 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
9 Tipaza 26/04/2011 Subhumide/Hiver frais saison Spunta
10 Ain Defla 12/06/2011 Semi-aride/Hiver frais saison Kuroda
11 Alger 15/05/2011 Subhumide/Hiver tempéré saison Spunta
12 Alger 22/05/2011 Subhumide/Hiver tempéré saison -
13 Alger 23/05/2011 Subhumide/Hiver tempéré saison Spunta
14 Alger 02/06/2011 Subhumide/Hiver tempéré saison Spunta
15 Ain Defla 13/05/2012 Semi-aride/Hiver frais Saison Sarpo Mira
16 Ain Defla 13/05/2012 Semi-aride/Hiver frais Saison Timate
17 Ain Defla 18/05/2012 Semi-aride/Hiver frais Saison Désirée
18 Alger 2012 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Spunta
19 Boumerdes 13/05/2012 Subhumide/Hiver frais Saison Spunta
20 Alger 10/05/2013 Subhumide/Hiver tempéré saison Spunta
21 Alger 10/05/2013 Subhumide/Hiver tempéré saison Désirée
22 Médéa 17/05/2013 Semi-aride/Hiver frais saison Spunta
23 Médea 17/05/2013 Semi-aride/Hiver frais saison Désirée
24 Ain Defla 17/05/2013 Semi-aride/Hiver frais saison Spunta
25 Alger 10/05/2013 Subhumide/Hiver tempéré saison Spunta
26 Alger 10/05/2013 Subhumide/Hiver tempéré saison Spunta
27 Alger 30/12/2013 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison -
28 Alger 30/12/2013 Subhumide/Hiver tempéré Avrriére-saison -
29 Alger 30/12/2013 Subhumide/Hiver tempéré Avrriére-saison -
30 Tizi Ouzou 25/12/2013 Subhumide/Hiver tempéré Avrriére-saison Liseta
31 Tizi Ouzou 25/12/2013 Subhumide/Hiver tempéré Avrriére-saison Liseta
32 Tizi Ouzou 25/12/2013 Subhumide/Hiver tempéré Avrriére-saison Liseta
33 Guelma 20/12/2013 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriére-saison Barna
34 Guelma 20/12/2013 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriére-saison Barna
35 Guelma 20/12/2013 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriére-saison Atlas




ANNEXE |1 (suite)

N° Wilayas Dates de préléevement Etages et sous étages Types de culture  Variétés
des échantillons bioclimatiques
36 Alger 08/06/2013 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
37 Alger 05/01/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
38 Alger 15/01/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
39 Alger 06/02/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
40 Alger 09/02/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
41 Alger 0501/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
42 Alger 05/01/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
43 Alger 06/02/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
44 Alger 06/02/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
45 Alger 06/02/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
46 Alger 06/02/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
47 Alger 09/02/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
48 Alger 25/01/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
49 Alger 05/01/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
50 Alger 06/02/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
51 Alger 06/01/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
52 Alger 06/02/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
53 Alger 06/01/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
54 Alger 06/02/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
55 Alger 06/02/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
56 Alger 06/02/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
57 Skikda 10/04/2014 Subhumide/Hiver chaud saison Spunta
58 Tizi Ouzou 20/01/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Liseta
59 Alger 05/01/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Liseta
60 Skikda 15/05/2014 Subhumide/Hiver chaud Saison Atlas
61 Skikda 15/05/2014 Subhumide/Hiver chaud Saison Spunta
62 Alger 20/05/2014 Subhumide/Hiver tempéré Saison -
63 Ain Defla 30/05/2014 Semi-aride/Hiver frais Saison Spunta
64 Ain Defla 30/05/2014 Semi-aride/Hiver frais Saison Spunta
65 Alger 18/06/2014 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
66 Alger 18/06/2014 Subhumide/Hiver tempéré Saison Bartina
67 Alger 18/06/2014 Subhumide/Hiver tempéré Saison Liseta
68 Alger 30/06/2014 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
69 Alger 30/06/2014 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
70 Alger 30/06/2014 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
71 Alger 30/06/2014 Subhumide/Hiver tempéré Saison Atlas
72 Guelma 15/05/2014 Semi-aride/Hiver tempéré Saison Désirée




ANNEXE |1 (suite)
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des échantillons bioclimatiques

73 Médéa 03/12/2014 Semi-aride/Hiver frais Arriére-saison Spunta
74 Tizi Ouzou 12/12/2014 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
75 Alger 20/12/2014 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison -

76 Alger 20/12/2014 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Désirée
77 Alger 30/01/2015 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
78 Alger 30/01/2015 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
79 Alger 30/01/2015 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
80 Alger 30/01/2015 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison -

81 Alger 30/01/2015 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
82 Alger 30/01/2015 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
83 Alger 30/01/2015 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
84 Alger 30/01/2015 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
85 Alger 30/01/2015 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
86 Alger 30/01/2015 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
87 Alger 30/01/2015 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Spunta
88 Alger 30/01/2015 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Spunta
89 Tizi Ouzou 07/06/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
90 Tizi Ouzou 07/06/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
91 Tipaza 27/04/2015 Subhumide/Hiver frais Saison Spunta
92 Tizi Ouzou 07/6/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
93 Tizi Ouzou 07/60/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
94 Tizi Ouzou 07/06/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
95 Mascara 09/05/2015 Aride/Hiver tempéré Saison Spunta
96 Tizi Ouzou 20/05/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
97 Tizi Ouzou 20/05/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
98 Alger 06/04/2014 Subhumide/Hiver tempéré Saison Florice
99 Alger 06/04/2014 Subhumide/Hiver tempéré Saison Coquine
100 Alger 05/05/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
101 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Florice
102 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
103 Alger 08/06/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Coquine
104 Bouira 12/11/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriére-saison Spunta
105 Bouira 15/11/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriére-saison Spunta
106 Bouira 18/11/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriére-saison Spunta
107 Mascara 08/12/2015 Aride/Hiver tempéré Avrriére-saison Kondor
108 Médéa 15/11/2015 Semi-aride/Hiver frais Avrriére-saison Spunta
109 Mascara 08/12/2015 Aride/Hiver tempéré Avrriére-saison Spunta
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110 Tipaza 08/12/2015 Subhumide/Hiver frais Arriére-saison Spunta
111 Bouira 14/12/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
112 Médéa 27/11/2015 Semi-aride/Hiver frais Avrriere-saison Spunta
113 Mascara 14/12/2015 Aride/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
114 Alger 06/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Coquine
115 Alger 06/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Coquine
116 Alger 06/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
117 Alger 30/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Désirée
118 Alger 30/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Florice
119 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
120 Alger 08/06/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Coquine
121 Boumerdes 16/12/2015 Subhumide/Hiver frais Avrriere-saison Spunta
122 Boumerdes 16/12/2015 Subhumide/Hiver frais Avrriere-saison Spunta
123 Boumerdes 16/12/2015 Subhumide/Hiver frais Avrriere-saison Spunta
124 Boumerdes 16/12/2015 Subhumide/Hiver frais Arriére-saison Spunta
125 Boumerdes 16/12/2015 Subhumide/Hiver frais Arriére-saison Spunta
126 Boumerdes 16/12/2015 Subhumide/Hiver frais Arriére-saison Spunta
127 Boumerdes 16/12/2015 Subhumide/Hiver frais Arriére-saison Spunta
128 Bouira 14/11/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Arriére-saison Spunta
129 Tizi Ouzou 16/11/2015 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison Liseta
130 Mascara 26/11/2015 Aride/Hiver tempéré Arriére-saison Spunta
131 Mascara 26/11/2015 Aride/Hiver tempéré Arriére-saison Kondor
132 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Eden
133 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Désirée
134 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Frivol
135 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
136 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Florice
137 Tipaza 27/04/2015 Subhumide/Hiver frais Saison Spunta
138 Alger 06/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Florice
139 Alger 06/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Coquine
140 Alger 06/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Frivol
141 Alger 06/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
142 Alger 06/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Désirée
143 Alger 30/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
144 Mascara 09/05/2015 Aride/Hiver tempéré Saison Spunta
145 Tizi Ouzou 20/05/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Liseta
146 Alger 06/06/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Liseta
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147 Ain Defla 01/12/2015 Semi-aride/Hiver frais Avrriere-saison Spunta
148 Bouira 18/11/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriere-saison Timate
146 Bouira 12/11/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
150 Médéa 05/11/2015 Semi-aride/Hiver frais Avrriere-saison Spunta
151 Médéa 05/11/2015 Semi-aride/Hiver frais Avrriere-saison Spunta
152 Mascara 09/05/2015 Aride/Hiver tempéré Saison Spunta
153 Mascara 26/11/2015 Aride/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
154 Mascara 26/11/2015 Aride/Hiver tempéré Avrriere-saison Kondor
155 Mostaganem 30/11/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
156 Alger 06/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Eden
157 Alger 06/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Frivol
158 Alger 06/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
159 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Eden
160 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Désirée
161 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Frivol
162 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
163 Alger 26/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Florice
164 Tipaza 26/04/2015 Subhumide/Hiver frais Saison Spunta
164 Alger 30/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Florice
166 Alger 30/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Désirée
167 Alger 30/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
168 Tizi Ouzou 20/05/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Liseta
169 Alger 22/05/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Liseta
170 Boumerdes 19/04/2015 Subhumide/Hiver frais Saison Royal
171 Boumerdes 26/04/2015 Subhumide/Hiver frais Saison Spunta
172 Alger 30/04/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison -
173 Alger 08/06/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Frivol
174 Alger 08/06/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
175 Alger 06/05/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Florice
176 Alger 06/05/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
177 Alger 06/05/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Désirée
178 Alger 06/06/2015 Subhumide/Hiver tempéré Saison Désirée
179 Bouira 01/11/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Arriére-saison  Spunta
180 Bouira 04/11/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Arriére-saison  Spunta
181 Médéa 05/11/2015 Semi-aride/Hiver frais Arriére-saison  Spunta
182 Médéa 05/11/2015 Semi-aride/Hiver frais Arriére-saison  Spunta
183 Médéa 05/11/2015 Semi-aride/Hiver frais Arriére-saison  Spunta
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184 Bouira 12/11/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
185 Tizi Ouzou 16/11/2015 Subhumide/Hiver tempéré Avrriere-saison Liseta
186 Bouira 18/11/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
187 Bouira 26/11/2015 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriere-saison Spunta
188 Ain Defla 01/12/2015 Semi-aride/Hiver frais Avrriere-saison Spunta
189 Skikda 03/05/2016 Subhumide/hiver chaud Saison Spunta
190 Ain Defla 30/01/2015 Semi-aride/Hiver frais Avrriere-saison Spunta
191 Ain Defla 30/01/2015 Semi-aride/Hiver frais Avrriere-saison Spunta
192 Ain Defla 30/01/2015 Semi/aride/Hiver frais Avrriere-saison Spunta
193 Boumerdes 16/12/2015 Subhumide/Hiver frais Saison Spunta
194 Tipaza 26/04/2015 Subhumide/Hiver frais Saison Spunta
165 Tipaza 08/06/2015 Subhumide/Hiver frais Saison Spunta
196 Tipaza 24/11/2015 Subhumide/Hiver frais Arriére-saison Spunta
197 Tipaza 24/11/2015 Subhumide/Hiver frais Arriére-saison Spunta
198 Tipaza 27/04/2015 Subhumide/Hiver frais Saison Spunta
199 Tipaza 26/04/2015 Subhumide/Hiver frais Saison Spunta
200 Alger 15/01/2016 Subhumide/Hiver tempéré Arriére-saison -
201 Boumerdes 06/01/2016 Subhumide/Hiver frais Arriére-saison Spunta
202 Guelma 29/11/2016 Semi-aride/Hiver tempéré Arriére-saison Spunta
203 Guelma 29/11/2016 Semi-aride/Hiver tempéré Arriére-saison Spunta
204 Alger 01/01/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison -
205 Alger 10/02/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison -
206 Alger 28/03/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
207 Alger 03/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Eldorado
208 Alger 11/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Ferrari
209 Alger 12/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
210 Alger 17/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Désirée
211 Alger 17/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Fabula
212 Alger 17/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
213 Alger 17/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Eldorado
214 Alger 23/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Désirée
215 Tizi Ouzou 07/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Liseta
216 Boumerdes 11/04/2016 Subhumide/Hiver frais Saison Fabula
217 Alger 14/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Florice
218 Alger 14/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
219 Alger 14/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Spunta
220 Alger 14/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Passion
221 Alger 30/04/2016 Subhumide/Hiver tempéré Saison Florice
222 Bouira 24/11/2016 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriére-saison Spunta
223 Bouira 17/11/2016 Semi-aride/Hiver tempéré Avrriére-saison Spunta




ANNEXE I11. Caractéristiques techniques du métalaxyl.

Nom commercial

Ridomil Gold® 480

Nom commun de la matiére

Metalaxyl

Nom chimique

Méthyl N-(méthoxyacétyle)-N-(2,6-xylyle)-DL-alaninate

Groupe chimique

Phénylamides

Formule moléculaire

C15H21NO4

0 CH,
k) J
JE—CH—0

H(|3—N CHy

CH,

H,C

Concentration en matiére active

480 mg

Forme

Poudre mouillable (WP)

Propriétés physiques et chimiques

Fine poudre blanche

Poids moléculaire : 279,33 g/mol

Solubilité dans I’eau : 8 400 mg/l a 22°C
Soluble dans la plupart des solvants organiques
Densité : 1,20 g/lcm® a 20°C

Point de fusion : 71-72°C

Point d’ébullition : 295,9°C a 760 mm Hg

Informations toxicologiques

Toxicité aigue par voie orale : DLsochez le rat est de 669 mg/kg
Toxicité aigue par pénétration cutanée : DLsochez le rat est supérieura 3
mg/kg

Irritation de la peau : moyenne irritation
Irritation des yeux : légere irritation

Informations écologiques

Pratiqguement non toxique pour les oiseaux et les poissons d'eau douce
N'est pas persistant dans le sol
Non-toxique pour les abeilles

Spectre d’activité

Large spectre d’action, principalement sur les Oomycétes (Phytophthora
spp. , Plasmopara viticola)

Mode d’action :

Fongicide systémique présentant une action préventive et curative pour le
contréle des mildious




ANNEXE V. Croissance mycélienne moyenne des isolats de P. infestans appartenant aux trois lignées
clonales sous différentes températures par wilaya.

Croissance mycélienne moyenne (mm)a
différentes températures

Lignées clonales Wilayas Code des isolats 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C
EU_13 A2
Alger 11P12 28,67 63,00 71,67 17,67 -
Alger 11 P04 29,33 62,00 70,67 56,67 -
Alger 11 P11 32,67 63,00 71,67 12,00 -
Alger 11 P12 28,67 62,00 73.50 17,67 -
Alger 11 P06 39,67 72,00 71,33 12,00 -
Alger 14 P28 24,67 70,33 72,33 12,67 -
Alger 15 P30 25,67 71,67 74,00 13,00 -
Alger 15 P29 41,67 60,33 68,67 15,00 -
Bouira 15 P33 27,00 72,67 72,00 33,00 -
TiziOuzou 15 P16 34,00 57,33 68,67 14,00 -
TiziOuzou 14 P20 24,00 54,33 68,67 12,33 -
Médéa 15 P22 21,00 39,67 49,00 25,33 -
Tizi Ouzou 15 P13 37,33 65,33 73,00 10,67 -
Médéa 15 P31 31,33 59,67 71,67 9,67 -
Bouira 15 P41 26,67 71,67 72,33 15,00 -
Tizi Ouzou 15 P17 34,33 72,00 72,67 12,00 -
Tipaza 15 P14 26,67 68,00 72,00 11,33 -
Bouira 15 P44 29,67 71,67 71,67 13,00 -
Ain Defla 14 P30 25,33 59,33 71,33 13,00 -
Alger 15 P30 28,66 66,33 73,33 12,33 -
Alger 11 P10 33,00 58,33 75,33 15,00 -
Guelma 13 P18 36,00 71,00 73,00 7,00 -
Mascara 15 P37 30,00 70,33 72,33 15,33 -
EU_2_A1l
Ain Defla 11 P08 29,00 65,00 72,33 14,67 -
Alger 11 P09 30,00 67,67 73,00 18,33 -
Alger 11 P02 35,33 72,67 73,33 6,33 -
Alger 14 P03 32,00 69,67 87,66 13,33 -
Alger 13 PO1 29,67 67,67 71,33 9,00 -
EU_23 Al
Ain Defla 15 P29 26,00 33,00 69,33 20,33 -
Boumerdés 15 P51 32,33 62,33 71,33 15,33 -
Boumerdés 15 P55 51,00 72,00 69,00 17,33 -
Tipaza 15 P59 36,67 63,33 72,00 8,67 -
Bouira 15 P32 33,67 41,00 69,33 12,67 -
Boumerdés 15 P50 32,33 66,00 71,67 12,33 -
Alger 16 PO1 24,67 66,00 71,33 11,33 -
Alger 15 P39 33,33 73,00 78,00 16,67 -

Mascara 15 P35 26,33 72,00 74,00 11,67 -




ANNEXE V. Classement des 213 isolats de P. infestans génotypés par type sexuel et par MLL

correspondant.

Régions Wilayas Codes des isolats  Etages bioclimatiques Types sexuels MLLs

Ouest Mascara 0.15.94 Aride/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Ouest Mascara 0.15.113 Aride/Hiver tempéré Al EU_23 Al
Ouest Mascara 0.15.115 Aride/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Ouest Mascara 0.15.119 Aride/Hiver tempéré Al EU_23 Al
Ouest Mascara 0.15.122 Aride/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Ouest Mascara 0.15.123 Aride/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Ouest Mascara 0.15.124 Aride/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Ouest Mascara 0.15.125 Aride/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Ouest Mascara 0.15.126 Aride/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Ouest Mascara 0.15.127 Aride/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Ouest Mostaganem 0.15.128 Aride/Hiver tempéré Al EU_23 Al
Centre Bouira C.10.1 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.10.2 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al

Centre Tizi Ouzou C.11.3 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Tipaza C.114 Subhumide/Hiver frais A2 EU 13 A2
Centre Alger C.115 Subhumide/Hiver tempéré Al MLL inconnu
Centre Alger C.11.6 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.11.7 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.11.8 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al

Centre Tipaza C.11.9 Subhumide/Hiver frais A2 EU 13 A2
Centre Ain Defla C.11.10 Semi-aride/Hiver frais Al EU 2 Al

Centre Alger C.11.11 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.11.12 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.11.13 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.11.14 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Ain Defla C.12.15 Semi-aride/Hiver frais A2 MLL inconnu
Centre Ain Defla C.12.16 Semi-aride/Hiver frais A2 MLL inconnu
Centre Ain Defla C.12.17 Semi-aride/Hiver frais A2 MLL inconnu
Centre Alger C.12.18 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al

Centre Boumerdes C.12.19 Subhumide/Hiver frais A2 EU 13 A2
Centre Alger C.13.20 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al

Centre Alger C.13.21 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Médéa C.13.22 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Médéa C.13.23 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2

Centre Ain Defla C.13.24 Semi-aride/Hiver frais A2 EU 13 A2




ANNEXE V (suite)

Régions Wilayas Codes des isolats  Etages bioclimatiques Types sexuels MLLs
Centre Alger C.13.25 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.13.26 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.13.27 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.13.28 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.13.29 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Tizi Ouzou C.13.30 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Tizi Ouzou C.13.31 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Tizi Ouzou C.13.32 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.13.36 Subhumide/Hiver tempéré Al MLL inconnu
Centre Alger C.14.37 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.38 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.39 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.40 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.41 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.42 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.43 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.44 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.45 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.46 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.47 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.48 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.49 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.50 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.1451 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.52 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.53 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.54 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.55 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.56 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Tizi Ouzou C.14.58 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.59 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al
Centre Alger C.14.62 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Ain Defla C.14.63 Semi-aride/Hiver frais A2 EU 13 A2
Centre Ain Defla C.14.64 Semi-aride/Hiver frais A2 EU 13 A2
Centre Alger C.14.65 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.14.66 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2




ANNEXE V (suite)

Régions Wilayas Codes des isolats  Etages bioclimatiques Types sexuels MLLs

Centre Alger C.14.67 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al

Centre Alger C.14.68 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.14.69 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.14.70 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.14.71 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al

Centre Médéa C.14.73 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13_A2
Centre TiziOuzou C.14.74 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.14.75 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.14.76 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al

Centre Alger C.15.77 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.78 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.79 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.80 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al

Centre Alger C.15.81 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.82 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.83 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.84 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.85 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.86 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.87 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.88 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 23 Al
Centre Tizi Ouzou C.15.89 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Tipaza C.15.90 Subhumide/Hiver frais A2 EU 13 A2
Centre Tizi Ouzou C.15.91 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Tizi Ouzou C.15.92 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Tizi Ouzou C.15.93 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Tizi Ouzou C.15.95 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Tizi Ouzou C.15.96 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.97 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.98 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 2 Al

Centre Alger C.15.99 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.100 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.101 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.102 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.103 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.104 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2




ANNEXE V (suite)

Régions Wilayas Codes des isolats  Etages bioclimatiques Types sexuels MLLs

Centre Alger C.15.105 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.106 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.107 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.108 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.109 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Bouira C.15.110 Semi-aride/Hiver tempéré Al EU_23 Al
Centre Bouira C.15.111 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Bouira C.15.112 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Médéa C.15.114 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13_A2
Centre Tipaza C.15.116 Subhumide/Hiver frais A2 EU_13 A2
Centre Bouira C.15.117 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Médéa C.15.118 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13_A2
Centre Tipaza C.15.120 Subhumide/Hiver frais Al EU 23 Al
Centre Tipaza C.15.121 Subhumide/Hiver frais Al EU 23 Al
Centre Bouira C.15.129 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Tizi Ouzou C.15.130 Subhumide/Hiver tempéré A2 MLL inconnu
Centre Alger C.15.131 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.132 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.133 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.134 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.135 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Tipaza C.15.136 Subhumide/Hiver frais A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.137 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.138 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.139 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.140 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.141 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.142 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Tizi Ouzou C.15.143 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.144 Subhumide/Hiver tempéré A2 MLL inconnu
Centre Ain Defla C.15.145 Semi-aride/Hiver frais A2 EU 13 A2
Centre Bouira C.15.146 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Bouira C.15.147 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Médéa C.15.148 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Médéa C.15.149 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.150 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2




ANNEXE V (suite)

Régions Wilayas Codes des isolats  Etages bioclimatiques Types sexuels MLLs

Centre Alger C.15.151 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.152 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.153 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.154 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.155 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.156 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.157 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Tipaza C.15.158 Subhumide/Hiver frais A2 EU_13_A2
Centre Alger C.15.159 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.160 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.161 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre TiziOuzou C.15.162 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.15.163 Subhumide/Hiver tempéré Al EU_23 Al
Centre Boumerdes C.15.164 Subhumide/Hiver frais A2 EU_13 A2
Centre Boumerdes C.15.165 Subhumide/Hiver frais A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.166 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.167 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.168 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.169 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.170 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.171 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.172 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.173 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.174 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.175 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.176 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.15.177 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 23 Al
Centre Bouira C.15.178 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Bouira C.15.179 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Médéa C.15.180 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Médéa C.15.181 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Médéa C.15.182 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Bouira C.15.183 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Tizi Ouzou C.15.184 Subhumide/Hiver tempéré Al EU 23 Al
Centre Bouira C.15.185 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Bouira C.15.186 Semi-aride/Hiver tempéré Al EU 23 Al




ANNEXE V (suite)

Régions Wilayas Codes des isolats  Etages bioclimatiques Types sexuels MLLs

Centre Ain Defla C.15.187 Semi-aride/Hiver frais A2 EU_13_A2
Centre Alger C.16.188 Subhumide/Hiver tempéré Al EU_23 Al
Centre Boumerdes C.16.189 Subhumide/Hiver frais Al EU_23 Al
Centre Alger C.16.193 Subhumide/Hiver tempéré Al EU_23 Al
Centre Alger C.16.194 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.16.195 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.16.196 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.16.197 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.16.198 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.16.199 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.16.200 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.16.201 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.16.202 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Alger C.16.203 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU_13 A2
Centre Tizi Ouzou C.16.204 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Boumerdes C.16.205 Subhumide/Hiver frais A2 EU 13 A2
Centre Alger C.16.206 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.16.207 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.16.208 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.16.209 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.16.210 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Alger C.16.211 Subhumide/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Centre Bouira C.16.212 Semi-aride/Hiver tempéré Al EU 23 Al
Est Bouira C.16.213 Semi-aride/Hiver tempéré Al EU 23 Al
Est Guelma E.13.33 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Est Guelma E.13.34 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Est Guelma E.13.35 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Est Skikda E.14.57 Subhumide/Hiver chaud A2 EU 13 A2
Est Skikda E.14.60 Subhumide/Hiver chaud A2 EU 13 A2
Est Skikda E.14.61 Subhumide/Hiver chaud A2 EU 13 A2
Est Guelma E.14.72 Semi-aride/Hiver tempéré A2 EU 13 A2
Est Skikda E.16.190 Subhumide/Hiver chaud A2 EU 13 A2
Est Guelma E.16.191 Semi-aride/Hiver tempéré Al EU 23 Al
Est Guelma E.16.192 Semi-aride/Hiver tempéré Al EU 23 Al




ANNEXE VI. Caractéristiques et nombre des répliquas des 98 MLGs de P. infestans obtenus.

N° Wilayas Années MLLs MLGs Nombre des réplicats par MLG
1 Centre Bouira 2011 EU 23 Al MLG_01

2 Centre  Boumerdeés 2012 EU 23 Al MLG_01

3 Centre  Boumerdés 2012 EU 23 _Al MLG_01

4 Centre  Boumerdeés 2012 EU_23 Al MLG_01

5 Centre  Boumerdés 2013 EU 23 _Al MLG_01 9
6 Centre  Boumerdés 2014 EU 23 _Al MLG_01

7 Centre  Boumerdés 2014 EU_23 Al MLG_01

8 Centre  Boumerdés 2015 EU 23 _Al MLG_01

9 Centre Boumerdeés 2015 EU 23 Al MLG_01

10 Centre  Alger 2013 EU 13 A2 MLG_02 2
11 Centre  Alger 2013 EU 13 A2 MLG_02

12 Centre  Alger 2013 EU 13 A2 MLG_03 2
13 Centre  Bouira 2014 EU 13 A2 MLG_03

14 Centre  Bouira 2010 EU 13 A2 MLG_04

15 Centre  Bouira 2011 EU 13 A2 MLG_04

16 Centre  Bouira 2011 EU 13 A2 MLG_04 6
17 Centre  Bouira 2011 EU 13 A2 MLG_04

18 Centre  Bouira 2011 EU 13 A2 MLG_04

19 Centre  Bouira 2011 EU 13 A2 MLG_04

20 Est Skikda 2011 EU_13_A2 MLG_05 2
21 Est Skikda 2011 EU_13 A2 MLG_05

22 Centre  Tizi Ouzou 2011 EU 13 A2 MLG_06 2
23 Centre  Tizi Ouzou 2012 EU 13 A2 MLG_06

24 Centre  Ain Defla 2013 EU 13 A2 MLG_07 2
25 Centre  Ain Defla 2013 EU 13 A2 MLG_07

26 Centre  Alger 2013 EU 13 A2 MLG_08

27 Centre  Alger 2013 EU 13 A2 MLG_08

28 Centre  Alger 2013 EU 13 A2 MLG_08 5
29 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_08

30 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_08

31 Centre  Tizi Ouzou 2014 EU 13 A2 MLG_09 2
32 Centre  Tizi Ouzou 2014 EU 13 A2 MLG_09

33 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_10

34 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_10 3
35 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_10




ANNEXE VI (suite)

N° Wilayas Années MLLs MLGs Nombre des réplicats par MLG
36 Centre  Ain Defla 2014 EU 13 A2 MLG_11

37 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_11

38 Centre  Alger 2014 EU_13_A2 MLG_11

39 Centre  Alger 2014 EU_13_A2 MLG_11

40 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_11

41 Centre  Médéa 2014 EU 13 A2 MLG_11 12
42 Centre  Médéa 2014 EU 13 A2 MLG_11

43 Centre  Médéa 2014 EU 13 A2 MLG_11

44 Centre  Médéa 2014 EU 13 A2 MLG_11

45 Centre  Médéa 2014 EU 13 A2 MLG_11

46 Centre  Médéa 2014 EU 13 A2 MLG_11

47 Centre  Tipaza 2014 EU_13 A2 MLG_11

48 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_12 2
49 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_12

50 Centre  Alger 2014 EU_13 A2 MLG_13

51 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_13 4
52 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_13

53 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_13

54 Centre  Alger 2014 EU_13 A2 MLG_14

55 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_14

56 Centre  Alger 2014 EU 13 A2 MLG_14 5
57 Centre  Bouira 2014 EU 13 A2 MLG_14

58 Centre  Tipaza 2014 EU 13 A2 MLG_14

59 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_15 2
60 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_15

61 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_16

62 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_16 4
63 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_16

64 Centre  Boumerdeés 2015 EU 13 A2 MLG_16

65 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17

66 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17

67 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17

68 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17

69 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17

70 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17

71 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17

72 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17



ANNEXE VI (suite)

N° Wilayas Années MLLs MLGs Nombre des réplicats par MLG
73 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
74 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
75 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
76 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
77 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
78 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
79 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
80 Centre  Alger 2015 EU_13_A2 MLG_17
81 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
82 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
83 Centre  Alger 2015 EU_13_A2 MLG_17
84 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
85 Centre  Alger 2015 EU_13_A2 MLG_17
86 Centre  Alger 2015 EU_13_A2 MLG_17
87 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
88 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17 40
89 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
90 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
91 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
92 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
93 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
94 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
95 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
96 Centre  Alger 2015 EU 13 A2 MLG_17
97 Quest Mascara 2015 EU 13 A2 MLG_17
98 Quest Mascara 2015 EU 13 A2 MLG_17
99 Quest Mascara 2015 EU 13 A2 MLG_17
100 Centre Tipaza 2015 EU 13 A2 MLG_17
101 Centre Tipaza 2015 EU 13 A2 MLG_17
102 Centre Tizi Ouzou 2015 EU 13 A2 MLG_17
103 Centre Tizi Ouzou 2015 EU 13 A2 MLG_17
104 Centre Tizi Ouzou 2015 EU 13 A2 MLG 17
105 Centre Alger 2015 EU 13 A2 MLG 18
106 Est Guelma 2015 EU 13 A2 MLG_18 4
107 Est Guelma 2015 EU 13 A2 MLG_18
108 Est Guelma 2015 EU 13 A2 MLG_18




ANNEXE VI (suite)

N° Wilayas Années MLLs MLGs Nombre des réplicats par MLG
109 Centre Alger 2015 EU_13_A2 MLG_19

110 Centre Alger 2015 EU 13 A2 MLG_19

111 Centre Alger 2015 EU 13 A2 MLG_19 5
112 Centre Tipaza 2015 EU 13 A2 MLG_19

113 Centre Tizi Ouzou 2015 EU 13 A2 MLG_19

114 Centre Ain Defla 2015 MLL inconnu  MLG_20 2
115 Centre Ain Defla 2015 MLL inconnu  MLG_20

116 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_21

117 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_21 3
118 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_21

119 Centre Alger 2013 EU 2 Al MLG_22

120 Centre Alger 2013 EU 2 Al MLG_22

121 Centre Alger 2013 EU 2 Al MLG_22

122 Centre Alger 2013 EU 2 Al MLG_22

123 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_22

124 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_22

125 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_22 14
126 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_22

127 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_22

128 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_22

129 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_22

130 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_22

131 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_22

132 Centre Tizi Ouzou 2014 EU 2 Al MLG_22

133 Centre Ain Defla 2011 EU 2 Al MLG_23

134 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_23

135 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_23

136 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_23

137 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_23

138 Centre Alger 2010 EU 2 Al MLG_23 11
139 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_23

140 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_23

141 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_23

142 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_23

143 Centre Alger 2014 EU 2 Al MLG_23

144 Est Guelma 2015 EU 23 Al MLG_24 1



ANNEXE VI (suite)

N° Wilayas Années MLLs MLGs Nombre des réplicats par MLG
145 Est Guelma 2015 EU 23 _Al MLG_25 1
146 Centre Bouira 2015 EU_23 Al MLG_26 1
147 Centre Alger 2015 EU 23 _Al MLG_27 1
148 Ouest Mascara 2015 EU_23 Al MLG_28 1
149 Centre Tizi Ouzou 2015 MLL inconnu  MLG_29 1
150 Centre Alger 2015 EU_23 Al MLG_30 1
151 Ouest Mascara 2015 EU_23 Al MLG_31 1
152 Ouest Mostaganem 2016 EU_23 Al MLG_32 1
153 Centre Tizi Ouzou 2015 EU 23 Al MLG_33 1
154 Centre Alger 2014 EU 23 _Al MLG_34 1
155 Centre Alger 2015 EU_23 Al MLG_35 1
156 Centre Bouira 2015 EU 23 Al MLG_36 1
157 Centre Alger 2015 MLL inconnu  MLG_37 1
158 Centre Alger 2015 EU_23 Al MLG_38 1
159 Centre Alger 2015 EU_13_A2 MLG_39 1
160 Centre Alger 2015 EU 13 Al MLG_40 1
161 Centre Boumerdés 2015 EU 13 A2 MLG_ 41 1
162 Centre Tizi Ouzou 2015 EU 13 A2 MLG_42 1
163 Centre Médéa 2015 EU 13 A2 MLG_43 1
164 Centre Tipaza 2016 EU_13 A2 MLG_44 1
165 Centre Alger 2016 EU 13 A2 MLG_45 1
166 Centre Tizi Ouzou 2013 EU 13 A2 MLG_46 1
167 Centre Ain Defla 2013 EU 13 A2 MLG_47 1
168 Ouest Mascara 2013 EU 13 A2 MLG_48 1
169 Centre Bouira 2014 EU 13 A2 MLG_49 1
170 Centre Alger 2016 EU 13 A2 MLG_50 1
171 Est Skikda 2016 EU_13 A2 MLG_51 1
172 Centre Alger 2015 EU 13 A2 MLG_52 1
173 Centre Alger 2015 EU 13 A2 MLG_53 1
174 Centre Tizi Ouzou 2015 EU_13 A2 MLG_54 1
175 Centre Bouira 2015 EU 13 A2 MLG_55 1
176 Centre Alger 2015 EU 13 A2 MLG_56 1
177 Centre Tizi Ouzou 2015 EU_13 A2 MLG_57 1
178 Centre Tizi Ouzou 2015 EU_13 A2 MLG_58 1
179 Centre Médéa 2015 EU 13 A2 MLG_59 1
180 Centre Alger 2015 EU 13 A2 MLG_60 1
181 Quest Mascara 2015 EU 13 A2 MLG_61 1




ANNEXE VI (suite)

N° Wilayas Années MLLs MLGs  Nombre des réplicats par MLG
182 Centre Alger 2013 EU_13_A2 MLG_62 1
183 Ouest Mascara 2015 EU_13_A2 MLG_63 1
184 Centre Boumerdés 2015 EU_13_A2 MLG_64 1
185 Centre Alger 2013 EU_13_A2 MLG_65 1
186 Centre Alger 2014 EU_13_A2 MLG_66 1
187 Centre Alger 2015 EU_13_A2 MLG_67 1
188 Centre Alger 2015 EU_13_A2 MLG_68 1
189 Centre Bouira 2015 EU_13 A2 MLG_69 1
190 Centre  Boumerdés 2015 EU_13_A2 MLG_70 1
191 Centre Médéa 2015 EU_13_A2 MLG_71 1
192 Centre Boumerdes 2014 EU_23 Al MLG_72 1
193 Centre Tizi Ouzou 2014 EU_13_A2 MLG_73 1
194 Centre Alger 2014 EU_13_A2 MLG_74 1
195 Ouest Mascara 2016 EU_13_A2 MLG_75 1
196 Ouest Mascara 2011 EU_13_A2 MLG_76 1
197 Centre Alger 2015 EU_13_A2 MLG_77 1
198 Centre Alger 2015 EU_13_A2 MLG_78 1
199 Centre Alger 2015 EU 13 A2 MLG_79 1
200 Centre Alger 2015 EU 13 A2 MLG_80 1
201 Centre Alger 2011 EU 13 A2 MLG_81 1
202 Centre Ain Defla 2013 EU 13 A2 MLG_82 1
203 Est Guelma 2013 EU 13 A2 MLG_83 1
204 Centre Alger 2013 EU 13 A2 MLG_84 1
205 Centre Alger 2014 EU 13 A2 MLG_85 1
206 Est Skikda 2015 EU_13 A2 MLG_86 1
207 Centre Ain Defla 2015 MLL inconnu  MLG_87 1
208 Centre Bouira 2015 EU 13 A2 MLG_88 1
209 Centre Alger 2015 MLL inconnu  MLG_89 1
210 Centre Alger 2015 EU 2 Al MLG_90 1
211 Centre Alger 2015 EU 2 Al MLG_91 1
212 Centre Alger 2015 EU 2 Al MLG_92 1
213 Centre Alger 2015 EU 2 Al MLG_93 1
214 Centre Alger 2015 EU 2 Al MLG_94 1
215 Centre Alger 2015 EU 2 Al MLG_95 1
216 Centre Alger 2015 EU 13 A2 MLG_96 1
217 Centre Alger 2016 EU 2 Al MLG_97 1
218 Centre Alger 2011 EU 2 Al MLG_98 1
Nombre total des MLGs 98

Nombre total des réplicats

218
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Abstract

Potato is one of the most important agricultural crops in Algeria and worldwide.
Each year, potato late blight, caused by Phytophthora infestans, is responsible for sig-
nificant damage that leads to large production losses, and is thus a direct threat to
food security in Algeria. In this study, 131 isolates of P. infestans and 92 DNA finger-
prints captured on FTA cards were sampled from commercial and seed production
fields in three major potato production regions (western, eastern, and central) during
the main-season and late-season in Algeria over six cropping seasons (2010-2016).
Genotypes of P. infestans and population genetic diversity were analysed using a 17-
plex simple-sequence repeat (SSR) marker assay, and the mating type of all isolates
was characterized. Both mating types (A1 and A2) were found, and often occurred in
the same field. Differences in mating type proportion were observed between regions
and between sampling periods. Analysis with SSR markers showed the prevalence of
the EU_13_A2 lineage (70%) over EU_2_A1 (16%), EU_23_A1 (10%), and 4% of un-
known multilocus lineage (MLL). The EU_13_A2 showed differentiation within the
group. EU_23_A1 was found mainly in late-season crops. However, the cropping re-
gion did not influence the distribution of lineages due to the dispersal of the pathogen
in Algeria by seeds. Genetic structure did not reveal a clear variation in distribution
of the three lineages throughout the sampling regions. These data provide important
new information on the composition and change over time of P. infestans populations
in Algeria and open the way for a better understanding of the local epidemiology of

this important pathogen.
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1 | INTRODUCTION

Potato (Solanum tuberosum) is a major food crop that provides im-
portant nutrients around the world, being the first non-cereal
crop globally in terms of production after wheat, rice, and maize
(FAOSTAT, 2019). It is the third largest agricultural crop in Algeria,
in terms of acreage and production, after cereals and vegetables.
Potatoes are grown in almost all agricultural regions across the coun-
try. However, the most important areas are those where the soil-
water potential is favourable, such as in the regions of Ain Defla,
Bouira, Chlef, Guelma, Mascara, Mostaganem, Relizane, and Skikda,
all located in the north of Algeria. The total potato-growing area ex-
ceeds 157,864 ha for both the main and late seasons, with an annual
production of 5.02 million tonnes (FAOSTAT, 2019). Recently, potato
production has started in the El Oued region, in the south-east of the
country in the Sahara desert.

Late blight, caused by the oomycete Phytophthora infestans, is a
major threat to potato crops worldwide and is the most devastating
potato disease in Algeria. Since 2007, late blight has been responsi-
ble for significant yield losses in each growing season. Potato yield
losses are greater in the northern regions under the Mediterranean
climate due to more favourable conditions for late blight develop-
ment, compared to areas with semi-arid climates (Beninal et al.,
2009).

While the main control method for this disease is currently the
repeated application of fungicides, alternative disease control strat-
egies are effective in reducing both the yield losses and the nega-
tive side effects of chemicals on the environment and human health
(Flier et al., 2003).

P. infestans is a near-obligate hemibiotrophic pathogen with two
known mating types, A1 and A2 (Fry, 2008), that enable the patho-
gen to reproduce both asexually and sexually, generating zoospores
and oospores, respectively (Fry & Goodwin, 1997). The presence
of both mating types enables sexual reproduction of the pathogen,
which may generate a higher genetic diversity within P. infestans
populations and lead to increased adaptability of the pathogen to
environmental conditions, in particular to wider moisture and tem-
perature ranges (Mariette et al., 2016; Runno-Paurson et al., 2019).
These changes could make potato late blight control even more
challenging (Yuen & Andersson, 2013). This is why the detailed
knowledge of population genetic structures is critical for sustainable
control strategies.

Before 1980, the global P. infestans population (except in cen-
tral Mexico) was asexual and consisted of A1 mating type genotypes
only. In the late 1980s, the A2 mating type was introduced into
Europe as a result of successive potato imports from Mexico to fill
the crop shortage caused by the 1976 drought (Fry et al., 1993).

In Europe, the A2 mating type was first reported in Switzerland
in 1981 by Hohl and Iselin (1984) and has subsequently been identi-
fied in all European populations (Cooke et al., 2011). In Algeria, the
first report of the A2 mating type was in isolates collected in 2008,
which showed a complex virulence profile and resistance to the fun-
gicide metalaxyl (Beninal et al., 2009). In neighbouring countries, the

T WiLey-

A2 mating type was first reported in Morocco in 1999 (Hafidi et al.,
2002) and in Tunisia in 2005 (Jmour & Hamada, 2006).

The genotyping of P. infestans populations progressed when mi-
crosatellite (also known as simple-sequence repeat, SSR) markers
were developed (Lees et al., 2006). In Europe, new clonal lineages
have spread very quickly and have replaced the old ones (Cooke
et al., 2012). EU_13_A2, which is one of the most common geno-
types in Europe currently, was first detected in 2004 (Chmielarz
et al., 2014; Cooke et al., 2012; Mariette et al., 2016). P. infestans
populations have recently undergone rapid genetic changes due to
cross-breeding between genotypes and their subsequent appear-
ance throughout the potato-growing areas all over the world (Cooke
etal, 2012; Dey et al., 2018; Mariette et al., 2016).

Initial surveys of the composition of Algerian P. infestans popula-
tions collected from tomato and potato fields have been undertaken
inrecent years. These studies showed that the clonal lineage EU_13_
A2 was present in Algerian P. infestans populations along with two
other clonal lineages, EU_2_A1 and EU_23_A1, between 2007 and
2014 (Corbiére et al., 2015; Rekad et al., 2017). However, these data
remain insufficient because they do not cover all potato production
areas in Algeria and more recent epidemics.

Thus, in this study, a larger number of isolates from the main
potato-producing areas of the three main regions (west, east, cen-
tral) were collected and genotypically characterized with a 17-plex
SSR marker set, and also characterized for mating type. More spe-
cifically, we were interested in answering the following questions: is
there variation in the genotype and phenotype of P. infestans isolates
collected in Algeria during the period 2010 to 2016 according to re-
gion and cropping season and, if so, does it affect the pathogen's
sexual reproductive potential and late blight management advice?
Thus, knowledge of the genetic structure of this pathogen and its
geographical distribution in Algeria is a key element in establishing

effective control strategies.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Sampling

Leaves with late blight lesions and stems of several cultivars of po-
tatoes (mainly cv. Spunta) were sampled to obtain either living iso-
lates for in vitro culture or DNA on Whatman Flinders Technology
Associates (FTA) cards. These samples were collected from potato
fields in western, central, and eastern regions during seven consec-
utive cropping years, from 2010 to 2016, and from the two main
potato crops grown in a calendar year. The first crop (main season)
is planted from November to April, with harvest in May to July,
while the second crop (late season) is planted in August/September
and harvested in December/January. A total of 223 isolates were
collected from the 11 main potato-growing areas in Algeria:
Mostaganem and Mascara in the north-western region; Ain Defla,
Algiers, Tipaza, Médéa, Tizi Ouzou, Boumerdés, and Bouira in the
central region; and Guelma and Skikda in the east. Over all years, the



BENINAL ET AL.

"paxIy si subjsajul bioyaydorAyd Jo YNQ Y3 YdIYm Uo ‘spied vl 4,
00t 009 €ce l1e49A0
00¢ 0'0L 191 [Ie49A0
0°00T - T - - 1 - - - - - - wauese}so
0's¢ 0'SL (0] - - S S - - - - - eJedseiN I1SSM
00¢€ 00 (0] [Ie49A0

- 0°00T 14 T - - - € - - - - epS
0'sC 0'sL 9 4 - - - 1 € - - - ewpno seq
L'6C €T1L [4er4 1184970
LL 126 8T - 4 L ¥ 4 4 - 1 - noznQ 1z11
0'0C 008 G - - 8 @ - - - @ - ezed|
- 0°00T €T - - € S € 4 - - - EIPIN
688 17 cT T @ 9 @ - - T - - splawnog
L97 €€e8 ST - 4 14 8 - - - - T elinog
00T 006 cT - - € @ @ T € T - e|yaq uly
STy G'8S ozt LT 1 Ge 8T 1€ 8 T 8 T si2I8ly  |eljud)
Tv odA} Sunely gvadAl  |esanQ So|dwesylq  saje|osl .So|dwes /| 4 s9)e|os! s9)e|os! soje|os! soje|os! saje|os! s9)e|0s! Ajjeson uoi3ay
Sunep Jo ‘'oN Jo 'ON J0 'ON Jo 'ON Jo 'ON Jo ‘'OoN Jo 'ON
(TET = U) (%) 910C ST0C ¥10C €10¢ cr0c 110C (014014

9dA} Sunjew jo Aouanbau4

sp[a1} o3e30d U0 9TOZ pPUE OTOZ U9aMIaq a3is Suljdwes Jad (Zy pue Ty) sadA3 Suizew Jo Aduanbaly pue pa3oa||0d sajejos] Jo JaquinN T 379V L

460
WILEY- [t



BENINAL ET AL.

) WiLey |

FIGURE 1 Number of isolates per
year and sampling map used in this study.
(a) Each line represents a clonal lineage:
blue dash with dot, EU_13_A2 (n = 152);
green dotted line, EU_23_A1 (h = 18); red
dashed line, EU_2_A1 (n = 36); and purple
solid line, unknown multilocus lineage
(MLL; n = 7). (b) Map of northern Algeria
showing sampling sites by clonal lineage,
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number of samples collected from each region was 202 (central), 10
(east), and 11 (west) (Table 1, Figure 1). We also scouted crops in the
eastern Sahara production area (El Oued), but, due to unfavourable
climatic conditions for late blight development, P. infestans was not

found there.

2.2 | Isolation, purification, and conservation of
isolates of P. infestans

Small pieces of infected tissue (leaves and stems) were cut from the
sporulating margin of the lesion and placed on slices of a susceptible
potato cultivar (Spunta), making sure that the sporulating side of the
lesion was in contact with the tuber surface.

Tuber slices were then placed on a moistened sponge pad in
closed plastic boxes, and thereafter incubated at 15°C for 5 days.
The mycelia with sporangiophores and sporangia forming on the
tuber slice surface were collected and transferred to pea agar con-
taining antibiotics (30 mg/L rifamycin and 200 mg/L ampicillin;
Corbiére & Andrivon, 2003). Petri dishes with pure cultures were
incubated in the dark at 15-18°C.

From the 223 total isolates, 131 were obtained as live cultures.
The remaining 92 were obtained as mixed potato and pathogen DNA
on FTA cards. These cards were used to collect DNA fingerprints
from remote late blight outbreaks and of different genotypes from
closely spaced lesions on the same leaf, probably derived from sex-
ual recombination (samples were taken from the same location, from

basal leaves very close to the ground and repeated only in the exper-

imental trials; Table 1).

2.3 | Mating type determination

The mating type of each live isolate was determined by individual
pairing on pea agar with known Al and A2 tester isolates. After 10-
14 days of incubation in darkness at 15°C, Petri dish cultures were
examined under a microscope for the presence or absence of oo-
spores in the zone of mycelial interaction between paired isolates.
Isolates forming oospores on Petri dishes with the A1 mating type
tester were rated as A2; isolates that formed oospores with the

A2 mating type were registered as A1l.

2.4 | DNA extraction

Mycelial discs of P. infestans were grown in liquid pea broth previ-
ously autoclaved at 120°C for 20 min. After 3 weeks of incubation at
15°C, mycelium was washed three times in sterile distilled water and
lyophilized. In addition, well-marked prints of late blight were kept
on FTA cards, onto which DNA is quickly fixed (http://agro.au.dk/
fileadmin/euroblight/Protocols/Protocol_for_sampling_Phytophtho
ra_infestans_DNA_using_FTA_cards.pdf). DNA of the live isolates
was extracted using NucleoSpin Tissue kit according to the manu-
facturer's instructions. The manufacturer's protocol was used to


http://agro.au.dk/fileadmin/euroblight/Protocols/Protocol_for_sampling_Phytophthora_infestans_DNA_using_FTA_cards.pdf
http://agro.au.dk/fileadmin/euroblight/Protocols/Protocol_for_sampling_Phytophthora_infestans_DNA_using_FTA_cards.pdf
http://agro.au.dk/fileadmin/euroblight/Protocols/Protocol_for_sampling_Phytophthora_infestans_DNA_using_FTA_cards.pdf
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purify the DNA from FTA cards using a 2 mm disk punched from

each card.

2.5 | SSR genotyping

Each isolate was genotyped at 17 microsatellite loci, namely PiG11,
Pi4B, Pi4G (Knapova & Gisi, 2002), D13, Pi04, Pi33, Pi16, Pi56, Pi63,
Pi70 (Lees et al., 2006), PinfSSR2, PinfSSR3, PinfSSR4, PinfSSR6a,
PinfSSR7, PinfSSR8, and PinfSSR11 (Li et al., 2010). For each locus,
one of four fluorescent markers (6FAM, NED, VIC, or PET) was
assigned.

PCRs were performed using Type-it Microsatellite PCR kit
(QIAGEN). The reaction volume of 5 ul consisted of 2 ul DNA (5 ng/
ul), 2.5 ul of PCR master mix (Qiagen), 0.5 ul of primers, and 3 uM
MgCl,.

Amplification was carried out in a C1000 thermal cycler (Bio-
Rad) under the following conditions: initial denaturation step at 94°C
for 5 min; 30 cycles of 94°C for 20 s, 58°C for 25 s, and 72°C for
30 s; and a final elongation step at 72°C for 5 min.

Amplification products were divided into two batches, based on
expected allele sizes: 6FAM (D13, PinfSSR8), VIC (Pi04, Pi70), NED
(G11, PinfSSR3, and PinfSSR11), PET (PinfSSR2, Pi4B) in batch 1 and
6FAM (Pi63), VIC (Pi16, PinfSSR6), NED (Pi4G, PnfSSR4), PET (Pi33,
Pi56) in batch 2. Samples 8 pl in volume, comprising a loading buf-
fer containing a mixture of 5 ul Hi-Di deionized formamide, 500 LIZ
size marker, and 3 ul of 150-fold dilutions of the multiplexed PCR
products, were sequenced in an ABI Prism 3130xI DNA sequencer,
according to the manufacturer's instructions (Applied Biosystems).
Allele size and assignation were read using GeneMapper v. 3.5
(Applied Biosystems) software.

2.6 | Dataanalysis

Mating type frequency across regions was calculated and the pro-
portions of each type calculated according to each potato-growing
season (main and late seasons).

SSR genotypes were grouped according to their geographical
location. Parameters studied included total number of alleles (Ar),
effective number of alleles (Ae) at each locus and at each population,
and the number of private alleles (Pa). Genetic diversity, such as ex-
pected heterozygosity in the data set (H,) and that calculated from
expected heterozygosity (H,) at each locus and in each population,
were estimated using Genodive v. 2.0 (Meirmans & Van Tienderen,
2004). A kinship covariance matrix constructed in Genodive v. 2.0
was loaded into Primer 7. A two-way analysis of variance (per-
manova-+), (factor 1 = regions; factor 2 = multilocus lineages [MLLs]),
was conducted with 10,000 unrestricted permutations of raw data
and type Il sums of squares. The significance is based on pseudo-F
value (Clarke & Warwick, 2001).

Genotype v. 1.2 login was used to calculate the distance ma-
trix using the infinite allele model with a threshold set to 0. Two

levels of analysis were considered: (a) individuals were grouped
according to their geographical location, and (b) MLL was assigned
to each individual, and therefore the total number of genotypes
(MLGt), the effective number of genotypes (MLGe), genotypic
diversity (Div), and the Shannon-Weiner's corrected index (Shc)
were calculated in Genodive v. 2.0. The constructed genetic ma-
trix, based on the neighbour-joining clustering algorithm using
1000 bootstraps, was used to construct a polar tree in FigTree v.
1.4.2. The MLL for each isolate and multilocus genotypes (MLGs)
were determined using GenAlEx v. 6.5.0.3 software (Peakall &
Smouse, 2012). The population genetic structure was analysed
using STRUCTURE v. 2.3.4, with the optimal number of clusters
(K) determined with the AK method (Evanno et al., 2005), imple-
mented in STRUCTURE HARVESTER (Earl & VonHoldt, 2012).
The number of genetic groups (K) was tested from K = 1 to 10,
with 20 replicates for each K to check for the Markov chain Monte
Carlo (MCMC) convergence. For each run, 20,000 burn-in period
steps followed by 100,000 iterations were performed. The poste-
rior probability of the data [InP(D)] for each K value was checked
to confirm the optimal number of clusters (K) chosen. A comple-
mentary principal component analysis (PCA) was performed using
Genodive v. 2.0 in order to validate the genetic structure. The
pairwise population differentiation F statistics and the level of sig-
nificance were calculated using Genodive v. 2.0.

Analysis of molecular variance (AMOVA) was performed twice
(Excoffier et al., 1992). First, the individuals were grouped accord-
ing to their geographical location (west, central, and east). Then, the
grouping was done considering the MLL (EU_13_A2, EU_2_A1, and
EU_23_A1). These analyses helped determine how the genetic di-
versity is partitioned within and among populations. AMOVA was
performed using Genodive v. 2.0. The ploidy independent infinite al-
lele model (Rho-st) algorithm (Ronfort et al., 1998) was selected as it
is the only measure of population differentiation that is independent
of the ploidy level and appears unbiased by the type of inheritance
(Meirmans & Van Tienderen, 2013).

3 | RESULTS

3.1 | Mating types

Both A1 and A2 mating types were found among P. infestans isolates
collected in Algeria. Out of the 131 live isolates characterized, 60%
(78 isolates) belonged to the A2 mating type and 40% (53 isolates)
to the A1 mating type. No isolate formed oospores with both testers
(Table 1).

The A2 mating type prevailed throughout the years of study
and in all regions except Boumerdés and Mostaganem. However, it
should be noted that in these areas only one isolate (A1 mating type)
was collected in 2015 (Figure 1). Both mating types (A1 and A2) were
found in the same disease outbreak, especially in the central and
western regions. Differences between the proportion of both mat-
ing types and the growing season were observed, with prevalence
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FIGURE 2 Proportion of mating type
A1 (black) and A2 (white) by crop season
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of the A1 mating type in late-season and of the A2 mating type in
main-season isolates (Figure 2).

3.2 | SSR polymorphism

The total number of alleles per locus ranged from 2 to 20 according to
the populations. When populations were pooled according to regions,
the total number of alleles was 45 (east), 47 (west), and 78 (central).
The D13 locus was most polymorphic, with a large number of alleles
(n = 20) and a high allele frequency (0.253). By contrast, Pi16, Pi33,
Pi56, Pi70, Pinf SSR2, and Pinf SSR7 markers showed a small number
of alleles (n = 2) and a lower allele frequency of 0.025 (Table 2).

TABLE 2 Allelic richness, allelic
frequency, effective number of alleles,
average expected heterozygosity, and the
overall heterozygosity per locus D13

G11

PiO4

Pi16

Pi33

Pi4B

Pi4G

Pi56

Pi63

Pi70

Pinf SSR11
Pinf SSR2
Pinf SSR3
Pinf SSR4
Pinf SSRé6a
Pinf SSR7
Pinf SSR8

Locus ID

Overall

Main season (n=56)

Late-season (n=75)
Crop season

The average number of informative alleles per locus was
2.083 and varied from 1.046 to 3.785 depending on populations
(Table 2). The overall mean number of informative alleles was sim-
ilar in all regions, rating at 2.011 (east), 2.061 (west), and 2.205
(central).

The central population of P. infestans exhibited a high number
of private alleles (27), while only one private allele was found in the
eastern population and none were revealed in the west.

Heterozygosity levels were significantly different for both H,
(0.046-0.754) and H, (0.047-0.758) with a mean H, of 0.464 and H,
of 0.462 (Table 2). Values of H, and H, were similar for each regional
group, with a mean of 0.464 and varying slightly between 0.456
(east), 0.467 (west), and 0.469 (central) (Table 3).

Size range
(bp) Ar (Af) Ae H, H,
132-222 20(0.253) 3.447 0.746 0.730
140-208 10 (0.127) 3.182 0.700 0.707
166-170 3(0.038) 1.876 0.478 0.484
176-178 2(0.025) 1.818 0.462 0.466
203-206 2(0.025) 1.145 0.130 0.131
205-217 3(0.038) 2.440 0.606 0.610
157-161 3(0.038) 1.897 0.500 0.490
174-176 2(0.025) 2.000 0.506 0.517
148-157 3(0.038) 2.347 0.591 0.593
192-195 2(0.025) 1.046 0.047 0.046
329-356 4(0.051) 1.276 0.224 0.224
173-175 2(0.025) 1.088 0.085 0.084
258-272 5(0.063) 2.308 0.577 0.584
284-300 8(0.101) 3.785 0.758 0.754
240-246 4(0.051) 1.811 0.464 0.464
196-198 2(0.025) 1.786 0.447 0.456
260-268 4(0.051) 2.153 0.543 0.554
79 (4.647) 2.083 0.462 0.464

Note: Total number of alleles (Ar), allelic frequency (Af), effective number of alleles (Ae), average
expected heterozygosity (H), and the overall heterozygosity (H,).
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Population N
West 11
Central 192
East 10
Overall

Ar (Af)

47 (0.595)
78(0.987)
45 (0.57)
56.67
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Ae

2.061
2.205
2.011
2.092

TABLE 3 Number of individuals, allelic

H H . . .
= g richness, allelic frequency, effective
0.467 0.467 number of alleles, number of private
0.469 0.469 alleles, average expected heterozygosity,
and the overall heterozygosity per
0.456 0.456 . .
geographical region
0.464 0.464

Note: Number of individuals (N), allelic richness (Ar), allelic frequency (Af), effective number of
alleles (Ae), number of private alleles (Pa), average expected heterozygosity (H,), and the overall

heterozygosity (H,).

Sum of Mean
Source df squares squares
MLL 3 15.173 5.058
Region 0.775 0.387
MLL x Region 1.074 0.358
Residual 204 73.96 0.362
Total 212 90.98

Pseudo-F P

13.95
1.069
0.988

TABLE 4 Permanova for the pair of
variables Varl = MLL and Var2 = region
for the whole data set (N = 206)

<0.001

0.286
0.462

Note: Multilocus lineage (MLL), degrees of freedom (df), F value by permutation (pseudo-F), and p
value from 10,000 unrestricted permutations of raw data and type Il sums of squares.

3.3 | Multilocus lineages

Out of 223 individuals, 213 were genotyped successfully, with 192
(central), 10 (east), and 11 (west). They could be grouped into three
major MLLs, namely EU_13_A2 (nh = 152), EU_2_A1 (n = 36), and
EU_23_A1 (n = 18). Seven individuals exhibited an as yet unrecorded
MLL and were excluded from all further analyses. Mating type re-
sults supported the assigned genotypes.

The EU_13_A2 lineage was present in all sampling years from
2010 to 2016 and in all Algerian potato-growing areas, while EU_2_
Al was not detected in the 2015 collection and was replaced by
EU_23_A1. Unclassified MLLs were also found in the central region
between 2011 and 2016 (Figure 1a).

Fsr showed no significance in levels of differentiation be-
tween pairs of populations, with Fs; values of 0.002 (central-east;
p = 0.235), 0.003 (west-central; p = 0.086), and 0.004 (west-east;
p = 0.179). A different pattern was observed for the same parame-

ter between pairs of MLLs; differences were small but statistically

significant between EU_13_A2 and EU_23_A1 (0.068; p < 0.001),
EU_13_A2and EU_2_A1 (0.076; p < 0.001), and between EU_23_A1
and EU_2_A1 (0.089; p < 0.001).

The two-way permanova showed that the effect of the MLL is
very highly significant on the kinship coefficient and is sufficient to
explain most of the variance (pseudo-F&197 =13.95; p < 0.001). The
region variable explains a small part of the total variance, with no
statistical significance (pseudo-sz197 =1.07;p=0.286; Table 4). The
MLGt and MLGe found by region varied from 5 to 4.17 in west, from
6 to 3.33 in east, and from 32 to 2.6 in central. The genotypic diver-
sity value in the west population was the highest (0.836) followed
by the east population (0.778), and the central population (0.618).
Shc values were high, ranging from 0.756 in west, 0.89 in central,
and 0.97 in east. When individuals were grouped according to their
MLL, results for MLGt varied between 6 (EU_2_A1), 12 (EU_23_A1),
and 18 (EU_13_A2). The MLGe values varied between 1.342, 1.618,
and 9.529, respectively, for the three MLLs. Div values were sig-
nificantly different between EU_2_A1 (0.262), EU_13_A2 (0.384),

TABLE 5 Number of individuals,

e n —— —— Div She total number and effective number of
EU_13_A2 152 18 1.6182 0.3845 0.5744 genotypes, genotypic diversity, and the
EU 2 Al 36 6 1.3416 0.2619 0.4296 Shannon-Weiner's corrected index by
geographical region (west, central, and
EU_23_A1 18 12 9.5294 0.9477 1.3154 . .
east), and per multilocus lineage (EU_13_
West 11 5 41724 0.8364 0.7561 A2, EU_2 A1, and EU_23_A1)
Central 192 32 2.5968 0.6181 0.8903
East 10 6 3.3333 0.7778 0.9701

Note: Number of individuals (n), total number of genotypes (MLGt), effective number of genotypes

(MLGe), genotypic diversity (Div), Shannon-Weiner's corrected index (Shc).
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TABLE 6 Analysis of molecular
. Sum of
variance tests for the whole data set
(N = 206) divided rding t rah Source of squared Mean Percentage
- | e. acco g to geography variation Nested in deviation df squares of variance
and multilocus lineage (MLL)
Region Within population  1662.4 210 79 98.2
Among population 21.4 2 10.7 1.8
MLL Within population 953.5 203 4.7 40.9
Among population 593.6 2 296.8 59.1°

2Statistical significance at p < 0.05.

FIGURE 4 Principal component
analysis results for the whole data set

(N = 206) grouped according to multilocus
lineage on the two main components that
explain 81.2% of the total variance. Blue
circle, EU_13_A2; red circle, EU_2_A1;
and green circle, EU_23_A1. EU_23_A1
and EU_2_A1 were negatively correlated .
to axis 1 while EU_13_A2 was positively

correlated with it [Colour figure can be
viewed at wileyonlinelibrary.com]
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and EU_23_A1 (0.948). Also, Shc values varied between EU_2_A1 3.4 | Geneticstructure
(0.430), EU_13_A2(0.574), and EU_23_A1 (1.315) (Table 5).

AMOVA analysis showed a low and insignificant percentage of
variance (1.8%; p = 0.06) that is explained by the regions, which in-
creased significantly for clustering based on MLLs (59.1%; p = 0.02;
Figure 3; Table 6).

The genetic structure for the whole data set revealed that indi-
viduals were distributed into three main groups, matching the three
major lineages described above (Figure 4). One group contained all
individuals belonging to the A1 mating type. The EU_13_A2 MLL
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divided into two groups. No introgression was found except for
only one individual from the EU_23_A1 MLL that showed a mixed

assignment to group 3 (Figure 5) and might be a recombinant. The

EU_13_A2 was the most prevalent lineage, representing 70% of all
isolates collected from 2010 to 2016, and was present in all Algerian
potato production regions. The EU_2_A1 clonal lineage, represent-
ing 16% of the P. infestans population collected from 2010 to 2015,
was found mainly in the centre of Algeria (Algiers, Ain Defla, and
Tizi Ouzou). EU_23_A1, which represented 10%, was detected
in 2015 and 2016 in central regions such as Algiers, Boumerdés,
Bouira, Tipaza, and Tizi Ouzou, but also in the west (Mascara and
Mostaganem) and in the east (Guelma). Other, unclassified isolates
were detected between 2011 and 2016 in low numbers and repre-
sented only 4% of the collection. Overall, the distribution of MLGs
showed multiple occurrences of the same genotypes within each
region. In total, 98 MLGs were found during the sampling period
(2010-2016) with the 218 replicates. The highest frequency of oc-
currence (0.179) was noted for MLG_17, with 40 replicates found in
four localities. The major MLGs, with a number of replicates above
10, were mainly distributed in Algiers (MLG_17, MLG_22, MLG_11,
and MLG_23), Tipaza (MLG_17 and MLG_11), Tizi Ouzou (MLG_17
and MLG_22), and Ain Defla (MLG_11 and MLG_23) (Table 7).

(a)

1.00
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0.40
0.20

0.00
EU_13_A2

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00
(c) EU_13_A2

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

EU_13_A2

4 | DISCUSSION

Several investigations on P. infestans populations in Algeria have
been carried out over the past decade, such as the studies of Rekad
etal. (2017) in the west of Algeria during the period 2008-2014 and
Belkhiter et al. (2019) on host adaptation in P. infestans populations.
This paper supplements these earlier reports with more comprehen-
sive data on the population structure of P. infestans, and comes to
three major conclusions: (a) in Algeria, P. infestans populations are
dominated by three major clones (EU_13_A2,EU_2_A1,and EU_23_
A1), but also contain some minor lineages that are possibly recom-
binants; (b) these populations are not geographically differentiated,;
and (c) temporal variations between seasons and years suggest
carry-over of primary inoculum between hosts.

Our data confirm the presence in Algeria of three major clonal
lineages (EU_13_A2, EU_2_A1, and EU_23_A1) of P. infestans,
alongside other unclassified isolates possibly resulting from sex-
ual reproduction. They highlight the prevalence of P. infestans
EU_13_A2 genotype across Algerian potato crops, and the regional
distribution of EU_2_A1 and EU_23_A1. The rise of EU_13_A2
explains the recent increase in the frequency of the A2 mating

type (Rekad et al., 2017), and mirrors findings in neighbouring

EU 2 A1  EU_23 Al

EU_2 Al  EU_23_Al

EU_2_A1  EU_23_Al

FIGURE 5 Bar plotindicating the probability of microsatellite assignment based on STRUCTURE analysis for the whole data set grouped
by MLLs. (a) K = 3; (b) K = 4; (c) K = 5 [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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TABLE 7 Major MLGs occurrence frequency and replicates count (over 10) distributed by locality

Locality MLL
Algiers, Mascara, Tipaza, Tizi Ouzou EU_13_A2
Algiers, Tizi Ouzou EU_2_A1
Ain Defla, Algiers, Médéa, Tipaza EU_13_A2
Ain Defla EU_2_A1l

Abbreviations: MLG, multilocus genotype; MLL, multilocus lineage.

Maghreb countries, Morocco (Sedegui et al., 2000) and Tunisia
(Harbaoui et al., 2013; Jmour & Hamada, 2006). The study pe-
riod (2010 to 2016) was characterized by an important increase
in late blight prevalence and severity nationwide, and closely fol-
lows the first detection of A2 genotypes in the country in 2007
(Beninal et al., 2009; Rekad et al., 2017). Many reports mention
the current dominance of EU_13_A2 on potato since 2004-2006
in Europe (Cooke et al., 2012; Mariette et al., 2016), and more re-
cently outside Europe (Dey et al., 2018). This dominance was often
attributed to increased virulence and aggressiveness (Chmielarz
et al., 2014; Cooke et al., 2012), although recent work showed that
other factors, such as over-seasoning ability, are probably involved
(Mariette et al., 2016). The EU_2_A1 clonal lineage was previously
reported on potato and tomato in Algeria (Rekad et al., 2017).
However, this genotype was found at low frequencies in recent
years relative to EU_13_A2. It was identified only from potato at
high frequency, which strongly suggests its specialization to the
potato crop. In France, the EU_2_A1 lineage was dominant on po-
tato before 2006 (Mariette et al., 2016), but is now infrequent. The
low frequency of EU_2_A1 isolates in Algerian populations could
be explained by a better inclusive fitness or particular adaptive
capabilities of EU_13_A2 compared to EU_2_A1 (Corbiére et al.,
2015). However, EU_2_A1 recently emerged as an invasive clone
in eastern Africa, where it caused severe epidemics (Njoroge et al.,
2019). There is evidence that EU_2_A1 was introduced in eastern
Africa through seed imports from Europe, a situation that may also
have occurred in Algeria, where average yearly seed tuber impor-
tations are important (100,000 tonnes) and originate mainly from
the Netherlands (58%), France (16%), and Denmark (13%). EU_2_A1
was probably introduced several years ago, and then became es-
tablished in Algeria. However, it is noteworthy that some clones
prevalent in western Europe at the same time as EU_2_A1, such
as EU_6_A1 or EU_8_A1, were not found within the Algerian pop-
ulations surveyed. In Europe these clones are mainly restricted to
oceanic climates prevalent in north-western Europe and might not
be able to thrive under Mediterranean conditions.

By contrast, EU_23_A1 was detected in one sample collected
from potatoin Mostaganemin 2013 andinafurther five samples from
the same area the following year (Rekad et al., 2017). We found this
lineage in 2015 and 2016 in the centre and east of Algeria. While it is
primarily adapted to tomato in Europe (Mariette et al., 2016), it was
present at a higher frequency on potato in Egypt (EI-Ganainy et al.,
2013). EU_23_A1 is genetically identical to the US_23 genotype,

No. of MLG Frequency of
MLG ID replicates occurrence
MLG_17 40 0.179
MLG_22 14 0.062
MLG_11 12 0.053
MLG_23 11 0.049

which has caused severe epidemics on both potato and tomato in
the USA in recent years (Danies et al., 2013). It is quite possible that
EU_23_A1 may be of local origin and persists thanks to its ability
to bridge hosts grown year-round in the Mediterranean area. This
hypothesis is reinforced by the observation that the A2 mating type
was rare from late-season samples, unlike the A1 mating type. It is
thus likely that the inoculum infecting the late-season crops is mainly
born on tomato, to which the EU_23_A1 is best adapted. This inocu-
lum transfer between crops is made easier than in many other areas,
because potato and tomato crops are grown year-round in Algeria,
often in close proximity under the same environmental conditions
(Belkhiter et al., 2019).

While A1l genotypes were genetically well structured, with
few MLL variants, the EU_13_A2 lineage seems to be undergoing
genetic differentiation. The phylogenetic tree shows a cluster-
ing of individuals according to geographical sites, indicating the
emergence of local variants of this lineage. This confirms the re-
sults obtained in the AMOVA and mirrors the report of subclonal
variation noticed by Rekad et al. (2017). Interestingly, four MLGs
were missing in the central region (the most intensely sampled).
This might be due to restrictive conditions for their development
in this area, in response to continuous climate variation. However,
this subclonal variation and regional distribution of some of the
minor genotypes were not sufficient to generate a strong geo-
graphic differentiation within population genetic structures.
Indeed, and unlike the situation reported in some other Maghreb
countries such as Morocco (Hafidi et al., 2002), no clear regional
structure emerged from our surveys. The low variance part ex-
plained by the variable “Region” for the kinship coefficient indi-
cates that individuals are different not because they belong to
different geographical regions, but rather because there is not a
clear pattern of MLG distribution.

This lack of regional differentiation may be due to the national
seed production strategy, according to which seeds are produced in
defined areas and sold all over the country, favouring the dispersal
of the same pathogen genotypes in Algeria. It might also reflect the
fact that the hosts themselves are not geographically structured:
Spunta is the dominant potato cultivar in all production regions sam-
pled, and all these regions grow both potato and tomato. The rela-
tively low values of MLGe indicate that the pathogen is well adapted
within its range of expansion. Often P. infestans populations have the
capacity to adapt locally and let local variants emerge (e.g., Mariette
et al., 2016), but this adaptation is negated when populations are
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strongly subjected to largely uniform selection pressures by a single
host (Montarry et al., 2008).

The geographical and temporal overlaps in the distribution of

both crops possibly also favours the presence of both mating types
(A1 and A2) in the same field outbreak, which was observed in sev-
eral fields in Algiers, Boumerdes, and Mascara. This co-occurrence
increases the likelihood of sexual reproduction of P. infestans in
Algerian potato fields. While we have no direct evidence of recombi-
nation among genotypes, it is hypothesized that sexual reproduction
would generate greater genetic diversity resulting in genotypes that
are more aggressive and difficult to control. This sexual population
also means an increased risk of oospore-derived late blight attacks
very early in the season, as reported in northern populations (Kiiker
et al., 2019). However, the genetic diversity revealed in this study
was quite low within sites with little heterozygosity, which is consis-
tent with a clonal structure of local populations. This result does not
match observations by Rekad et al. (2017) for the western region.
This discrepancy might be explained by the relatively low number
of SSR markers used in their study. It is therefore important to con-
tinue tracking both recombinants and oospore formation during fu-

ture surveys.
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ABSTRACT

Late blight caused by Phytophthora infestans (Mont.) de Bary is one of the most important biotic constraints to
Solanaceae crops. This investigation was carried out to study host adaptation of some P. infestans clonal lineages
present in Algeria. A total of 36 isolates from different clonal lineages were tested, including EU_23_A1 (n=28),
EU_2_A1 (n=3) and EU_13_A2 (n=5), cross inoculation were carried out on potato and tomato leaflets, aggressiveness
components such as incubation period, latency period, lesion area and sporangia production were assessed. The
results indicated that isolates of EU_23_A1 and EU_2_A1 clonal lineage showed no significant differences in lesion size
on both hosts, but sporulated more abundantly on tomato than on potato. However, EU_13_A2 isolates were more
aggressive on potato than on tomato, these results suggest that the P. infestans population in Algeria is subdivided into
potato specialist isolates such as the EU_13_A2 lineage, which attacked only potato under field conditions and
generalists such as EU_23_A1 and EU_2_A1 lineages which are more adapted to tomato, but attack potato under field
conditions. This study is the first in Algeria to identify host adaptation among P. infestans clonal lineages. These data
can be useful in developing sustainable control strategies to treat both hosts, especially tomato, which contribute to

the production of secondary inoculum in order to reduce the risk of major late blight epidemics.

Keywords: Host specialization, Late blight, Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum

INTRODUCTION

Potato Solanum tuberosum (L.), and tomato Solanum
lycopersicum (L.), occupy an important place in Algerian
agricultural economy. Potato is grown during three
seasons in 156 thousand ha with an annual production
of 5 million tons (FAOSTAT, 2016). Whereas, tomato is
grown all year-round in 22 thousand ha, in plastic house
and in open fields with an annual production of 1 million
tons (FAOSTAT, 2016); most part of its production is
located in the northern regions, including Biskra in the
south.

Phytophthora infestans is the major biotic constraint to
these crops in Algeria. Since 2007, severe late blight

Submitted: September 01, 2019

Revised: December 01, 2019

Accepted for Publication: December 19, 2019

* Corresponding Author:

Email: belkhitersihem@gmail.com

© 2017 Pak. ]. Phytopathol. All rights reserved.

147

epidemics have been recorded annually, in northern
regions where climatic conditions are very favourable for
late blight development, infection can occur at any time
during the growing season. This Oomycete pathogen is
heterothallic with two mating types Al and A2, which can
induce sexual reproduction and oospores formation
(Mizubuti and Fry, 1998). The pathogen infects all above
ground parts of the plant, even tomato seeds and potato
tubers. Under favourable conditions black lesions develop
on leaves and stems; the underside of leaf is covered with a
fine white mycelium with sporangiophores and sporangia
which are rapidly disperse by wind or rain (Akhtar et al,
2012; Nowicki et al, 2012). The infected field can be
destroyed in seven to ten days due to the pathogen's ability
to spread rapidly (Fry, 2008).

Potato and tomato are the main hosts infected by P.
infestans (Seidl Johnson and Gevens, 2014), this specific
ecological situation in which two or more potential hosts
are grown in the same environment leads to important
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epidemiological consequences; the inoculum can move
easily from one host to the other and vice versa (Erselius et
al, 1997). It is essential to determine the host adaptation
among new P. infestans clonal lineages in order to have an
optimal integrated late blight management (Seidl Johnson
and Gevens, 2014).

Some specific P. infestans lineages are usually associated
with only a single host. In Brasil and Ecuador, the BR_1
lineage (A2 mating type) and EC_1 lineage (A2 mating type)
were associated only with potato; while US_1 lineage (Al
mating type) with tomato, respectively (Oyarzun et al,
1998; Reis et al, 2003; Maziero et al, 2009; de Miranda et
al, 2010). However, some clonal lineages in USA, infect
both potato and tomato, such as US_11 (A1l mating type),
US_22 (A2 mating type), and US_23 (Al mating type)
(Blandén-Diaz et al, 2012; Danies et al, 2013).

Most of P. infestans genotypes present in Algeria originate
from Europe. The EU_ 13_ A2 is the current highly
aggressive lineage; which had been detected in many
potato fields in Europe, Africa and Asia (Naveed et al,
2017). It has been reported in Europe since 2004 (Cooke et
al, 2012). While, EU_2_A1 was the main genotype in France
until 2006 (Corbiere et al, 2015). However, EU_23_A1 has
been reported on tomato crops in Great Britain (Stroud et
al, 2016). It seems that this clonal lineage has the same SSR
profile as the US_23 genotype, which is very aggressive on
potato and tomato crops in USA. In Algeria, isolates of
EU_13_A2 clonal lineage were detected only on potato
(Beninal et al, 2008; Corbiére et al, 2015; Rekad et al,
2017). However, isolates widely found on tomato belong to
A1 mating type such as EU_2_A1 and EU_23_A1 (Corbiére et
al, 2015).

The purpose of this study is to clarify the possibility of host
adaptation of some Algerian P. infestans clonal lineages by
aggressiveness tests on detached leaflets of potato and
tomato using cross-inoculation under controlled
conditions. The aggressiveness components such as
incubation period, latency period,
sporangia production were quantified which revealed the
effect of the original host on isolate aggressiveness.
MATERIALS AND METHODS

Plant material: Commercial seeds of tomato cv. Marmande
and potato cv. Spunta have been used in this study. Those
were provided by the Vegetables Institute (ITCMI) located
at Staoueli (Algiers) Both cultivars are very susceptible to
late blight. Plants were grown in pots filled with a mixture
of 50% disinfected soil and 50% compost, under
glasshouse with regulated temperature between 25°C

lesion area and
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during day and 20°C during night. Leaflets of the same
stage were harvested after nine weeks for pathogenicity
tests.

Phytophthora infestans isolates: In total, 36 isolates were
used in this study (Table 1), collected from the main tomato
and potato production regions around Algiers and other
areas such as Tipaza, Boumerdes, Mascara, Guelma, Medea,
Bouira, Tizi ouzou during 2013 to 2016. Isolates were
obtained from infected potato and tomato stems, by
isolation technique, small pieces of infected fresh samples
(leaf, stem and fruit) were placed on potato slices, these
were put in closed Petri dishes and incubated at 18°C in the
dark. After 4 or 5 days, mycelium formed was purified by
repetitive transfers in pea agar medium amended with
antibiotics (30 mg of Rifamycine and 200 mg of Ampicillin);
pure cultures were maintained at 18°C.

The isolates have been characterized genotypically using
17 SSR loci (Belkhiter et al, 2017). The clonal lineages were
named according to the classical European nomenclature
established by Cooke et al, (2012). We used 5 isolates of
EU_13_A2 clonal lineage, 3 isolates of EU_2_A1l clonal
lineage and 28 isolates of EU_23_A1 clonal.

Inoculation: Sporangial suspensions were prepared by
flooding 3-weeks old P. infestans cultures with 5 ml of
sterilized distilled water. The concentration of sporangia
was adjusted to 5 x 104 sporangia ml! and kept at 4°C for 3
h to promote zoospores release. All detached leaflets were
inoculated with a 20 pl sporangial suspension on the
abaxial side. Six leaflets were inoculated for each isolates
and placed on a moist sterilized filter paper in Petri dishes
and incubated at 20°C in a growing chamber during a 16 h
light, 8h dark period.

Aggressiveness evaluation: Aggressiveness components
such as incubation period expressed by daily observation of
the first symptoms; latency period was determined by daily
observation of the first sporangia production were
assessed. Lesion area was measured five days post
inoculation, using the formula reported by Vleeshouwers et
al. (2000) as follows: the lesion area =1/4 x 1 x length x
width of necrosis. Sporangia production was scored seven
days post inoculation, infected leaflets were washed with
10 ml of stzed distilled water and sporangia were counted
using Malassez cell, expressed as the number of sporangia
ml?,

P. infestans is an oomycete that has the ability to produce
sporangia. Under microscope the sporangia have an ovoid
shape containing swimming cells called zoospores. This
asexual form is responsible for inoculum spread.
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Table 1. Characteristics of isolates used in this study, collected during 2013 - 2016 from different Algerian regions on

infected potato and tomato.

Region Locality Year of Sampling  Number of isolates Original host Clonal lineages
Algiers Staoueli 2014,2015 4 Tomato EU_23_ A1
2015 2 Potato EU_13_A2
2014 1 Tomato EU_2_A1
El Harrach 2014 1 Potato EU_2 A1l
2016 2 Tomato EU_23_A1
Bab Ezzouar 2016 1 Potato EU_23 Al
Zeralda 2014 4 Tomato EU_23_A1
Tipaza Chenoua 2014,2015 14 Tomato EU_23_A1
2015 1 Potato EU_23_A1
Boumerdes Khemis el khechna 2015 1 Potato EU_23_A1
Mascara _ 2015 1 Potato EU_23_A1
Guelma _ 2013 1 Potato EU_13 A2
Medea Galb el kebir 2015 1 Potato EU_13_A2
Bouira Ain bessam 2015 1 Potato EU_13_A2
Tizi ouzou Soumaa 2014 1 Potato EU_2_A1l
DATA ANALYSIS infestans clonal lineages don’t produce the same kind

The data for aggressiveness components were
subjected to an analysis of variance (ANOVA) and the
mean values were compared using the Tukey HSD test
with o = 0.05. All Statistical analyses were performed
using the software R v.3.3.2. (The R Foundation for
Statistical Computing, 2016).

RESULTS

Symptoms assessment: All isolates tested were
pathogenic to both potato and tomato. However, P.

of symptoms (Figure 1). EU_23_A1 isolates were very
biotrophic on tomato and showed lesions difficult to
delimit on leaflets with abundant sporulation after five
days post inoculation (Figure 1A). On potato, this
lineage produced dark lesions with less sporulation. In
contrast, EU_13_A2 produced a darker necrosis; with
less abundant sporulation on tomato leaflets. Unlike
potato leaflets, EU_13_A2 isolates showed large lesions
with abundant sporulation (Figure 1B).

Figure 1. Symptoms of tomato and potato isolates on detached leaflets of both hosts. (A) Lesions produced by isolate
of EU_23_A1 clonal lineage. (B) Lesions produced by isolates of EU_13_A2 clonal lineage.
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Aggressiveness of P. infestans clonal lineages on
potato and tomato: Incubation period showed no
significant interaction between P. infestans clonal
lineages and hosts (Table 2), it ranged from 3.5 days
(EU_13_A2, on tomato) to 4.73 days (EU_2_A1, on
tomato). However, on potato this period was ranged
from 3.6 days with EU_13_A2 isolates to 4.53 days
with EU_2_A1 isolates.

Latency period was shorter on tomato than on potato,
ranging from 4.39 days (EU_13_A2, on tomato) to 6
days (EU_2_A1, on potato). It was statistically
significant between hosts and EU_23_A1 and EU_2_A1
clonal lineages (P<0.001). While, no significant
difference was noticed with EU_13_A2 lineage and
both hosts (P=0.15).

DOI: 10.33866/phytopathol.031.02.0514

Lesions area ranged from 357.57 mm? (EU_13_A2, on
tomato) to 629.44 mm? (EU_23_A1, potato), it’s been
significantly larger on potato than on tomato with
EU_13_A2 isolates (P<0.001). Both EU_23_A1 and
EU_2_A1 lineages had slightly larger mean lesions
area on potato than tomato, these differences were
not significant (P = 0.32 and P = 0.58, respectively)
(Table 2, Figure 2).

Sporangia production ranged from 4.1 x10* sporangia
ml! (EU_2_A1, on potato) to 48.86x10* sporangia ml-!
(EU_13_A2, on potato). EU_23_A1 and EU_2_A1
isolates sporulated more abundantly on tomato than
on potato (P<0.001). In contrast, EU_13_A2 isolates
sporulated more profusely on potato than on tomato
(Table 2, Figure 2).

Table 2. Mean values of aggressiveness components; thirty six isolates were inoculated on potato cv. Spunta and

tomato cv. Marmande.

Components Cultivars EU_13_A2 (n=5) EU_2_Al1(n=3) EU_23_A1(n=28)
Incubation period Marmande 35a 4.73 a 3.73a
(days) Spunta 3.60a 453 a 3.77 a
Pr(>F) 0.67 0.33 0.63
Latency period Marmande 439a 52a 444 a
(days) Spunta 4.88a 6b 486 b
Pr(>F) 0.15 0.0049 ** 7.96e-08 ***
Lesion area (mm?) Marmande 357.57a 455.88 a 588.77 a
Spunta 549.06 b 533.85a 629.44 a
Pr(>F) 0.00551 ** 0.58 0.32
Sporangia production Marmande 21.99x10%a 21.56x10*b 43.53x10*b
(Sporangia x 10-4) ml! Spunta 48.86x10*b 4.1x10*a 15.35x10%a
Pr(>F) 0.0107 * 0.000241 *** <2e-16 ***

The mean aggressiveness components are expressed using Tukey’s HSD test with a=0.05.The statistic significant are

expressed using asterisk (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).

Specific virulence of isolates on their respective
and alternative host: Incubation period showed no
significant interaction between potato and tomato
their hosts (P=0.94, P=0.85,
respectively). It ranged from 3.73 days (tomato
isolates, on tomato) to 3.91 days (potato isolates, on
potato).

Latency period was shorter on tomato than on
potato with all isolates ranging from 4.44 days
(Tomato isolates, on tomato) to 5.11 days (Potato
isolates, on potato). Tomato isolates showed
significant results between hosts (P<0.001). While,

isolates and
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potato isolates showed no significant hosts
interaction (P= 0.085). Lesion areas ranged from
364.64 mm? (Potato isolates, on tomato) to 625.89
mm? (Tomato isolates, on potato), values were not
significant between tomato isolates and both hosts
(P = 0.65). While, potato isolates showed a larger
lesion on potato than on tomato (P< 0.05).

Sporangia production
important on tomato than on potato
(P<0.001). In contrast, potato isolates sporulated
more abundantly on their original host than on the

tomato (P< 0.05) (Table 3).

of tomato isolate was

leaflets
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Figure 2. Pathogenicity of each clonal lineage on tomato cv. Marmande and potatocv. Spunta. (A) Lesion area
expressed in mm?. (B) Sporangia production expressed by the number of sporangia x 104ml-1.The means of
lesion area and sporangia production are separated using Tukey’s HSD test with a=0.05. n.s= no significant.

Table 3. Mean values of the aggressiveness components of isolates on tomato and potato.

Components Cultivars Tomato isolates n= 25 Potato isolates n=11
Incubation period Marmande 3.72a 3.80a
(days) Spunta 3.73a 391a
Pr(>F) 0.94 0.85
Latency period Marmande 444 a 4.56a
(days) Spunta 4.83b 511a
Pr(>F) 1.96e-07 *** 0.085
Lesion size (mm?) Marmande 615.19 a 364.64 a
Spunta 625.89 a 549.73 b
Pr(>F) 0.654 0.0263 *
Sporangia production Marmande 46 ab 22.02a
(Sporangia x 10-4) ml! Spunta 14.46a 30.69b
Pr(>F) <2e-16 *** 0.0483 *

The mean aggressiveness components are expressed using Tukey’s HSD test with a=0.05. The statistic significant are

expressed using asterisk (*P <0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).

DISCUSSION

In Algeria, potato and tomato crops are grown all year
round and often in close proximity under the same
environmental conditions. Investigations on P. infestans
have shown that isolates of the EU_13_A2 clonal lineage
have been detected only on potato at all sites (Beninal et
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al, 2008; Corbiere et al, 2015; Rekad et al, 2017). While
EU_23_A1 and EU_2_A1 clonal lineages were found on
tomato and little on potato under field conditions. These
observations theoretically showed the presence of host
adaptation among P. infestans populations, confirmed by
aggressiveness tests carried out carried out during the



Pak. ]. Phytopathol,, Vol. 31 (02) 2019 - 147-154

present study on potato and tomato leaflets under
controlled conditions. The symptoms exhibited by P.
infestans clonal lineages were very different on potato
and tomato. The EU_23_A1l isolates were highly bio-
trophic on tomato and showed the same symptoms
described by Vega-Sanchez et al (2000), and Danies et al.
(2013).

With regard to sporulation, the EU_23_A1 clonal lineage
sporulated two times more than both EU_2_A1 and
EU_13_A2 lineages on tomato leaflets. While, EU_13_A2
lineage sporulated profusely on potato than on tomato
leaflets. However, EU_2_A1l sporulated less than the
other lineages, but sporulated profusely on tomato than
on potato. Abundant sporulation on the foliage suggests
that these host plants are more likely to contribute to
epidemics through the production of secondary
inoculums and to increase the inoculum amount of the
same genotype, which contributes to the maintaining of
separate P. infestans populations (Suassuna et al., 2004;
Seidl Johnson and Gevens, 2014).

The adaptation of P. infestans population on both potato
and tomato is also derived from their original host
(Michalska et al, 2016). In our data, we found that
isolates collected from tomato produced almost lesion of
the same size on potato and tomato leaflets. Usually,
lineages detected on tomato are more generalist than
those found on potato (Kroner et al, 2017). Vega-
Sanchez et al (2000); suggests that P. infestans
adaptation to tomato is not always associated with
reduced fitness on potato. As the case in Algeria, it would
appear that isolates of EU_23_A1 and EU_2 _A1 lineages
are well adapted to tomato plants and have the ability to
switch from tomato to potato under field conditions. In
the other hand, potato isolates are more aggressive on
their original host than on tomato. As in Europe, some
lineages such as EU_13_A2 and EU_6_A1 are considered
as potato specialists (Kroner et al, 2017). Consequently,
they do not adapt well to a substrate other than potato
and lose their performance on another host plant
(Michalska et al, 2016).

According to our results, the Algerian EU_13_A2 lineage
may also be considered as a specialist potato lineage.
However, in southern India, this lineage causes serious
outbreaks in potato and tomato fields (Chowdappa et al,
2013, 2015). The population structure of P. infestans is
different in each country and influenced by several
factors such as environmental conditions: presence of
potential host in the region, cultural practices and the
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introduction of new lineages by infected seeds from

other countries.

This research should be continued and extended to other

host ranges of Solanaceae outside potato and tomato in

Algeria. Indeed, it is important to monitor the evolution

and adaptation of P. infestans populations on host plants

to better control this potentially destructive pathogen by
taking into account appropriate rotation and an effective
fungicide treatment schedule.
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ABSTRACT

Messgo-Moumene, S., Boukhalfa, R., Belaidi, D., Beninal, L., Haddadj-Hamdi, S., and
Bellatreche, M. 2017. In vitro antifungal activity of different plant extracts against
Phytophthora infestans the causal agent of potato late blight. Tunisian Journal of Plant
Protection 12: 19-33.

Our study aimed to evaluate the in vitro antifungal activity of aqueous extracts prepared from seven
medicinal plants (Carya illinoinensis, Equisetum arvense, Rosmarinus officinalis, Pistacia lentiscus,
Mentha suaveolens, Punica granatum, and Posidonia oceanica) against A: and A: isolates of
Phytophthora infestans the causal agent of potato late blight. The crude (100%) plant extracts were
prepared by decoction and tested at various concentrations (70, 50, 30 and 10% v/v) for determining
their relative effectiveness against target pathogen. Their antifungal potential was assessed based on
their ability to inhibit pathogen mycelial growth, sporulation, germination and their capacity to affect
pathogen in vitro and in vivo survival after treatment. Tested aqueous extracts showed a variable
efficiency. For all noted parameters, the greatest inhibition rates were recorded using aqueous extracts
from P. granatum bark and from P. lentiscus leaves and berries (88%) used at the concentration of 10%
v/v. Their antifungal potential was expressed by lysis of mycelia and sporangia as well as inhibition of
P. infestans mycelial growth. Chemical analysis of phenolic compounds of tested aqueous extracts
revealed a close relationship between their contents in total polyphenols and the observed antifungal
activity. This study clearly demonstrated that pomegranate bark and leaves or berries mastic can be
explored as potential sources of bioactive molecules for potato late blight control.

Keywords: Biocide effect, Phytophthora infestans, plant aqueous extracts, polyphenols, Solanum
tuberosum
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fungus Phytophthora infestans is the most
important disease of potato crops
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worldwide. It can become pandemic under
low temperatures below 20°C and high
relative humidity (over 90%). Under
favorable conditions, total destruction of
potato crops may occur within 5 days
(Namanda et al. 2004).

Commercially grown potato
cultivars are moderately or extremely
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susceptible to disease. Thus, chemical
control is still being the mostly used tool
for late blight management (Fry and
Goodwin 1997). However, the abusive use
of metalaxyl, active ingredient in various
systemic fungicides, has led to the
development of highly resistant P. infestans
strains, thus, rendering disease control
more difficult and increasing crop
production costs (Bashan et al. 1989; Daayf
and Platt 2000; Daayf et al. 2000).

In response to public concerns about
fungicide toxicity and health risks together
with environmental pollution, the tendency
to substitute these chemicals with naturally
derived products was timely in plant
protection. Thus, natural plant-derived
products seem to be the most interesting
alternatives.

In this concept, seven herbal
aqueous extracts were evaluated in vitro
against P. infestans to determine their
antifungal potential against mycelial
growth, sporulation and germination as
well as pathogen survival after treatment,
followed by chemical identification of
polyphenols in the different tested plant
extracts.

MATERIALS AND METHODS
Plant material.

Seven medicinal plants  were
selected for this study. Plant parts collected
for extraction were randomly removed
during autumn 2015, air-dried and stored in
dark glass jars until use. For the study of
the in vivo pathogen survival after
treatments, healthy detached leaves of
potato cv. Spunta were used.

Table 1. Plants selected for this study and their sampling sites

Tested plant Code Common name Organ used Sampling site
Carya illinoinensis Cl Pecan Leaves Regional station of the National
y Plant Protection of Boufarik city
Equisetum arvense EA Horsetail leaves and The_ experlm_ental university
stems station of Blida 1
Rosmarinus The experimental university
officinalis RO Rosemary Leaves station of Blida 1
S . PLL . Leaves and The forest of Fouka
Pistacia lentiscus Mastic . . .
PLB berries marine city
Mentha suaveolens MS Fragrant Mint Leaves The fields in Kolea city
Punica granatum PG Pomegranate Bark The fields in Kolea city
Posidonia oceanica PO Posidonia Leaves The sea in Cherchell

Pathogen inoculum.

Two purified isolates of P. infestans
were used. They were originally isolated
from potato-producing areas at EI Abbadia
(Department of Ain Defla) and Bourkika
(Department of Tipasa) sites. They were
previously identified as belonging to A;
and A P. infestans mating types (Messgo-
Moumene et al. 2015).

Tunisian Journal of Plant Protection

Preparation of plant aqueous extracts.
Plant aqueous extracts were
prepared according to Kalbende and Dalal
(2013) protocol with some modifications.
A 100 g-sample of plant material powder
was mixed with 1000 ml of sterile distilled
water (SDW) and held on a rotary shaker
for 12 h. The mixture was subsequently
filtered through a double-layered tissue and
then centrifuged at 4000 rpm for 30 min.

Vol. 12, No. 1, 2017



The supernatant was filtered through
Whatman filter paper No. 1 and sterilized
by autoclaving at 100°C for 10 min. The
resulting crude plant aqueous extracts were
separately stored aseptically at 4°C for later
use.

Assessment of the in vitro antifungal
activity of plant extracts against P.
infestans.

Inhibition of pathogen mycelial
growth. The in vitro antifungal activity of
tested plant extracts was assessed based on
Faroog and Nasreen (2015) technique. It
consists of placing 2 ml of each crude
(100%) extract in Petri plates (90 mm in
diameter) to which 20 ml of molten (cooled
at 48°C) Agar Pea medium (PPA) were
added just before solidification. A series of
dilutions (70, 50, 30 and 10% (v/v)) were
prepared for each plant extract. Control
plates were poured with PPA medium only.

After medium solidification, 5 mm
of myecelial plugs, removed from 21-day-
old cultures of either Al or A2 P. infestans
isolates, were deposited on medium
surface. After 7 days of incubation at 20°C,
the diameter of pathogen colony was
measured. The antifungal activity of
aqueous plant extracts was determined by
calculating mycelial growth inhibition rates
according to Mishra and Dubey (1992)

formula:
(DT — Dt)
[ (%) = T x 100

where I: Inhibition rate of mycelial growth
(%), DT: Diameter of pathogen colony in
control plates (mm), and Dt: Diameter of
pathogen colony grown on medium
amended with tested aqueous extract (mm).

Inhibition of pathogen
sporulation and germination. After 21
days of incubation at 20°C, 10 ml of SDW
were poured onto each culture of pathogen
isolates growing on PPA medium amended
or not with different concentrations (the
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same mentioned above) of the tested crude
plant aqueous extracts. Colonies were
scraped with a sterile Pasteur pipette and
the obtained sporangial suspension was
suspended in sterilized test tubes and
stirred using a Vortex. The sporangial
suspensions of A; and A; P. infestans
isolates were used for the determination of
the concentration of sporangia and
germinating sporangia using a Malassez
haemocytometer.  The inhibition  of

sporulation was calculated based on
Hmouni et al. (1996):

1S (%) = £ % 100
where 1S: Inhibition rate of pathogen

sporulation (%), ST: Concentration of
sporangia (Number of sporangia/ml) in
control tubes, and St: Concentration of
sporangia in treated tubes.

In addition, the inhibition rate of
sporangia germination (IG) was calculated
for each isolate using Berber et al. (2009)

formula:
(GT — Gt)
1G(%) = TX 100

where IG: Inhibition rate of sporangia
germination (%), GT: Concentration of
germinated sporangia in control tubes
(number of germinated sporangia/ml), and
Gt: Concentration of germinated sporangia
in treated tubes.

Survival of P. infestans isolates
after treatments. The survival of A; and A,
P. infestans isolates grown on PPA
medium amended or not with tested plant
agueous extracts was assessed in vitro on
unamended PPA medium and in vivo on
potato leaf discs.

The in vitro trial was carried out
according to Mahanta et al. (2007)
technique with slight modification. This
method relies on the recovery or not of
mycelial growth previously inhibited by the
extract after re-inoculation of explants on
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fresh PPA medium and incubation under
the same conditions. The mycelial growth
was followed daily during one week.

Trial performed on potato leaf
discs was carried out according to Klarfeld
et al. (2009) method. Potato leaves were
cut into discs of 3 cm in diameter, washed
with water, disinfected for 10 min in 2%
sodium hypochlorite solution and then
rinsed with SDW.

Sterile filter papers impregnated
with SDW were placed in plastic boxes
containing potato leaf discs. Explants of
control isolates and those previously
treated with crude aqueous plant extracts,
at the tested concentrations, were added.

Leaf discs were regularly
examined for disease development. Results
were expressed as the rate of infected leaf
areas. Inhibition rate of late blight infection
was determined according to Berber et al.
(2009) formula:

Inf (%) = 100

where Inf: Leaf infection rate (%), Inf T:
Infection rate in control leaf discs (%), Inf
(t): Infection rate in treated leaf discs (%).

(InfT — Inf(t)) o

Determination of total polyphenols in
plant aqueous extracts.

The total polyphenol contents in
plant aqueous extracts were determined
using the  Folin-Ciocalteu = method
(Singleton and Rossi 1965) where 200 pl of
the 1/50 diluted extract were mixed with 1
ml of Folin-Ciocalteu reagent at 10% and
0.8 ml of Na,COs at 7.5%. The mix was
incubated at room temperature for 30 min.
Absorbance was read at 765 nm using a
spectrophotometer. The results were
expressed in mg equivalent of gallic
acid/ug of dry plant material.
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Statistical analysis.

In order to validate the eventual
efficiency of plant aqueous extracts against
P. infestans isolates and to compare their
antifungal activity based on the various
pathogen biological parameters, statistical
analysis were carried out using the
SYSTAT  software  Version.  The
differences were considered significant at P
< 0.05 (Philipeau 1989).

Analysis of the variance was carried
out by the ANOVA test. It concerned the
inhibition rates of mycelial growth,
sporulation and germination of P. infestans
at five replicates for each parameter.

The total polyphenol contents of
each of the tested crude aqueous plant
extracts (100%) were also analyzed by the
ANOVA test at three replicates.

RESULTS
Effects of plant aqueous extracts on
mycelial growth of P. infestans isolates.
The inhibition of P. infestans
mycelial growth varied significantly (at P <
0.05) depending on the crude (100%) tested
plant agqueous extracts, targeted pathogen
isolates (A1 and A,) and their interactions.
Meanwhile, mycelial growth inhibition
rates were higher for A, P. infestans isolate
(90-72%) than for A; mating type (90-
25%) for all plant extracts excepting those
from posidonia (5-15%). The inhibition
was more important using mastic leaf and
berry extracts, pomegranate bark (90%) for
the two isolates and pecan leaf extracts
(90%) just for A2 isolate, good for horsetail
(80%), fragrant mint (75%) and rosemary
plant extracts, concerning A2 isolate, but
moderate for the common fragrant mint
(53%) concerning the Al isolate and
remained low for all the other plant extracts

(Fig. 1).
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Fig. 1. Effect of tested plant aqueous extracts on the mycelial growth of Phytophthora
infestans isolates cultured on Agar Pea Medium noted after 7 days of incubation at 20°C.
Bar segments mean standard deviation. Cl: Carya illinoinensis; EA: Equisetum arvense;
RO: Rosmarinus officinalis; PL: Pistacia lentiscus (PLL: leaves & PLB: berries); MS:
Mentha suaveolens; PG: Punica granatum; PO: Posidonia oceanica.

The three effective aqueous extracts
of pomegranate bark, mastic leaves and
berries showed variability in their potential
to inhibit the mycelial growth of each Al
and A2 P. infestans isolates depending on
used concentrations. All plant extracts
tested at different concentrations induced a
strong inhibition of the mycelial growth of
the A2 isolate. It seems to be maximal for
both P. infestans isolates at the following
concentrations: 100, 70, 50 and 30% share
for Al isolate for pomegranate bark (75%).
The analysis of variance revealed a
significant difference (P < 0.05) between
the two isolates of P. infestans with respect
to the aqueous extracts of the pomegranate

Tunisian Journal of Plant Protection

bark and the mastic leaves (PLL), but not
significant for the mastic berries (PLB, P =
0.082).

A strong pathogen inhibition (90-
82%) was induced by extracts applied at
100, 70, 50 and 30% for A2 isolate but just
for the third first concentrations for Al
isolate. It should be highlighted that the
inhibition rates recorded at the lowest
concentration (10%) of all tested plant
extracts exceeded 60% for isolate A2 and
70% for Al isolate. Thus, these plant
aqueous extracts can be recommended for
the important reduction (90%) of pathogen
growth at the inhibitory concentration of
30% (Fig. 2).
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Fig. 2. Effect of three tested plant aqueous extracts at five concentrations on the
mycelial growth of Al (above) and A2 (below) Phytophthora infestans isolates
cultured on Agar Pea Medium noted after 7 days of incubation at 20°C. Bar
segments mean standard deviation. PG: Punica granatum; PLL: Pistacia lentiscus

leaves; PLB : Pistacia lentiscus berries.

Effects of plant aqueous extracts on
sporulation and germination of P.
infestans isolates.

Analysis of the variance of
sporulation and germination inhibition rates
showed a significant difference (P < 0.05)
between the extracts of tested plants but not
significant between Al and A2 of P.
infestans isolates (P = 0.976 and P = 0.392
for the sporulation and germination trials,
respectively).

Inhibition of P. infestans sporulation
induced by tested extracts ranged between
15 and 100%. In fact, leaf (100%) and
berry mastic (98%), pomegranate bark

Tunisian Journal of Plant Protection

(100%) and pecan (80-95%) extracts
triggered high levels of inhibition of
pathogen sporulation whereas this effect
appeared to be moderate using horsetail
(58%) aqueous extract and remained low
for the other tested plant extracts (Fig. 3).
Moreover, all the tested extracts had
inhibited the germination of P. infestans
sporangia. The highest inhibition rates were
recorded using extracts from mastic
(berries and leaves) (100-94%)),
pomegranate bark (100%), pecan leaves
(78-95%) but they were moderate for
common horsetail leaves (55%) and low for
the other plant extracts (Fig. 3).
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Fig. 3. Inhibition of sporulation (above) and germination (below) of Al and
A2 isolates of Phytophthora infestans, noted after 21 days of incubation 20°C
on Agar Pea Medium, depending on plant aqueous extracts. Bar segments
mean standard deviation. Cl: Carya illinoinensis; EA: Equisetum arvense;
RO: Rosmarinus officinalis; PL: Pistacia lentiscus (PLL: leaves & PLB:
berries); MS: Mentha suaveolens; PG: Punica granatum; PO: Posidonia

oceanica.

Survival of P. infestans isolates following
treatments using plant aqueous extracts.

Analysis of the variance of
inhibition rates of mycelial growth and
infection of potato leaf discs of P. infestans
isolates previously inhibited in vitro by the
tested aqueous extracts showed a
significant difference (P < 0.05) between
the extracts of plants but not in vitro and in
vivo significant difference (P = 0.687 and
P =0.987) between Al and A2 P. infestans
isolates, respectively.
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Inhibition of mycelial growth of P.
infestans isolates previously inhibited by
crude (100%) plant aqueous extracts, noted
after one week of incubation at 20°C,
varied depending on tested plant extracts
(60-91%). In fact, very high levels of
inhibition were observed using
pomegranate bark extracts, mastic leaves
and berries as well as for pecan (91%) (Fig.
4). This confirms their high fungicidal
potential recorded in vitro.

Furthermore, all
extracts had

tested aqueous

plant inhibited  disease
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development on potato leaf discs. A total
suppression of disease expression (100%)
was recorded after one week of the
incubation using extracts from mastic
(berries and leaves), pomegranate bark and
pecan leaves. Also, the rate of infected leaf

areas was more than 40% using treatments
based on common horsetail (70%), fragrant
mint (50-67%) and rosemary (45-50%)
extracts compared to 20% noted on leaf
discs treated with Posidonia aqueous
extracts (Fig. 4).
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Fig. 4. In vitro (above) and in vivo (below) inhibition of survival of Al and A2
isolates of Phytophthora infestans previously inhibited by plant aqueous
extracts noted after 7 days of incubation at 20°C. Bar segments mean standard
deviation. Cl: Carya illinoinensis; EA: Equisetum arvense; RO: Rosmarinus
officinalis; PL: Pistacia lentiscus (PLL: leaves & PLB: berries); MS: Mentha
suaveolens; PG: Punica granatum; PO: Posidonia oceanica.

Content of total polyphenols from
aqueous plant extracts.

The total polyphenol contents of
plant extracts varied significantly (P <
0.05) depending on tested plants. The
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highest levels were found in extracts from
pomegranate bark (344 pg/ml) and mastic
leaves (126 pg/ml) and mastic berries (98
pg/ml). However, they were detected in
lower levels in the other plants (Fig. 5).
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Fig. 5. Total polyphenol contents detected in tested plant aqueous extracts against
Phytophthora infestans. Bar segments mean standard deviation. GA: Gallic acid; DM:
dry material; CIl: Carya illinoinensis; EA: Equisetum arvense; RO: Rosmarinus
officinalis; PL: Pistacia lentiscus (PLL: leaves & PLB: berries); MS: Mentha
suaveolens; PG: Punica granatum; PO: Posidonia oceanica.

DISCUSSION

One of the major originalities of
plants is their ability to produce highly
diversified natural substances. They
frequently accumulate these secondary
metabolites which represent an important
source of bioactive molecules (Haddouchi
and Benmansour 2008) intensively
examined and used in plant protection
(Daferera et al. 2000). Some plant extracts
(Davidson and Naidu 2000) and essential
oils (Kurita et al. 1981) showed activity
against a wide range of plant pathogenic
fungi.

In the present study, aqueous
extracts from pomegranate bark, pecan
leaves and mastic leaves and berries have
shown an excellent inhibitory effect but
low antifungal potential was noted for the
fragrant mint, rosemary and common
horsetail leaves and very low for Posidonia
ones. Our results are in agreement with
those of many authors reporting the
efficiency of some plant extracts in the
control of potato late blight (Bekele et al.
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2006; Maharjan et al. 2010; Yanar et al.
2011).

The inhibitory effect of extracts
from P. granatum bark against the mycelial
growth of other plant pathogenic fungi has
been already reported by Shuhua et al.
(2010). Their results have shown the
efficiency of methanolic and aqueous
extracts against Penicillium digitatum.
These extracts may contain active
antifungal compounds such as
punicalagine, castagalagine, granatine,
catechin, gallocatechin, kaempferol, and
quercetin (Jayaprakasha et al. 2006). The
synergistic interactions of these compounds
could increase their antifungal activity.
Indeed, the punicalagine isolated from the
pomegranate bark displayed an
antimicrobial activity against Candida
albicans (De et al. 1999). Pomegranate
bark extract showed antifungal activity
against Penicillium citrinum, P. patulum,
P. roquefortii and Aspergillus ochraceus.

Moreover, the high frequency of use
of P. lentiscus leaves may be explained by
the fact that they are rich in secondary
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metabolites responsible for its interesting
biological properties (Bigendako-Polygenis
and Lejoly 1990). Several studies have
reported significant antibacterial and
antifungal activities in this plant (Gardeli et
al. 2008; Kordali et al. 2003). However,
antifungal activity seems to be much more
interesting (lauk et al. 1996). Its efficiency
lies much more in the synergistic effect of
some of its active compounds (Derwich et
al. 2008). Studies on the effect of P.
lentiscus extracts on plant pathogens are
limited. Kordali et al. (2003) showed the
inhibitory effect of crude extracts from P.
vera, P. terebinthus, and P. lentiscus
against the mycelial growth of Pythium
ultimum and Rhizoctonia solani but these
extracts did not inhibit Fusarium
sambucinum.

Pecan leaf extract was extensively
tested against several phytopathogenic
agents. In fact, Osorio et al. (2009)
confirmed the high antifungal potential of
its acetonic extracts against R. solani.
Goussous et al. (2010) also demonstrated
the important in vitro inhibitory effect of
crude extracts from Rosmarinus officinalis
against Alternaria solani when applied at
various concentrations. Also, Yanar et al.
(2011) and Dellavalle et al. (2011)
observed complete inhibition of mycelial
growth of P. infestans and Alternaria spp.
Its antibacterial and antifungal capacities
can be explained by the chemical
composition of its extracts as demonstrated
by Pinto et al. (2006). Indeed, the same
effect was noted with extracts from P.
oceanica against Fusarium spp. (Kouki et
al. 2012) and those from Carya
illinoinensis toward R. solani (Hernandez-
Castillo et al. 2010).

The different aqueous herbal
extracts exhibited low antifungal activity
for the respective dilutions compared to the
crude extracts. These results are in
agreement with those of Banso et al. (1999)
claiming that high concentrations of
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antimicrobial substances induce greater
inhibition. In addition, our results showed
that all tested plant extracts, even at the
lowest tested concentration (10%), had
efficiently  inhibited P. infestans
sporulation and germination.  These
inhibition rates recorded have generally
exceeded 84% and even reached 100%
using aqueous extracts of mastic, pecan and
pomegranate bark. These are consistent
with the work of Itako et al. (2008) and
Goussous et al. (2010) who noted a
complete inhibition of sporulation and
germination of A. solani conidia following
treatments with R. officinalis extracts.
Blaeser and Steiner (1998) have also shown
that extracts from different plants had also
prevented germination and affected the
outflow and mobility of P. infestans
zoospores. Indeed, the inhibitory effect of
the aqueous extracts of the tested plants is
in agreement with the work of Omidbeygi
et al. (2007) suggesting that the
components of essential oils and plant
extracts are able to cross the cell membrane
of fungal pathogens and interact with their
enzymes and proteins. It is the production
of a proton flux at the external cell part
which induces cellular changes and finally
the death of targeted microorganisms.
Sharma and  Tripathi  (2006)
demonstrated the antifungal activity of
compounds of essential oils and plant
extracts on hyphae, leading to the release of
cytoplasmic inclusions, loss of rigidity and
integrity of the cell wall, culminating at the
end to the destruction and the death of the
fungus. Concerning the survival of P.
infestans isolates after in vitro or in vivo
treatments, all the tested aqueous plant
extracts showed a fungistatic effect at low
concentrations and a fungicidal effect with
the increase of extract concentrations.
However, plant aqueous extracts prepared
from the pomegranate bark, aerial parts of
mastic and pecan have prevented the
resumption of growth of P. infestans

Vol. 12, No. 1, 2017



isolates and completely inhibited the
development of late blight symptoms on
potato leaf discs. In the same way, Blaeser
and Steiner (1998) demonstrated the
reduction of the severity of disease using
plant extracts.

The inhibitory capacity of tested
aqueous plant extracts on both isolates of
P. infestans can be supported by findings of
Burt (2004), Lahlou (2004) and Davicino
et al. (2007) who affirmed that the
biological activity of a plant extract is
related to its chemical composition, the
functional groups of its major compounds,
their  synergistic  effect and their
proportions. In this concept, the total
polyphenol contents detected in each plant
extract could be related to its recorded
antifungal activity. Pomegranate bark
aqueous extracts, mastic leaves and berries
and pecan leaves contain high levels of
polyphenols, in contrast to rosemary,
common horsetail, posidonia and fragrant
mint aqueous extracts. Also, Prasad and
Kapoor (2004) found that the quantity and
quality of these active ingredients depend
on plant, plant tissues and several
exogenous factors (Demo and Oliva 2008;
Webster et al. 2008). Several authors have
also asserted that antifungal broad-
spectrum chemical compounds belong
mainly to these three major families:
phenylpropanoids and phenolic substances
(Cakir et al. 2004; Chuang et al. 2007),
terpenoids and steroids (Grande et al.
1992), alkaloids and nitrogen compounds.
In this sense, several studies have shown
that plant extracts rich in phenol groups
displayed high inhibitory activity toward
fungal sporulation (Inouye et al. 1998).

In conclusion, this study
demonstrated the antifungal activities of
plant aqueous extracts of seven medicinal
plants as part of research for identification
of new biological control methods for
potato late blight control. All tested
aqueous extracts showed variability in their
myecelial growth inhibitory activity of the
two isolates A; and A; of P. infestans. The
inhibition was very important (88%) even
at the concentration of 10% using extracts
from pomegranate bark and from P.
lentiscus leaves and berries, and from C.
illinoinensis (74%). A moderate activity
was displayed by E. arvense (58%), M.
suaveolens (51%) and R. officinalis (45%)
compared to the weak inhibitory effect
(9%) expressed by P. oceanica extracts.

Sporulation and germination of the
two P. infestans isolates were also affected
by all treatments with plant aqueous
extracts. Significant levels of inhibition
were recorded using extracts from mastic
leaves and Dberries (99%), pomegranate
bark (99%) and pecan leaves (85%).

The fungicidal effect of plant
extracts was also confirmed in vitro and in
vivo, respectively, by the lack of
resumption of mycelial growth and the lack
of development of symptoms of late blight
on potato leaf discs. Furthermore, the
determination of the phenolic compounds
of the crude plant agueous extracts was
strongly linked to their fungicidal potential.
In this context, pomegranate bark, mastic
leaves and berries as well as pecan leaves
aqueous extracts should be tested under
field conditions with different sprays for
their effects against P. infestans inoculum
and consequently late blight incidence and
severity.

RESUME
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Notre étude a visé I’évaluation de 1'activité antifongique in vitro des extraits aqueux préparés a partir
de sept plantes médicinales (Carya illinoinensis, Equisetum arvense, Rosmarinus officinalis, Pistacia
lentiscus, Mentha suaveolens, Punica granatum et Posidonia oceanica) contre les isolats Al et A2 de
Phytophthora infestans, agent causal du mildiou de la pomme de terre. Les extraits aqueux bruts
(100%) de plantes ont été préparés par décoction et aux concentrations de 70, 50, 30 et 10%, pour les
extraits les plus efficaces. Leur potentiel antifongique a été évalué in vitro et in vivo apres traitement,
en se basant sur l'inhibition de la croissance mycélienne, de la sporulation, de la germination et de la
survie des isolats pathogenes de P. infestans. Les extraits aqueux des plantes testés ont montré une
efficacité variable. Les taux d'inhibition les plus élevés ont été enregistrés pour 1’ensemble des
parametres en utilisant des extraits aqueux prepares d'écorce de P. granatum et de feuilles et de baies
de P. lentiscus (88%), a la concentration de 10%. Leur potentiel antifongique a été exprimé par la lyse
mycélienne et la digestion du contenu des sporanges ainsi que par l'inhibition de la croissance
mycélienne de P. infestans. L'analyse des composés phénoliques des extraits aqueux des plantes testés
a révélé une relation étroite entre le contenu des polyphénols totaux et l'activité antifongique observée.
Cette étude a clairement démontré que I'écorce de grenade, les feuilles et/ou les baies du pistachier
lentisque peuvent étre exploités comme sources potentielles de molécules bioactives pour la lutte contre
le mildiou de la pomme de terre.

Mots clés: Effet biocide, extraits aqueux végétaux, Phytophthora infestans, polyphénols, Solanum
tuberosum
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Do the Algerian Phytophthora infestans populations
show genotypic structuration on potato and tomato?
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SUMMARY

Phytophthora infestans, the causal agent of late blight, is a serious threat to Algerian potato and
tomato productions. This study was carried out to investigate host specialization on potato and
tomato among Algerian and French P. infestans populations. A total of 74 Algerian isolates
collected on potato and tomato from 2007 to 2014 were genotyped using 12 SSR markers, and
compared with 43 French isolates mostly sampled in commercial tomato fields over the same
period. Populations were clonal, with no evidence for sexual recombination and no geographic
structuration, but significant differences were observed between the samples collected from
potato and tomato. Potato Algerian isolates showed a low genotypic diversity; most of them
belonged to the 13_A2 or to the 2_A1 clonal lineages. On the opposite, genotypic diversity of
tomato isolates was high. Tomato isolates essentially fell into three genetic clusters: MLGs
23_A1, 2_A1, and a third group of unclassified MLGs belonging to both A1 and A2 mating types.
Lineage 13-A2 was seldom found among the tomato isolates tested. Algerian and French 23_A1
isolates appeared to show preference for tomato, but were also pathogenic on potato. Under
controlled conditions, on leaflets of a susceptible potato cultivar, they caused profuse
sporulation, as do 6_A1 isolates, and small lesions similar in size to those produced by the
13_A2 isolates. Their virulence spectrum was very simple on potato and all were sensitive to
metalaxyl. Overall, our data suggest host preference for either potato or tomato in some
lineages (13_A2 on potato, 23_A1l on tomato), as well as the presence of ubiquitous lineages
developing on both hosts (e.g. 2_A1l). They also point to a possible role of tomato crops as
‘refuges’ of genetic diversity.

KEYWORDS
Late blight, Solanum tuberosum, Solanum lycopersicum, genotypic diversity, microsatellites,
host specialization
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INTRODUCTION

Phytophthora infestans, the causal agent of late blight, is a serious threat to Algerian potato and
tomato productions, two economically important crops for this country. Common practice is to
grow these two plants almost year round. For potato, two main crops are grown during
a calendar year, one from January to May/June and the other from September to
December/January. Moreover, commercial potato and tomato fields can be found in close
proximity to each other or separately, according to the regions. These factors lead to the
potential for late blight infections and aerial inoculum production at any time of the year. Except
for studies with a reduced collection of isolates (Corbiere et al.; 2010b), little is known about
Algerian P. infestans populations on both plants. Therefore, we intended to further characterize
Algerian isolates collected on potato and tomato from 2007 to 2014, and compared them with
some French isolates sampled in commercial tomato fields over the same period.

We used neutral microsatellites to analyse P. infestans populations structure, in order to
measure the distribution of genotype diversity on both hosts (potato and tomato) and gain
insight into the pathogen reproductive system in Algeria, as sexual and asexual inoculum
contribute differently to epidemic development. We also compared the phenotypic diversity of
some of the main clonal lineages collected on potato and tomato for quantitative traits that are
important in plant pathology, such as fungicide sensitivity, aggressiveness and virulence to
potato. As knowledge regarding the host preference of P. infestans genotypes could provide
information important for disease management strategies, the final objective of this study was to
investigate host specialization on potato and tomato among Algerian and French populations.

MATERIALS AND METHODS

Isolates sampling

Isolates of P. infestans were collected from potato and tomato plants in six Algerian regions
(Fig. 1). A total of 74 isolates was obtained in 2007 to 2014 (few in 2009-2010), generally either
during May or in December and January, according to the growing season. Infected potato
leaves and some stems from several cultivars were predominantly sampled in production fields,
but also in trials around Algiers. Tomato leaves (n=10) with typical late blight symptoms were
sampled from commercial fields or open-ended high tunnels.

In total, 43 French tomato isolates from leaves, stems or fruits were also collected during the
same period, from commercial outdoor tomato crops in Southern France. Part of the isolates
came from South-Western locations, around Marmande from four tomato fields of varieties
Perfect Peel and Caladou, in July and September 2013 (n=18), and near Libourne from tomato
trials in July 2014 (n=10). Other isolates were collected from South-Eastern France, near
Avignon, in a greenhouse, in November 2007. In addition, several isolates were obtained from
two gardens, one in Western France, near Rennes, on three tomato varieties (Pyros, Supersweet
100 F1 and Costoluto Genovese) at the end of August 2012 (n=13), and one in Eastern France,
near Reims, in September 2014 (n=1).

Single-lesion isolates and pure axenic cultures were obtained as previously described (Corbiére
et al., 2010b).
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Figure 1. Sampling of P. infestans isolates in Algeria. A survey was performed on potato and tomato
plants from 2007 to 2014. Frequency of isolates from potato are presented in grey, according to their
mating-type, A1 MT (clear grey) or A2 MT (dark grey) and frequency of isolates from tomato, in black

Microsatellite genotyping and data analysis

DNA was extracted from lyophilised mycelium as previously described (Corbiére et al., 2010b).
Twelve microsatellites loci were genotyped in each isolate : D13, G11, Pi04, Pi4B, Pi63, Pi70,
Pinf SSR 2, 3, 4, 6, 8, 11. Amplification of the single sequence repeat (SSR) markers was carried
out in multiplexed PCR assays, according to Li etal. (2013). PCR products were capillary
electrophoresed on an automated ABI 3130 according to the manufacturer’s instructions. SSR
allele sizes were determined using GeneMapper version 3.5, and the microsatellite data were
used to define multilocus genotypes (MLGs). Twelve reference isolates representing EU 1_A1,
2_A1, 6_A1, 23_A1l and 13_A2 were included in microsatellite analyses (Cooke et al., 2012). In
some isolates, loci with three alleles were observed (mainly for loci D13, G11, Pi 63, SSR 4, SSR
8). Such ploidy variation has been reported previously (Cooke et al., 2012; Li etal., 2013).
Alleles were then scored using a binary representation of the presence or absence of specific
alleles.

Two types of clustering methods were conducted to reveal genetic relationships among the
P. infestans genotypes. Population genetic substructure was inferred using the STRUCTURE
software (one representative isolate for each genotype) and the genetic distance between
individual MLGs was calculated using the binary data. A minimum spanning network was then
calculated using MINSPNET from the matrix and visualized using the Graphviz package.

Phenotypic characterization

Mating types of all isolates were determined by pairing each of them with known testers of
P. infestans, either A1 and A2 mating-type, on pea agar medium.

Metalaxyl sensitivity, virulence and foliar aggressiveness tests were conducted with some
isolates, as previously described (Corbiére et al., 2010b). As pathogenicity could be affected
during axenic culture, isolates were inoculated onto detached leaflets of cultivar Bintje to
prepare sporangia suspensions adjusted to 5 x 10* spores. mL™ and chilled at 4°C for two hours
before inoculation on plant material.
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Sensitivity to metalaxyl was assessed on 20 French tomato isolates from Avignon and Marmande
in a floating leaflet bioassay, with metalaxyl concentrations of 10 and 100 pg mL* alongside
a pure water control.

Virulence tests of five tomato isolates from Avignon was carried out on detached leaflets of
Black’s differential set of 11 potato clones, according to the protocol detailed by Andrivon et al.
(2011).

Aggressiveness was measured in a laboratory study, on detached leaflets of the susceptible
cultivar Bintje. Four tomato isolates from Avignon (collected on November 2007) were compared
in May 2008, to three 2_A1 isolates, eight 6_A1 isolates and eight 13_A2 isolates, sampled from
potato during the same year. The Al isolates were obtained from cultivar Bintje, in Western
France (Ploudaniel) and the 13_A2 isolates from cultivar Agata, in central France. Incubation
temperatures were 15°C night - 20°C light (with a 16 hours light period) and six technical
repetitions per isolate were performed. Two components of aggressiveness, lesion area and
number of sporangia per lesion, were scored six days post inoculation (dpi). Statistical analyses
were carried out using the software R, version 3.1.0 (R Development Core Team, 2014) and the
normality of variances was checked with the Shapiro-Wilk test. Differences in lesion area
between clonal lineages were analysed with the Kruskal Wallis test, and mean values were
compared with the Wilcoxon test, because normal distribution was not met to use parametric
tests. Differences in spore production were analysed with ANOVA and mean values were
compared with Tukey’s HSD tests.

RESULTS

Genotypic structure of the populations

In total, 72 microsatellite alleles were detected over the 12 SSR loci, with two to fifteen alleles
per locus. Allelic diversity per locus ranged from two or three (for loci Pi70, SSR2, SSR6), four or
five (for loci Pi04, Pi4B, Pi63, SSR8, SSR11), seven (for locus SSR3) to ten or eleven (for loci
G11, SSR4). Locus D13 had the highest observed number of alleles (fifteen). A large range of
allele sizes was also noticed for SSR3 (from 173 to 272 bp), D13 (from 132 to 212 bp) and G11
(140 to 206 bp), whereas SSR2, Pi70 and SSR6 had the smallest range variation (2, 3 and 4 bp,
respectively).

SSR genotyping of the 117 P. infestans isolates from potato and tomato resulted in 51 distinct
multi locus genotypes. STRUCTURE analysis (Fig. 2) indicated the presence of three major
clusters: cluster A with only tomato isolates (except one from Algerian potato), cluster B
corresponding to the 13_A2 clonal lineage and cluster C with isolates from the 2_A1l clonal
lineage. Further subdivision showed that cluster A consisted of three subclusters clusters,
whereas cluster B (13_A2 MLG) cluster C (2_A1 MLG) remained as single groups. A sixth cluster
was only composed of reference isolates belonging to the 6_Al1 MLG, and 12 isolates were
unclassified. This analysis showed that the P. infestans populations from potato and tomato were
dominated by clonal lineages, but that isolates from tomato were much more diverse than their
potato counterparts.
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Figure 2. STRUCTURE analysis of twelve microsatellite loci for P. infestans isolates collected from
tomato and potato. Each grey color represents one population and each isolate is presented by
a vertical bar.

- Top : for K = 3, isolates were grouped into three main clusters : A with isolates sampled from tomato,
B with 13_A2 MLG isolates and C with 2_A1 MLG isolates.

- Down : for K = 6, isolates were grouped into six distinct clusters. Cluster A was then divided in three
clusters :

cluster 1 with French isolates from tomato,

cluster 2 with four Algerian isolates,

cluster 4 with 23 A1l MLG isolates.

Cluster 3 contained 13_AZ2 isolates and cluster 5, 2_Al isolates.

Twelve isolates from tomato and potato were unclassified (*)

The network of all 117 isolates from the survey, plus 12 SSR reference isolates, split the isolates
into five main clusters (Fig. 3). These clusters corresponded to the five clusters identified in the
STRUCTURE analysis, among the sampled isolates. As no isolate from 1_A1l and 6_A1l MLGs were
found in Algeria, nor on potato or on tomato, the sixth cluster in STRUCTURE only contained
reference isolates.
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Potato Algerian isolates collected between 2007 to 2014 did not show a high genotypic diversity.
Most of them (n=35) belonged to the 13_A2 clonal lineage and they were sampled across all
locations. 13_A2 seemed to be the dominant genotype on potato in Algeria. Nevertheless, within
this clonal lineage, 20 MLGs were identified, which revealed sub-clonal variations. Most other
Algerian isolates obtained from potato (n=20) belonged to the 2_A1l clonal lineage. They were
mainly collected around Algiers, but were also found near Oran in 2007, Ain Defla in 2011 and
Tizi-Ouzou in 2014. However, five isolates from Algerian potato plants remained unclassified.
Four of them are A2 mating-type; they grouped together and are related to the 13_A2 clonal
lineage. All were sampled in May 2012, on three cultivars (Sarpo Mira, Désirée and Timate) in
three different locations of the Ain Defla region, one of the main potato production areas in
Algeria. The last potato isolate grouped with tomato isolates from cluster 2. It was collected in
ENSA trials at Algiers in January 2011, where the same genotype was found three months later
on tomato.

All the tomato Algerian isolates analysed were Al mating-type. Most of them were sampled
around Algiers. Some (n=6) belonged to known MLGs : 2_A1 (cluster 5) or 23_A1l (cluster 4),
but others (n=4) were unclassified. One isolate was unique, and the other three composed the
cluster 2; they were obtained in two different years (2008 and 2011) and from three locations
(Oran, Ain Defla and Algiers).

Tomato isolates from France were added in this study to further describe the genotypic diversity
of P. infestans on this host. They were essentially fell into three clusters : MLGs 23_A1 (cluster
4) and 2_A1l (cluster 5), like the Algerian isolates from tomato, but also cluster 1 which is
presently not clearly identified. In this study, we noticed that the 23_A1 clonal lineage was
exclusively composed of tomato isolates; the French ones (n=7) were collected from Eastern and
South-western France during 2007, 2013 and 2014. Surprisingly, cluster 1 contained both Al
and A2 mating type isolates, but they were distant from each other in the network. In this
cluster, four A1l isolates were collected from Marmande in three fields in July and September
2013; the A2 mating type isolates were sampled in three fields in Marmande (2013) and also in
a garden in Western France, in 2012. Several unclassified A1 mating type isolates (n=7), related
to cluster 1, were also found in a single field in Marmande in July 2013. Finally, only one 13_A2
isolate was detected on tomato plants, although this clonal lineage is predominant on potato all
over France.
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Phenotypic traits of some French isolates collected on tomato

We observed a strong diversity in colony morphology of some isolates grown on pea agar
(Fig. 4). The Al and A2 mating type isolates from cluster 1 showed diverse mycelium aspects.
All A2 isolates exhibited a distinct lumpy phenotype. The A1 mating type isolates (from cluster 1
and 23_A1 lineage) had a regular and even mycelium, whereas mycelial appearance of
unclassified Al isolates was airy.

Figure 4. Colony morphology of French isolates collected from tomato. Isolates were grown on pea

agar medium, at 15°C in darkness, during three weeks.

Left : five A2 mating type isolates from cluster 1; their mycelium exhibited a distinct lumpy phenotype.
Right : six Al isolates sampled in Marmande in 2013; on right column : two 23_A1l MLG isolates; in
middle column : two isolates from cluster 1 and on left column : two unclassified isolates

In the metalaxyl sensitivity assay, Al mating type isolates (n=19) and one 13_A2 isolate
(collected in Marmande in 2013) were compared. Only the 13_A2 isolate proved resistant to
metalaxyl and a single one, a 2_A1 isolate (from Marmande) had an intermediate behaviour. All
other 18 isolates were sensitive to metalaxyl : four Al isolates from cluster 1, seven
A1l miscellaneous isolates and seven 23_A1 isolates from Avignon (2007) and Marmande (2013).

We also examined the ability of five 23_A1 isolates to overcome foliar late blight resistance on
eleven potato R genes differential plants, in a laboratory test. Virulence profiles of these isolates
were simple. Four isolates only overcame three R genes, R3, R4 and R7, while the last one had
a more complex profile and overcame two additional R genes, R1 and R8.

In the aggressiveness bioassay, 23_Al isolates (n=4) were tested alongside isolates
representative of three dominant MLGs in Algeria or in France, in potato crops : 13_A2 (n=8),
2_A1l (n=3) and 6_A1l (n=8). Differences in lesion areas were highly significant between MLGs
(P<0,001) : 23_A1 and 13_A2 isolates showed smaller lesions than 2_A1l and 6_A1 isolates. As
for lesion area, sporulation differed significantly between MLGs (P<0,01) : 13_A2 isolates
presented the lowest spore production and 2_A1l isolates produced the highest number of
spores, whereas 23_A1 and 6_A1 isolates were intermediate (Fig. 5).
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Figure 5. Aggressiveness on cv. Bintje detached leaflets of 23 P. infestans isolates, grouped into four
clonal lineages : 13_A2 (n=8), 23_A1 (n=4), 2_A1 (n=3), 6_A1 (n=8). Measurements made after six
incubation days, at 15°C night / 20°C light (16 h light period).

Left : mean lesion size (in grey) and right : mean number of sporangia per lesion (in black) within each
clonal lineages. Different letters above the bars indicate significant difference between each lineage

DISCUSSION AND CONCLUSION

To understand the epidemiology of potato and tomato late blight, it is important to have a good
knowledge of the genotypic diversity, structuration and relationships of P. infestans populations
on its two main hosts. In this study, we characterized Algerian P. infestans isolates collected
from potato or tomato at SSR loci and compared them with French isolates essentially sampled
in commercial tomato fields at the same period (2007-2014). We revealed important aspects of
the P. infestans populations in Algeria and an absence of geographic structuration, but
differences between samples collected from potato and tomato. Throughout Algeria and France,
we found that populations were clonal with no evidence for sexual recombination, even though
both mating types have become distributed widely and found together in the same fields.

The low genotypic diversity of Algerian isolates obtained from potato (Corbiére et al., 2010b)
was confirmed on a larger sampling. In the six Algerian regions sampled, the predominant
population on potato was composed of the 13_A2 clonal lineage. Many studies have reported the
current dominance of this lineage on potato since 2006, in Europe, especially in France, Great
Britain and more recently outside Europe (Cooke et al., 2012), but remarkably not in Tunisia
where P. infestans populations were specific (Harbaoui et al., 2014). On the opposite, we found
that tomato was seldom infected with 13_A2, suggesting host preference of 13_A2 isolates for
potato in Algerian and French commercial fields. However, the 13_A2 lineage has been found
equally adapted to both hosts in some other countries, such as India (Chowdappa et al., 2015).
The 13_A2 lineage showed a sub-clonal population structure, with many minor variants which
may have different fitness. The climatic, environmental or agronomic effects on the pathogenic
traits of these sub-clonal variants have not clearly established, and may need to be considered
in future research.

Constrasting with 13_A2, the 2_A1 lineage constituted another important lineage on Algerian
potato crops but also on tomato. This observation may indicate that the 2_A1 lineage does not
show any strong potato or tomato host preference. In France, the 2_A1 lineage, dominant before
2006 on potato (Mariette et al., 2015), is also present on tomato, but is now infrequent on
potato. In temperate regions such as the main French potato production areas, the low
frequency of 2_A1 isolates on potato could be explained by a better inclusive fitness or particular
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adaptative traits of 13_A2 new lineage isolates, compared with 2_A1 old lineage isolates, on this
host. During epidemic stage, 13_A2 isolates may thus fast overcome potato crops which lead to
the nonappearance of 2_A1l isolates and the displacement of the old lineages. We also noticed
that many sub-clonal variants were found into the 13_A2 lineage (20 MLGs for 36 analysed
isolates). This is in contrast with 2_A1 lineage where fewer minor variants were found (10 MLGs
for 26 tested isolates), even though this lineage has been present for a long period in France and
also probably in Algeria, and is detected on both potato and tomato.

STRUCTURE analysis revealed that most Algerian and French P. infestans isolates, sampled from
tomato, were grouped together and belonged to one major cluster. These isolates were not
found in Algerian and French potato fields; moreover the 6_A1l, now dominant in French potato
crops (http://euroblight.net/) was not detected on tomato. Further analysis showed that this
major cluster could be further subdivided into three main subgroups (clusters 1, 2, 4) and some
unclassified isolates, showing a higher level of genotypic diversity in populations collected on
tomato compared to those from potato. This diversity is also reflected in the morphological
aspect of axenic cultures on pea agar. This large genetic diversity also explains the high
proportion of unclassified isolates from tomato in the minimum spanning network, compared to
samples from potato. By comparison with reference isolates, we could only identify cluster 4 as
23_A1; the two other clusters and unclassified isolates were not referenced in the European data
base (http://euroblight.net/).

Cluster 1 consisted of French isolates from Al and A2 mating types, whereas cluster 2 only
contained Algerian isolates from Al mating type. The MLGs inside these clusters were not
unique, but found in multiple locations or multiple years. For example, A2 mating type isolates,
from cluster 1, were recovered from tomato in Western and Southern France, in 2012 and 2013
respectively. Interestingly, they were also detected in the early season of 2013 and 2014 from
potato in Western France, on a volunteer and on early potatoes in a greenhouse which was
cultivated with tomato during the previous year (Mabon et al., 2015). Some isolates from cluster
1 could then also be recovered from potato in the early season. In the same way, in Algeria, an
isolate from cluster 2 was found in a small potato trial where tomato crop was grown in a same
location. It then appeared that isolates collected in commercial tomato fields showed preference
for tomato, although they were also pathogenic on potato. Host preference of the isolates may
be different in large area commercial fields and in gardens where potato and tomato were often
grown close together or in tight successions during the crop season. Indeed, in British gardens,
no evidence for host specialization was found on tomato and potato (Stroud etal., 2015).
Further studies are warranted to investigate the P. infestans host preference in the main
Algerian and French commercial tomato areas, with and without potato fields in the same
regions.

Several studies have characterized dominant clonal lineages and demonstrated the existence of
variation among different clonal lineages in phenotypic traits, included phenylamide fungicide
resistance, virulence profiles or aggressiveness. In Algeria and France, 23_A1 isolates were only
found on tomato and in Great Britain on 2011-2012, this lineage was more frequent in garden
tomato samples (20 and 14%) than in samples from commercial potato crops with a 0,23 to
0,56% frequency (Stroud et al., 2015). However, it seems that the same MLG US-23, according
to SSR profiles (Danies et al., 2014), devastated potato crops in North America, since 2011. We
then compared some phenotypic traits of Algerian and French dominant lineages on potato to
those of some 23_A1l French tomato isolates, in order to investigate pathogenic characters of
this 23_A1 MLG, on potato.



Differences in metalaxyl sensitivity was observed between MLGs : all A1 mating-type isolates
from tomato, including 23_A1 isolates, were sensitive to metalaxyl, except one 2_A1l isolate
(intermediate), whereas the 13_A2 isolate was resistant, as all 13_A2 Algerian and French
isolates previously analysed (Corbiere et al., 2010a, 2010b). Nevertheless, absence of 23_Al
isolates on French potato could not be explained by this factor as very few phenylamide
fungicides are now sprayed on this crop, in this country. Virulence spectrum of 23_A1l isolates
differed strongly from those of other MLGs : they presented very simple profiles, whereas most
13_A2 isolates were virulent against nine to the eleven R genes of the differential set (Corbiére
et al., 2010a, 2010b; Cooke et al., 2012). Virulence patterns in 23_A1 isolates were also clearly
distinct from those of potato A1 mating type isolates, which mostly overcame six to seven R
genes (Corbiére at al., 2010a) and from those of Algerian tomato Al isolates of cluster 2 (named
ITC and AD), virulent against ten potato R genes (Corbiére et al., 2010b). Algerian and French
23_A1 isolates appeared to show preference for tomato, but they were also pathogenic on
potato. On a susceptible potato cultivar, they caused profuse sporulation, as do 6_A1 isolates,
and although limited necrosis were observed with 23_A1 isolates, they caused lesions similar in
size to those produced by the 13_A2 isolates. In order to determine difference in host preference
for isolates, cross-inoculations have now to be conducted on tomato and potato. Many factors
(inoculum concentration, incubation temperature and humidity, plant age and growth period, ...)
have then to be accurately selected for valid conclusions (Danies et al., 2013, Nowakowska
et al., 2014).

Interestingly, on potato, the 13_A2 isolates showed the smallest necrotic lesions and the lowest
sporulation, whereas 2_A1 isolates had the highest lesion size and spore production. However
13_A2 MLG is now prevalent on potato in Western Europe and 2_A1l MLG previously dominant, is
now sporadic. It then appears that aggressiveness measurements under controlled conditions
are important criteria, but may not explain the total fitness of P. infestans isolates under
different agro-ecosystems, during epidemics (i.e. thermal adaptation in relation with global
warming) and during survival stages or may not reflect all the interactions between P. infestans
isolates and the two hosts in field environment and under different climatic features.

In this study, high differences were found between the distribution of clonal lineages from
tomato and potato commercial fields samples. In Algeria as in France, P. infestans genotypic
diversity was higher on tomato than on potato, but unique genotypes were not frequent. Some
lineages were mainly found on tomato and seemed to show a preference for tomato as a host,
although some of them were also sampled on early potato, potato volunteer or potato grown
close to tomato. Tomato crops may then act as a “refuge” for highly diverse genotypes, whereas
commercial potato crops with low range of cultivars on large areas may select some lineages
especially during epidemics.
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SUMMARY

Phytophthora. infestans isolates were collected on potato in the main production areas of Northern
and Central regions of Algeria in 2007 and 2008. They were characterized for mating type,
sensitivity to metalaxyl and virulence. Metalaxyl resistance was assessed with a floating leaf disk
method and virulence patterns were determined using Black’s differential set of potato clones. All
ten Algerian isolates tested proved to belong to the A2 mating type and to be resistant to metalaxyl.
They have highly complex virulence spectra : six of them overcame the eleven specific resistance gene
of the differential set, and the remaining four isolates overcame all the specific genes but R9. The
high level of metalaxyl resistance in Algerian populations of P. infestans probably makes this active
ingredient now inefficient against late blight on potato. Since most of the Algerian isolates tested had
the eleven virulence factors, the Solanum demissun genes would probably not be of substantial use to
control current P. infestans populations. These results are the first report about Algerian isolates and
constitute a first step for the development of better late blight control strategies.

KEYWORDS
Phyrophthora infestans, late blight, mating type, metalaxyl resistance, virulence

INTRODUCTION

Algeria, with a population of 35 millions, is an important country for potato production ; indeed,
potato is one of the priorities of the Algerian National Plan for Agricultural Development (PNDA).
Potato crops occupy 90 000 ha, for a total production of two millions tons. In several regions, two
main potato crops are grown during a calendar year: the first crop is planted from December to
April, with harvest in May to July, while the second crop is planted in July / August and harvested
in November to January. Moreover, crop rotations are not always practiced, and potato and tomato
fieds are often close to each other. Therefore, Phyrophthora. infestans inoculum is present in these
regions throughout the year. Late blight is thus a permanent worry : in 2007, serious epidemics led
to shortage on Algerian markets. The predominant cultivar is Spunta, suceptible to late blight, and
metalaxyl is now widely used to control the disease.
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Knowledge of P. nfestans populations is thus essential to elaborate control strategies against late
blight in Algeria, but has been missing so far. The aim of this study was therefore to collect P.
infestans isolates from main potato production areas in Algeria and compare their phenotypic traits,
to provide insights into their impact on blight epidemiology and disease management practices.

MATERIALS AND METHODS

Origin of Phytophthora infestans isolates

Ten Algerian isolates were collected in Western and Central wilayas (Algerian regions) between
Algiers and Oran (distant from 360 km), during 2007 and 2008, from fields on different potato
cultivars (Table 1). Two additionnal French isolates were used in the metalaxyl test; they were
sampled in INRA experimental trials of Ploudaniel (29). These single-lesion isolates were maintained
as axenic cultures on pea agar medium.

Table 1. Origin of Algerian isolates collected in 2007 and 2008 and of two French isolates

Name of isolate Year of isolation Location Potato cultivar
Z0 2007 Ain Delfa Spunta
Z1 2007 Ain Delfa Martina
73 2007 Mostaganem Spunta
z5 2007 Mostaganem Spunta
712 2007 Oran -

713 2007 Tiaret Atlas
718 2007 Tiaret Atlas
721 2007 Chlef Désirée
732 2008 Staouali -

733 2008 Tipaza Kondor
06-P33 2006 Ploudaniel (France) Bintje
07-P13-04 2007 Ploudaniel (France) Bintje

Mating type determination

The mating-type of each isolate was determined by individually pairing them on pea agar with
known A1l and A2 testers. After 10-14 days incubation in the dark at 15°C, the presence or absence
of oospores was recorded under a microscope.




Metalaxyl resistance test

The sensitivity to metalaxyl of the isolates was assessed using a floating leaf disk method. Four leaf
disks, taken from leaves of potato cv Bintje (6 to 8 week-old plants), were used per isolate (two disks
per Petri dishes). Leaf disks (21 mm in diameter) were floated abaxial side up in Petri dishes (55
mm diameter) each containing 7 mL sterile distilled water, metalaxyl (Ridomil 25 WP, Novartis
experimental compound) at concentrations of 10 and 100 mg L. For each isolate, a suspension of
sporangia was prepared by flooding a 2 to 3-week-old culture with 6 mL sterile distilled water and
gently scrapping the colony surface to harvest sporangia. Each disk was inoculated with a 20pL
droplet of sporangial suspension that has been induced to release zoospores by chilling at 4°C for 2
h. After seven days incubation at 15°C night, 18°C light with a 16h photoperiod, sporulation of the
pathogen was recorded visually. Isolates sporulating on the disks floating on water containing 100
mg L' metalaxyl were rated as resistant, those on 10 mg L' were rated as intermediate and those that
sporulated only on water were rated as sensitive.

Assessment of virulence spectrum

Potato plant material

Plants were grown in pots (one tuber per pot) filled with 1:1:1 sand-peat-compost mixture, in a
glasshouse regulated at 15-20°C and 16 h of photoperiod, and were watered with a nutrient
solution (Hakaphos, NPK 15/10/15) once a week. Virulence patterns were determined using Black’s
differential set of potato clones, each having one of the R1-R11 race-specific resistance genes, and
Craig’s Royal as susceptible cultivar. This set was originally provided by Scottish Agricultural
Science Agency (SASA, Edinburgh, UK) and seed tubers were multiplied by INRA (UMR APBYV,
Ploudaniel, France). Leaflets were picked from 6-8 week-old plants, for experiments.

Inoculum preparation

Each isolate was first multiplied separately on detached Bintje leaflets. The leaflets were infected by
deposing a drop of suspension of P. infestans sporangia collected as described above. After seven days
of incubation in humid chambers under controlled conditions (15°C/18°C night/day temperatures,
16h daylight), the sporangia produced on infected leaflets were collected in sterile water ; the
resulting suspensions were adjusted to 5 x 10 sporangia mL" and used for virulence experiments.

Virulence phenotype determination

Each leaflet was placed abaxial face up on a moist filter paper in a clear plastic dish, and inoculated
by depositing a 20 pL drop of the sporangial suspension on each side of the midrib. Two leaflets
per isolate and differential host were inoculated. After incubation as described in the metalaxyl
test above, each inoculation site was scored for the presence or absence of a sporulating lesion and
interaction was considered compatible if sporangiophores were visible.

RESULTS AND DISCUSSION

The Algerian isolates tested are all A2 mating type and insensitive to metalaxyl which is consistent
with recent changes in many European populations (Cooke ez al., 2007; Corbiere ez al., 2009, this
volume, Lees ez al., 2009, this volume).

Among P. infestans populations from Maghreb, some studies have been conducted between 1996
and 2001, especially in Morocco where Al and A2 mating types were detected. In this country,
regional structure was often noticed with a predominant mating type in some locations (Hammi
et al., 2001; Andrivon ez al., 2007). According to Sedegui ez a/. (2000), there was mating type shift
within the P. infestans population in Morocco on potato and A2 frequency went from 0% in 1996
to 74% in 1998. Moreover, both mating types were identified in some fields by all these authors,
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which indicates the potential for sexual reproduction of the pathogen. Sexual reproduction would
then generate greater genetic diversity in the populations, which may lead to genotypes that are more
aggressive and difficult to control. This sexual population also means increasing risk of oospores
derived late blight attacks very early in the season. This situation had maybe existed in Algeria,
afterwards most Al isolates have disappeared or they are still present in some regions. Moreover, all
A2 isolates tested by Sedegui et al. (2000) were intermediate or resistant to metalaxyl. In Tunisia,
A2 mating type was also detected, but in a smaller proportion (Jmour and Hamada, 2006). The
origin of A2 isolates is discussed because A2 mating type was identified from imported potato seed
from Europe, which suggests the possible introduction of A2 mating type from Europe (Sedegui ez
al., 2000). In Algeria, seed tuber importations are important (100 000 tons in 2007-2008), mainly
coming from The Netherlands (58%), France (16%) and Denmark (13%) (Bourget, 2008; Rousselle,
2008).

All ten Algerian isolates were resistant to metalaxyl, whereas French isolates were A1 mating type
and sensitive to metalaxyl. None of the tested isolates were rated metalaxyl-intermediate. The
high frequency of resistance in Algerian isolates is understandable given the widespread use of
phenylamides against late blight in Algeria. It makes this class of fungicides virtually useless for
successful control of the disease in this country. Metalaxyl resistance must obviously be taken into
account in future choice of fungicides.

The Algerian isolates have highly complex virulence spectrum. Only two virulence complex profiles
were found into the ten Algerian isolates. Most of them overcame the eleven specific resistance
genes of the differential set and four of them (Z1, Z12, Z13, Z21) were not virulent to R9, but
they overcame all the other specific genes. Some isolates collected on the same year and in the
same location did not show a simlar spectrum as isolates Z0 and Z1 from Ain Delfa or Z13 and
718 from Tiaret. All isolates thus overcome specific resistance genes as R2, R5, R6 and R9 against
which virulence is still unfrequent in most parts of Europe (Andrivon et al., 2004; Lehtinen ez al.,
2008). Such complex virulence patterns are however been noticed in some of the most recent studies
from northern Europe. In Poland, in 2006, the average number of virulence factors per isolate was
eight, the highest of the European countries. Increase of virulence to some genes was observed in
Polish isolates, but frequency of virulence factor 9 was still around 30% (Lebecka ez al., 2007). A
similar situation was observed in Finland where average number of virulence was more than seven
in 2007, whereas, in earlier studies, five to six virulences per isolate have been found in the Nordic
countries where sexual reproduction was suspected (Lehtinen ez /., 2008; Hannukkala ez 4/., 2009,
this volume). None of the Nordic isolates possessed virulence to R9 in 2003, but some rare Finnish
isolates containing all 11 virulences were found in 2007. Interestingly, most of the Algerian isolates
possessed virulence R9, although R9 has to our knowledge never been introduced into commercial
cultivars. In Algeria, the Solanum demissum genes would thus probably not be of substantial use
to control current P. infestans populations, as the 11 resistance genes were broken very often. It
is important to be aware of this phenotypic trait in Algerian populations when planning future
actions in potato late blight management. High incidence of very complex pathotypes may result in
a breakdown of resistance among current potato cultivars.

This study provides us the first data on P. infestans populations in Algeria and its results are worrying
for late blight control and cultivars management. Due to the limited number of isolates tested in this
study, further investigations would be worthwhile to establish the current structure of Algerian P.
infestans populations and to have a better understanding of pathogen-host coevolution. This should
be considered to develop integrated management strategies which is crucial in the coming years for
Algerian potato production.
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