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Introduction

INTRODUCTION

La pomme de terre (Solanum tuberosum L..), une culture potagere et industrielle, elle
occupe le quatriéme rang des productions mondiales, aprés le blé, le riz et le mais. Sa
superficie est de 24,56 millions d’hectares donnant une production de 445,5 millions de
tonnes en 2013 (MADR, 2013). La pomme de terre est le Iégume le plus consommeé dans le
monde, Elle présente 1’avantage de produire plus de nourriture nutritive que toute autre
grande culture sur moins de terres et que 85% de la plante est comestible pour I’homme,

contre environ 50% pour les céréales.

Quant a la tomate (Lycopersicon esculentum L.) ; elle est devenue un des légumes les
plus importants du monde. En 2013, la production mondiale de tomate était d’environ
161,24 millions de tonnes de fruits frais sur une superficie évaluée a 5,10 millions
d’hectares (MADR, 2013).

La pomme de terre et la tomate appartiennent a la famille des Solanaceae. Celle-ci
regroupe d’autres especes qui sont également bien connues, telles que le tabac, le poivron

et I’aubergine.

En Algérie, la pomme de terre représente 1’'une des principales cultures maraichéres.
Elle occupe 25 a 30 % des superficies réservées aux maraichages. Celle-ci a évolué de
28.400 ha avec une production de 232,650 T en 1965 a 140.000 ha avec une production de
4,4 million T en 2013 (FAOSTAT, 2013). Cependant, la filiére pomme de terre au niveau
national est freinée par la disponibilité des semences (plants) et par leur prix tres élevé
(Nouad, 2008). La tomate est une des cultures légumiéres les plus répandues en Algérie,
caractérisée par une rente importante pour les petits exploitants. Sa production est estimée
a801,058 T en 2013 (MADR, 2013).

Dans les exploitations maraichéres, les régles relatives au calendrier cultural, aux
travaux d’entretien qui devraient étre appliquées ne sont plus respectées a cause des
moyens humains et matériels sont limités (Snoussi, 2010). Ceci rend la pomme de terre et
la tomate comme objet d’attaques par plusieurs ravageurs tels que les pucerons, les thrips,

la teigne et la mineuse et par des maladies bactériennes, virales et fongiques. Le mildiou

1
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constitue 1’'une des maladies les plus largement distribuée géographiquement et
dommageable lorsque les conditions climatiques sont favorables. Elle est causée par
I’oomycéte Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, une espece hétérothallique avec deux
types de compatibilité sexuelle Al et A2. Ces derniers coexistent depuis longtemps au
Mexique, alors que la détection du type sexuel A2 n’a été rapporté, en dehors du Mexique,
qu’a partir des années quatre-vingt (Andrivon et al., 1994 ;Goodwin et al., 1994 ;
Grinwald et Flier, 2005 ; Judelson, 1997)

En Algérie, ainsi que dans les deux autres pays du Maghreb (Maroc et Tunisie), les
études réalisées sur les populations de P. infestans ont montré 1’existence, sur les cultures
de pomme de terre, des deux types de compatibilité sexuelle Al et A2 (Beninal et al.,
2008 ; Hammi, 2003, Jmour et Hamada, 2006 ; Sedegui et al., 1997)..

L’introduction du type sexuel A2 en Algérie permettrait au pathogéne de se reproduire
sexuellement, et par conséquence produire des oospores (Beninal et al.,, 2008). Les
oospores de P. infestans sont produites en petites quantités sur les plants de la pomme de
terre et de la tomate cultivés en plein champ (Drenth et al., 1995 ; Smirnov et al., 1999) .
Leur formation dans les tissus foliaires nécessite une pluie abondante (Cohen et al., 2000
in Turkensteen et al., 2000).

Les oospores peuvent survivre dans le sol pendant de longues périodes.
Expérimentalement, il a été montré que les oospores conservent leur pouvoir infectieux
pendant 4 ans (Turkensteen et al., 2000). Les oospores peuvent constituer une source
d'inoculum primaire, qui peut potentiellement infecter les cultures tout au long de la saison

dans des conditions favorables au mildiou (Flier et al., 2004).

Ainsi, I’évaluation de la fertilité des isolats de P. infestans est une donnée essentielle

pour élaborer une stratégie de lutte contre le mildiou de la pomme de terre et de la tomate.

Considérant ces aspects, les objectifs visés dans le présent travail sont :
- Evaluation in vitro de la fertilité de quelques isolats de P. infestans;
- Evaluation in planta de la fertilit¢ des mémes isolats sur les deux principales espéces

hotes (pomme de terre et tomate) ;
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- Influence de deux facteurs: le rapport des concentrations des isolats A1/A2 de P.
infestans et la durée de la période d’incubation des feuilles ; sur la fertilité des isolats in

planta.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Le mildiou de la pomme de terre et de la tomate, provoqué par Phytophthora infestans
(Mont) de Bary, est une maladie qui a marqué ’histoire de I’humanité (Grinwald et Flier,
2005). Les premieres épidémies en Europe, au cours des années 1840, ont été a I’origine de
famines dramatiques et de la mort de plus d’un million de personnes, tout particuliérement

en Irlande (Dominique et al., 2009).

Le mildiou est présent partout ou est cultivée la pomme de terre, depuis la région des
Andes en Amérique du Sud (son lieu d’origine) jusqu’au Nord de la Chine, en passant par
I’Amérique du Nord, I’Europe, I’ Afrique et I’ Asie (César et al., 2011).

1. La culture de la pomme de terre: Le secteur de pomme de terre au

niveau mondial est en plein évolution. Selon la FAO, jusqu’au début des années 1990,
I’essentiel de la production et de la consommation de pomme de terre était concentré en
Europe, en Amérique du Nord et dans les pays de 1’ex-Union soviétique. Depuis lors, la
production et la demande ont augmenté en Asie, en Afrique et en Amérique latine, ou la
production est passée de 30 millions de tonnes au debut des années 1960 a plus de 324
millions de tonnes en 2010 (FAOSTAT, 2012).

1. 1. Situation en Algérie : La pomme de terre constitue 1’un des programmes
prioritaires de la politique de renouveau de 1’économie agricole et rural en Algérie; sa
superficie est estimée a 130 000 ha annuellement, soit 30 % de la superficie totale

consacrée aux cultures maraicheres (MADR 2013).

La pomme de terre Solanum tuberosum est une espéce de la famille des solanacées,

herbacée, tubéreuse, vivace et cultivée comme plante annuelle.

De par sa plasticité¢ génétique, la pomme de terre peut s’adapter a la diversité des
agroécosystemes algériens. Ainsi, la courte période de croissance et de développement de

la plante autorise la réalisation de trois campagnes par an (Amrar, 2013):

e Les cultures de saison (plantation janvier-mars) avec prés de 67 800 ha de

superficies ;


http://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
http://fr.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plante_herbac%C3%A9e
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tubercule
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Les cultures d’arriére-saison (plantation juillet-ao(t) occupent la seconde place avec
50 000 ha, soit plus du tiers des superficies ;

e Les cultures de primeurs (plantation octobre-novembre), occupent une place mineure

avec moins de 4500 ha.

D’aprés le tableau 1, la superficie et la production de la pomme de terre sont en
augmentation continue, notamment durant les trois derniéres années ou la moyenne

d’augmentation annuelle est d’environ 20 %.

La pomme de terre est un produit de base pour le consommateur algérien au méme titre
que les céréales et les légumes secs; la consommation par habitant est estimée a 110kg/an
(FAO STAT, 2013).

TABLEAU | Evolution de la culture de pomme de terre en Algérie durant la période 2003 —
2013 : Superficie et production.

ANNEES SUPERFICIES (ha) PRODUCTION (tonnes)
2003 88.660 1.879.918
2004 93.144 1.896.270
2005 99.717 2.156.550
2006 98.825 2.180.961
2007 79.339 1.506.859
2008 91.841 2.171.058
2009 105.121 2.636.057
2010 121.996 3.300.312
2011 131.903 3.862.194
2012 138.666 4.219.476
2013 140.000 4.400.000

Source : http://faostat.fao.org.
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En raison de sa grande demande sur le marché national, la pomme de terre est cultivée
sur tout le territoire. On distingue quatre zones geographiques de production (Chehat,
2008) :

e [’Ouest représenté par les wilayate de Tlemcen, Mostaganem, Chlef, Tiaret,

Mascara (soit 21% des superficies) ;
e Le Centre dans les wilayte de Bouira, Ain Defla, Tipaza, Alger, Boumerdes, et
Tizi- Ouzou (soit 31% des superficies) ;

e L’Est principalement dans Skikda, Guelma, Sétif, Mila et Batna (soit 7% des

superficies) ;

e Le Sud est représenté principalement par ’oasis d’El Oued ou la culture de pomme

de terrre était introduite durant les années 90 et n’a cessé de se développer avec une

superficie de 7000 ha/an.

Cependant, le développement de cette filiere est freiné par la non disponibilité des
semences (plants) aux moments opportuns et par leur prix tres élevé, souvent plus de 50 %
du codt de la culture (Nouad, 2008).

Les variétés de pomme de terre homologuées destinées a la production et a la
commercialisation en Algérie sont en nombre de 133 (CNCC 2012), dont les principales
variétés cultivées sont :

e Les variétés a peau blanche: Spunta, Atlas, Timate, Fabula, Arnova, Liseta,

Burren, Safrane, Escort, Alaska, Arinda ;
e Les variétés a peau rouge : Désirée, Kondor, Bartina, Pamela, Sarpo Mira, Kuroda,
Rubis.

1.2. Caracteres botaniques : La pomme de terre est originaire de la Cordillére des
Andes au Sud-Ouest de I'Amérique du Sud (le sud de Pérou et le ,ord ouest de la Bolivie),
dont sa domestication remonte a environ8000et 5000 ans av. J.-C.. Introduite
en Europe vers la fin du XVle siécle a la suite de la découverte de 1I’Amérique, elle s'est

rapidement répandue dans le monde (Rousselle et al., 1996).

La pomme de terre est une espece tétraploide avec 48 chromosomes, a multiplication
végeétative, cultivée pour ses tubercules, organes de réserve et de multiplication riches en

substances nutritives. Du point de vue anatomique, ce tubercule est une tige modifiée, aux
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entre-nceuds courts et épaissis et dont les bourgeons vont donner naissance a des germes

appelés yeux (Rousselle et al., 1996).

1.3. Cycle de developpement de la plante : La durée du cycle végétatif de la
pomme de terre varie de 90 a 150 jours ; elle dépend de 1’état physiologique des tubercules

qui sont plantés, de I’ensemble des facteurs agroclimatiques et des variétés utilisées

(Rousselle et al., 1996).

Germination : Aprés la plantation du tubercule, ses germes s’allongent jusqu’a
atteindre le niveau du sol, ce qui constitue le stade de la levée. Dans le méme temps, les

racines commencent leur élongation et leur ramification.

Croissance végétative : Les germes poursuivent leur croissance au-dessus du sol en
devenant des tiges feuillées. Les bourgeons aériens des tiges donnent des rameaux, et les

bourgeons souterrains généralement des stolons.

Tubérisation : Selon les variétés et les conditions du milieu pour une méme variété,
les stolons cessent leur élongation et leurs extrémités se renflent pour former les ébauches
des tubercules. Les ébauches différenciées vont grossir en emmagasinant des réserves

formées a partir des métabolites synthétisés par la plante au niveau du feuillage.

Le grossissement des tubercules s’arréte pendant la sénescence de la plante qui se
traduit classiquement par le jaunissement progressif des feuilles, de la base vers le sommet

de la plante et conduit au desséchement total du systéme aérien.

Repos végetatif : Pendant leur grossissement, les tubercules se trouvent dans un état
de repos végétatif et leurs bourgeons sont incapables de croitre pour donner des germes
(phase de dormance). Ce repos continue apres la récolte pendant une période d’environ 3 a
4 mois. A la fin de ce repos, la croissance des germes redevient possible, ce qui constitue

le point de depart d’un nouveau cycle de végétation.
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2. La culture de tomate : La tomate (Solanum lycopersicum L.) est cultivée dans

de nombreux pays du monde (170 selon la FAO, 2010) et sous divers climats, y compris

dans des régions relativement froides, grace au développement des cultures sous abri.

La production de tomate connait deux grandes filiéres : la tomate pour la consommation
fraiche (tomate maraichére) d’une part et la tomate destinée a la transformation et la

conserve (tomate industrielle) d’autre part.

2.1. Situation en Algérie : En Algérie, La culture de la tomate est un des légumes les
plus important. C’est une culture a cycle assez court avec un rendement élevé.

La tomate (Solanum lycopersicum Mill.) qui appartient a la famille des solanacées, est
une espece herbacée, vivace cultivée comme plante annuelle.

La tomate est cultivée selon deux modes de production : en culture maraichere et en
culture industrielle. La tomate représente  8,4% de la superficie totale réservée aux
cultures maraichéres et industrielles, et est représentée par 65,06% pour la tomate
maraichére et 40,1% pour la tomate industrielle (MADR, 2013).

TABLEAU 11 : Evolution de la culture de tomate maraichére en Algérie durant la période 2003-
2013 : Superficie et production.

ANNEES SUPERFICIES (ha) PRODUCTION (tonnes)
2003 45.730 887.097
2004 46.739 1.092.273
2005 42.354 1.023.445
2006 31.005 796.160
2007 20.079 567.313
2008 19.655 559.249
2009 20.789 641.034
2010 21.358 718.235
2011 20.575 771.606
2012 21.542 796.963
2013 21.872 801.058

Source : http://faostat.fao.org ; MADR, 2013.
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Les données du tableau 1l montrent une augmentation continue des superficies et des
productions de tomate durant les cing derniéres années. Cette augmentation résulte de la

demande de tomate dans le marché national.

Selon les régions et les conditions agroclimatiques, on distingue trois saisons de culture
de tomate en Algérie, réparties comme suit (Snoussi, 2010) :
- Cultures de primeur sous serre présente dans les zones suivantes :
e Le littoral dans les wilayate de Tipaza, Alger, Boumerdes, Skikda et Jijel.
e Les plaines intérieures dans les wilayate de Tiaret, Oum El Bouaghi et Guelma.
e Le sud dans les wilayates de Biskra et Adrar.
- Cultures de saison en plein champ dans les zones du littoral (Tipaza, Alger,
Boumerdes, Skikda et Jijel).
- Culture d’arriére saison en plein champ dans les plaines intérieures (Tiaret et

Guelma).

Selon ’ITCMI (2012), la semence utilisée en Algérie provient totalement de 1’étranger
et principalement de Hollande, France et d’Amérique. Les variétés de tomate cultivées sont
classées selon leur croissance du type déterminée ou indéterminée.

Les variétés de tomate utilisées sont soit des variétés fixées ou des variétés hybrides
homologuées en Algérie.

- Les variétés a croissance indéterminée : Marmande et Saint pierre comme variétés
anciennes fixées, et les variétés Actana, Agora, Bond, Nedjma, Toufan,et Zahra
comme hybrides homologués (ITCMI, 2012).

- Les variétés a croissance déterminée : Aicha comme variété fixée et les variétés
Farouna, Joker, Luxor, Tomaland, Zigana, Zeralda comme hybrides homologués
(ITCMI, 2012).

2.2. Caracteres botaniques : La tomate est originaire des régions cotiéres andines du
Nord-Ouest de I'Amérique du Sud (Colombie, Equateur, Pérou, nord du Chili). C'est
seulement dans ces régions que les chercheurs ont trouvé des plantes spontanées de
diverses especes de I'ancien genre Lycopersicon, notamment Solanum lycopersicum
cerasiforme, la tomate cerise (Dominique et al., 2009). Elle était initialement considérée
comme une plante ornementale, et n'a été cultivée pour son fruit qu'a partir du milieu

du xvi® siécle.
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La tomate est une espéce diploide avec 2n=24 chromosomes, chez laquelle il existe de
tres nombreux mutants monogeéniques dont certains sont tres importants pour la sélection
(Benton, 2008).

C’est une plante a croissance soit indéterminée avec trois nceuds entre chaque
inflorescence, ou déterminées avec deux nceuds entre chaque inflorescence et se termine

par une grappe de fruits (Benton, 2008).

2.3. Cycle de développement de la plante : La tomate est une plante de climat
tempéré chaud. Sa température optimale de croissance se situe entre 15 °C (la nuit)
et 25 °C (le jour). Elle craint le gel et ne supporte pas les températures inférieures a
+ 2 °C. La durée du cycle végétatif complet de la tomate est de 4 a 6 mois apres le semis
(Benton, 2008) ; déefinie par les stades suivants :

La germination : A température ambiante comprise entre 18 et 24°C, la levée
s’effectue au bout de 6 a 8 jours. Au-dessus du sol apparaissent la tigelle et deux feuilles
cotylédonaires simples et opposées. Dans le sol, la radicule possede un manchon de poils
absorbants bien visibles (Naika et al., 2005).

La croissance vegetative : La radicule s’allonge et prend I’aspect d’un filament
blanchatre sur lequel apparaissent des racines secondaires. Les deux premieres vraies
feuilles découpées apparaissent vers le 11°™ jour. Elles ne deviennent bien développées
que vers le 20°™ jour. Le jeune plant est de 15 & 20 cm de hauteur, idéal pour le repiquage
et la croissance progresse (Naika et al., 2005).

La floraison : Environ deux mois et demi apres le semis, la premiere inflorescence
apparait. Les autres inflorescences vont apparaitre au-dessus de la premiere avec, entre
chaque inflorescence, un nombre variable de feuilles (Benton, 1999).

La fructification/ maturation : Elle débute durant la phase de floraison. Elle
commence par la nouaison des fleurs de I’inflorescence de base et se poursuit par les
inflorescences supérieures au fur et a mesure de 1’apparition des inflorescences et de la
fécondation des fleurs. Les fruits se développent, grossissent et apres avoir atteint leur
taille définitive, ils commencent par perdre leur coloration verte au profit du jaune puis au

rouge de plus en plus accentué (Naika et al., 2005).

2.4. Principales maladies de la pomme de terre et la tomate : Ces deux

culture peuvent étre la cible de nombreux ravageurs, insectes, nématodes, et maladies
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causées par différents agents pathogénes : oomycetes, champignons, bactéries, virus ou

phytoplasmes et qui peuvent concerner tant les cultures que la récolte en conservation.

La maladie la plus importante a travers le monde est sans conteste le mildiou, di

a l’oomycéte Phytophthora infestans. Cette maladie continue a causer des dégats dans

toutes les régions ou les conditions d'environnement lui sont favorables ; elle peut détruire

toutes les parties aériennes des plantes en moins d'une semaine.

TABLEAU 11 : Les principaux agents pathogénes infectant la tomate et la pomme de terre (Ait
ouada et al., 2008 ;Benton, 2008 ; Dominique, 2009 ; Naika et al., 2005 ; Rousselle et al., 1996;

Snoussi, 2010).

MALADIES

AGENTS PATHOGENES

PLANTE HOTE

Les maladies causes par les

oomyceétes et les champignons

Mildiou « Late Blight »

Alternariose « Early blignt »

Pourriture grise

Verticilliose «Verticillium

wilt»

Oidium de tomate

Anthracnose

Sclerotiniose

Septoriose

Phytophthora infestans (Mont.) de
Bary.

Alternaria solani Sorauer Et

Alternaria alternata (Fr.) Keissl.

Botrytis cinerea Pers.

Verticillium spp.

Leveillula taurica (Lev.) G. Arnaud

Colletotrichum coccodes (Wallr.) S.

Huges

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de

Bary.

Septoria lycopersici

Pomme de terre et

tomate

Pomme de terre et

tomate

Pomme de terre et

tomate

Pomme de terre et

tomate
Tomate

Pomme de terre et

tomate

Pomme de terre et
tomate
Pomme de terre et

tomate
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Fonte de semis

Rhizoctone brun

Les maladies bactériennes

Chancre bactérien de la tomate

Moucheture bactérienne

Moélle noire

Pourriture molle et jambre noire

« Blackleg, soft rot »

Flétrissement bactérien

« Ring root »

Flétrissement bactérien

« Bacteria wilt »
Les maladies virales

Maladie bronzée de la tomate

Maladie des feuilles jaunes en

cuillére de la tomate

Rabougrissement buissonneux de
la tomate
Mosaique du tabac sur tomate

(brunissement interne des fruits)

Mosaique du concombre sur tomate

Pythium spp. ou Rhizoctonia solani

Thanatephorus cucumeris (A.B Frank)

Donk, Anamorphe Rhizoctonia solani

Kahn.

Clavibacte michiganensis

subsp. Michiganensis(Smith) Davis et al.

Pseudomonas syringae pv. Tomato
(Okabe) Young et al.
Pseudomonas corrugata Roberts et
Scarlett

Pectobacterium  carotovorum

Atrosepticum (van Hall 1902) Hauben et

al. 1999

Clavibacter michiganensis

sepedonicus (Spieckermann and Kotthoff

1914) Davis et al. 1984

Ralstonia solanacearum (Smith
1896) Yabuuchi et al. 1996

Virus de la maladie bronzée de la
tomate (TSWV)

subsp.

subsp.

Virus des feuilles jaunes en cuillére de

la tomate (TYLCV)

Virus du rabougrissement buissonneux de

la tomate (TBSV

Virus de la mosaique du tabac (TMV)

Virus de la mosaique du concombre

(CMV)

Pomme de terre et
Tomate

Pomme de terre

Tomate

Tomate

Tomate

Pomme de terre

Pomme de terrez

Pomme de terre

Tomate

Tomate

Tomate

Tomate

Tomate
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Mosaique de la tomate Virus de la mosaique de la tomate Tomate
(ToMV)
Virus de [D’enroulement de la Potato Leafroll Virus (PLRV) Pomme de terre

pomme de terre

Mosaique, frisolées et bigarrures de  Potato Virus A, Potato Virus X, Pomme de terre

pomme de terre Potato Virus M, Potato Virus Y.

3. Présentation du mildiou et I’agent pathogéne: Le mildiou de la

pomme de terre et de la tomate est causé par I’oomyceéte Phytophthora infestans (Erwin et
al., 1983). C’est une maladie tres redoutable non seulement dans les régions tempérées
mais pratiqguement dans toutes les zones de production de ces deux cultures (Fry et al.,
1992). Grace aux nombreux échanges commerciaux (via la semence surtout), les souches

de mildiou ne connaissent pas les frontieres.

L’extension de cette maladie par 1’agent pathogeéne, a partir de son aire d’origine (la
zone andine, longtemps contestée au détriment du Mexique), s’est déroulée en plusieurs
étapes a partir des années 1840. Une premiére migration a permis a la lignée US-1 de
migrer aux Etats Unis, et par la suite a I’Europe, probablement par I’intermédiaire de
semences de pomme de terre contaminées (Goodwin et al., 1993 ; Andrivon, 1996). Aprés
avoir colonisé le continent européen, le mildiou est disséminé dans tous les pays
producteurs de la pomme de terre dans le monde. En Afrique, la maladie a été détectée
pour la premiére fois en 1941 en Afrique du Sud (Coxet et Large 1960 in Sedigui et al.,
1997).

3.1 Symptomes : Le mildiou peut attaquer tous les organes aériens de la plante. Il se
caractérise par le développement de taches d’abord humides, voire de plages, sur les
folioles. Ces attaques conférent localement aux tissus touchés une teinte vert pale a vert
brun (Figs 1B, 1F) (Agrios, 2005). Des portions importantes du limbe finissent par étre
affectées et ne tardent pas a brunir et se nécroser. Ces taches sont fréquemment entourées
d’une marge de tissus livide, mal définie, sur laquelle se forme parfois, a la face inférieure

du limbe, un discret et fugace duvet blanc (Fig 1A, 1E) constitué par les sporangiophores
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et les sporocystes de Phytophthora infestans (Dominique et al., 2009). Lorsque les
conditions sont particulierement favorables, la progression des symptomes sur les folioles
est fulgurante ; les feuilles, les rameaux voire les plants entiers, finissent par se nécroser et

se desséecher entierement (Nelson, 2008).

Sur la tige, le symptdme typique est une nécrose brun violacé, s’étendant sur 2 a 10 cm
a partir d’un neeud (Fig 1C, 1G). Par temps humide, cette nécrose se couvre d’une couche
poudreuse blanche ou grisatre (Rousselle et al., 1996). Des brunissements comparables
peuvent étre observés sur les bouquets floraux ; ils sont a I’origine de la chute de

nombreuses fleurs (Dominique et al., 2009).

L'infection des tubercules se manifeste par la présence de zones Iégérement déprimées
de taille variable et de forme irréguliére, ou la peau est brun violet et coriace. Les tissus
sous-jacents acquierent une coloration havane ou brun clair, et une pourriture seche et
granuleuse se développe dans la chair du tubercule (Fig 1D) (Platt, 2008). En conditions
humides ou chaudes, une infection secondaire bactérienne ou fongique peut transformer en
pourriture aqueuse les zones atteintes par le mildiou (Platt, 2008). Sur le fruit de tomate,
les dommages se caractérisent par des plages irréguliéres brunes ayant un aspect bronzé et
luisant. Ces symptémes se développent régulierement a partir de la zone pédonculaire, et
un duvet blanc peut apparaitre sur les parties affectées du fruit. L’intérieur du fruit a une
texture liégeuse et une couleur brune (Fig 1H) (Lacroix, 1999). La pourriture causée par le
mildiou est ferme (Nelson, 2008).
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Figure 1 : Symptdmes sur les différents organes du plant de pomme de terre (A,B,C,D) (Agrios,
2005) et de tomate (E,F,G,H) en plein champ (Nelson, 2008). A, B, E et F: Sur les feuilles de pomme
de terre (A, B) et de tomate (E, F), les premiers symptdmes sont des taches décolorées, d’aspect huileux qui
brunissent rapidement et s’entourent d’un liseré clair a la face supérieure du limbe et les fructifications de P.
infestans (sporanges et sporangiophores) a la face inferieure. C et H : Sur la tige de pomme de terre (C) et
tomate (H), apparition de nécroses brun-violacées. D et G : Sur la production, les tubercules de pomme de
terre (D) et les fruits de tomate (H), des taches superficielles et irrégulieres sont observées.
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3.2 L’ agent pathogéne :

3.2.1. Position taxonomique : Phytophthora infestans (Mont.) de Bary est un Oomycéte
de la famille des Perenosporaceae (Agrios, 2005). Les oomycetes sont caractérisés par un
mycélium non cloisonné et de zoospores biflagellés, dont 1’un dirigé vers 1’avant est cilié
et I'autre dirigé vers ’arriére est lisse. Le thalle est diploide, avec une méiose qui se
produit dans les gamétanges et qui aboutit a la formation des spores sexués ou oospores
(Agrios, 2005).

Les Oomycetes sont considérés comme « pseudo-fungi », en raison de 1’absence de la
chitine au niveau de leur paroi (paroi composée de glucane et des petites quantitées
d’hydroxyproline et cellulose); la nature du stérol de leur membrane plasmique (le
fucostérol au lieu de 1’ergostérol) ainsi que par la nature de leur substance de réserve (les

mycolaminarine au lieu du glycogene) (Lepoivre, 2003).

Le genre Phytophthora est divisé en six groupes morphologiques, L'espéce P. infestans,

séparée morphologiquement des autres espéces, est classée dans le groupe 1V.

Selon Agrios (2005), la classification de Phytophthora infestans (Mont.) de Bary

s’établit comme suit :
Régne : chromista ou Stramenopila
Phylum : Oomycota
Classe : Peronosporea
Ordre : Péronosporales
Famille : Peronosporaceae
Genre : Phytophthorade Bary

Espece : Phytophthora infestans (Mont.) de Bary
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3.2.2. Description morphologique : P. infestans possede un mycélium coenocytique
hyalin a développement endogene (intercellulaire et intracellulaire) via la formation
d'haustoria (Thurston et Shultz, 1981). Le mycélium produit des sporangiophores qui
forment a leurs extrémités des sporanges (Fig 2A) (Agrios, 2005).

Les sporanges germent soit par la formation d’un tube germinatif, lorsque la
température est supérieure a l’optimum de germination des sporanges (germination
directe) ; soit par la différenciation de leur cytoplasme en zoospores, si la température est
inférieure a ’optimum de germination du mycélium et en présence de I’eau (germination
indirecte) (Ribiero in Erwin et al., 1983). Les sporanges sont de forme ovoide a elliptique
effilé a la base (Erwin et Ribeiro, 1996). Les zoospores sont mobiles possedant deux
flagelles : un flagelle postérieur lisse et un flagelle antérieur portant des mastigonémes
(Erwin et Ribeiro, 1996).

Phytophthora infestans est un organisme hétérothalique possédant deux types de
compatibilité sexuelles Al et A2 (Gallegly et Galindo, 1958). Lorsque les mycélia de types
sexuels différents se rencontrent et produisent des oogones et des anthéridies, il peut y
avoir reproduction sexuée avec production d’oospores (Fig 2B) (Platt, 2008). Les oospores
sont sphériques d’une couleur brun rougeatre, possédant une paroi épaisse. Lorsqu’elles
germent, les oospores forment un tube germinatif a I’extrémité duquel apparait un
sporange (Platt, 2008). Les oogones sont globuleux, alors que les anthéridies sont
amphigynes et généralemet de forme allongée (Agrios, 2005).

Figure 2 : Morphologie de Phytophthora infestans. A : Sporangiophores et sporanges de P. infestans
(Gr: X 80 ; Source : Janice Y. Uchida). B : Oospore de P.infestans (Gr : X 125).
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3.2.3. Gamme d’hotes : En plus de la pomme de terre et de la tomate, plusieurs solanacées
constituent des hotes préférés de l'espece P. infestans (Grinwald et Flier, 2005). La
pathogénicité de ce champignon ne se limite pas seulement aux grandes cultures naturelles,

puisqu’environ 89 espéces ont été révélées des hdtes pour ce pathogene (Erwin et Ribeiro, 1996).

Ainsi, la large apparition de nouveaux génotypes de P. infestans a contribué a

I’¢largissement de la gamme d’hdtes de ce pathogene (Griinwald et Flier, 2005).

3.2.4. Cycle biologique : P. infestans comprend deux phases : une phase asexuée assurée

par les sporanges et une autre phase sexuée assurée par les oospores (Fig 3).

Une fois sur les folioles, les sporanges liberent des zoospores flagellées ; la température
optimale de leur libération est de 1’ordre de 13°C. Ces zoospores, une fois fixées, perdent
leurs flagelles et s’enkystent puis émettent un tube germinatif qui pénétre dans la foliole le
plus souvent via les stomates mais aussi, parfois directement au travers de la cuticule des
cellules épidermiques (Agrios, 2005). Les sporanges peuvent donner aussi naissance a un
filament germinatif et I’infection se réaliserait en 3 a 4 heures. Les tissus foliaires sont par
la suite rapidement envahis par les mycélia non cloisonnés (la température optimale de
croissance est de 23°C), qui vont désorganiser progressivement les tissus colonisés
(Dominique et al., 2009).

Aprés étre installé dans 1’héte, le mycélium de P. infestans émet des sporangiophores
sur la face inferieure des folioles par les stomates, parfois directement au travers de
I’épiderme. Ces sporangiophores produisent de nombreux sporanges citriformes (Agrios,
2005). Cette étape nécessite la présence d’une forte humidité (égale ou supérieure a 90%)
et des températures comprises entre 3 et 26°C (Grinwald et Flier, 2005). Les sporanges
sont aisément entraines par le vent et la pluie, parfois sur des longues distances et gagnent
de nouvelles plantes encore saines, assurant des contaminations secondaires (Goodwin et
al., 1993).

La dissémination de la maladie s’effectue parfois par I’intermédiaire des plants
contaminés et si la contamination des semences par les oospores s’est confirmée sur le
terrain, elles pourraient assurer une dispersion de la maladie sur de longues distances
(Fernandez et al., 2004).

18



Synthése bibliographique

Pour les tubercules, les sporanges contaminent le sol et libérent des zoospores. Ces
derniers pénetrent dans les tubercules a travers les lenticelles ou les blessures. Dans le
tubercule, le mycélium se développe entre les cellules et envoie des haustoria a I’intérieur

des cellules (Rousselle et al., 1996).
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Figure 3 Cycle biologique de Phytophthora infestans. D’aprés : http://www.eucablight.org.
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3.2.5. Source d’inoculum primaire et mode de conservation : Le mycélium hivernant
dans les yeux et/ou les blessures des tubercules de semences constitue la source principale
d'inoculum primaire (Andrivon, 1995). En effet, un tubercule infecté sur 100000 sains est
considéré comme une quantité d'inoculum suffisante pour déclencher une épidémie
générale (Weste, 1983). L'infection peut étre aussi provoquée par les propagules du
champignon (sporange, oospores et fragments mycéliens) conservés dans le sol sur les
débris des fanes et parfois sur les repousses en zone a climat doux (Paitier, 1980). Selon ce
dernier auteur, il suffit qu'une quantité infiniment petite de sporanges presente dans la
culture pour qu'une épidémie puisse avoir lieu, lorsque les conditions climatiques sont
favorables. Cependant, les oospores peuvent vivre lentement sous des conditions
défavorables ; ce sont des structures de résistance pouvant étre des formes importantes
d’inoculum primaire (Duniway, 1983 ; Flier et al., 2001 ; Kuznetsova et al., 2010). Ainsi,
des études ont montré que dans les champs mexicains, les oospores servent comme source

d’inoculum primaire (Flier et al., 2001 ; Fernandez et al., 2004).

3.2.6. Compatibilité sexuelle : Les premiéres études de la reproduction sexuée de
P. infestans ont montré que la population du pathogéne est hétérothalique, avec deux types
sexuels « mating type » nommés Al et A2 (Miller, 2001). Cet auteur a montré que la
reproduction sexuée n'est réalisable qu'apres confrontation entre deux mycélia de types
sexuels différents Al et A2.

Au Mexique, centre d’origine de P. infestans, I'analyse des différentes collections de ce
pathogéne montre une coexistence a des proportions presque égales des deux types sexuels
(Fry et al., 1992). Par conséquent, les populations existantes dans les champs mexicains

sont surtout le résultat de la recombinaison sexuée (Tooley et al., 1985).

En dehors du Mexique, tous les isolats récoltés avant les années quatre-vingt ont été
déterminés de type sexuel Al. Mais, depuis les années 1980, la fréquence d'apparition des
isolats A2 est devenue de plus en plus importante en Europe (Drenth et al., 1995), aux
Etats Unis (Dorrance et al., 1999), au Canada (Petters et Platt, 1998; Daaf et Patt, 1999 in
Platt 2008) et en Afrique (Shaw et al., 1985).

En Afrique du nord, El Ismaili (1994) a suggéré la présence du type de compatibilité
sexuel A2 au Maroc, apres avoir observé quelques oogones et anthéridies sur une culture

pure de P. infestans (Sedigui, 1997). D’autres travaux ont confirmé la présence de ce type
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de compatibilité sexuel dans ce pays par Hammi, (2003) et Andrivon et al (2007). En
Tunisie, la présence de ce type a été montrée en 2006 par Jmour et Hamada (2006). En

Algérie, I’existance du type sexuel A2 a été observé pour la premiere fois par Beninal et al
(2008).

3.3. Les facteurs affectant I’évolution de la maladie : Lorsque les conditions du

milieu sont favorables, I'évolution de I'épidémie dépend de I'agressivité du pathogéne et du
systeme de défense de la plante hote (Pieters et al., 1992).

3.3.1. Les facteurs climatiques : Comme de nombreux agents de mildiou, P.infestans se
manifeste surtout dans les zones de production qui connaissent les périodes prolongées
d’humidité (pluies, irrigation par aspersion, brouillards, rosée.....) et de temps frais (Platt,
2008). Comme son nom anglo-saxon « late blight » I’indique, le mildiou se manifeste

tardivement en saison.

La période de latence et la croissance de la lésion dépendent essentiellement de la
température, alors que l'intensité de l'infection dépend de I'numidité. La sporulation est
abondante durant les périodes humides et fraiches, optimales entre 16 et 22°C et inhibée

par les périodes chaudes et séches (Dominique et al., 2009).

La production de sporanges est importante a 18°C et nulle a 28°C. Les sporanges
germent en formant de cing a dix zoospores par sporanges a des températures entre 12 et
15°C, au-dela de 15°C, les sporanges produisent des tubes germinatifs (Agrios, 2005). Les
oospores se forment en quantité entre 8 et 15°C ; leur production nécessite la présence

d’humidité et d’hygrométrie élevées en permanence (Grinwald et al., 2005).

Des nuits froides et des journées modérément chaudes avec une forte humidité
favorisent 1’extension de la maladie. Les périodes pluvieuses, 1es irrigations par aspersion,
les rosées, sont aussi trés favorables aux épidémies, et 2 heures de présence d’eau sur les

feuilles sont suffisantes pour amorcer une infection (Duniway et al., 1983).

3.3.2. Les facteurs du sol : Les sporanges produits par les lésions développées sur tige
sont souvent a l'origine de [linfection des tubercules (Ribiero, 1983). Cependant,
I'importance de I’infection dépend de la texture du sol telle qu’une grande porosité qui

facilite le déplacement des spores. P. infestans possede une faible capacité saprophytique
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dans le sol, ceci est d0 a l'inactivation et la rapide détérioration des sporocystes et du

mycélium par les micro-organismes du sol (Fernandez et al., 2004).

3.3.3. La prédisposition de I’hdte: Des études ont montré que la nutrition, la
photopériode, 1’intensité lumineuse et la présence d’autres agents pathogénes sont
impliqués dans la variabilité de la sensibilité des cultivars au mildiou (Dominique et al.,
2009). La croissance des lésions et l'intensité de sporulation dépendent de la nutrition
azotée (Erwin et al., 1983).

Cependant, la sévérité de la maladie varie avec 1’age de la plante et des feuilles. Ainsi,
le degré d'infection des tubercules en période de culture dépend de I'age et de I'état de ces
organes (Rousselle et al., 1996). L'importance de l'infection des tubercules dépend
également des conditions de stockage et de croissance de ces organes (Rousselle et al.,
1996).

3.4. La reproduction sexuée : La reproduction sexuée est le moyen le plus efficace

pour induire une importante diversité génotypique, qui permettra au pathogene de s'adapter

et faire face aux contraintes du milieu extérieur (Fry et al., 1992).

La reproduction sexuée chez P. infestans entraine la production d’oospores, une
structure résistante (Elliott, 1983). Elle a lieu par la fusion de deux structures
sexuelles différenciées: gamétanges (filaments de thalle différenciés). L'un de ces
gamétanges : I'anthéridie (organe male) injecte par l'intermédiaire d'un tube de fertilisation,
un ou plusieurs noyaux gamétiques fécondants dans le protoplasme de I'organe femelle :

I'oogone (Boccas, 1979).

P. infestans est hétérothalique, qui nécessite la présence de deux types sexuels Al et A2
pour se reproduire (Miller, 2001). L hétérothalisme chez P. infestans est physiologique, les
deux structures reproductives (gamétanges) male et femelle peuvent étre produits

indifferemment par le thalle de chaque type sexuel (Miller, 2001).

3.4.1 Influence de certains facteurs sur la production d’oospores chez P. infestans
3.4.1.1 Les exigences trophiques : Elliot (1983) a rapporté que certains acides aminés tels
que l'acide aspartique et glutamique constituent des sources d'azote bénéfiques pour

I'accomplissement de la reproduction sexuée chez les Phytophthora. Par contre, d'autres
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acides aminés telles que la valine et la leucine ne favorisent pas le processus sexuel, a

cause de la toxicité de leur métabolites (Elliot, 1983).

La reproduction sexuée de plusieurs espéces de Phytophthora est stimulée par un
rapport C/N éleve (Flier et al., 2001).

Contrairement aux especes de Pythium, les especes de Phytophthora sont auxotrophes

pour la thiamine qui est nécessaire pour leur reproduction sexuée (Boccas, 1979).

Plusieurs travaux ont rapporté l'implication des stérols dans la stimulation de la
formation des oospores chez plusieurs especes hétérothalliques de Phytophthora (Hohl,
1983). Les deux substances les plus impliquées dans le processus de la reproduction sexuée
sont le sistosterol et le stigmasterol qui sont extraits de nombreux végétaux tels que le pois,
I'avoine et le mais (Boccas, 1979 ; Elliott, 1983 ; Hohl, 1983).

3.4.1.2 Les facteurs climatiques : la reproduction sexuée chez P. infestans dépend des
conditions de I’environnement (Cohen et al., 1997).

e Température: Chez plusieurs espéces de Phytophthora, les températures
favorables a la reproduction sexuée sont sensiblement inférieures a celles de la croissance

mycélienne (Drenth et al., 1995).

Chez P. infestans, la production des oospores est obtenue in vitro a des températures
comprises entre 18 et 21°C et in vivo de 8 a 20°C (Cohen et al., 1997 ; Drenth et al., 1995).

e Humidité : Ni les oospores ni les oogones ne sont observés sur des plants
séverement attaqués par les deux types sexuels et incubés a une humidité relative de 50 a
80% (Cohen et al., 1997). Par contre, les folioles ou les rondelles de feuilles de pomme de
terre inoculés et placés sur I'eau permettent une importante production des formes sexuees
(Drenth et al., 1995 ; Cohen et al., 1997).

e Lumiere : La reproduction sexuée chez Phytophthora est inhibée par la lumiére. Ce
phénomeéne d'inhibition fut mis en évidence pour la premiére fois chez P. infestans en 1963
par Romero et Gallegly, qui montrerent qu'un éclairement continu supprimait totalement la
reproduction sexuée chez cette espéce (Boccas, 1979). C'est la phase d'induction précédant
la différenciation des gamétanges qui est photosensible (Boccas, 1979).

Cet effet inhibiteur de la lumiere continue sur I'oosporogenese est considérablement
atténué si les cultures de champignon sont incubées sous une photopériode de 12h
(Hugenin et Boccas, 1971).
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3.4.1.3 Génotypes d’ hotes : Certains travaux ont montré que les oospores sont produites
en quantité plus importante sur les feuilles des cultivars de pomme de terre moyennement
résistants que sur celles des cultivars sensibles (Drenth et al., 1995 ; Hanson et Shattock,
1998).

Cependant, d'autres auteurs ont conclu qu'il n'existe pas d'effet du génotype de la
pomme de terre sur la reproduction sexuée (Cohen et al., 1997). Il reste que d'aprés ces
derniers auteurs, la formation des oospores est plus importante sur la tomate que sur la

pomme de terre.

3.4.2 Conservation des oospores : Les sporanges, les zoospores et le mycélium des

espéces de Phytophthora ont une trés courte longévité (Drenth et al., 1995).

Avec la détection des deux types sexuels Al et A2 dans plusieurs pays, de nombreuses
études ont suggeré la possibilité de la contribution des oospores dans le cycle de vie de
Phytophthora infestans. Les oospores sont des structures qui permettent aux Phytophthora
de survivre dans des conditions adverses pendant de longues périodes dans des débris de

plant ou dans le sol (Dominique et al., 2009).

Les oospores peuvent étre produites sur les feuilles, les tiges, les stolons, les tubercules,
les fruits et les graines (Klarfeld et al., 2009).

Ainsi, aprés une attaque sévére d’une culture de pomme de terre au Mexique par le
mildiou, I’agent pathogéne a conservé son pouvoir infectieux aprés deux ans (Turkensteen

et al., 2000).

Drenth et al. (1995) ont montré que les oospores de P. infestans restent vivantes apres
leur exposition a des températures comprises entre -80 et 35°C et sont capables de survivre

au moins pendant toute une saison hivernale en Europe.

Mayton et al (2000) ont rapporté qu’en Amérique du nord, les oospores peuvent vivre

dans différents environnements incluant le champ, les serres et les chambres froides.

3.4.3 Germination des oospores : La levée de la dormance des oospores est caractérisee
par de profondes modifications de ces formes sexuées. Selon Boccas (1979), le
protoplasme perd son aspect homogéne et réfringent, devient granuleux et retrouve l'aspect
qu’il avait avant la différenciation de 1'oospore. Généralement, la germination des oospores

chez les espéces de Phytophthora se réalise selon deux voies. Soit, la germination est dite
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directe lorsque l'oospore émet un ou plusieurs tubes germinatifs qui se développent
directement en un thalle, soit, le ou les tubes germinatifs émergeant de I'oospore se

terminent par un sporange ; il s'agit de la germination indirecte (Boccas, 1979).

Concernant les facteurs influencant le processus de germination, les études sont peu
nombreuses. La lumiére, la température, la maturité des oospores et autres facteurs peuvent
avoir une action sur la germination des oospores. Cependant, la lumiere reste le facteur
limitant de la germination des oospores; l'action inductrice de la lumiere sur la
germination a été rapportée par plusieurs auteurs (Drenth et al., 1995 ; Elliot, 1983 ;
Kuzntesova et al., 2010).

3.4.4 Capacité infectieuse : Les oospores constituent une source d'inoculum primaire, par
leur pouvoir résistant, car elles peuvent persister longtemps sous des conditions
défavorables (Duniway, 1983 ; Flier et al., 2001 ; Kuznetsova et al., 2010). Le pouvoir
infectieux des formes sexuées de Phytophthora infestans a été confirmé au laboratoire
(Drenth et al., 1995 ; Turkensteen, 2000 ; Rubin et al., 2001 ; Fernandez et al., 2004 ;
Kuznetsova et al., 2010).

Les oospores survivant dans le sol sont capables d'infecter les plants en produisant des
Iésions sur les feuilles ou les tiges qui sont en contact avec le sol (Drenth et al., 1995 ;
Turkensteen et al., 2000 ; Kuznetsova et al., 2010). Kuznetsova et al. (2010) ont rapporté
que les oospores peuvent passer la saison hivernale dans le sol et seront une source
d’infection pour la prochaine saison de culture, conduisant a 1’apparition des lésions sur la

plante.
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MATERIEL ET METHODES

1. Matériels
1.1. Materiel végétal
Deux espéces végetales pomme de terre (Solanum tuberosum) et tomate (Solanum

lycopersicum) sont utilisées dans ce travail. Pour chaque espece, deux variétés sont

choisies, présentant des degrés différents de sensibilité au P. infestans.

Les variétés de pomme de terre sont : Spunta (variétéb sensible) et Sarpo Mira (variété

résistante) ; les semences sont fournies par le CNCC.

Les variétés de la tomate sont : Marmande (variété sensible) et Saint Pierre (variété
moyennement sensible) dont les semences sont produites par I’'ITCMI, durant la campagne
2008-20009.

Tableau IV  Principales caractéristiques des variétés de pomme de terre et tomate testées
(Catalogue variétale, ITCMI 2005).

Variété Caractéristiques

Spunta Variété néerlandaise, tres cultivée dans les pays méditerranéens, connue par
sa résistance a la chaleur et la sécheresse. C’est une plante a port dressé et
tres productive. Les tubercules ont une forme allongée, grande et réguliere.
La peau est jaune et lisse, aux yeux trés superficiels, et la chair est jaune
pale.

Sarpo Mira Variéte danoise, demi-précoce a mi-tardive, trés productive et d’une bonne
conservation (dormance longue). Les tubercules ont une forme oblongue,
grande. La peau est rouge et lisse aux yeux superficiels, et la chair est jaune
péle.

Marmande Varieté francaise, tres précoce, productive a port vigoureux. Les fruits sont
plats, cotelés, réunis en grappe (de 4 a 5 fruits). La chair est pleine,
consistante, parfumées et résiste a I’éclatement a maturité.

Saint Pierre Ancienne variété francaise a port vigoureux, trés productive et demi précoce.
Les fruits sont gros, ronds, lisses et réunis en grappe. La chair est ferme,
charnue et savoureuse.
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1.2. Matériel fongique

Six isolats de Phytophthora infestans sont choisis pour réaliser ce travail. Quatre d’entre
eux sont isolés de pomme de terre : P- KURD-S (Al), P-ITGC-AR (Al), P-SAR-AR (A2)
et P-10"- AR (A2); et deux sont isolés de la tomate : T-INA- AR (A1), T-INA-S -TIGE

(A1) ; et sont présentes dans le tableau ci-dessus (Tab V).

Tableau V Désignation, années d’isolement, types sexuels, origines et plantes hotes des isolats de

P. infestans.
ISOLATS ANNEES TYPESSEXUELS ORIGINES PLANTES HOTES
P-KURD-S 2011 Al Ain Defla Pomme de terre
(Kuroda)
Pomme de terre
P-SAR-AR 2011 A2 ENSA Alger (Sarpomira)
Pomme de terre
P-ITGC-AR 2011 Al Oued Smar (variété non connue)
1 Pomme de terre
P-10"-AR 2009 A2 ENSA Alger (Spunta)
T-INA-AR 2011 Al ENSA Alger _ Tomate
(variété non connue)
T-INA-S-TIGE 2011 Al ENSA Alger Tomate

(variété non connue)

2. Méthodes

2.1. Test de pathogénicité des isolats étudiés
La capacité des isolats a causer une maladie constitue un trait de caractérisation trés

important. Il permet de déterminer leur degré d’agressivité sur leurs plantes hotes.

2.1.1. Préparation du matériel fongique
Une suspension sporangiale est préparée pour chaque isolat, a partir d’une culture agée

de 10 jours (Fig 4). La concentration en sporanges est ajustée a 5.10% /ml.

2.1.2. Préparation du matériel végétal
Des feuilles saines prélevées de 1’étage sub-apical des jeunes plants de pomme de terre
(spunta et Sarpo Mira) et tomate (Marmande et Saint Pierre) sont lavées a 1’eau de robinet,

Aprés séchage, ces organes sont mis dans des boites de Pétri stériles de 90 mm de diameétre
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contenant du papier filtre humidifié en placant la face supérieure en contact avec le papier
filtre (Fig 5).

2.1.3. Inoculation et incubation

A T’aide d’une micropipette graduée, les folioles sont inoculées en déposant une goutte
de 20ul de la suspension sporangiale contenant environ 200 a 300 sporanges sur le centre
de la face inférieure. Les boites sont ensuite incubées a 18°C et sous une photopériode de

16 heures de lumiere et 8 heures d’obscurité. Pour chaque isolat, trois boites sont

inoculées.

Figure 4 Culture de Phytophthora infestans (Isolat : P- Kurd-S) sur milieu gélosé a base de petit
pois .

Figure 5 Folioles de pomme de terre (A) et de tomate (B) préparées pour I’inoculation.
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2.2. Etude in vitro de la fertilit¢ des confrontations des isolats de P.
infestans

2.2.1. Les confrontations des isolats de P. infestans testés
La fecondité des confrontant est évaluée sur le milieu gélosé a base de petits pois pour

les confrontations d’isolats suivantes :
P-KURD-S (A1) X P-SAR-AR (A2);
P-KURD-S (A1) X P-10'-AR (A2);
P-ITGC-AR (A1) X P-SAR-AR (A2);
P-ITGC-AR (A1) X P-10*-AR (A2);
T-INA-AR (A1) X P-SAR-AR (A2);
T-INA-AR (A1) X P-10'-AR (A2);
T-INA-S-TIGE (A1) X P-SAR-AR (A2);
T-INA-S-TIGE (A1) X P-10"-AR (A2).

Ce test a pour but de vérifier la fertilité des confrontations avant d’étre étudier sur le

matériel végetal.

2.2.2. Mise en culture et incubation

Pour chaque isolat a confronter, une pastille mycélienne de 4 mm de diamétre est
prélevée a la périphérie d’une colonie agée de 10 jours, puis les deux pastilles sont placées
dans une boite de Pétri de 90 mm contenant le milieu de culture a une distance 2 cm ’une
de l'autre. Les croisements sont ensuite incubés a 18 °C et a I’obscurité pendant une

période de 10 jours. Chaque confrontation fait I’objet de dix répétitions.

2.2.3. Dénombrement des oospores

Apres 10 jours d’incubation, des secteurs de la gélose sélectionnés sous la loupe,
contenant des oospores en quantités importantes et réparties le long de la ligne de
confrontation sont fragmentés en morceaux d’environ 1 cm?2. Le fragment de gélose est
fixé entre une lame et lamelle, et le nombre d’oospores est déterminé par comptage sous

microscope (grossissement X40) (. Dix répétitions sont effectuées pour chaque croisement.

29



Materiels et méthodes

2.3. Etude in planta de la reproduction sexuée des isolats de P. infestans
2.3.1. Les confrontations des isolats de P. infestans testés

Des suspensions de sporocystes de P. infestans sont préparées pour chaque isolat a
partir de cultures mycéliennes agées de 10 jours et ajustées a une concentration de

5 x10* sporanges/ml.

2.3.1.1. Test de fertilité sur les folioles de pomme de terre et de tomate
La production d’oospores par les isolats interfertiles est conduite sur des folioles

entieres prélevées de quatre variétés des deux especes : pomme de terre et tomate.
Les huit confrontations fertiles in-vitro sont testés in planta :
P-KURD-S (Al) X P-SAR-AR (A2);
P-KURD-S (A1) X P-10'-AR (A2);
P-ITGC-AR (Al) X P-SAR-AR (A2);
P-ITGC-AR (A1) X P-10'-AR (A2);
T-INA-AR (Al) X P-SAR-AR (A2);
T-INA-AR (A1) X P-10%-AR (A2);
T-INA-S-TIGE (Al) X P-SAR-AR (A2);
T-INA-S-TIGE (A1) X P-10'-AR (A2).

2.3.1.2. Influence du rapport des concentrations des isolats A1/A2 sur la production des
oospores.

Afin d’évaluer ’effet de la proportion du mélange Al et A2 sur la production
d’oospores, un test est conduit in planta sur les folioles de pomme de terre et tomate en

utilisant un mélange des deux confrontants avec des proportions différentes.

Ce test est réalisé en considérant les deux confrontations les plus productives dans le

test précédant:
P-KURD-S (A1) X P-10"-AR (A2);

(T-INA-S-TIGE (A1) X P-10"-AR (A2).
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Les suspensions sont préparées par un melange des deux types sexuels Alet A2 selon

des proportions A1/A2 variables (tab V1).

Tableau VI Proportions des volumes des suspensions des isolats de Al et A2 a mélanger

pour la suspension finale.

Al (volume en ul)

A2 (volume en ul)

10
15
18
19
20

20
19
18
15
10

2.3.1.3. Influence de la période d’incubation sur la production des oospores

Ce test est mené pour déterminer I’effet de la période d’incubation sur la production

d’oospores. Le test est conduit sur les deux especes précédentes, les folioles inoculées sont

incubées selon trois périodes : 7 jours, 15 jours et 21 jours.

Quatre confrontations sont choisies : (Pour chaque isolat Al, la confrontation la plus

productive pour le test de fertilité in vivo était choisie).
P-KURD-S (A1) X P-10'-AR (A2);
P-ITGC-AR (Al) X P-SAR-AR (A2);
T-INA-AR (A1) X P-10'-AR (A2);
T-INA-TIGE (A1) X P-SAR-AR (A2).

2.3.2. Préparation du matériel végétal pour I’inoculation

Les folioles sont préparées selon la méthode précedemment décrite (2.1.2. Matériels et

Méthodes).
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2.3.3. Inoculation et incubation

Une quantité de 20 ul de la suspension, a concentration 5 x10* sporanges/ml, de
chaque isolat est déposée sur la face inférieure des feuilles placées dans des boites de Pétri
contenant de papier filtre humidifié (Cohen et al., 1997).. Les deux isolats sont déposés au
centre distant de 2 cm 1’'un de ’autre (Fig 6). Une quantité d’eau est ajoutée chaque deux
jours dans les boites Pétri pour maintenir une humidité favorable a la reproduction sexuée
en assurant un contact continu avec 1’eau (Cohen et al., 1997). Les boites sont incubées a
18°C avec une photopériode de 16 heures de lumiére et 8 heures d’obscurité. Chaque teste

fait ’objet de cinq répétitions.

Une goutte de 20ul de la suspension Al

Une goutte de 20ul de la suspension A2

Figure 6 : Inoculation d’une foliole de pomme de terre par les suspensions des deux confrontants.

2.3.4. Préparation des tissus végétaux pour les observations microscopiques

A partir du dixiéme jour d’incubation, les folioles entieres sont éclaircies pour permettre
un comptage du nombre d’oospores produits dans les tissus infectés. Pour cela, les tissus
infectés sont trempés dans une solution d’éthanol a 95% pendant huit heures puis sont
rincées dans un bain d’eau. Chaque foliole est découpée, avec un scalpel, dans le sens de la
longueur apres I’avoir déposée sur une lame. Chaque demi foliole est ensuite déposée sur
une lame puis recouverte immédiatement d’environ 1ml d’une solution de glycérol a 50%
dans de I’eau stérile (Cohen et al., 1997).
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2. 3.5 Dénombrement des oospores

Apres éclaircissement, les folioles infectées sont observées directement sous
microscope optique ; des fragments de feuilles de 1 cm? sont sélectionnés a partir des zones
de contact des deux lésions ou a partir des superficies de forte production des oospores. Le

nombre d’oospores est déterminé sur ces fragments sous microscope au grossissement

( X40).

2.4 Analyses statistiques des données
Les données de nos résultats sont analysées par la méthode de comparaison du hombre

d’oospores produits par les deux especes végétales.

Pour cela, on procéde par :

- Une analyse uni-variée pour visualiser les résultats obtenus et définir les moyennes
de chaque croisement et 1’écart type correspondant ;

- Une analyse de la variance ANOVA, pour determiner les degrés de signification de
chaque variable, ’interaction entre les variables et les groupes homogénes des
variables existantes. Dans notre cas, une analyse de variance est effectuée pour un

critére, deux criteres et trois critéres de classification.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Pathogénicité des isolats

Tous les isolats testés se sont révélés pathogenes. Les folioles de pomme de terre et tomate,
inoculées par des suspensions sporangiales ont toutes développé des lésions typiques du
mildiou. Cependant, la période d’incubation nécessaire pour I’apparition des premiéres lésions
differe selon les variétés testées. Ainsi, les folioles de la variété de pomme de terre Spunta
(variété sensible) ont toutes développé des Iésions 2 a 4 jours aprés inoculation, tandis que les
folioles de la variété Sarpo Mira (variété résistante) ont développé les lésions 5 jours apres
inoculation (Fig. 7). Cette différence de temps d'incubation est justifiee par la différence de
résistance des deux variétés. Les folioles des deux variétés de la tomate Marmande et Saint

Pierre ont toutes développé des symptdmes 3 a 5 jours apres inoculation.

Concernant I’intensité¢ des symptomes, nous avons remarqué que les isolats issus de la
tomate sont moins agressifs (petite lésions et faible sporulation) sur les folioles des deux
variétés de pomme de terre que ceux issus de pomme de terre. Par contre, sur les folioles des
deux variétés de tomate, tous les isolats ont présenté une forte agressivité sauf I’isolat (P-ITGC-
AR) issu de la pomme de terre. Ceci peut s’expliquer par la spécificité pathologique de 1’agent

pathogéne vis a vis de I’hote (Lebreton et al., 1999).

= NS - -C 2
ot BN - (= _—;d

Figure 7 Développement de la Iésion sur une foliole de pomme de terre Spunta. A : une feuille apres un

jour ; B : apres 4 jours et C : apres 5 jours.
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2. Fertilité des confrontations réalisées in vitro

Toutes les confrontations testées in vitro sur milieu de culture pois ont révélé la formation

des formes sexuées (oospores). La présence d’oospores était détectée a partir du 7 “™ jour

d’incubation chez toutes les confrontations.

Le nombre moyen d’oospores formées sur milieu de culture a base de petit pois par les huit
confrontations varie de 130 oopores/cm? (P-ITGC-AR X P-SAR-AR) a 160 oospores/ cm? (P-
KURD-S X P-10*-AR) (tabl V11, fig 8).

Tableau VII: Evaluation de la fertilité des huit confrontations des isolats de P. infestans sur milieu

gélosé a base de petit pois.

Confrontations Nombre moyen* d’oospores / cm?
P-KURD-S X P-10"-AR 161,3+£5,18
P-KURD-S X P-SAR-AR 153,3+ 10,48
P-ITGC-AR X P-10"-AR 155+7,83
P-ITGC-AR X P-SAR-AR 130 £ 8,50
T-INA-AR X P-10"-AR 140 £ 11,75
T-INA-AR X P-SAR-AR 138 £ 8,75
T-INA-S-TIGE X P-10"-AR 156 £+ 8,73
T-INA-S-TIGE X P-SAR-AR 151 +8,20

* . Le nombre représente la moyenne de dix répétitions.
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Figure 8 Fertilité des confrontations des isolats de P. infestans in vitro.

Figure 9 Oospores obtenues aprés la confrontation des isolats de P. infestans. A : Oospores formées
aprés la confrontation de 1’isolat P-10'-AR avec I’isolat P-KURD-AR (Gr : X 80). B : Oospores formées

apres la confrontation de ’isolat P-SAR-AR avec I’isolat P-KURD-AR (Gr : X 80).

L’analyse de la variance des valeurs enregistrées, montre une différence hautement

significative (p<0,0001) du facteur confrontation (Tab VIII).
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Tableau VIII Analyse de la variance pour ’effet de confrontation sur le nombre d’oospores produites

apres la confrontation des isolats de P.infestans.

SOURCE DE

VARIANCE SCE DDL CM TEST F PROBA Obs
VAR. TOTAL 14193,950 79

VAR. F1 7911,750 7 1130,250 12,954 < 0,0001 HS
VAR. RESIDUELLE 6282,200 72 87,253

F1 : confrontation

La différence de production d’oospores enregistrée pour les confrontations testées n’est pas
importante. Elle a été signalée également par Hanson et Shattock (1998), Flier (2001) et
Hammi (2003). Selon ces auteurs, dans un croisement, chaque confrontant présente une
tendance a former soit des oogones soit des anthéridies. Cette affinité spécifique des deux types
sexuels a I’un ou I’autre des formes sexuées, affecterait la quantité d’oospores produites dans

une confrontation.
3 Fertilité des confrontations in planta

3.1 Fertilités des confrontations sur des feuilles de pomme de terre et
tomate

Les observations microscopiques des lésions développées a partir de différents couples de
confrontations sur les folioles entiéres, ont révélé la formation d’oogones et d’anthéridies dans
les confrontations sept jours aprés inoculation. Les organes de la reproduction sexuée sont
concentrés dans la zone de contact des deux Iésions, a D'intérieur du tissu végétal,
essentiellement au niveau des parties adjacentes aux nervures principales et secondaires. Les
oospores sont détectées a partir du dixieme jour aprés incubation Cohen et al. (1997) et Hammi
(2003).

Les confrontations réalisées se sont révélées fertiles sur les deux especes tomate et pomme
de terre, mais le nombre d’oospores varie selon les variétés, les espeéces et les croisements
(Tableau IX, Fig 11). D’une maniere générale, nous remarquons que la production d’oospore
est plus importante sur les feuilles de tomate que sur celles de la pomme de terre. En
particuliers, la production d’oospores enregistrée chez la variét¢é de pomme de terre sensible

(Spunta) varie entre 550 et 770 oospores/cm?; celle enregistrée sur la variété résistante Sarpo
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Mira varie entre 320 et 440 oospores/cm®. Chez les variétés de tomate, les valeurs enregistrées
sont plus importantes et varient entre 600 et 840 oospores/cm® chez la variété sensible
(Marmande) et entre 880 et 1040 oospores/cm?® chez la variété moyennement sensible (Saint

Pierre).

Tableau IX Fertilité des confrontations des isolats de P. infestans sur les folioles de pomme de terre et

tomate.

NOMBRE D’0OOSPORES/CM?”

CONFRONTATIONS

Pomme de terre Tomate

Sarpomira Spunta Marmande Saint Pierre
P-KURD-S X P-10'-AR 383 + 37,69 702 + 53,90 797 + 43,96 1040 £ 41,77
P-KURD-S X P-SAR-AR 371 +19,69 599 + 56,45 765 + 50,04 989 + 20,26
P-ITGC-AR X P-10'-AR 353 + 27,00 601 + 40,77 719 + 33,90 952 + 40,32
P-ITGC-AR X P-SAR-AR 377 +34,83 617 + 36,59 624 + 39,40 881 + 15,48
T-INA-AR X P-10'-AR 371+18,43 609 + 10,17 805 + 27,66 997 + 18,36
T-INA-AR X P-SAR-AR 371+ 21,62 608 + 12,13 798 + 38,14 1011 £9,71
T-INA-S-TIGE X P-10"-AR 339 +24,94 596 + 18,58 568 + 30,29 1023 + 15,35
T-INA-S-TIGE X P-SAR-AR 340 + 17,28 634 + 18,35 781 + 32,96 1033 £ 16,84

* . Le nombre représente la moyenne de six répétitions.
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Figure 10 Fertilité des confrontations sur les variétés de pomme de terre et tomate.

Une analyse de la variance réalisée pour chaque espéce de plante héte a montré une

différence significative des facteurs variétes et confrontation (p<0,0001) (Tableau X ; XI).

Tableau X Analyse de la variance de ’effet de confrontation et variété sur le nombre

d’oospores produites aprés la confrontation des isolats de P.infestans sur une foliole de

pomme de terre.

\S/(ilél?:ﬁcl?EE SCE DDL CM TESTF PROBA Obs
VAR. TOTAL 1714215,490 95

VAR. F1 1560345,010 1 1560345,010 1301,849 <0,0001 HS
VAR. F2 37774,906 7 5396,415 4,502 0,000 S
VAR F1*F2 20210,740 7 2887,249 2,409 0,027 S
VAR. RESIDUELLE 95884,833 0 1198,560

F1: Variétés de pomme de terre
F2 : confrontations

HS : hautement significative (p<0,0001) ; S : significative (p<<0,001)
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L’analyse des moyennes par le test de Fisher (LSD) au seuil de 5%, distingue deux groupes
homogénes pour le facteur variété et deux groupes homogénes pour le facteur confrontation
(Annexe 2 : Tab 1).

Tableau X1 Analyse de la variance de I’effet de confrontation et variété sur le nombre d’oospores

produites apres la confrontation des isolats de P.infestans sur une foliole de tomate.

f/iLIéTAC\:I\IIECDEE SCE DDL CM TEST F PROBA Obs
VAR. TOTAL 2161849,958 95

VAR. F1 1623960,375 1 1623960,375 1426,518 < 0,0001 HS
VAR. F2 307194,292 7 43884,899 38,549 < 0,0001 HS
VAR F1*F2 139622,625 7 19946,089 17,521 < 0,0001 HS

VAR. RESIDUELLE 91072,667 80 1138,408

F1 : Variétés de tomate

F2 : Confrontations
HS : hautement significative (p<0,0001)

L’analyse des moyennes par le test de Fisher (LSD) au seuil de 5%, distingue deux
groupes homogeénes pour le facteur variété et cing groupes homogenes pour le facteur

confrontation (Annexe 2 : Tab 2).

Une deuxieme analyse de la variance est réalisée pour comparer les moyennes des deux
espéces, en considérant la variété sensible pour chaque espéce (pour éliminer 1’influence du
degres de sensisibilité), soit la Spunta pour la pomme de terre et la Marmande pour la tomate.
Cette analyse a montré une différence significative des facteurs confrontations et plante hote
(p<0,0001) (Tableau XI1).

Nla.oa
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Tableau XIlI Analyse de la variance pour ’effet de confrontation des isollats de P.infestans et

plante hote sur le nombre d’oospores produites sur des folioles de tomate et de pomme de terre.

SOURCE DE

VARIANCE SCE DDL CM TEST F PROBA Obs
VAR. TOTAL 813243,156 95

VAR. F1 297594,010 1 297594,010 185,537 < 0,0001 HS
VAR. F2 243513,240 7 34787,606 21,689 < 0,0001 HS
VAR F1*F2 143819,073 7 20545,582 12,809 < 0,0001 HS
VAR. RESIDUELLE 128316,833 80 1603,960

F1 : Plante hote : pomme de terre et tomate
F2 : Confrontations. HS : hautement significative (p<0,0001)

L’analyse des moyennes par le test de Fisher (LSD) au seuil de 5%, distingue deux
groupes homogenes pour le facteur plante héte et cing groupes homogeénes pour le facteur
confrontation (Annexe 3 : Tab 3).

La signification de chaque facteur (confrontation, variété et plante hote) dans 1’analyse
de la variance signifie que la production d’oospores par les isolats de P. infestans est
influencée par ’espece hote et la nature des isolats confrontés. Le regroupement des
moyennes dans plusieurs groupes homogenes montre 1’existance d’une variabilité pour

chaque facteur étudié.

Les tests de compatibilité sexuelles menés in planta ont prouveé la capacité de nos isolats a
produire des oospores sur le tissu végeétal si les conditions d’incubation sont favorables
(Température 20°C, Obscurité et boite de Pétri humidifiée). Par ailleurs, nous avons montré que
la production d’oospore peut étre influencée par le type d’hdte (pomme de terre ou tomate).
Cohen et al. (1997) ont remarqué que la reproduction sexuée est plus importante sur la tomate
que sur la pomme de terre, mais, le type de I’hote n’a aucun effet sur la production des
gametanges (oogones et anthéridies). Cependant, les oospores sont produites en quantité
importante sur les feuilles de pomme de terre en Allemagne (G6ts ,1991) et au Canada (Medina
et Platt, 1999).

La production d’oospores est importante sur une variété moyennement sensible que sur les
autres varietes (sensible et résistante). Ceci concorde avec les observations de Drenth et al

(1995) et celles de Hanson et Shattock (1998). Les premiers auteurs ont comparé la production
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d’oospores sur les feuilles de trois cultivars Bintje (trés sensible), Iréne (moyennement
sensible) et Pimpernel (moyennement résistante). lls ont observé que le nombre d’oospores
formées sur les feuilles de la variété Iréne (4000 oospores/cm?) est plus important que celui
noté chez les variétés Bintje (2000 oospores/cm2) et Pimpernel (1750 oospores/cm?). Le
nombre d’oospores observées dans notre étude est faible par rapport a celui rapporté dans les
travaux de Drenth et al. (1995) et Hanson et Shattock (1998). Cette différence peut étre due a
plusieurs facteurs, tels que la viabilité de 1’inoculum, la faculté des confrontants interfertiles a

produire les oospores et les types d’hotes utilisés.

D’apres les travaux de Cohen et al. (1997), la production d’oospores sur les variétés de
pomme de terre possédant les génes "R" de résistance est similaire a celle des variétés ne
possédant pas ces genes. Ces derniers auteurs ont conclu que 1’effet de 1’hote varie plutdt avec

I’age et la température.

Notre expérimentation conduite sur deux types d’hote différents pour un méme agent
pathogene (Phytophthora infestans) a montré que 1’oosporogenése chez cette espéce est
influencée par certaines conditions. L’incubation des boites de Pétri a une température
supérieure a 20°C n’a pas abouti a la formation d’oospores. L’apparition des formes sexuées
aprés 10 jours d’incubation confirme 1’affinité de I’oosporogenése a 1’obscurité. La présence de
I’eau libre sous le tissu végétal infecté est nécessaire pour la formation d’oospore. En effet,
I’incubation des folioles inoculées dans des boites ne contenant pas de I’eau n’a pas abouti a

I’observation des organes sexués (absence de Iésions sur les folioles inoculées).

Ces résultats concordent avec ceux mentionnés par plusieurs auteurs : Mosa et al. (1991),
Drenth et al. (1995), Cohen et al. (1997), Flier et al. (2001) et Levin et al (2001). Selon ces
derniers auteurs, la production d’oospores nécessite une humidité supérieure a 90% pendant au

moins une semaine et une température comprise entre 8 et 23°C.

Dans la nature, une humidité favorisée par des pluies continues serait bénéfique pour
I’induction de la reproduction sexuée sur les feuilles de la plante hdote. En absence d’une
humidité suffisante sur les feuilles, la production d’oospores peut se réaliser sur les feuilles qui
se sont détachées du plant et tombent sur le sol humide. Selon Cohen et al. (1997), les oospores

sont trés rarement observées dans la nature au cours des saisons trés pluvieuses.
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3.2 Effet du rapport des concentrations des isolats A1/A2 sur la fertilité
des confrontations

Deux confrontations révélées productives parmi les huite testées sont utilisées sur des

folioles de pomme de terre et tomate.

Lorsque le mélange des concentrations des isolats ne contient qu’un seul type sexuel (les
rapports A1/A2 : 0/20 ou 20/0), aucune oospore n’est détectée sur les folioles des deux espéces.
Les rapports des concentrations (10/10, 5/15 et 15/5) sont les plus productifs d’oospores, avec

une moyenne allant de 550 oospores/cm? & 630 oospores/cm?. (Tableau XIII).

Tableau X111 Nombre des oospores/cm? produites par deux confrontations sur des folioles de la

pomme de terre et la tomate. * : Le nombre représente la moyenne de dix répétitions.

CONFRONTATIONS RAPPORT NOMBRE D’OOSPORES/Cm’ *
Pomme de terre Tomate
Al A2
Spunta Marmande

P-KURD-S X P-10'-AR 0 20 0+0 0+0
1 19 492 + 23,25 465 + 29,27
2 18 520 + 18,25 513 + 43,87
5 15 561 + 16,32 596 + 34,89
10 10 619 + 27,60 606 v 21,37
15 5 551 + 26,58 584 + 22,14
18 2 482 + 17,55 539 + 16,50
19 1 420 £ 17,55 497 + 34,62
20 0 00 00

T-INA-S-TIGE X P-10*-AR 0 20 00 0+0
1 19 529 + 19,86 533+9,08
2 18 562 + 21,32 564 + 18,40
5 15 632 + 24,25 597 + 13,21
10 10 601 + 16,05 620 + 28,67
15 5 553 + 21,89 586 + 13,43
18 2 506 + 18,71 533 + 32,47
19 1 431+ 31,75 463 + 32,51
20 0 00 00
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Figure 11 Influence des rapports des concentrations des isolats A1/A2 sur la fertilit¢ de deux

confrontations in planta.
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L’analyse de la variance des résultats montre une différence hautement significative des trois

facteurs plante hote, confrontation et rapport (p<0,0001) (Tableau XIV).

SOURCE DE

VARIANCE SCE DDL CM TESTF PROBA Obs
VAR. TOTAL 19925051,132 363

VAR. F1 19820,319 1 19820,319 37,848 < 0,0001 HS
VAR. F2 17529,330 1 17529,330 33,474 < 0,0001 HS
VAR. F3 19605095,882 8 2450636,985 4679,669 < 0,0001 HS
VAR. F1*F2 892,582 1 892,582 1,704 0,193 NS
VAR. F1*F3 38595,831 8 4824,479 9,213 < 0,0001 HS
VAR. F2*F3 40587,420 8 5073,428 9,688 < 0,0001 HS
VAR. F1*F2*F3 30763,568 8 3845,446 7,343 <0,0001 HS

VAR. RESIDUELLE  171766,200 328 523,677

Tableau X1V Analyse de la variance de I’effet confrontation des isolats de P.infestans, rapport et

plante hote sur le nombre d’oospores produites sur des folioles de pomme de terre et tomate.

F1 : Plante hote

F2 : Confrontations

F3 : Rapport

HS : hautement significatif, (p <0,0001) ; NS : non significatif (p > 0,05).

L’analyse des moyennes par le test de Fisher au seuil de 5% distingue deux groupes
homogenes pour le facteur plante hote, deux et huit groupes homogeénes pour les facteurs

croisement et rapport respectivement (Annexe 3 : Tab 4).

Le nombre d’oospores produites sur la tomate est plus important que sur de la pomme de
terre, dont les valeurs enregistrées ne différent pas beaucoup entre les rapports ; I’influence des
rapports sexuels A1/A2 est faiblement remarquée. D’aprés Cohen et al. (1997) et Flier et al.
(2001), le rapport A1/A2 a un effet mineur sur le nombre d’oospores produites sur les folioles
de pomme de terre et tomate, ce qui prouve qu’une faible proportion des sporanges de type A2

dans un champ est suffisante pour déclencher la reproduction sexuée (Cohen et al., 1997).
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3.3 Effet de la période d’incubation sur la fertilité des confrontations

Toutes les confrontations se sont révélées productives durant les trois périodes d’incubation.
Le maximum de production d’oospores est enregistré apres 21 jours d’incubation, et varie entre
600 et 650 oospores/cm? pour les variétés Spunta et Marmande, entre 1000 et 1045
oospores/cm? chez la variété Saint Pierre et entre 400 et 435 oospores/cm? chez la variété Sarpo
Mira. Apres 15 jours d’incubation, la production d’oospores est presque identique a ceux
enregistrées aprés 21 jours. Par ailleurs, le nombre d’oospores formées aprés 7 jours
d’incubation, est faibles, il varie de 110 & 140 oospores/cm® chez les variétés Spunta et
Marmande, de 25 & 50 oospores/cm? chez la Sarpo Mira et de 300 & 330 oospores/cm? chez la
variété Saint Pierre (Tableau XV).

Tableau XV Fertilité des confrontations des isolats de P.infestans en fonction des périodes

d’incubation.

NOMBRE D’0O0SPORES/CM? *

PERIODE
CONFRONTATIONS D’ INCUBATION Pomme de terre Tomate
Spunta Sarpo Mira  Saint Pierre Marmande
P-KURD-S (A1) X 7 Jours 126 + 5,69 52 + 7,63 312 £6,97 129 + 14,37
P-10"-AR (A2)
15 Jours 587 £ 14,25 383 £11,20 975 £ 4,49 620 £ 18,73
21 Jours 630 £ 16,43 404 £ 8,04 1043 £ 10,23 633 £ 22,56
P-ITGC-AR (Al) X 7 Jours 128 + 6,46 64 + 6,32 315+ 6,86 140 + 6,18
P-SAR-AR (A2)
15 Jours 549 + 18,00 360 £ 10,15 980+ 7,74 622 £ 6,73
21 Jours 627 £ 14,70 400 £7,94 1040 = 14,97 640£ 10,63
T-ITGC-S-TIGE (Al) 7 Jours 129 + 6,18 49 + 10,98 320 £ 11,96 133 +£5,82
X P-SAR-AR (A2)
15 Jours 577 £ 15,23 370 £5,06 990 £12,03 631 £+ 18,00
21 Jours 643 £ 16,43 440 £ 10,01 1043 + 35,99 665+ 17,49
T-INA-AR (Al) X 7 Jours 126 + 7,35 50 + 4,45 325+ 17,77 130 + 5,69
P- 10"-AR (A2
(A2) 15 Jours 555+ 19,01 377+ 18,18 1000 £ 14,55 642 £18,73
21 Jours 600 + 11,91 404 + 12,39 1043 + 6,00 650 + 7,91

* . le nombre représente la moyenne de cing répétitions.
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Figure 12 Effet de la période d’incubation sur la production d’oospore par les confrontations (P-
ITGC —-AR (Al) X P-SAR-AR (A2) et P-KURD-S (A1) X P-10*-AR (A2)).
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Figure 13 Effet de la période d’incubation sur la production d’oospore par les confrontations (T-INA-
S-TIGE (A1) X P-SAR-AR (A2) et T-INA-AR (A1) X P-10*-AR (A2).
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Résultats et discussion

L’analyse de la variance montre une différence non significative du facteur espece
(p > 0,05), et une différence hautement significative pour les facteurs confrontation et rapport

(p <0,0001) (Tableau XVI).

Tableau XVI Analyse de la variance pour ’effet confrontation des isolats de P.infestans, période

d’incubation et plante hote sur le nombre d’oospores produites sur des folioles de pomme de terre et

tomate.

O SCE DDL cM TESTF  PROBA  Obs
VAR. TOTAL 6206655300 119

VAR. F1 7,500 1 7,500 0,035 0,852 NS
VAR. F2 6140200200 2  3070100,100 14340399 <0,0001  HS
VAR. F3 12759,900 3 4253300 19,867  <0,0001  HS
VAR. F1*F2 2815,800 2 1407,900 6,576 0,002 S
VAR. F1*F3 1196,700 3 398,900 1,863 0,141 NS
VAR. F2*F3 26184,000 6 4364000 20384  <00001  HS
VAR. F1*F2*F3 2938,800 6 489,800 2288 0,042 S
e CUELLE 20552,400 96 214,088

F1 : plante hote
F2 : période d’incubation

F3 : croisements

HS : hautement significatif (p < 0,0001) ; NS : non significatif (p > 0,05) ; S : significatif (p <
0,05).

L’analyse des moyenne par le test de Fisher (LSD) au seuil de 5% distingue deux et
trois groupes homogenes pour les facteurs confrontation et période d’incubation

respectivement (Annexe 4 : Tab 4).

La production d’oospores est élevée chez la tomate, et la variété moyennement sensible est
la plus productive d’oospores.Ceci concorde avec les résultats du premier test de ferilité in

planta.
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Résultats et discussion

Durant les trois périodes d’incubation, nous avons enregistré une production d’oospores, qui
differe selon la période d’incubation. Elle est relativement faible au début puis importante apres
21 jours. Cohen et a.l en 1997, ont rapporté que le nombre d’oospores produites s’accroit avec

le temps, et atteint un maximum aprés 17 a 23 jours d’incubation.
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Conclusion

CONCLUSION GENERALE

Le présent travail, a eu pour objectif de clarifier un aspect particulierement important de

1I’épidémiologie du P. infestans.

Les résultats obtenus sur les conditions de la reproduction sexuée in-vitro et in-planta,

font ressortir les remarques suivantes :

- Les isolats de P. infestans isolés de la pomme de terre sont également pathogenes
sur la tomate, et les isolats isolés de la tomate sont aussi pathogene sur la pomme
de terre.

- L’agressivité des isolats differe selon les génotypes d’'une méme espece végétale, ce
qui définit la spécificité pathogénique du champignon vis-a-vis de I’héte.

- Les isolats interfertiles sont capables de produire des oospores en quantité

importante.
Cependant, la production d’oospores dépend de plusieurs facteurs :

e Du couple d »isolats confrontés: Au cours de notre expérimentation, les deux
isolats P-KURD-S (A1) et P-10'-R (A2) se sont montrés le plus productif.

e Du génotype de I’hote inoculé (tomate ou pomme de terre) : la production des
oospores est plus importante sur les feuilles de tomate que sur celles de la
pomme de terre.

e Du niveau de sensibilité de 1’hote inoculé : la production des oospores est plus
importante sur les variétés moyennement sensibles que sur les varietés
résistantes et sensibles.

e Des conditions d’incubation : la formation des oospores necessite une présence
de I’eau libre sous le végétal et une température inférieure a 20°C.

e Du rapport des concentrations des isolats utilisées dans les confrontations ; le
type sexuel A1/A2 n’influe pas sur la production d’oospores. Ainsi, une faible
proportion des sporanges de type sexuel opposé (Al ou A2) peut déclencher la

reproduction sexuée.
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Conclusion

e Du temps d’incubation. L’intensité de production d’oospores s’augment avec le

temps et atteint le maximum apres 21 jours.

Les résultats auxguels nous avons aboutis, mettent en évidence I’intérét de 1’¢tude de la

reproduction sexuée comme parameétre de contr6le du mildiou de la pomme de terre et la

tomate.

Cependant, des études doivent étre réalisées en considerant les aspects suivants :

Approfondir I’étude de la reproduction sexuée par des tests de germination des
00Spores.

Rechercher la formation des oospores au champ, sous les conditions climatiques
algériennes, et déterminer leur rdle réel dans 1’épidémiologie de la maladie.
Déterminer le comportement des variétés de pomme de terre et de tomate, les plus
cultivés en Algérie, a I’égard des populations algériennes de P.infestans.

Définir une cartographie de la distribution des deux types sexuels Al et A2, dans
les zones de production de pomme de terre et de tomate en Algérie.

Déterminer les génotypes des différents isolats existants par des marqueurs

moléculaires.
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Annexes

Annexe 1 :

Préparation du milieu de culture gélosé a base de petit pois :

Le milieu de culture a base de pois gélosé est préconisé pour I’isolement de
P. infestans au laboratoire en additionnant des antibiotiques et aussi pour la purification
avec ou sans antibiotiques (Corbiére et Glais, 2005). La préparation du milieu petit pois

s’effectue comme suit :

- Faire bouillir 125 g des petits pois congelés dans une casserole contenant 1 litre d’eau
permutée (dans notre cas, nous avons utilisé¢ de ’eau distillée), puis laisser mijoter pendant

30 a 45 minutes a petit bouillon ;

- Verser le jus de cuisson a travers une passoire dans un flacon contenant 15 g d’agar

pour 1 litre de jus (tenir compte de 1’évaporation, il faut ajouter 200 ml d’eau distillée) ;
- Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes ;

- Couler le milieu dans des boites pétris.
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Annexe 2 :

Annexes

Tableau 1 : Test de Fisher (LSD) au seuil 5% : Classement et regroupements des groupes

non significativement différents des facteurs variétés de pomme de terre et croisement.

Variétés Moyenne Regroupements

Spunta 620,729 A

Sarpomira 365,750 B
Confrontations Moyenne Regroupements
P-KURD-S X P-10"-AR 542,500 A
P-ITGC-AR X P-SAR-AR 496,667 B
T-INA-S-TIGE X P-SAR-AR 490,750 B
T-INA-AR X P-10*-AR 489,917 B
T-INA-AR X P-SAR-AR 489,500 B
P-KURD-S X P-SAR-AR 484,917 B
P-ITGC-AR X P-10'-AR 477,083 B
T-INA-S-TIGE X P-10'-AR 474,583 B

Tableau 2 : Test de Fisher (LSD) au seuil 5% : Classement et regroupements des groupes

non significativement différents des facteurs variétés de tomate et croisement.

Variétés Moyenne Regroupements
Saint pierre 992,208 A

Marmande 732,083 B
Confrontations Moyenne Regroupements
P-KURD-S X P-10"-AR 918,500 A

T-INA-S-TIGE X P-SAR-AR 907,000 A

T-INA-AR X P-SAR-AR 904,500 A

T-INA-AR X P-10'-AR 900,833 A B

P-KURD-S X P-SAR-AR 876,833 B

P-ITGC-AR X P-10'-AR 841,667 C
T-INA-S-TIGE X P-10"-AR 795,333 D
P-ITGC-AR X P-SAR-AR 752,500 E
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Annexe 3 :

Annexes

Tableau 3 : Test de Fisher (LSD) au seuil 5% : Classement et regroupements des groupes

non significativement différents des facteurs espece (tomate et pomme de terre) et

croisement.

Espéces Moyenne Regroupements
Tomate 732,083 A

Pomme de terre 620,729 B
Confrontations Moyenne Regroupements
P-KURD-S X P-10"-AR 749,167 A

T-INA-S-TIGE X P-SAR-AR 707,750 B

T-INA-AR X P-10*-AR 706,917 B

T-INA-AR X P-SAR-AR 703,167 B

P-KURD-S X P-SAR-AR 681,917 B

P-ITGC-AR X P-10'-AR 660,083

P-ITGC-AR X P-SAR-AR 620,333 D
T-INA-S-TIGE X P-10'-AR 581,917 E

Tableau 4 : Test de Fisher (LSD) au seuil 5% : Classement et regroupements des groupes

non significativement différents des facteurs espéce (tomate et pomme de terre),

croisement et rapport.

Especes Moyenne Regroupements
Tomate 422,670 A

Pomme de terre 407,912 B
Confrontations Moyenne Regroupements
T-INA-S-TIGE X P-10'-AR 422,231 A

P-KURD-S X P-10'-AR 408,352 B
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Rapport A1/A2  Moyenne Regroupements

10/10 611,200

5/15 595,200

15/5 569,525

2/18 538,050 D

18/2 517,800 E

1/19 496,200

19/1 451,175 G
20/0 0,000

0/20 0,000
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Annexe 4 :

Tableau 5 : Test de Fisher (LSD) au seuil 5% : Classement et regroupements des groupes

non significativement différents des facteurs croisement et période.

Périodes Moyenne Regroupements

21 Jours 618,600 A

15 Jours 592,650 B

7 Jours 126,300 C
Confrontations Moyenne Regroupements
T-INA-S-TIGE X P-SAR-AR 456,800 A

P-KURD-S X P-10"-AR 449,100

T-INA-AR X P-10*-AR 448,600 B

P-ITGC-AR X P-SAR-AR 428,900 C

70



Annexes
Résumé :

Le mildiou causé par Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, est la maladie la plus
destructrice de la pomme de terre dans le monde entier. Elle est devenue une maladie
importante dans de nombreux pays. Phytophthora infestans peut attaquer tous les organes
de la plantes. C’est un organisme hétérothalique possédant deux types de compatibilité
sexuelle Al et A2. Lorsque deux isolats de types sexuels différents se rencontrent, il peut y
avoir une reproduction sexuée avec une production d’oospores. Dans notre
expérimentation, quatre isolats de Phytophthora infestans de types Al ont été confronté
avec deux isolat de type A2 afin d’évaluer leur capacité a produire des oospores sur milieu
de culture (in vitro) et sur des folioles de pomme de terre et de tomate (in vivo). Cette
production dépend de plusieurs facteurs, le type de 1’hdte (pomme de terre ou tomate), le
niveau de sensibilit¢ de I’hote, le type de confrontation et la durée de la période
d’incubation. Cependant, la variabilité des rapports de concentration des isolats de
Phytophthra infestans n’influe pas sur la production d’oospores.

Mots clés : Mildiou, pomme de terre, tomate, Phytophthra infestans, compatibilté
sexuelle, oospores.

Abstracts:

Late blight, caused by Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, is the most
destructive disease of potato (Solanum tuberosum L.) worldwide. It became an important
disease in many countries. Phytophthora infestans can attack all parts of the plants. It is a
hétérothallic organism with two mating types Al and A2. When two different mating types
isolates meet, there can be propagated with production of oospores. In our experiment, four
isolates Al of Phytophthora infestans were confronted with two isolates A2 to assess their
ability to produce oospores on culture medium (in vitro) and on leaflets of potato and
tomato (in vivo). This production depends on several factors: the type of the host (potato or
tomato), the level of host susceptibility, type of confrontation and duration of the
incubation period. However, the variability of the concentration ratios of Phytophthra
infestans isolates did not affect the production of oospores.

Keywords: Late blight, potato, tomato, Phytophthra infestans, mating type, oospors.
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