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Avant-propos

Ce mémoire de thése déposé a 'Ecole Nationale Supérieure Agronomique (ENSA) d’El
Harrach a Alger, résume le travail que j’ai réalisé depuis Décembre 2012.

Cette these a été financée par un programme de bourse doctorale PROFAS B+ qui m’a
permis de confirmer mon désir d’enseigner pour mon projet professionnel futur. C’est
en Février 2015 que j’ai eu le privilege de réaliser mes travaux de recherche a I'Institut
de Recherche en Horticulture et Semences (IRHS) a I'université d’Angers en France
au sein de I’équipe de recherche FungiSem en collaboration avec SFR QUASAV.

Ces travaux de recherche ont donné lieu a la rédaction de deux notes (premiéres
signalisations), un article publié, trois communications orales lors des congrés
Internationaux ainsi qu’a la présentation de deux posters et a 'encadrement de
plusieurs mémoires d’ingénieurs et de masters.

Cette these a pour but de présenter mon activité de recherche conduite durant mes
travaux de these. Pour cela, une synthese bibliographique présentant le contexte de
Iétude a été rédigée dans un premier chapitre. Suite a cette introduction, les différents
aspects étudiés au cours de cette theése ont été traités séparément pour ensuite étre
confrontés dans un dernier chapitre associé a une discussion générale. La fin du
manuscrit est consacrée aux perspectives qui émergent des résultats obtenus au cours
de ce travail de these.
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INTRODUCTION GENERALE

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) et la tomate (S. lycopersicum L.) représentent les
deux cultures de solanacées les plus importantes sur le plan économique et les deux principaux
légumes les plus populaires en Algérie. Ces deux cultures sont réparties a travers les diverses
zones bioclimatiques de 1’Algérie (humide, subhumide, semi-aride, aride et saharien) et sont
conduites selon différentes pratiques culturales. Les rendements de ces deux cultures sont

cependant restés relativement faibles comparativement a ceux obtenus dans les pays développés.

Les cultures de la pomme de terre et de la tomate qui se répartissent en Algérie du Nord au Sud
et d’Est en Ouest sont localisées dans des régions bioclimatiques trés contrastées d’un point de vue
de la pluviométrie et de la température. La pomme de terre qui est considérée comme une culture
de plein champ occupe des superficies importantes dans plusieurs régions du nord (Ain Defla), du
sud (El Oued), de l'est (Skikda, Guelma) et de I'ouest (Mostaganem, Mascara) et connait trois
types de cultures successives par an (primeur, saison et arriére-saison). Au contraire, la tomate est
cultivée principalement dans le nord de 1'Algérie sur de plus petites surfaces et le plus souvent
sous abri plastique comme dans la région de Biskra. Au cours de la derniére décennie (2007-
2017), la production et les superficies algériennes de pomme de terre consommé essentiellement
en frais sont passés respectivement de 1 506 859 a 4 606 403 t et de 79 339 a 148 692 ha
(FAOSTAT, 2017). Durant cette méme période, la production et les superficies des cultures de
tomate fraiche sont respectivement passées de 567 313 a 1 286 286 t et de 20 079 a 23 977 ha
(FAOSTAT, 2017).

En Algérie, I’intensification de ces deux cultures sans respect des rotations et des pratiques
agro-techniques convenables a été remarquable durant ces deux derniéres décennies, puisque les
superficies ont fortement augmentées notamment dans certaines régions littorales du Nord ou les
cultures de pomme de terre et de tomate se cotoient ou se succédent sur les mémes parcelles ainsi
que dans les zones sahariennes comme El Oued ou les cultures de pomme de terre occupent des
superficies relativement importantes. Cette situation a engendré un développement important des
maladies dues a des champignons (mildiou, alternariose, rhizoctone brun, pourriture grise, etc.), a
des bactéries (flétrissement bactérien, pourriture bactérienne, gale bactérienne, etc.), a des virus
(PVY, PVY, TMV, CMV, TSWV, TYLCV, etc.) et a des nématodes (nématodes a galle,
nématodes a kystes, nématodes a lésions racinaires, etc.). Parmi ces maladies, 1’alternariose ou

bralure alternarienne causée par un complexe d’espéces appartenant au genre Alternaria



représente 1'une des maladies foliaires les plus destructrices de la pomme de terre et de la tomate.
Cette maladie que les anglo-saxons dénomment également “early blight” (pour la différencier du
“late blight” ou mildiou de la pomme de terre), “leaf spot”, “brown spot”, etc. se manifeste par
I’apparition sur les folioles de taches nécrotiques qui sont entourées le plus souvent d’un halo
jaunatre et qui sont plus ou moins circulaires avec la formation de cercles concentriques (d’ou le
nom de “target spot” également attribué¢ par les anglo-saxons a cette maladie). Des taches de
forme allongée et des pourritures noires bien sporulantes peuvent se former sur les tiges et sur les

fruits de la tomate (Kumar et al., 2008).

L’agent causal de I’alternariose a été décrit pour la premicre fois en 1882 sous le nom de
Macrosporium solani par Ellis & Martin, puis dénommé Alternaria solani en 1896 par Sorauer.
Pendant longtemps, ’agent causal de D’alternariose a été attribué a deux principaux agents
pathogenes présentant deux différents types de conidies : A. solani Sorauer a grandes conidies,
solitaires et pourvues d’un long bec et A. alternata (Fr.) Keissl. (syn. 4. tenuis Nees) a petites
conidies, caténulées et ayant un bec trés court. Cette derniére espéce qui a été trouvée sur des
feuilles en décomposition, a été initialement considérée comme saprophyte (Jones & Grout, 1897).
Plus récemment, Simons (2000) a décrit sur les solanacées et en particulier sur la pomme de terre
et la tomate, plusieurs especes d’Alternaria a grandes conidies : 4. grandis E.G. Simmons
morphologiquement tres proche d’A. solani, A. tomatophila E.G. Simmons inféodée a la tomate,
A. cretica E.G. Simmons & Vakal spécifique a la tomate cerise et 4. subcylindrica E.G. Simmons
& R.G. Roberts. Ces trois dernicres especes sont morphologiquement proches d’A. solani et d’A.
grandis. D’autres especes a petites conidies comme A. arborescens E.G. Simmons, 4. infectoria
E.G. Simmons et A. tenuissima (Kunze) Wiltshire ont été également signalées sur tomate et sur
pomme de terre en plus d’A. alternata. Aujourd’hui, plusieurs auteurs considérent que les espéces
d’Alternaria causent sur pomme de terre et tomate deux types de maladie avec deux
dénominations différentes : “early blight” pour les especes a grandes conidies et “brown spot”

pour celles a petites conidies (Nolte, 2008 ; van der Waals et al., 2011 ; Dube, 2014).

La tache n’est pas toujours aisée lorsqu’il s’agit de donner un nom a I’une des especes isolées a
partir d’un symptome et ceci pour les especes a grandes conidies ou a petites conidies a cause de
la variabilité intra-spécifique et du chevauchement des caractéres morphologiques qui existent
entre les especes des deux groupes. Les nouveaux outils moléculaires (amorces spécifiques,
analyse des ITS et de certains génes) appliqués au genre Alternaria depuis une dizaine d’années
ont rendu plus précis I’identification des especes d’Alternaria inféodées a la pomme de terre et a

la tomate (Cardoso, 2014). C’est ainsi que durant cette derniére décennie, les données des



séquences des nucléotides des régions de certains genes (18S nrDNA, 28S nrDNA, ITS, GAPDH,
RPB2 et TEFl-alpha) ont permis de délimiter les lignées phylogénétiques des espéces
d’Alternaria inféodées a la pomme de terre et a la tomate en deux sections : Alternata et porri

dont les especes sont respectivement trés polyphages ou plus spécifiques (Woundenberg et al.,

2014 ; Lawrence et al., 2016).

Le séquengage de certains génes a permis l’identification de certaines espéces a grandes
conidies sur ces deux cultures et a rendu caduque une certaine spécialisation longtemps préétablie
chez les espeéces d’Alternaria inféodées a la tomate et a la pomme de terre. A titre d’exemple,
I’espéce A. grandis qui a été longtemps confondue avec 4. solani, est de plus en plus signalée non
seulement sur pomme de terre a travers le monde mais également sur tomate. Woundenberg et al.
(2013) ont d’ailleurs retenu 4. grandis comme une espece distincte d’A. solani et ont également
regroupé les espéces responsables de I’alternariose de la tomate (4. tomatophila, A. cretica et A.
subcylindrica) sous une seule et méme espece A. linariae (Neerg.) E.G. Simmons. L’espéce A.
grandis est de plus en plus décrite sur pomme de terre en Amérique latine (Lourencgo et al., 2009),

en Europe (Landeersland et al., 2016) et en Afrique du Nord (Bessadat et al., 2016).

A la suite des travaux de Gannibal et al., (2012) qui ont réussi a obtenir sur folioles détachées
une pathogénicité d’A. grandis et A. linariae sur pomme de terre et tomate, la spécialisation
parasitaire des especes d’Alternaria inféodées a ces deux plantes semble étre remise en cause.
Ceci est confirmé par Cardoso (2014) qui a isolé au cours de prospections a travers différentes
régions du Brésil 4. grandis et A. linariae a partir de pomme de terre, par Bessadat et al., (2017)
qui ont isolé A. grandis a partir de tomate et par Ayad et al. (2017) qui ont identifi¢ 4. protenta
sur pomme de terre alors que cette dernicre espece est fréquemment signalée sur tournesol. C’est
dans le contexte de la remise en cause de la gamme d’héte de certaines especes d’Alternaria
inféodées a la pomme de terre et a la tomate et appartenant a la section Porri que notre présent

travail a été mené entre 2012 et 2015.
OBJECTIFS DE LA THESE

Afin de mieux comprendre le pathosystéme des especes d’Alternaria inféodées aux cultures de
pomme de terre et tomate en Algérie, les travaux présentés dans cette theése ont porté sur les

aspects suivants.

1. Afin de situer la problématique et le contexte scientifique et socio-économique de nos
recherches, nous avons réalisé une synthese bibliographique qui nous a permis de faire le

point sur les connaissances actuelles concernant le pathosysttme pomme de terre et
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tomate/Alternaria spp., sur la diversité¢ génétique, sur les moyens de lutte utilisés a 1’égard
de ce groupe d’espéces pathogeénes et sur leur résistance a deux fongicides actuellement

utilisés par les agriculteurs (Chapitre I).

2. Comme premier objectif de recherche, notre présent travail devait apporter des réponses sur
la répartition des principales especes a grandes conidies inféodées a la pomme de terre et a la
tomate. Cette répartition compléterait celle déja réalisée par Bessadat et al., (2014) axé
surtout sur les espéces a petites conidies et ou les prospections ont été effectuées uniquement
dans le Nord-Ouest de 1’Algérie. A cet effet, des prospections ont été réalisées durant la
période 2012-2015 pour une meilleure connaissance des espéces pathogénes d’Alternaria a
grandes conidies et de leur distribution a travers les principales régions productrices de

pomme de terre et tomate selon les différents étages bioclimatiques (Chapitre I1-1).

3. Etant donné que les symptomes de ’alternariose et les caractéristiques morphologiques des
isolats ne permettent pas d'établir une distinction nette entre les différentes espéces
d'Alternaria a grandes conidies, l'identification spécifique des isolats a été basée sur la PCR
avec des amorces spécifiques, sur la PCR/RFLP par double digestion enzymatique d'une
portion du gene calmoduline et sur 1'analyse des séquences des genes calmoduline et RPB2

(Chapitre 11-2).

4. Face a la caractérisation moléculaire, les caracteres culturaux et morphologiques bien qu’ils
démontrent clairement une bonne variabilité culturale et morphologique inter et intra-
spécifique, restent insuffisants pour identifier et bien séparer les différentes especes
d’Alternaria. Cependant nous avons réalisé¢ une étude phénotypique des especes isolées
(Chapitre II-3) dans le but de montrer la variabilit¢ morpho-culturale que connait les
populations d’Alternaria spp. et qui est traditionnellement utilisée dans I’identification des
Alternaria spp., mais qui est devenue ces derniéres années insuffisantes face a la
biotechnologie et la biologie moléculaire permettant d’une manicre trés précises
I’identification de chaque espece. Le protocole d’induction et mensuration des spores a bien
été réalisé complété par 1’¢tude des facteurs biologique jouant un role dans la caractérisation

morpho-culturale des Alternaria spp. a été détaillé dans le chapitre 11-4.

5. La diversité génétique des populations d’A4. solani a aussi pris une part dans notre étude en
analysant avec des marqueurs moléculaires microsatellites 1’existence d’un polymorphisme

(Chapitre 11-5).



6. Dans 1’é¢tude pathologique, nous nous sommes intéressés a évaluer non seulement
l'agressivité de quelques isolats représentatifs des différentes espéces identifiées sur leurs
hétes respectifs a savoir la pomme de terre et la tomate, mais également de clarifier la
spécialisation parasitaire des especes d’Alternaria a grandes conidies, notamment A4. linariae
et A. protenta qui ont été nouvellement identifiées sur ces deux plantes. Ceci a été vérifié in
vitro par des inoculations artificielles croisées dans des conditions proches de celles de la

nature (Chapitre 11-6).

7. Un dernier aspect de nos recherches a porté sur I’évaluation de quelques matiéres actives par
la technique innovante de néphélométrie en vue de vérifier le niveau de résistance des
especes identifiées d’Alternaria spp. a 1’égard des fongicides actuellement utilisés en
Algérie. Les résultats de cette technique ont été comparés avec ceux obtenues par la
technique conventionnelle d’incorporation du fongicide dans un milieu de culture (Chapitre

11-7).






I.ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

La famille des Solanacées comporte environ 90 genres et plus de 3000 espéces originaires
principalement du sud et du centre de I’Amérique. Solanum L. représente le plus grand genre de
cette famille englobant 1250 a 1700 espéces dont certaines sont économiquement importantes
comme, notamment, la pomme de terre (S. tuberosum L.) et la tomate [S. lycopersicum L. (syn.
Lycopersicon esculentum Mill.)]. La pomme de terre et la tomate sont deux plantes herbacées,
vivaces et cultivées comme plante annuelle (Rossignol, & Rouselle-Bourgeois, 1996). La pomme
de terre est originaire des hauts plateaux des Andes péruviennes et boliviennes ou les incas
connurent ce tubercule depuis plus de 10 000 ans (Stevenson et al., 2001). La tomate et les
especes qui lui sont apparentées ont pour centre d’origine la région étroite et montagneuse des
Andes englobant le Pérou, I’Equateur et le Chili (Jones et al., 2014). Parmi les neuf especes
sauvages apparentées a la tomate, deux seulement en plus du S. lycopersicum L. sont comestibles :
S. pimpinellifolium L. communément appelé tomate groseille et S. lycopersicum var. cerasiforme
(Alef.) Fosberg ou tomate cerise qui représente l'ancétre des tomates actuellement connues (De

Broglie et Guéroult, 2005 ; Renaud, 2006).

I.1. Importance économique de la pomme de terre et de la tomate dans le monde et en
Algérie

I.1.1. Importance économique de la pomme de terre et de la tomate dans le monde

La pomme de terre constitue la culture vivriere non céréaliere la plus importante a 1’échelle
mondiale ou elle occupe le quatrieme rang apres le blé, le riz et le mais (Bowen, 2003). Etant
donné sa grande importance diététique et économique, la pomme de terre est cultivée a travers les
cinq continents du globe ou sa culture est pratiquée dans plus de 150 pays (Birch et al., 2012 ;
Chemak et al., 2014). La production mondiale de pomme de terre n’a pas cessé d’évoluer au cours
du temps, passant de 316,44 millions de tonnes en 2002 a 385,07 millions de tonnes en 2017
(FAOSTAT, 2017). En 2017, la Chine représente le premier pays producteur de pomme de terre
dans le monde avec une production de 99 205 580 tonnes, suivie de 1I’Inde (48 605 000 tonnes) et
de la Fédération de Russie (29 589 976 tonnes) (FAOSTAT, 2017). Les superficies réservées a
cette culture ainsi que les productions et les rendements des dix premiers pays producteurs de

pomme de terre durant I’année 2017 sont indiqués dans le tableau 1.

Aprées la pomme de terre et la patate douce, la tomate représente la troisiéme espece cultivée, et

le deuxiéme légume le plus consommé dans le monde que ce soit en frais ou aprés transformation



(Blancard et al., 2012). Elle est considérée comme un aliment de protection car le pigment
lycopéne contenu dans ses fruits a des propriétés anti-oxydantes, d’ou 1’intérét de plus en plus
grandissant pour cette culture (Gerszberg et al., 2015). La production mondiale de la tomate a
atteint 182 301 395 tonnes en 2017 (FAOSTAT, 2017). La chine reste le premier pays producteur
de tomate avec une production de 59 626 900 tonnes, suivi par 1’inde (20 708 000 tonnes), la
Turquie (12 750 000 tonnes) et les Etats-Unis d’Amérique (10 910 990 tonnes). Les superficies
réservées a cette culture ainsi que les productions et les rendements des dix premiers pays

producteurs de tomate durant I’année 2017 sont indiqués dans le tableau 2.

I.1.2. Importance économique de la pomme de terre et de la tomate en Algérie

De par les superficies qui lui sont actuellement consacrées, la pomme de terre occupe en
Algérie la deuxiéme place apres les céréales. Par contre, elle se place au premier rang des cultures
maraicheres du point de vue de la superficie et de la production. Celle-ci est passée de 1 506 859
en 2007 a 4 606 403 tonnes en 2017 (FAOSTAT, 2017). La superficie réservée a cette culture a
augmenté de 79 339 ha en 2007 a 148 692 ha en 2017 alors que le rendement est passé de 189,927
gx/ha en 2007 a 309,795 gqx/ha en 2017 (FAOSTAT, 2017). L’évolution des superficies, de la
production et des rendements de la pomme de terre en Algérie durant la période 2007-2017 sont
indiqués dans le tableau 3. La culture de la pomme de terre qui est présente a travers toutes les

zones climatiques algériennes est cultivée toute 1’année selon trois types de culture :

— La culture de primeur : Celle-ci est pratiquée surtout sur le littoral et dans certaines régions
du sud (El Oued, Adrar). En 2014, ce type de culture a occupé une superficie de 5 050 ha et a
donné une production de 116 652 tonnes (MADRP, 2014).

— La culture de saison : Ce type de culture se pratique dans toutes les wilayate productrices de
pomme de terre : Mascara, Tlemcen, Tiaret, Mostaganem, Chlef, Ain Defla, Tipaza, Alger,
Boumerdes, Bouira, Tizi-ouzou, Skikda, Guelma, Sétif, Mila, Batna et El Oued. En 2014, ce type
de culture a occupé une superficie de 83 905 ha et a donné une production de 2 689 029 tonnes

(MADRP, 2014). Les rendements les plus élevés sont obtenus durant les cultures de saison

— La culture d’arriére-saison : Ce type de culture se pratique dans des zones a forte
potentialité¢ d’irrigation. En 2014, ce type de culture a occupé une superficie de 98 731 ha et a

donné une production de 1 864 692 tonnes (MADRP, 2014).



Tabbleau 1 Superficies, production et rendements des 10 premiers pays producteurs de pomme
de terre durant 1’année 2017 (http://faostat.org).

Pays Superficies (ha) Production (t) Rendements (q/ha)
1. Chine 5767 481 99 205 580 172,00
2. Inde 2179 000 48 605 000 223,06
3. Fédération de Russie 1 889 208 29 589 876 156,62
4. Ukraine 1323 200 22 208 220 167,83
5. Etats Unis d’Amérique 415010 20017 350 482,33
6. Allemagne 250 500 11720 000 467,86
7. Bangladesh 499 725 10 215 957 204,43
8. Pologne 329323 9171733 278,50
9. Pays-Bas 160 791 7391 881 459,72
10. France 173 486 7 342 203 423,21

Tableau 2 Superficies, production et rendements des 10 premiers pays producteurs de tomate
durant I’année 2017 (http://faostat.org).

Pays Superficies (ha) Production (t) Rendements (q/ha)
1. Chine 1033276 59 626 900 577,06
2. Inde 797 000 20 708 000 259,82
3. Turquie 187 070 12 750 000 681,56
4. Etats Unis d’Amérique 126 070 10910990 865,33
5. Egypte 182 444 7297 168 399,96
6. Iran 153 735 6177 290 401,81
7. Italie 99 750 6015 868 603,09
8. Espagne 60 852 5163 466 848,52
9. Mexique 92 993 4243 058 456,27
10. Brésil 61 534 4230150 687,44

La tomate occupe en Algérie une place prépondérante dans le secteur maraicher. Elle est

considérée comme une espece prioritaire comme la pomme de terre et I'oignon. La tomate qui est


http://faostat.org/
http://faostat.org/

une plante des pays chauds, peut étre cultivée dans toutes les régions d’Algérie : en culture de
primeur (sous serre dans les zones du sud et du littoral), en culture de saison (dans toutes les
régions d’Algérie) et en culture d’arriere-saison (zones littorales du centre et de I’ouest algérien).
En 2017, la superficie réservée a cette culture s’est ¢levée a 23 917 ha donnant une production de
1 286 286 tonnes et un rendement de 536,467 gx/ha (http://faostat.org). Les rendements de cette
culture demeurent cependant relativement faibles par rapport a ceux enregistrés dans certains pays
du bassin méditerranéen (Maroc, Espagne, France, Italie) ou ils varient entre 603,095 qx/ha (Italie)
a1 873,352 gx/ha (France) (FAOSTAT, 2017). La tomate industrielle occupe également une place
importante en Algérie ou les superficies cultivées se sont élevées a plus de 20 000 hectares en
2014 (MADRP, 2016). L’évolution des superficies, de la production et des rendements de la
tomate en Algérie durant la période 2007-2017 sont indiqués dans le tableau 4.

1.1.3. Contraintes biotiques de la culture de la pomme de terre et de la tomate

Les cultures de pomme de terre et de tomate subissent chaque année des pertes non
négligeables causées par les maladies (fongiques, bactériennes, virales, etc.) et par certains
ravageurs. Ces derniers peuvent provoquer des dégats importants sur les cultures de tomate sous
serre ou en plein champ comme, par exemple, Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Guenaoui, 2008 ;
Badaoui & Berkani, 2010). Parmi les maladies, le mildiou et I’alternariose causés respectivement
par 'oomycete Phytophthora infestans (Mont.) de Bary et par certaines espéces fongiques
d’Alternaria entrainent, le plus souvent, des pertes considérables. Les dommages causés par les
especes d’Alternaria sont influencés par 1’age de la culture. En effet, les jeunes plantes sont
relativement résistantes alors que les plants matures sont plus sensibles (Rotem, 1981 ; Pelletier et
Fry, 1989 ; Johnson et Teng, 1990 ; Shtienberg et al., 1996 ; Campo et al., 2001). Les especes
d’Alternaria affectent principalement le feuillage et entrainent une nécrose des feuilles et une

défoliation prématurée des plantes (Leiminger et Hausladen, 2012).

Des pertes non négligeables sur le rendement sont souvent causées par les especes d’Alternaria
sur les cultures de pomme de terre et de tomate. Les premicres publications sur 1’alternariose
citent des pertes de rendement allant de 5 a 50 % (Van der Waals et al., 2001 ; Tsedaley, 2014).
Le plus souvent, les pertes peuvent atteindre 78% sur la tomate (Rotem 1994) et 60% sur la
pomme de terre (Kolte, 2002). La lutte contre 1’alternariose semble cependant limiter les pertes sur
les rendements de la tomate et de la pomme de terre (Van der Waals et al., 2001). En Algérie,

I’alter-


http://faostat.org/

Tableau 3 Evolution des superficies, de la production et des rendements de la pomme de terre en
Algérie durant la période 2007-2017 (http://faostat.org).

Annees Superficies (ha) Production (t) Rendements (q/ha)
2007 79 339 1 506 859 189,92
2008 91 841 2 171 058 236,39
2009 105 121 2 636 057 250,76
2010 121 996 3300312 270,52
2011 131 903 3862 194 292,80
2012 138 666 4219476 304,29
2013 140 000 4 400 000 314,28
2014 156 176 4673 516 299,24
2015 153 313 4539 577 296,09
2016 156 296 4758 137 304,43
2017 148 692 4 606 403 309,79

Tableau 4 Evolution des superficies, de la production et des rendements de la tomate en Algérie
durant la période 2007-2017 (http://faostat.org).

Annees Superficies (ha) Production (t) Rendements (q/ha)
2007 20079 567 313 282,54
2008 19 655 559 249 284,53
2009 20 789 641 034 608,35
2010 21358 718 235 336,28
2011 20575 771 606 375,02
2012 21 542 796 963 369,95
2013 22 497 975075 433,42
2014 22 646 1 065 609 470,55
2015 24 065 1 163 766 483,59
2016 22 556 1280 570 567,72
2017 23977 1286 286 536,46
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nariose est devenue un probléme sensible pour la production de ces deux cultures: une
augmentation de sa gravité a été observée dans la plupart des régions de ’ouest de 1’Algérie

(Bessadat, 2014).

1.2. Les Alternaria spp. inféodées a la pomme de terre et a la tomate

Les especes appartenant au genre Alternaria sont extrémement répandues dans divers habitats
(Joly, 1964 ; Ellis 1971, 1976 ; Simmons, 1992). Simmons (2007) reconnait dans ce genre 276
especes. Un certain nombre de ces especes qui possédent de grandes conidies provoquent des
maladies économiquement importantes sur la pomme de terre et la tomate comme A. solani et A.
grandis sur S. tuberosum et A. linariae, A. subtropica et A. elegans sur S. lycopersicum (Simmons,
2000 ; Woudenberg et al. 2014). A ces dernicres, il faut ajouter d’autres espéces a petites conidies
comme A. alternata, A. arborescens, A. infectoria et A. tenuissima qui ont été également signalées
sur tomate et sur pomme de terre (Orina et al., 2012 ; Bessadat et a/., 2014 ; Tymon et al., 2016 ;

Kokaeva et al., 2018).
1.2.1. Historique du genre Alternaria

Le genre Alternaria Nees est un hyphomycéte dont les espéces produisent des
phaeodictyospores (dématiacée). Ce genre a été initialement mal décrit. En effet, il a été
originellement établi par Nees avec comme espece type A. tenuis Nees (Nees von Esenbeck, 1816-
1817). Fries (1832) ne reconnait pas ce genre dans son “Systema mycologicum” et cite I’espece A.
tenuiscomme synonyme de Torula alternata Fr. De plus, i1l a érigé un nouveau genre
Macrosporium Fr. compliquant ainsi la taxonomie du genre Alternaria. Par la suite, deux autres
genres Stemphylium Wallr. (Wallroth, 1833) et Ulocladium Preuss (Preuss, 1851) qui sont des
hyphomycétes phaeodictyosporés ont été décrits ce qui a compliqué encore plus la résolution
taxonomique des Alternaria. En raison des ambiguités dans la description d’A4. tenuis établie par
Nees, Von Keissler (1912) a synonymisé les deux especes A. tenuis et T. alternata avec A.

alternata (Fr.) Keissl. qui est maintenant reconnue comme 1’espece type de ce genre.

Par la suite, Elliot (1917) dans son étude comparative des genres Alternaria et Macrosporium a
proposé six groupes morphologiques d'Alternaria avec une espece représentative caractérisant
chaque groupe. Wiltshire (1933) a considéré que le genre Macrosporium devrait étre placé sur la
liste des nomina ambigua et a proposé sa suppression en faveur du genre Alternaria. Plus tard, des
systémes de classification ont été proposés par Neergaard (1945) qui, en se basant sur la longueur

des chaines de conidies, a regroupé les especes en 3 sections (longicatenatae, brevicatenatae et
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noncatenatae) et par Joly (1964) qui les a également classées en trois sections (claroseminae,
brunneoseminae, rigidae) sur la base de la couleur, de la rigidité ou de la symétrie latérale des
conidies. Ces classifications qui n’étaient pas en conformité avec les régles du Code international
de nomenclature botanique de 1I’époque n’ont pas été adoptées (Lawrence et al., 2016). La
classification morphologique du genre Alternaria a atteint finalement son apogée avec les travaux
de Simmons (1967, 1971, 1989, 1992, 2007) qui a défini les caractéres distinctifs de chaque

espece.
1.2.2. Taxonomie et relation phylogénétique des Alternaria spp.

Le genre Alternaria appartient a la famille Pleosporaceae, a I’ordre Pleosporales, a la classe
Dothideomycetes, au sous phylum Pezizomycotina, au phylum Ascomycota et au régne Fungi
(www.indexfungorum.org ; www.mycobank.org). Aucun stade sexué n'a été signalé pour la
plupart des espéces qui se caractérisent par la production de conidies sombres, pluricellulaires,
pourvues de cloisons transversales et longitudinales (phaeodictyospores), pouvant étre caténulées
ou solitaires, a apex pointu ou se terminant par un bec (Elliott, 1917 ; Wiltshire, 1933 ; Neergaard,

1945 ; Joly, 1964 ; Simmons, 1967).

A Dintérieur du genre Alternaria, les espéces ont été principalement définies selon les
caractéristiques morphologiques des conidies (taille et septation, présence ou absence d’un bec,
taille de celui-ci) et le mode de caténulation. Etant donné la diversité de ces especes d’Alternaria,
plusieurs sous-groupes génériques ayant les mémes caractéristiques morphologiques des conidies
ont été proposés (Elliot, 1917 ; Neergaard, 1945 ; Joly, 1964 ; Ellis, 1971, 1976). Simmons (1992)
a organisé le genre en un certain nombre de groupes morphologiques dont chacun est typifié¢ par
une espece. C’est ainsi que, par exemple, le groupe d’espéce alternata comporte des especes ayant
de petites spores (<60 um) caténulées comme celles d’A4. alternata et que le groupe porri
comprend des especes a grandes conidies (60 a 100 um) non caténulées et pourvues d’un long bec
comme ceux d’4. porri (Ellis) Cif. Par la suite, Simmons et Roberts (1993) ont subdivisé les taxa

a petites spores caténulées en six groupes morphologiques en se basant sur le mode de sporulation.

L’analyse phylogénétique des séquences des ITS et de la petite sous unité mitochondriale de
I’ADN ribosomal (mt SSU rDNA) des especes d’Alternaria et des genres apparentés Stemphylium
et Ulocladium a révélé que Stemphylium est phylogénétiquement distinct d’Alternaria et
d’Ulocladium qui forment une seule clade monophylétique composée de plusieurs groupes
d’especes : alternata, porri, brassicicola, infectoria et radicina (Pryor et Gilbertson, 2000). Les

¢tudes ultérieures basées sur des données morphologiques et moléculaires ont permis d’identifier
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d’autres groupes d’especes comme : sonchi (Hong et al., 2005), alternantherae (Lawrence et al.
2012), panax et gypsophilae (Lawrence et al., 2013) ¢élevant ainsi le nombre de groupes d’especes

ao.

Des analyses phylogénétiques basées sur cinq geénes codant pour des protéines (gpd, Alt a 1,
actine, membrane plasmique ATPase et calmoduline) ont révélé huit lignées bien distinctes
d’Alternaria qui ont été ¢levées au rang taxonomique de sections : Alternaria, Alternantherae,

Brassicicola, Gypsophilae, Panax, Porri, Radicina et Sonchi (Lawrence et al., 2013).

En se basant sur les séquences nucléotidiques des régions de certains génes (18S nrDNA, 28S
nrDNA, ITS, GAPDH, RPB2 et TEF1-alpha), Woudenberg et al. (2013) ont assigné les especes
d’Alternaria dans 24 sections dont 16 sont nouvellement décrites (Fig.1). Des études
phylogénétiques récentes ont permis 1’identification d’autres sections d’Alfernaria comme
Pseudoalternaria (Lawrence et al., 2014, 2016) et Soda (Grum-Grzhimaylo et al., 2015). Sur la
base des travaux de phylogénie moléculaire de Lawrence et al. (2013, 2014), de Woudenberg et
al. (2013) et de Grum-Grzhimaylo et al. (2015), Lawrence et al. (2016) ont présenté un

cladogramme consensuel des sections d'Al/ternaria basé sur sept loci nucléaires (Fig.2).
1.2.3. Taxonomie des espéces d’Alternaria inféodées a la pomme de terre et a la tomate

Les sections Alternaria, Infectoria et Porri comportent certaines especes rencontrées
communément sur les Solanacées cultivées. Les sections Alternaria et Infectoria renferment des
especes ayant de petites conidies caténulées dont certaines comme A. alternata, A. arborescens, A.
tenuissima et A. infectoria ont été impliquées dans le complexe des pathogeénes causant
’alternariose « early blight » et « brown spot » sur pomme de terre et tomate (Orina et al., 2010 ;
Elansky et al., 2012 ; Bessadat et al., 2014, 2017 ; Kokaeva et al., 2018). La section Porri contient
la plupart des especes ayant de grandes conidies pourvues d’un long bec. Certaines de ces especes
sont des pathogenes importants de la pomme de terre et de la tomate comme A. solani et A.

tomatophila qui sont responsables de 1’alternariose « early blight » de ces deux cultures.

La taxonomie d’A4. solani et d’A. tomatophila a subi une révision au cours de cette dernicre
décennie. Simmons (2000) a reconnu sur la base des critéres morphologiques et culturaux des
isolats d'4. solani provenant de plantes hotes appartenant a la famille des Solanacées, de nouvelles
especes comme A. subtropica E.G. Simmons, A. tomatophila E.G. Simmons et 4. cretica E.G.
Simmons & Vakal. (sur S. lycopersicum L.), A. subcylindrica E.G. Simmons & R.G. Roberts [sur
S.
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Figure 1 Phylogénie des sections des Alternaria spp. basée sur les séquences des genes GAPDH, RPB2
and TEF1 (D’aprés Woudenberget al., 2014).
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Figure 2 Phylogénie des sections des Alternaria spp. (D’aprés Lawrence et al., 2016).

lycopersicum var. cerasiforme (Alef.) Fosberg] et A. grandis E.G. Simmons (sur S. tuberosum L.).
Il a également considéré I’espece A. tomatophila comme étant l'agent causal spécifique le plus
commun et le plus répandu de ’alternariose de la tomate. D’un point de vue morphologique, les
especes A. tomatophila, A. cretica et A. subcylindrica sont similaires a A. solani et A. grandis.
Woundenberg et al. (2014) ont retenu A. grandis comme une espece distincte d’A4. solani et ont
également regroupé les especes responsables de ’alternariose de la tomate (4. tomatophila, A.
cretica et A. subcylindrica) au sein d’une méme espece A. linariae (Neerg.) E.G. Simmons décrite
par Simmons (2007) et dont la gamme d’hotes couvre maintenant les solanacées, les sucurbitacées

et les scrophulariacées.
1.2.4. Pathosystéme pomme de terre-tomate/Alternaria spp.

Au cours de ces dernicres années, l'alternariose qui est moins connue que le mildiou causé par

I’oomycete Phytophthora infestans est devenue dans de nombreuses régions du globe une maladie
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préoccupante pour les producteurs de pomme de terre, de tomate ainsi que d’autres Solanacées
(aubergine, poivron, piment, etc.). Les dommages causés par I’alternariose sont le plus souvent
attribués a deux agents : 4. solani et A. linariae (anciennement A. tomatophila) qui peuvent
entrainer des réductions sur le rendement de 20 a 80 % pour la pomme de terre (Horsfield et al.

2010) et de 60 a 78 % pour la tomate (Rotem 1994 ; Zitter et Drennan, 2005).

1.2.4.1. Les espéces responsables de I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate et
leur distribution géographique dans le monde et en Algérie

L’alternariose est répandue dans la plupart des régions ou la pomme de terre et la tomate sont
cultivées. Cette maladie tend actuellement a s’étendre a toutes les régions du globe en partie a
cause du réchauffement climatique (Kapsa, 2008). Elle est particulierement répandue dans les

pays tropicaux ou elles provoquent de graves épidémies (Batista et al., 2006 ; Mantecén, 2007).

Les trois espéces A. alternata, A. solani et A. linariae ont été habituellement considérées
comme les principaux agents responsables de ’alternariose de la pomme de terre et de la tomate.
Avec les marqueurs moléculaires, plusieurs especes ayant de petites conidies comme A. alternata,
A. arborescens, A. tenuis et A. infectoria ont été signalées sur la pomme de terre et sur la tomate.
De méme, plusieurs especes ayant de grandes conidies ont été également identifiées sur pomme de
terre (4. solani, A. grandis et A. protenta) (Orina et al., 2012 ; Gannibal et al., 2014 ; Landschoot
et al., 2017) et sur tomate (4. linariae, A. solani et A. grandis) (Rodrigues et a/.,2010). En Algérie,
trois espéces A. solani, A. linariae et A. alternata ont été signalées comme étant les agents
responsables de I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate (Ayad, 2014 ; Bessadat, 2014,
2016). L’espéce A. grandis signalée par Simmons (2007) sur tomate est de plus en plus rencontrée
sur pomme de terre au Brésil (Rodrigues et al., 2010), en Europe (Landschoot et al., 2017) et sur

tomate en Algérie (Bessadat, 2016).
1.2.4.2. Symptomatologie de I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate

Les espéces d’Alternaria affectent le feuillage « early blight » et « brown spot», les tiges
(pourriture du collet ou de la tige) et les fruits (pourriture des fruits : cas de la tomate) (Walker,
1952). Le symptome le plus caractéristique de 1’alternariose est celui qui se manifeste sur le
feuillage et qui se traduit par I’apparition a la surface des feuilles de lésions nécrotiques, de
couleur brun foncé, relativement petites, montrant des anneaux concentriques qui leur donnent un

aspect de cible « arget spot » (Fig. 3A, B, C) (Agrios, 2005).
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Figure 3 Symptomes de ’alternariose de la pomme de terre et de la tomate. A. Folioles de pomme de
terre montrant des 1ésions nécrotiques brun foncé. B. Foliole de tomate montrant des 1ésions nécrotiques
brun foncé, entourés d’un halo jaunatre. C. Détail d’une Iésion nécrotique sur foliole de pomme de terre
montrant des anneaux concentriques rappelant I’aspect d’une cible (“target spot”). D. Attaque sur tiges de
tomate montrant des 1ésions sombres, lenticulaires semblables a celles des feuilles. E. Pourriture sur fruit

de tomate dont la surface présente une couche noire et veloutée constituée par le mycélium et les conidies.

Les 1ésions nécrotiques sont le plus souvent entourées d’un halo jaunatre (Fig. 3B) (Sherf et
Macnab, 1986.). Les premicres lésions se manifestent d’abord sur les feuilles inférieures et se
déplacent progressivement vers le haut de la plante au fur et a mesure de sa maturité (Rotem,
1994). Au cours de la progression des lésions vers le haut de la plante, il se produit un
jaunissement ainsi que la chute des feuilles. Les feuilles sénescentes des étages inférieurs ainsi que

les plantes adultes semblent plus sensibles a la maladie (Van der Waals et al., 2001).

Des lésions sombres, lenticulaires, montrant des cercles concentriques semblables a ceux des

feuilles peuvent se former sur les tiges (Fig. 3D). Lorsque ces lésions se développent sur les
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plantules, elles peuvent évoluer en chancres qui peuvent s’¢largir et entourer complétement les
tiges entrainant ainsi la mort des jeunes plants (Agrios, 2005 ; Foolad et al., 2008). Des lésions
sombres pouvant atteindre 2 centimetres de diamétre et 5 a 6 millimétres de profondeur peuvent se

former sur les tubercules de pomme de terre (Agrios, 2005).

Les especes d’Alternaria peuvent causer des pourritures sur les fruits a 1’approche de leur
maturité. Ces pourritures sur fruit se manifestent par ’apparition a leur surface d’une couche noire
et veloutée constituée par le mycélium et les spores (Fig. 3E.). Dans le cas de la tomate, une petite
Iésion a la surface peut indiquer une propagation étendue de l'infection a l'intérieur du fruit
(Agrios, 2005). La plupart du temps, les fruits infectés chutent prématurément (Adhikari et al.,
2017).

1.2.4.3. Cycle de I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate

Le cycle de I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate est illustré par la figure 4
(Agrios, 2005). Les espeéces phytopathogeénes d’Alternaria inféodées a la pomme de terre et a la
tomate n’ont apparemment pas de stade sexué et, de ce fait, leur conservation se réalise
principalement sous forme de mycélium ou de conidies présents au niveau des débris végétaux, du
sol, des semences, des tubercules infectés et des solanacées spontanées (Pscheidt, 1985 ; Pelletier,

1988 ; Rotem, 1994 ; Shuman, 1995).

L’inoculum primaire constitué¢ par les conidies hibernantes est projeté par les éclaboussures de
pluie ou dispersés par le vent sur les feuilles inférieures de la plante. Des conditions
environnementales chaudes et humides (24-29°C) sont propices a ’infection des plantes par les
conidies. En présence d'humidité libre et & une température optimale de 28-30°C, les conidies
hibernantes germent et donnent en quelques heures un ou plusieurs tubes germinatifs (Kemmitt,
2002 ; Jones et al., 2014). Ces derniers pénetrent les tissus de la plante hote soit directement a
travers la surface intacte de la cuticule, soit indirectement a travers les stomates ou les blessures et
ceci avec ou sans la formation des appressoria (Rotem, 1994 ; Solel et Kimchi, 1998 ; Thomma,
2003). Les premicres 1ésions apparaissent au bout d’une période d’incubation de 2 a 3 jours apres
l'infection. Cependant, cette période varie considérablement en fonction de 1'dge des feuilles et la

sensibilité des cultivars (Rowell, 1953).

Généralement, une longue période d'humidité est nécessaire pour la formation des conidies
secondaires. Celles-ci sont produites au bout d’une période de latence de 3 a 5 jours apres

'apparition de Iésions (Jones et al., 2014). L’alternance de périodes humides et séches semble
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favoriser la production d’un grand nombre de conidies secondaires que le vent et les éclaboussures
de pluie disséminent vers les feuilles saines réalisant ainsi les infections secondaires (Bashi et

Rotem, 1975).

Figure 4 Cycle de I’alternariose de la tomate et de la pomme de terre (D’aprés Agrios, 2005).

1.2.4.4. Données épidémiologiques de I’alternariose de 1a pomme de terre et de la tomate

L'alternariose de la pomme de terre et de la tomate est une maladie polycyclique caractérisée
par des cycles répétitifs courts qui sont a I’origine des épidémies (Kemmitt, 2002 ; Jones et al.,
2014). Ces dernic¢res surviennent habituellement vers la fin de la saison lorsque les plantes
deviennent plus sensibles. En effet, 1’alternariose qui est principalement une maladie des organes
vieillissants apparait d’abord sur les feuilles matures des étages inférieurs puis progresse vers le

haut au fur et a mesure de la maturité de la plante (Agrios, 2005).
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La gravité des épidémies varie avec le lieu et les conditions météorologiques (Van der Waals et
al., 2001). L'humidité joue un rdle important dans ’initiation et la progression de la maladie.
L’eau libre ainsi que la durée d’humectation des feuilles sont essentielles pour le développement
de la maladie (Rands, 1917 ; Guthrie, 1958 ; Holley et al., 1985 ; Tsedaley, 2014). Une longue
période humide est nécessaire pour la sporulation qui peut également se réaliser sous des
conditions d'alternance de périodes humides et séches. Les lésions apparaissent généralement
rapidement dans des conditions chaudes et humides sur un feuillage agé et sont généralement
visibles dans les 5 a 7 jours qui suivent l'infection (Kemmitt, 2002). Les facteurs comme la
maturité rapide du feuillage, la forte charge en fruits, les plantations touffues, les précipitations
supérieures a la moyenne et la rosée favorisent le développement précoce de 1’alternariose

(Horsfall & Heuberger, 1942).

1.2.5. Pouvoir pathogéne et spécialisation parasitaire des Alternaria spp.

1.2.5.1. Pouvoir pathogéne des espéces d’Alternaria

Les especes d’Alternaria phytopathogenes font appel a diverses stratégies pour exercer leur
pouvoir pathogéne. En effet, les Alternaria spp. produisent un certain nombre d'enzymes et de
métabolites secondaires qui sont impliqués dans la pathogénicit¢ ou la virulence durant
I’interaction hote-pathogene. Divers types de métabolites phytotoxiques comme ['alternariol,
l'altersolanol A, 1'altertoxine, la macrosporine et la solanapyrone ont été identifiés chez A. solani et
A. linariae (Montemurro and Visconti, 1992 ; Andersen et al. 2008 ; Kasahara, et al., 2010). Le
profil des métabolites secondaires a été utilis€¢ pour distinguer les especes d’Alternaria a grandes
conidies (Andersen et al. 2008). C’est ainsi que les souches d’A. solani, d’A. dauci, d’A. porri et
d’A. linaeriae se caractérisent par la production des métabolites secondaires suivants :
l'altersolanol A, l'altertoxine I et la macrosporine, ainsi qu’un métabolite secondaire inconnue qui
est spécifique d'4. solani. En outre, plusieurs formes A, B et C de solanapyrone ont été identifiées
chez cette dernicre espece (Ichihara et al., 1983). D’une maniére générale, le role de ces
métabolites secondaires dans la pathogenése n'a pas été déterminée. Selon Montemurro et Visconti
(1992) les formes A, B et C de la solanapyrone induisent des symptomes nécrotiques similaires a
ceux provoqués par 1’alternariose. Cependant, selon Kim et al., (2015), la solanapyrone ne semble

pas requise dans la pathogénicité durant 1’interaction hote-pathogéne malgré sa forte toxicité.

Les processus enzymatiques qui interviennent dans les infections causées par les especes

d’Alternaria sont similaires a ceux provoquées par d'autres agents pathogenes. Généralement, les
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champignons phytopathogénes produisent diverses enzymes de dégradation des composés de la
paroi cellulaire, comme les pectinases, les cutinases, les cellulases, les xylanases, les glycanases et
les protéases qui hydrolysent les polymeéres de la paroi cellulaire, ce qui facilite leur pénétration
dans les cellules hotes (Annis & Goodwin, 1997 ; Doi et Kosugi, 2004 ; Kubicek et al., 2014 ;
Jashni et al., 2015). Parmi les nombreuses enzymes hydrolytiques qui sont produites au cours de
I’interaction hote pathogéne, les hydrolases et les protéases interviennent dans la croissance, le
développement, la survie et la pathogénicité (Chandrasekaran et al., 2016b). Une sérine protéase
extracellulaire et une métalloprotéase ont ét¢ mise en évidence chez A. solani et semblent étre
impliquées dans le pouvoir phytopathogene (Chandrasekaran et al. 2014, 2016a). Une corrélation
positive entre la sécrétion de la protéase et l'agressivité et/ou le développement des Iésions
nécrotiques a ét¢ mise en évidence Chandrasekaran et al. 2016b. Cependant, des études
moléculaires sont encore nécessaires afin de clarifier le role joué par les protéases dans la

virulence.

1.2.5.2. Spécialisation parasitaire des espéces d’Alternaria a grandes conidies inféodées a la
tomate et a la pomme de terre

L’alternariose de la tomate et de la pomme de terre a été habituellement attribuée aux especes
suivantes : A. alternata ayant des conidies petites caténulées et provoquant sur pomme de terre et
tomate de nombreuses nécroses relativement petites sur le feuillage, A. solani (sur pomme de
terre) et A. linariae (sur tomate) dont les conidies sont grandes, solitaires et pourvues d’un long
bec. Ces deux derniéres especes engendrent sur les organes végétatifs des nécroses plus ou moins

grandes entourées, le plus souvent, d’un halo jaunatre.

Avec les marqueurs moléculaires, plusieurs especes a petites conidies caténulées comme A.
arborescens, A. infectoria et A. tenuis ont été signalées sur pomme de terre et sur tomate en plus
d’A4. alternata (Simmons, 2000). De méme, plusieurs especes ayant de grands conidies non
caténulées et pourvues d’un bec ont ét¢ également retrouvées a la fois sur pomme de terre (A.
solani, A. grandis et A. protenta) (Simmons, 2000 ; Orina et al., 2012 ; Gannibal et al., 2014 ;
Landschoot et al., 2016) et sur tomate (4. linariae, A. solani et A. grandis) (Simmons, 2000 ;
Rodrigues et al., 2010). Un complexe de trois especes A. solani, A. linariae et A. alternata a été
signalé sur pomme de terre et tomate (Ayad, 2014 ; Bessadat, 2014, 2016). Plus récemment, la
présence d'A. protenta et d’A. grandis a été respectivement rapporté sur pomme de terre par Ayad
et al., (2016) et sur tomate par Bessadat, (2016). Ceci suggere que la spécialisation parasitaire des

especes d'dlternaria inféodées a la pomme de terre et a la tomate doit étre reconsidérée (Ayad et
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al., 2019). En outre, il est souvent délicat d'attribuer une espéce donnée a un symptome et/ou aux
caractéristiques morphologiques dans le cas des Alternaria inféodés a la pomme de terre et a la

tomate.

1.3. Variabilité et diversité génétique des Alternaria spp. inféodées a la pomme de terre et la
tomate

1.3.1. Variabilité des isolats d’Alternaria spp. inféodés a la pomme de terre et la tomate

Plusieurs ¢tudes ont montré que les isolats d'4. solani qui est I’espéce la plus étudiée des
Alternaria spp. a grandes conidies et qui semble ne se reproduire qu’asexuellement, présentent une
grande variabilité dans leur morphologie, leurs caractéristiques culturales, leur physiologie, leur
pathogénicité et leur composition génétique (Henning et Alexander, 1959 ; Rotem, 1994 ; Weir et
al., 1998 ; Simmons, 2000 ; Martinez et al., 2004 ; Van der Waals et al., 2004). L’hétérocaryose et
les mutations naturelles sont les deux phénomeénes qui semblent étre impliquées dans la variabilité
des Alternaria spp. (Stall et Alexander, 1957 ; Petrunak et Christ, 1992 ; Van der Waals et al.,
2004 ; Chaerani et al., 2006). L'hétérocaryose qui est 1I’existence de noyaux ayant des génotypes
différents au sein d’'un méme mycélium ou d’une méme cellule, a été suggérée comme étant plus

importante que les mutations naturelles dans la cause de cette variabilité (Foolad et al., 2008).

Les isolats d'A. solani montrent le plus souvent des variations dans la morphologie des hyphes
et des conidies. La présence ou 1’absence de bec au niveau de la conidie, la longueur du
conidiophore, les dimensions des conidies et la compatibilité végétative qui représente un test de
mesure de cette variabilit¢ sont des caractéristiques trés variables chez les isolats d'4. solani
(Adhikari et al. 2017). Les variations morphologiques sont souvent influencées par les facteurs
environnementaux tels que le substrat, l'intensité lumineuse et la température (Vakalounakis et
Christias, 1985). Les isolats d'4. solani varient tellement dans leurs caractéristiques culturales qu'il
est possible de trouver presque autant de morphotypes que le nombre d'isolats testés. La
pathogénicité des isolats d'A. solani montre également des variations en terme de production de
toxines (Martinez et al. 2004 ; Adhikari et al. 2017).

1.3.2. Diversité génétique des isolats d’Alternaria spp. inféodés a la pomme de terre et la
tomate

Depuis les années 1980, I’étude de la diversité génétique au niveau moléculaire est devenue
possible grace a 1’utilisation des marqueurs moléculaires. Au cours de ces trois dernicres

décennies, la diversité génétique des isolats d'4. solani et d’autres espéces appartenant au genre
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Alternaria a été extensivement étudiée par 1’utilisation de différents marqueurs moléculaires
comme les isozymes et 'ADN polymorphe aléatoirement amplifi¢ (RAPD) (Petrunak et Christ,
1992; Cooke et al., 1998; Sharma et Tewari, 1998; Roberts et al., 2000; Morris et al., 2000;Varma
et al., 2006), le polymorphisme de longueur des fragments de restriction de I'ADN (RFLP)
(Akamatsu et al., 1999), le polymorphisme de longueurs de fragments d’amplification (AFLP)
(Bock et al., 2002; Pérez Martinez et al., 2004), les marqueurs aléatoires des microsatellites
(RAM) (Van der Waals et al., 2004), les espaceurs transcrits internes (ITS), la petite sous-unités
mitochondriales (mtSSU) et I’ADN ribosomal (Pryor et Gilbertson, 2000).

La technique de la compatibilité végétative ainsi que les marqueurs moléculaires ont décelé une
grande diversité génétique chez les isolats d’Alternaria spp. a travers le monde. C’est ainsi que les
isolats d’A4. solani provenant de divers pays montrent un certain degré de diversité génétique, alors
que ceux provenant d’'un méme pays sont souvent génétiquement homogenes (Martinez et al.,
2004 ; Van der Waals et al., 2004 ; Varma et al., 2006). Cette derni¢re observation indique que
l'aire de dispersion des especes d'Alternaria peut étre confinée a l'intérieur d'une zone
géographique limitée (Foolad et al., 2008). Sur la base des marqueurs moléculaires RAPD et
AFLP, une spécialisation au niveau de I’hote a été également détectée sur des isolats d’A4. solani

provenant de pomme de terre et de tomate (Weir et al. 1998 ; Martinez et al., 2004).

1.4. Le concept de races physiologiques chez I’espéce A. solani

Les races physiologiques sont définies comme des pathogenes spécialisées par la pathogénicité
sur différents génotypes d'un héte (Agrios, 2005). Jusqu'a présent, il n’existe pas de preuves
concluantes concernant la présence de races physiologiques chez les especes d’Alternaria. Les
premiers travaux qui ont signalé la présence de races physiologiques chez A. solani n’étaient pas
basés sur la spécificité différentielle de I’hote mais plutdt sur la variabilité des isolats. C’est ainsi
que I’existence de races physiologiques (“Physiological strains”) d’A4. solani indiquée par Bonde
(1929) n’est pas correcte car basée sur la variabilit¢ des caractéres physiologiques,
morphologiques et écologiques sur milieu artificiel. De méme, Henning et Alexander (1959) ont
mis en évidence des différences morphologiques, physiologiques et pathologiques chez certains
isolats d’A4. solani obtenus a partir de tomate et d’autres solanacées apparentées. Selon ces auteurs,
ces différences semblent étre spécifiques de I'hote. Cependant, cette spécificité pourrait Etre
attribuée a 1'hétérogénéité des lignées d'hdtes et a la nature instable des cultures d'isolats mais non
a ’existence de races physiologiques. Castro et al. (2000) étudiant la variabilité pathogénique des

isolats d’A. solani n'ont pas pu mettre en évidence leur réaction hote spécifique. Actuellement, le
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concept de race physiologique chez A. solani n’est pas accepté en raison de l'absence de variétés
différentielles (Chaerani et Voorrips, 2006 ; Gannibal et al., 2014 ; Adhikari et al., 2017). En plus,
aucune race physiologique d’4. solani n'est connue ou confirmée a ce jour ce qui suggere qu’il y a

une reconnaissance non spécifique de I'hote par le pathogéne (Adhikari et al., 2017).

L.5. Stratégie de lutte contre I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate

L’alternariose de la pomme de terre et de la tomate est une maladie polycyclique pouvant
provoquer des épidémies au cours d’une seule saison de culture (Tsedaley, 2014). Ces épidémies
sont dues a la capacité des agents causaux (4. solani et A. linariae) a produire de grandes quantités
d'inoculum secondaire (Pasche et al., 2004). La gestion efficace de cette maladie nécessite donc la
mise en ceuvre d'une approche de gestion intégrée comportant principalement des pratiques
culturales adéquates, 1’application de fongicides foliaires et 1’utilisation de cultivars résistants
(Wharton et Kirk, 2007). L’utilisation d’antagonistes microbiens et d’extraits de plantes a été
proposée comme méthode de lutte alternative dans la gestion de l'alternariose (Adhikari et al.

2017).

L.5.1. Les pratiques culturales

La méthode de lutte la plus communément utilisée contre les maladies est I’emploi de pratiques
culturales adéquates qui visent surtout a réduire la pression des agents pathogenes et les risques de
leur propagation. L’¢élimination des résidus de culture infectée, I'éradication des mauvaises herbes,
le maintien de la vigueur de 1'hote par l'intermédiaire d’une fertilisation équilibrée et la réduction
de I'humidité des feuilles par des systemes d'irrigation adéquats constituent les mesures de lutte les

plus couramment employées contre les maladies.

Etant donné que les espéces d’Alternaria inféodées a la pomme et a la tomate se conservent
d’une saison a I’autre au niveau des résidus de cultures, la rotation avec des espéces non hdtes
comme les cultures fourrageres et les céréales par exemple, réduit la quantité d'inoculum initiale
disponible pour les infections primaires (Rotem, 1994 ; Agrios, 2005 ; Schultz et French, 2009 ;
Wharton et Kirk, 2007). L’¢élimination des résidus de culture et la pratique de longues rotations (au
moins 2 ans) avec des cultures autres que les solanacées réduit au maximum le potentiel
d’inoculum. Des cultures successives de pommes de terre ou de tomate dans une méme parcelle
entrainent en plein champ 1’apparition plus précoce des Iésions nécrotiques de 1’alternariose

(Shtienberg & Fry 1990).
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1.5.2. Utilisation de variétés résistantes ou tolérantes

L’utilisation de variétés résistantes ou méme tolérantes a I’égard de ’alternariose de la pomme
de terre et de la tomate demeure le moyen de lutte le plus efficace qui tend a réduire la dépendance
a 1'égard des intrants chimiques et qui présente des avantages environnementaux, sanitaires et

financiers importants (Adhikari et al. 2017).

La résistance des variétés de pomme de terre et de tomate a I’alternariose semble étre
conditionnée par 1’age de la plante (Van der Waals et al., 2001). Cette résistance qualifiée de
“temporaire” doit étre distinguée de la “résistance vraie” qui n’est pas affectée par I’age ou la
maturité de la plante (Rowell, 1953). Généralement, les tissus sénescents sont plus sensibles a
I’alternariose (Fry, 2007). En effet, les nécroses semblent se développer plus rapidement sur les
feuilles agées que sur les jeunes feuilles (Pelletier et Fry, 1989 ; Dita-Rodriguez et al., 2006).
Dans le cas de la tomate, I’espéce A. solani cause une pourriture du collet et des nécroses sur les
organes végétatives « early blight » des plants agés alors que chez la pomme de terre, le
développement des nécroses s’intensifie beaucoup plus a la floraison (Moore & Thomas 1943).
Les cultivars qui ont une maturité précoce ont tendance a étre plus sensibles que les variétés a
maturation tardive (Tymon, 2014). L’utilisation de variétés moins sensibles a 1’alternariose réduit
dans une certaine mesure la sévérité¢ de la maladie, cependant la résistance de 1’hdte n’a aucun

effet sur I’apparition initiale de la maladie (Shtienberg & Fry 1990).

Des sources de résistance génétique a I’alternariose ont été identifiées chez la pomme de terre
et la tomate. Dans le cas de la pomme de terre, des niveaux de résistance ont été trouvés chez les
pommes de terre diploides spontanées mais non dans les lignées cultivées de Solanum tuberosum
qui montrent une résistance faible ou nulle (Rotem 1994). Chez la tomate des niveaux de
résistance intéressants ont €té identifiés principalement chez les espeéces sauvages comme S.
habrochaites, S. pimpinellifolium et S. peruvianum, mais pas chez les especes cultivées de S.
lycopersicum (Foolad et al. 2008). Les progreés dans la sélection de cultivars résistants a
I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate demeurent limités en raison de la nature

polygénique de I’héridité (Chaerani et Voorrips, 2006).
1.5.3. L’utilisation d’antagonistes microbiens et d’extraits de plantes

Plusieurs antagonistes microbiens (bactéries et champignons) et des extraits de certains
végétaux ont été testés en vue de contrdler I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate et de
rechercher ainsi des méthodes de lutte plus respectueuses de I’environnement. Parmi les

antagonistes bactériens, certaines espéces de Pseudomonas (P. fluorescens, P. aeruginosa, P.
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putida et P. cepacia) se sont montrées trés efficaces dans la réduction de I’incidence de
I’alternariose de la tomate (Joseph et al. 2017). La souche OTPBI1 de Bacillus subtilis améliore la
résistance systémique chez les plants de tomate en induisant la production d’hormones de
croissance ainsi que celle des enzymes liées aux mécanismes de défense comme peroxydase,

polyphénol oxydase et superoxyde dismutase (Chowdappa et al. 2013).

Certaines especes fongiques appartenant au genre Trichoderma (T. viride et T. harzianum)
réduisent I’incidence de 1’alternariose en plein champ (Chowdappa et al., 2013 ; Sarkar et al.,
2016). Il a été démontré que I'espece T. harzianum induit une stimulation de la croissance et une
résistance systémique a I'égard de nombreuses maladies foliaires de diverses cultures légumiéres
(Papavizas, 1985 ; Sid Ahmad et al., 2000). Chez la tomate, par exemple, la souche OTPB3 semble
améliorer la croissance et induire une protection systémique contre |’alternariose (Chowdappa et

al. 2013).

Les extraits de plusieurs espéces végétales comme Crotalaria trichotoma, Citrus aurantifolia,
Azadirachta indica, Polyalthia longifolia, Datura metel, Muntingia calabura et Oxalis latifolia
semblent réduire significativement la croissance mycélienne in vitro de R. solani (Ravikumar et
Garampalli, 2013). D’autres espéces végétales comme Cinnamomum zeylanicum, Syzygium
aromaticum, Ferula foetida, Inula racemosa, Hemidesmus indicus, Rubia cordifolia, Glycyrrhiza
glabra et Saussurea lappa ont montré une activité¢ antifongique contre les agents causaux de

I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate (Yeole et al. 2014)

1.5.4. L’utilisation de fongicides foliaires

Les fongicides de divers groupes chimiques sont largement employés pour lutter contre
I’alternariose en raison de l'absence d'autres mesures de contrdle durable et efficace (Gudmestad et
al., 2013). L application de ces fongicides demeurent cependant couteuse et écologiquement non

rationnelle (Adhikari et a/., 2017).
1.5.4.1. Types de fongicides utilisés contre I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate

L'utilisation de fongicides est la méthode de lutte la plus couramment employée contre
I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate (Douglas et Groskopp 1974 ; Wharton et Kirk,
2007). Plusieurs types de fongicides de contact ou systémiques sont actuellement utilisés pour
lutter contre 1’alternariose (Adhikari et al., 2017). Les fongicides de contact sont a la base de la

plupart des programmes de lutte contre I’alternariose. Les inhibiteurs mitochondriaux ou Qol
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(“Quinone Outside Inhibitors”) plus connus sous le nom de strobilurines et les inhibiteurs de la
biosynthése de I’ergostérol appelés encore SI (“Sterol Inhibitors”) ou DMI (“Demethylation
Inhibitors”) sont les deux groupes de fongicides systémiques dont certaines maticres actives ont

¢été utilisées pour lutter contre I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate.

Les fongicides de contact ou de surface qualifiés encore de multisites ou conventionnels ont été
développés vers les années 1950. IIs se caractérisent par une bonne action préventive qui empéche
le champignon de pénétrer dans la plante hote en inhibant la germination de ses conidies. Ils
agissent principalement en inactivant diverses enzymes ou co-enzymes a groupements thiols,
impliquées dans les processus respiratoires et fournissant 1’énergie indispensable aux cellules
(Leroux et Delorme, 1997). Certains d’entre eux présentent un large spectre d’action incluant des

Ascomycota, des Basidiomycota, ou des Oomycota (Leroux, 2003).

Dans le cas des Alternaria spp., les fongicides de contact comme le mancozebe et le
chlorothalonil sont appliqués réguliérement a un intervalle de 7 a 10 jours pour protéger les
nouvelles pousses et pour éviter le lessivage de ces produits par les pluies. Ces fongicides
présentent les avantages suivants : une efficacité fiable et un mode d’action multi-site qui réduit le
risque d’apparition de souches résistantes dans les populations d’Alternaria spp. inféodées a la
tomate et a la pomme de terre (Kemmitt, 2002 ; Adhikari et al., 2017). Parmi les inconvénients de
ces fongicides, on peut citer la nécessit¢ de leur application réguliere et leur taux d'utilisation

relativement élevé ce qui augmente les colits de production et la pollution environnementale.

Les inhibiteurs mitochondriaux ou Qol (““Quinone Outside Inhibitors”) comme 1’azoxystrobine,
la pyraclostrobine, la trifloxystrobine, la fenamidone et la famoxidone se sont montrés tres
efficace a 1’égard des espéces d’Alternaria inféodées a la pomme de terre et a la tomate. Ces
fongicides agissent par inhibition du transport d’électron dans les mitochondries, au niveau du
complexe cytochrome bci stoppant ainsi la production d’ATP (Rotem, 1994 ; Gisi et al., 2000 ;
Bartlett et al., 2002, Rosenzweig et al., 2008a). En général, ce type de fongicides arréte 1'infection
par inhibition de la germination des spores. Malgré leur efficacité, I’emploi de ces fongicides
présentent cependant le risque de développement de la résistance dans les populations
d’Alternaria. En effet, des isolats d'A. solani qui possédent la mutation F129L ont montré des
niveaux de sensibilité significativement réduits a ces fongicides (Pasche et Gudmestad, 2008). De
méme, des isolats d'4. solani qui portent la mutation G143A qui confére un niveau de résistance
¢levé a 1’égard des strobilurines ont également ét¢ détectés en Europe (Kemmitt, 2002). Ceci
suggere que les strobilurines n'améliorent pas la lutte contre les especes d’Alternaria

comparativement aux fongicides de contact comme le chlorothalonil et le mancozebe en raison du
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risque d’apparition de souches résistantes. C’est pour cela que pour une meilleure efficacité et
pour diminuer les risques d’apparition de souches résistantes, les strobilurines doivent étre

appliquées en mélange avec un fongicide de contact.

Les fongicides qui inhibent la biosynthése de 1’ergostérol qui est indispensable pour la stabilité
de la membrane fongique sont subdivisés selon leur mode d’action en deux groupes. Les
composés du premier groupe comme les triazoles, les imidazoles, les pyrimidines et les
pipérazines inhibent le cytochrome P450 qui intervient pour I’étape C-14 déméthylation. Les
composés du deuxieme groupe comme la morpholine et les dérivés de la pipéridine interfére avec
la C-14 réductase ou avec la A®-A7 isomérase (Siegel, 1981 ; Baloch et Ahlers, 1984 ; Guan et al.
1992). Parmi les composés de la famille des triazoles qui renferme plusieurs inhibiteurs de la C-14
déméthylation (IDM), le difénoconazole a montré une grande activité a 1’égard d’un grand nombre
de champignons phytopathogenes appartenant aux phyla Ascomycota et Basidiomycota. Le
difénoconazole est I’un des premiers fongicides inhibiteurs de la biosynthése de 1’ergostérol qui a
montré une efficacité élevée a 1’égard des Alternaria spp. En effet, ce fongicide a exhibé une
activité curative et préventive a 1’égard d’A. solani bien supérieure a celle du mancozebe,
(Dahmen & Staub, 1992). A cause de ses propriétés protectrices, curatives et éradicatrices, de son
large spectre et de son activité durable contre les Ascomycota et les Basidiomycota, ce composé

est souvent intégré dans les programmes de lutte intégréé contre les maladies (IDM).

1.5.4.2. Gestion de la résistance aux fongicides chez les populations d’Alternaria spp.

Les fongicides ayant un large spectre d’activité¢ ont été les principaux produits utilisés pour la
gestion des Alternaria spp. L'avantage de ces produits réside dans leur utilisation qui n’a
généralement pas entrainé le développement de souches résistantes dans les populations
d’Alternaria spp. en dépit de leur usage fréquent et prolongé (Tymon, 2014). Au cours de ces trois
dernieres décennies, il s’est produit un glissement vers 1’utilisation de fongicides a spectre étroit
afin de réduire les effets négatifs sur la santé humaine et sur 1'environnement (Pasche et al. 2004).
L’emploi de cette nouvelle génération de fongicides a entrainé le plus souvent le développement
du phénomeéne de résistance chez les agents phytopathogenes (Brent et Hollomon, 1998 ; Leroux
et al., 2002). C’est ainsi que plusieurs isolats d’A4. solani montrant les mutations F129L et G143A
ont exhibé respectivement aux USA et en Europe des niveaux de sensibilité significativement
réduits aux inhibiteurs mitochondriaux (Qol) (Kemmitt, 2002 ; Pasche et Gudmestad, 2008). De

méme, 'emploi de 1'azoxystrobine depuis la fin des années 1990 a entrainé au niveau international
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I’apparition en plein champ de souches d'A. solani ayant une sensibilité réduite a ce fongicide

(Pasche et al. 2004 ; Rosenzweig et al. 2008b).

Actuellement, le développement de la résistance est devenu un phénomene préoccupant dans la
gestion des cultures plus particulierement lorsqu’il s’agit de fongicides qui affectent un seul site
(uni-site) et qui sont utilisés de facon répétée (Delp, 1980). La stratégie la plus courante contre le
développement de la résistance des populations d’Alternaria spp. consiste en la réduction au
minimum du nombre d'application par saison de produits "a risque" et en I’application de
fongicides aux modes d'action multi-site et uni-site en alternance ou en mélange (Staub, 1991).
L’emploi de fongicides a action uni-site a eu pour conséquence le développement de la résistance
(Gisi et al., 1985). Le mélange de produits uni-sites et multi-sites comme le mancozebe et le
chlorothalonil réduit le développement de la résistance aux strobilurines ou a d'autres fongicides
uni-sites (Miller et Miller 2004 ; Zitter et Drennan, 2005). La séquence d'application des
fongicides s'est également révélée importante pour réduire le risque de développement de la
résistance a l'azoxystrobine (Rosenzweig et al. 2008a). D’autres mesures visant a réduire au
minimum le développement de la résistance sont le maintien des doses recommandées et la
limitation du nombre de traitements afin de réduire la sélection de souches résistantes (Brent et

Hollomon, 2007).
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II. MATERIELS ET METHODES

I1.1. Distribution des espéces Alternaria a grandes conidies sur pomme de terre et tomate
selon les zones bioclimatiques algériennes

La distribution de 1’alternariose a été évaluée par les fréquences en pourcentage des Alternaria
spp. a grandes conidies responsables de 1’alternariose de la pomme de terre et de la tomate selon
les différentes régions bioclimatiques d'Algérie (humide, sub humide, aride et saharienne) ou ces
cultures sont cultivées. La présence des especes d’Alternaria a grandes conidies dans les

échantillons récoltés a été vérifiée par des observations microscopiques avant l'isolement.

Les champs de tomate et de pomme de terre ont été prospectés pendant les saisons de
croissance de ces deux cultures durant trois années successives 2012-2013, 2013-2014 et 2014-
2015 et ceci sur 5 sites de chaque wilaya a travers les 12 principales zones de culture de pommes
de terre et de tomate. Les localités prospectées ont été sélectionnées sur la base des principales
régions productrices de pommes de terre et de tomate en plein champ ou sous serre plastique. Les
localités sélectionnées représentent les différentes zones bioclimatiques d'Algérie depuis le littoral
jusqu'aux régions semi-arides et arides. Ces localités se répartissent comme suit : Centre (Alger,
Tipaza), Est (Bouira, Guelma et Skikda), Ouest (Ain Defla, Chlef, Mascara et Mostaghanem) et
Sud (Laghouat, Biskra et El Oued).

I1.1.1. Prospection et échantillonnage

Des prospections ont ét¢ menées au niveau des deux systemes de cultures dans 60 localités
réparties dans douze régions. Trois a quatre parcelles ont été échantillonnées dans chaque région
au cours de 03 campagnes agricoles successives : 2012-2013, 2013-2014 et 2014-2015. La
majorité des zones prospectées a été s¢lectionnée au niveau des principales régions productrices de
pommes de terre et de tomate représentées par les différents étages bioclimatiques de I'Algérie :
Centre (Alger et Tipaza), Est (Bouira, Guelma et Skikda), Ouest (Ain Defla, Chlef, Mascara et
Mostaganem) et Sud (Laghouat, Biskra et El Oued) (fig. 5). L'échantillonnage a été effectué sur
des organes de pomme de terre et de tomate présentant les symptomes typiques de I’alternariose :
164 échantillons ont été prélevés essentiellement sur des feuilles de pomme de terre et 83 sur les

feuilles, les tiges et les fruits de tomate.
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Figure 5 Localités géographiques dans les différentes zones bioclimatiques : 1 = Climat méditerranéen, 2

= climat semi-aride, 3 = climat aride.

I1.1.2. Isolement, purification monospore et conservation des isolats

L’isolement a été effectué selon la méthode de Van der Waals et al. (2004). De petits morceaux
de 3 4 4 mm? ont été découpés sur les bords des lésions nécrotiques infectées, puis désinfectées
dans de I'hypochlorite de Sodium (NaOCl) actif a 1 % pendant 3 minutes, ensuite lavés deux fois
dans de l'eau distillée stérile et enfin séchés avec du papier absorbant stérile. Quatre morceaux de
tissus infectés ont été placés dans des boites de Pétri contenant un milieu PDA. Les boites sont
ensuite incubées a 22°C sous une lumiére continue pendant 1 a 2 semaines. La purification des
cultures des espeéces Alternaria spp. a été effectuée entre le 3éme et le 5éme jour d'incubation. Des
isolements monospores ont été ensuite réalisés a partir des cultures purifiées des espéces
d’Alternaria spp. Les cultures monospores sont ensuite incubées sous une lumiere NUV avec une

photopériode de 12 h d’obscurité et 12 h de lumiere pour induire la sporulation.

Pour une utilisation a court terme, les cultures monospores agées de 12 jours ont été conservées
a 4°C dans des boites de Pétri contenant un milieu de culture PDA. Pour une utilisation 2 moyen
terme, les cultures monospores agées de 12 jours ont été conservées a 4°C dans des tubes a essai

contenant un milieu de culture PDA. Pour une utilisation a long terme, une dizaine d’explants
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mycéliens de 8 mm de diameétre ont été conservés a —80°C dans des cryo-tubes de 1,5 ml

contenant 800 pl de glycérol stérile a 30%.

I1.2. Caractérisation et identification des isolats d’Alternaria spp. a grandes conidies par des
marqueurs moléculaires

Sur la base des caractéristiques culturales et morphologiques, 156 isolats a grandes conidies sur
un total de 247 ont été sélectionnés pour leur caractérisation moléculaire par PCR en utilisant des
amorces spécifiques. L'analyse de 'ADN génomique par PCR/RFLP utilisant la double digestion
enzymatique (Haell /Rsal) d'une portion du géne calmoduline suivie d’un séquengage des genes

de la calmoduline et RPB2.

Tous les protocoles expérimentaux utilisés dans la partie matériels et méthodes sont ceux utilisé

par I’équipe de recherche « Fungisem » de I’IRHS de 'université d’ Angers.

I1.2.1. Extraction et dosage d’ADN

Les isolats cultivés sur un milieu PDA ont été incubés a la température ambiante pendant 10
jours. L'ADN génomique total des échantillons fongiques a été extrait selon la méthode décrite par
Goodwin et Lee (1993). Le mycélium a été raclé des cultures agées de 10 jours puis placé dans des
tubes Eppendorf contenant chacun 100 pl de tampon de lyse (Tris-Hel pH=7,2 a 50 Mm, 50 Mm
EDTA, 3% SDS, 1% de 2-Mercaptoéthanol). Les tubes Eppendorf ont été placés dans un four a
micro-onde a 850 W successivement trois fois pendant 10, 8 et 5s espacés par des intervalles de
temps de 10s. Cette étape a été modifiée en laissant les bouchons des tubes Eppendorf fermés a
cause de la forte odeur du 2-mercaptoethanol qui est nocif et en réduisant le temps d’exposition au

niveau du four a micro-ondes a 10, 8 et 5s.

Un volume de 300 pl de tampon a été ajouté a chaque tube Eppendorf. Par la suite, les tubes
ont été vortexés pendant 3 a 5s puis fermés et incubés dans un bain-marie a 80°C pendant 10 mn
apres cela 400 pl de Phénol-Chlo-Iso (25 /24 :1) ont été ajoutés dans chaque tube. Les tubes sont
ensuite vortexés pendant 15s puis centrifugés pendant 15 mn a 15 000 tr/min. La phase aqueuse a
été récupérée et placée dans un tube Eppendorf stérile auquel on a ajouté 10 ul d'acétate de
potassium (5M) et 0,5 vol (180 ul) d'isopropanol. Apres incubation dans de la glace pendant 5 mn,
les tubes sont vortexés, puis centrifugés pendant 10 min a 10 000 tr/min. Le surnageant est ¢liminé
et le granulé obtenu est lavé dans un volume de 250 pl d'éthanol a 80%. Les tubes sont de nouveau

centrifugés pendant 5 min a 10 000 tr/min, puis le surnageant est ¢liminé. Les pastilles dADN
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obtenues sont séchées dans le Speed-vac pendant 15 a 20 minutes. Enfin, I'ADN est dilu¢ dans 100

ul de TE (10Mm Tris-Hel, 0,1mM EDTA, pHS8), puis conservé a -20°C.

I1.2.2. PCR et Amplification des régions ITS

La paire d'amorces ITS1/ITS4 qui donne une bonne amplification des Alternaria spp. a été
utilisée pour vérifier la qualité d’ADN (White et al., 1990 ; Garde et al., 1993). Tous les extraits
d'ADN des 156 isolats ont ét¢ amplifiés. La réaction d'amplification a été réalisée dans un volume
final du mélange PCR de 50 pl. Le mélange a été préparé en fonction du nombre d'échantillons
d'ADN a amplifier. Pour un seul échantillon d'ADN, la composition du mélange PCR est de 10 x 1
pl de tampon, 3 x 1 pl de Mgcl2, une unité de dNTPs, une unité de chaque amorce avant et arricre,
0,2 pl de Taq polymeérase et 02 pul d'ADN. Le mélange PCR a été dilué dans un volume de 31,8 ul
de H20 mQ stérile dans un tube Eppendorf de 1,5 ml. Un volume de 50 pl est distribué dans des

microtubes en fonction du nombre d'échantillons.

Les PCR ont été réalisées dans un thermocycleur selon le programme suivant : une période
initiale de dénaturation a 94°C et un allongement final de 10 min a 72°C suivi de 34 cycles dans
lesquels chaque cycle comprend une étape de dénaturation de 30s a 94°C, une étape d'hybridation
de 30s a 58°C et une étape d'élongation de Olmn a 72°C. Une analyse des produits amplifiés a été
effectuée sur un gel d'agarose a 1,2 %. Des bandes d'ADN ont été colorées avec du bromure
d'éthidium et visualisées sous une lumiere ultraviolette. L'échelle d'ADN de 100 pb a été utilisée

pour l'estimation de la taille des bandes des produits PCR.

I1.2.3. PCR spécifique

En raison de la similitude des caractéristiques morpho-culturales des espeéces d’Alternaria a
grands conidies, une PCR spécifique a été effectuée pour différencier 4. linariae des deux especes
A. solani et A. grandis. Deux paires d'amorces OAsF7 et OAsR6 spécifiques aux deux espeéces A.
solani et A. grandis pour 'amplification des 164 bp du gene codant Alt al et OatF4 et OatR2
spécifiques des A. linariae pour 1'amplification des 438 pb du géne codant la calmoduline ont été
utilisées (Gannibal et a/, 2014). La PCR spécifique a été réalisée dans un volume final de mélange
de 25ul ; les conditions utilisées sont les mémes que pour la PCR/ITS avec un changement de

température de 1'étape d'hybridation de 30s a 58°C.
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11.2.4. PCR/RFLP

Les identifications préliminaires par les amorces spécifiques qui ont séparé A. linariae des deux
especes A. solani et A. grandis ont été complétées par une PCR/RFLP en utilisant les enzymes de
restriction Haell et Rsal pour différencier les deux especes 4. solani et A. grandis (Lawrence,
2013 ; Bessadat et al., 2017). Sur les 156 isolats identifiés par PCR et PCR/RFLP, 43 ont été
sélectionnés et leur ADN a été amplifié¢ aux loci calmoduline. Les échantillons subissent d'abord
une PCR pour l'amplification des loci de la calmoduline a l'aide de la paire d'amorces OatF4 et
OatR2 (5'-AGCAAGTCTCTCCGAGTTCAAGTTCAAGG-3' et 5'-
CTTCTGCATCATCAYCTGACG-3")

Les produits PCR subissent ensuite une double digestion avec les deux enzymes de restriction
Rsal et Haell. Un volume de 10 pl de PCR calmoduline est ajouté au Mix Promega de la réaction
PCR/RFLP. Le volume final du mélange PCR/RFLP est composé de 1,5ul de chaque enzyme de
restriction, 4,5 ul de tampon B10x et 7,5 pul de H20 mQ stérile. Le mélange est placé pendant une
heure dans un four réglé a 37°C. Les produits de digestion ont été mis en évidence par migration
¢électrophorétique sur un gel d'agarose a 2% et les bandes d'ADN ont été colorées avec du bromure
d'éthidium. La taille des fragments d'’ADN obtenus a ¢été déterminée au moyen d'un marqueur

d'ADN de poids moléculaire connu.

I1.2.5. Séquencage et analyse phylogénétique

L'identification des espéces d’Alternaria de la pomme de terre et de la tomate a été validée par
séquencage des loci de la calmoduline et RPB2 avec la paire d'amorces dont les séquences
GGGGWGAYCAYCAGAAGAAGAAGGC et CCCATRGCTTGTGTYRCCCAT. Le
séquensage de tous les produits PCR (calmoduline, RPB2) des 43 isolats a été effectu¢ par le
GATC Biotech (Allemagne). Pour confirmer la présence d'4. protenta parmi les isolats d'A.
solani, le locus RPB2 de tous les isolats d'A. solani a été amplifié. Toutes les séquences des 25
isolats identifiés comme étant 4. solani apreés séquengage ont été analysées par 'outil BLAST et
comparées a celles des bases de données du NCBI. L'alignement des séquences a été réalisé avec

le logiciel Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008).
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I1. 3. Caractérisation culturale et morphologique des Alternaria spp. a grandes conidies

Dans le but de mettre en évidence la spécificité parasitaire des isolats, nous avons étudié, en
premier lieu, leurs caractéristiques culturales, morphologiques et pathologiques afin de les

comparer a ceux rapportées par la littérature.

Notre collection initiale comptait 247 isolats dont 156 d’Alternaria spp. représentés
uniquement par les especes a grandes conidies (Annexe 1). Les isolements ont été réalisés durant
la période comprise entre les années 2012-2015. Le code, la plante hote a partir de laquelle I’isolat
a été obtenu, la variété, le lieu d’isolement, I’origine et la localisation géographiques sont indiqués
dans I’annexe 1. La collection de 156 d’Alternaria spp.qui a fait I’objet de notre étude est présente

dans 1’annexe 2.

I1.3.1 Choix des groupes d’isolats étudiés

Durant les isolements et la purification des souches obtenus, nous avons noté la couleur et la
forme de la nécrose, 1’aspect cultural, le type de croissance, ainsi que le degré de sporulation pour
tous les isolats (Annexe 3). Pour les études ultérieures (caractéristiques culturales et
morphologiques, exigences biologiques, pouvoir pathogene, diversité génétique et résistance au
fongicides) nous avons procédé au choix d’isolats basée sur le diagnostic moléculaire. C’est ainsi
que nous avons obtenu une collection constituée de 42 isolats représentant les deux cultures hotes
(pomme de terre et tomate), les deux systémes de cultures (sous serre et en plein champs), les
quatre zones géographiques algériennes représentant les différents étages bioclimatiques (Nord,

Est, Ouest et Sud) comme le montre le tableau 5.

I1.4. Influence des facteurs biologiques sur la croissance et la sporulation des Alternaria spp.

L’identification des espéces d’Alternaria est traditionnellement basée sur les caractéristiques
culturales et morphologiques. L’évaluation de ces caractéristiques repose sur 1’aspect cultural et
morphologique comme la couleur de la culture, le type de mycélium, la pigmentation et la taille
des spores. Ces caractéristiques dépendent des exigences biologiques comme le type de milieu de
cultures, la température de croissance, le pH du milieu de culture et les conditions

photopériodiques pour la sporulation.
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11.4.1. Effet des milieux de culture sur la croissance mycélienne

Le choix des milieux de cultures a été fait selon le but recherché qui est de voir s’il y a une
préférence d’un milieu par rapport a un autre pour les isolats d’Alternaria spp. en termes de
croissance myc¢lienne et de sporulation. Nous avons choisi quatre milieux de cultures : PDA qui
est riche en sucre et qui est considéré a la fois comme un milieu de référence pour toutes les
especes du genre Alternaria et un milieu général favorisant la sporulation, PCA qui ne comporte
pas de sucre et qui est un milieu a base de carotte recommandé pour les especes d’Alternaria a
grandes conidies (Simmons, 2007), V8 qui est un milieu utilis€¢ également pour promouvoir la
sporulation des champignons ayant des structures pigmentées (Uchida et al.,, 1986) et TWA
(Target Water Agar) qui est un milieu particuliérement pauvre en sucre utilisé pour stimuler la
sporulation particulierement cette méme catégorie de champignons (Harris et al., 1986). Les 04
milieux dont la composition est indiquée en annexe 3, sont coulés a raison de 15 ml par boite de
Petri de 90 mm de diameétre. Apres solidification, un explant de 9 mm est prélevé et déposé au
centre de boites de Petri pour chaque milieu de culture. L explant est récupéré a partir de cultures
agées de 8 jours in cubées a I’obscurité et a une température de 22°C. Trois répétitions sont

réalisées pour chaque isolat sur chaque milieu de culture.

Les boites inoculées sont incubées dans une chambre de culture a ’obscurité et a une température
de 22°C. La croissance radiale est notée depuis le 02°™ jour d’incubation jusqu’au 12°™ jour
selon les isolats avec un intervalle de temps de 02 jours entre les notations. La croissance radiale
et ’aspect cultural (couleur, type de croissance et pigmentation) sont notés pour chaque isolat sur

chaque milieu de culture.

11.4.2. Induction de la sporulation

La sporulation des isolats a été testée sur les 04 milieux de cultures : PDA, PCA, TWA et V8.
Apres une période d’incubation de 7 jours a 22°C et a I’obscurité, les boites sont soumises a une
alternance de lumiere NUV/obscurité d’une durée respective de 8 et 16 heures pour stimuler la
sporulation (Simmons, 2007). Les premiéres observations des conidies sont enregistrées a partir
du 8™ jour d’incubation. En ce qui concerne les cultures sur les milieux PCA et V8, les cultures
mycéliennes sont stressées en les incisant a 1’aide d’un scalpel stérile avant leur transfert sous la

lumiére NUV.
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Tableau 5 Liste des 42 isolats des especes d’Alternaria a grandes conidies.

Code
DA001
DA002
DA003
DA006
DA008
DA007
DA009
DAO11
DAO0O14
DA019
DA025
DAO038
DA040
DA044
DA047
DA050
DA052
DA054
DAO057
DA060
DA062
DA082
DA086
DA090
DA094
DA099
DA100
DA101
DA109
DA111
DA113
DA114
DA119
DA136
DA140
DA141
DA145
DA147
DA152
DA153
DA154
DA155
DA156

Hote
PDT
PDT
PDT
PDT
PDT
PDT
PDT
PDT
PDT
PDT
PDT
PDT
Tomate
PDT
PDT
PDT
PDT
PDT
PDT
PDT
Tomate
PDT
PDT
PDT
PDT
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
PDT
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate

Lieu d'isolement

Fouka

Fouka -Zirou
Fouka marine
Staouéli-domaine 1.0
Staouéli
Staouéli-Ferme N°67
Staouéli-Ferme N°69
Fouka

Staouéli -ITCMI
Bouira

Bouira

Ouled Belhadj
Hassi Maméche
Ghris
Mostaghanem (Ouest)
Rouina

Rouina

Bourahla

Ghris

Bourahla

Stidia

Ourmes

Sahn Gazel
Mabrouk Jar Ellah
ENSA-Echantillon2
Ouled Belhadj
Ouled Belhadj
Ouled Belhadj
Zéralda

Tipaza (centre)
Bouati Mahmoud
Fedjoudj
Bouchegroune
Bouchegroune |
Bouchegroune 11
Laghrous

Lichana

Tipaza (centre)
ENSA

ENSA- El Harrach
ENSA

ENSA

ENSA
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Wilaya (situation géo)
Tipaza (centre)
Tipaza (centre)
Tipaza (centre)
Alger (centre)
Alger (centre)
Alger (centre)
Alger (centre)
Alger (centre)
Alger (centre)

Bouira (Est)
Bouira (Est)
Alger (centre)
Mostaghanem (Ouest)
Mascara (Ouest)
Mostaghanem (Ouest)
Ain Defla (Ouest)
Ain Defla (Ouest)
Mostaghanem (Ouest)
Mascara (Ouest)

Mostaghanem (Ouest)

Mostaghanem (Ouest)
El Oued (Sud)

El Oued (Sud)
El Oued (Sud)
Alger (centre)
Alger (centre)
Alger (centre)
Alger (centre)
Tipaza (centre)
Tipaza (centre)
Guelma (Est)
Guelma (Est)
Biskra (Sud)
Biskra (Sud)
Biskra (Sud)
Biskra (Sud)
Biskra (Sud)
Tipaza (centre)
Alger (centre)
Alger (centre)
Alger (centre)
Alger (centre)
Alger (centre)



11.4.3. Effet de la température et pH du milieu

Cette ¢tude a été réalisée pour €valuer a l'obscurité I’effet d’'une gamme de températures sur la
croissance mycélienne et déterminer la température optimale de croissance sur le milieu PDA. En
effet, La température ambiante et le pH du milieu de culture sont les deux principaux facteurs qui
peuvent exercer une influence directe sur la croissance mycélienne des Alternaria spp. Ainsi, le
comportement des différents isolats sur le milieu de culture PDA a ¢été étudi¢ sous une gamme de
températures : 5°C, 10°C, 20°C, 25°C, 30°C et 35°C (Hubbali et al., 2010). Trois répétitions sont
réalisées pour chaque température et pour chaque isolat. Les mesures de la croissance mycélienne
sont réalisées apres 2, 4, 6, 8 et 10 jours d'incubation aux différentes températures. La croissance

mycélienne est évaluée selon la formule de Rapilly (1968) :

L = (D-d) /2.
ou

L : croissance radiale (mm)
D : diametre de la colonie aprés incubation (mm)

D : diamétre de l'explant (mm)

Pour voir si le pH du milieu de culture influence la croissance mycélienne des isolats, nous
avons testé une gamme de pH allant de 04 4 10 sur milieu PDA sous une température de 20°C et a
I’obscurité. Le pH a été ajusté en utilisant de l'acide chlorhydrique (HCL 0,5N) ou une solution

alcaline d'hydroxyde de sodium (NaOH 0,5N).

I1.4.4. Mensuration des spores

Une mensuration de 100 conidies est réalisée sur tous les isolats ayant sporulé. La largeur de
I’hyphe, la longueur et la largeur ainsi que la longueur du bec de la conidie et le nombre de septa

transversales et verticales sont évalués (Simmons, 2007).

I1.4.5. Analyse statistique

Les analyses statistiques des résultats sont effectuées a 1’aide d’un logiciel Statistica version 6.0,
qui permettent une analyse de la variance sur la base de la plus petite variation significative et le

classement des isolats en groupes homogénes (Test LSD).
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I1.5 Analyse de la variabilité génétique au sein de I’espéce A. solani par des marqueurs de
type microsatellites

I1.5.1 Analyse du polymorphisme du locus caractérisé

Afin d'é¢tudier la diversité génétique au sein de I’espece 4.solani, nous nous sommes intéressés aux
nouveaux outils d'analyse polymorphique par les marqueurs de type microsatellites. Benichou et
al.(2008) ont isolés 11 locus microsatellites polymorphes chez A. dauci. Les tests d'amplification
interspécifique et de séquencage des amplicons résultants ont montré que certains de ces
microsatellites pouvaient étre utilisés chez différentes espéces telles que Alternaria solani. Nous

avons donc testé 03 locus microsatellites (Mic 23, Mic 36 et Mic 127).

Le caractere polymorphe des 03 locus microsatellites (Mic 23, Mic 36 et Mic 127) a été évalué sur
un échantillonnage de 21 isolats d’A4.solani dont 18 proviennent de différentes régions d’Algérie et
03 de Hongrie et collectées sur pomme de terre (3 A solani, 2 A linariae, 1 A protenta) et une
souche de référence CBS 11041 de A solani. Le lieu et hote d’origine des isolats typées sont

donnés dans le tableau 6.

L’ADN des différents isolats d’A.solani a été¢ amplifié avec les 06 différentes paires d’amorces
(Tableau 7 — voir la liste des locus testés). Un polymorphisme de taille a chaque locus a été
évalué. Les produits d’amplification ont été séparés sur gel d’acrylamide 2 % et visualis€s apres

révélation BET.

I1.5.2 Génotypage du marqueur microsatellite

Cette technique consiste a amplifier des régions polymorphiques a motif répété dans le génome
(microsatellites), génére des fragments de longueur variable d'un all¢le a I'autre. En marquant I'une
des amorces utilisées dans la PCR avec un fluorochrome, nous pouvons déterminer ensuite, par

¢électrophorese capillaire, la longueur exacte de chaque microsatellite étudié chez un individu.
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Tableau 6 Liste des isolats utilisés pour le test microsatellites.

Code

DA008

DAO11

DAO014

DAO019

DA025

DA050

DA057

DA090

DA094

DA113

DA114

DA136

DA140

DA141

DA145

DA062

DA082

DAO086

CBS

AD134

ADI155

AD206

AD207

AD208

AD232

Hoéte

PDT

PDT

PDT

PDT

PDT

PDT

PDT

PdT

PDT

Tomate

PdT

Tomate

Tomate

Tomate

Tomate

Tomate

PdT

PDT

Solanum

aviculare

PDT

PDT

PDT

PDT

PDT

PDT

Lieu d'isolement
Staouéli
Fouka
Staouéli -ITCMI
Bouira
Bouira
Rouina
Ghris
Mabrouk Jar Ellah
ENSA-Echantillon2
Bouati Mahmoud
Fedjoudj
Bouchegroune I
Bouchegroune 11
Laghrous
Lichana
Stidia
Ourmes

Sahn Gazel
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Région
Alger (centre)
Alger (centre)
Alger (centre)

Bouira (Est)
Bouira (Est)
Ain Defla (Ouest)
Mascara (Ouest)

El Oued (Sud)
Alger (centre)
Guelma (Est)
Guelma (Est)
Biskra (Sud)
Biskra (Sud)
Biskra (Sud)
Biskra (Sud)
Mostaghanem (Ouest)
El Oued (Sud)
El Oued (Sud)
Non connu
Hongrie
Hongrie
Hongrie
Hongrie
Hongrie

Hongrie

Espéce
A.solani
A.solani

A.solani
A.solani
A.solani
A solani
A.solani

A solani
A solani
A solani
A solani
A solani
A solani
A solani
A solani
A.protenta
A.protenta
A.protenta
A solani
A linariae
A protenta
A solani
A linariae
A solani

A solani



Tableau 7 Séquences des couples d’amorces des 03 locus microsatellites choisis.

Mic_23_up ACA-AGA-CAC-GGC-CAC-CTT
Mic_23do AGT-CTA-TGT-GCT-CTG-GGC
Mic_23do2 GCT-GAC-GGT-GTG-GCG-CGG
Mic_36up TTC-GTC-CGC-TCA-CCT-CCT
Mic_36up2 CTC-ACT-CTC-ACC-CCA-CCC
Mic_36_do TCG-CCA-GTA-AAG-CAG-AAG-C
Mic_36do2 AAG-CGA-AGT-AAC-AAA-GTC
Mic_127up CTC-TCG-TTC-AAA-CGC-CAT
Mic_127up2 TCA-GTC-GTG-ACC-ACT-GCA
Mic127do CTT-CAC-GAT-CCC-CTG-GGC
Mic127do2 TGC-AGA-CTG-TTG-GGT-TGC-AAG

Liste des locus testés :

- locus Mic 23 : on a testé les couples 23 up - 23 do (1) et 23 up - 23 do2 (2)
- locus Mic 36 : on a testé les couples 36 up - 36 do (3) et 36 up - 36 do2 (4)
- locus Mic 127 : on a testé les couples 127 up - 127 do (5) et 127 up - 127 do2 (6)

I1.5.2.1 Amplification par PCR et séquencage du locus Mic 127

La procédure met en ceuvre I’amplification initiale par PCR d’une séquence-cible avec une amorce
sens fluo M13. L’amplicon d’ADN obtenu est ensuite utilis¢ comme matrice pour la réaction de

séquengage capillaire par un marquage direct des fragments cibles.

Nous avons donc amplifié nos échantillons au nombre de 21 par une amorce sens fluo M13 et
I’amorce anti sens qui ont servies pour l’amplification des marqueurs microsatellites. Une
amplification des ADN qui présentaient un polymorphisme avec les amorces microsatellites, est
réalisée avec 04 unités de Tampon 10x5 pl, 1.6ul de Mgcl2, 2 unités des dNTPs, 0.3ul de chaque
amorce (sens fluo M13 et anti sens), 0.8ul de I’amorce sens non fluo afin de commencer
I’amplification de I’ADN et laisser la suite a I’amorce sens fluo, prendre le relais et surtout
terminer le processus ; la nécessité de 0.2ul de Taq polymérase est évidente et le tout est bien

mélangé dans 8.72ul d’H20 mQ stérile pour un volume total de 17ul. Ce dernier volume est
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réparti dans chaque micro-tube a termocycleur nécessitant 03 pl d’ADN par échantillon avec un

témoin dans lequel on met 03 pl d’eau afin d’obtenir un volume final de 20ul par réaction.

Pour les conditions d’amplification au thermocycleur, nous avons adopté le programme de PCR

classique avec une température d’amplification de 54.5°C.

I1.5.2.2 Vérification de ’amplification par électrophorése sur gel d’agarose

Avant de passer a 1’étape du séquencage capillaire des fragments amplifiés avec 1’amorce M13
fluo, nous devons d’abord confirmer la réussite de la PCR par électrophorese sur gel d’agarose a

02 %.

I1.5.2.3 Séquencage capillaire d’amplifias avec I’amorce fluo M13

Apres la confirmation de 1’amplification de nos ADN par I’amorce M13 fluo, nous procédons a
une dilution au 1/40¢éme. Nous procédons en premier lieu a une dilution des produits PCR a
1/8¢me en rajoutant 7pul d’H20 stérile a 1ul de produit PCR pour chaque échantillon. Un volume
de 2.4 ul de cette premiere dilution est ajouté a 9.6 ul du mélange de 9.4ul de Formamide et 0.2 pl
de marqueur moléculaire. Une 2éme dilution au 1/5¢éme est donc réalisée pour chaque échantillon.
Les puits contenant donc le mix produit PCR dilué au 1/40éme est incubé a 95°C pendant 5 mn

dans un thermocycleur pour la dénaturation d’ADN.

A la fin de Dl’incubation, nous laissons les puits se refroidir lentement. Nous s’assurons de
I’absence de bulles dans les puits. Celles-ci sont susceptibles d’entrer dans les capillaires et les
endommager lors de I’injection. La plaque a puits est donc placée dans 1’analyseur génétique
automatis¢ et le logiciel de collecte de données est programmé en accord avec les spécifications du

fournisseur.

I1.6. Test pathologique et spécialisation parasitaire des espéces Alternaria a grandes conidies
sur leurs hotes pomme de terre et tomate

Des inoculations artificielles sur folioles détachées et sur plantes entieres ont été effectuces
dans le but de confirmer la pathogénicité des especes d’Alternaria a grandes conidies. Deux

variétés par plante hote (pomme de terre et tomate) ont été choisies.
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I1.6. 1. Matériel végétal

Deux variétés couramment utilisés par les agriculteurs ont été choisies : Spunta et Sarpo Mira
pour la pomme de terre et Saint pierre et Marmande pour la tomate. Pour I’obtention des plants de
pomme de terre, des tubercules sont semées directement dans un substrat contenant 2/3 de terre et
1/3 de terreau amendé par un engrais N-P-K (15-15-15) (Figs. 6A et B). En ce qui concerne la
tomate, des graines sont d’abord incubées pendant 5 jours dans une chambre humide a 25°C pour
favoriser leur germination, puis semées sur une plaque alvéolaire contenant uniquement du
terreau. Apres deux semaines, les plantules de tomate seront transplantées dans des pots contenant

le méme substrat utilisé pour la pomme de terre (Figs. 6C et D).

Figure 6 Semis des variétés de pomme de terre et de tomate. A. Tubercules de pomme de terre pré—
germés. B. Tubercules de pomme de terre semés en pots. C. Plantules de tomate sur plaque alvéolaire. D.

Plants de tomate transplantés dans des pots.
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11.6.2. Matériel fongique

Afin de réaliser une inoculation croisée sur les deux cultures pomme de terre et tomate, nous
avons choisi des isolats issus des deux cultures selon leur pouvoir sporulant. L’ensemble de ces

isolats est indiqué dans le tableau 8.

Tableau 8 Isolats utilisés lors des inoculations artificielles croisées.

Espéces Code des isolats
Issus de pomme de terre Issus de tomate
Alternaria solani DAO008, DA009 et DA114 DA140, et DA141
Alternaria linariae DAO002, DA003, et DA100 DA153
Alternaria grandis DA060 DA099 et DA152
Alternaria protenta DA082 DA062

11.6.3. Préparation de I’inoculum

A partir des cultures sporulantes agées de 15 jours, des suspensions de conidies sont préparées.
Un volume de 20 ml d’eau distillée stérile est versé dans chaque boite de culture sporulée. La
surface de ces cultures est raclée a 1’aide d’une pipette pasteur courbée pour récupérer le
maximum des conidies. Les concentrations finales des suspensions sont ajustées a 10% conidies /
ml. a I’aide d’une cellule de Malassez, Les suspensions de conidies sont récupérées dans des tubes
a essai auxquels on a ajouté une goutte de tween 20 pour assurer un adhésion au niveau des tissus

los de I’inoculation.

I1.6.4. Inoculation artificielle des folioles détachées de pomme de terre et de tomate

Pour vérifier la spécialisation parasitaire des espéces étudiées sur leurs hotes respectifs, nous
avons adopté la technique d’inoculation des folioles détachées, avec des suspensions de conidies
décrite par plusieurs auteurs (Rodrigues et al., 2010 ; Ganie et al., 2013 ; Spoelder et al., 2013 ;
Gannibal et al., 2014). Des folioles saines des variétés Spunta et Sarpo Mira pour la pomme de
terre et Marmande et Saint Pierre pour la tomate sont rincées avec de 1’eau distillée, séchées sur du

papier absorbant, puis placées dans des boites de Petri en verre de 9 cm de diamétre contenant un
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papier buvard humidifié reposant sur un grillage plastique servant de support pour éviter la
pourriture des feuilles en contact avec ’eau. Les pétioles des folioles sont entourés par du coton
humidifié pour les garder turgescentes durant toute la durée de I’expérimentation. A I’aide d’une
micropipette, des gouttes sont prélevées de la suspension de conidies et déposées sur la face
supérieure des folioles (Fig. 7A). Les boites de Petri sont ensuite incubées en chambre de culture
sous une lumiére blanche continue a une température ambiante de 20 + 2 °C, pendant toute la
durée du test. Deux et quatre répétitions sont respectivement réalisées pour chaque isolat et pour

chaque variété.

I1.6.5. Inoculation artificielle des plants entiers de pomme de terre et de tomate

L’Inoculation artificielle des plants entiers de pomme de terre et de tomate a été réalisée selon
les techniques décrites par Fritz (2005) et Stammler et a/. (2014). L’inoculation artificielle est
réalisée soit par pulvérisation de toutes les parties aériennes des plants a 1’aide d’un pulvérisateur
manuel, soit en déposant a 1’aide d’une micropipette quelques gouttes de la suspension sur les
folioles des plants dans le cas des isolats dont la sporulation est faible (Figs. 7B et C). Les plants
inoculés sont préalablement pulvérisés avec de 1’eau pour assurer une meilleure adhésion des
conidies et favoriser ainsi I’infection. Aprés inoculation, les plants sont recouverts avec un film de
polyéthyléne pendant 48 heures pour maintenir une humidité saturante nécessaire a 1’infection ;
des pulvérisations régulieres d’eau sont effectuées deux a trois fois par jour pendant toute la durée

de I’essai (Fig. 7D).

11.6.6. Notations de la maladie

Les notations des inoculations artificielles sur folioles détachées ont été effectuées selon une
échelle visuelle d’extension des nécroses (Fig. 8) et une échelle de notation allant de 1 a 10 pour

I’évaluation de la maladie (Tableau 9) (Duarte et al. 2013).

L’expérimentation est réalisée sur deux variétés pour chaque plante hote (pomme de terre et

tomate) dans une serre en verre du Département botanique de I’ENSA.
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Figure 7 Inoculation artificielle croisée. A. Folioles détachées de tomate et de pomme de terre. B. Plantes

entiéres de pomme de terre. C. plantes enti¢res de tomate. D. Plants recouvert d’un film de polyéthyléne.

SRBED
Ai Al

60 %
Figure 8 Echelle de notation visuelle de la sévérité de 1’alternariose sur feuille de pomme de terre (Duarte

etal., 2013).
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Tableau 9 Echelle de notation de la maladie sur folioles détachées.

Note % de lésions par feuille infectée

0.1%
1%
3%
5%
10 %
20 %
40 %
60 %
80 %
100 %

o L N N U A W N -

o
=]

Pour les inoculations effectuées sur les plants entiers de pomme de terre et de tomate, une
¢chelle de notation visuelle de 1 4 9, proposée par le CIP (OEPP, 2008) a été utilisée pour évaluer
la sévérité de la maladie avec 1 correspondant a 1’absence totale des symptomes et 9 a la mort du

plant (Tableau 10).

Tableau 10 Echelle de notation de la maladie de 1 a 9 sur plants inoculés.

Note de I’échelle Description des symptomes
1 Pas de symptomes visibles
2 1 a2 10 % par plant
3 10 % des feuilles mortes
4 25 % des feuilles mortes
5 50 % des feuilles mortes
6 75 % des feuilles mortes
7 90 % des feuilles mortes
8 97,5 % des feuilles mortes
9 Toutes les feuilles sont mortes
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Les valeurs de I’AUDPC ou aire sous la courbe de progression de la maladie nous permettent
d’évaluer I’intensité de la maladie. Ces valeurs expriment la quantité totale de la maladie sur une
période de temps. L’AUDPC est calculée selon la formule définie par Shaner et Finney (1977)

indiquée ci-dessous :

AUDPC standardisée = 3" [(Xi + Xi+1) /2)] (ti - ti-1)

Ou:
n = Nombre total d’observations ;
xi = index de la maladie de chaque observation ;

(ti—ti—1) = temps séparant deux observations consécutives.

I1.6.7. Analyses statistiques

Les analyses statistiques des résultats sont effectuées a 1’aide d’un logiciel Statistica version 6.0
qui permettent une analyse de la variance (ANOVA) et un classement en groupes homogenes. Ces

résultats sont traduits en histogrammes pour une meilleure visualisation et interprétation.

I1.7. Etude in vitro des niveaux de résistance des Alternaria spp. de la pomme de terre et de la
tomate aux deux fongicides : azoxystrobine et difenoconazole

Le but de cette étude est d'évaluer la résistance des populations d’Alternaria spp. isolées de la
pomme de terre et de la tomate vis-a-vis des fongicides couramment utilisés par les agriculteurs en

Algérie.

Les seules méthodes actuellement adoptées en Algérie pour protéger les cultures de pomme de
terre et de tomate sont 1’analyse sanitaire des lots de semences et la lutte chimique. Parmi les
fongicides actuellement utilisés en Algérie pour gérer 1’alternariose de la pomme de terre et de la
tomate on peut citer les strobilurines qui sont des inhibiteurs mitochondriaux ou Qol (“Quinone

Outside Inhibitors”) et les triazoles qui sont des inhibiteurs de la biosynthése des stérols (IBS).
I1.7.1. Préparation des solutions de fongicides

Les maticres actives utilisées sont 'azoxystrobine (250 g/l d’ingrédient actif ; Syngenta Crop
Protection Inc) la famille des strobilurines et le difenoconazole (250 g/l d’ingrédient actif;

Syngenta Agro SAS, Suisse) pour les triazoles.

48



Pour avoir un effet in vitro avec I’azoxystrobine sur la croissance mycélienne, nous lui avons
ajouté un inhibiteur de 1’oxydase alternative comme I’acide salicylhydroxamique (SHAM) a 28
mg/L. Pour les deux maticres actives, des solutions méres a 10 g/l dans 1’éthanol ont été réalisées.
Des dilutions sont ensuite effectuées stérilement pour obtenir des concentrations suivantes : 1
mg/l, 10 mg/l et 100 mg/l (Pasche et al., 2004 ; Tymon, 2014). Ces concentrations sont

incorporées a un milieu de culture PDA refroidi a 50°C environ aprés 1’autoclavage

I1.7.2. Mesure de la croissance mycélienne des colonies

Le milieu PDA supplémenté ou non par les différentes maticres actives est repiqué avec des
explants mycéliens de 8§ mm de diamétre représentant I’inoculum fongique. Les explants
mycéliens sont prélevés a la périphérie des cultures agées de 7 jours. Les boites ensemencées sont
ensuite incubées a 1'obscurité et sous une température de 22°C. Les observations sont effectuées a
partir du 5™ jour d’incubation puis au 7™, 12°™ et 20°™ jour aprés I’ensemencement. L'activité
des fongicides sur la croissance mycélienne a été évaluée par la mesure du diamétre de la colonie
et ceci pour chaque concentration du fongicide (Fig. 9B). Les diameétres moyens sont comparés a
ceux des témoins et le pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne est ensuite calculé

selon la formule suivante :
I=100x (A-B)/A
Ou

I = pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne
A = diametre moyen des colonies témoins

B = diameétre moyen des colonies traitées.

La CI 50 (concentration nécessaire pour inhiber 50% de la croissance mycélienne) qui permet
de caractériser le niveau de sensibilité¢ ou de résistance d'une souche a I’égard d'une maticre active
a ¢t¢ définie a partir de la droite de régression liné€aire entre les logarithmes décimaux des
concentrations de fongicides (en abscisse) et les pourcentages d’inhibition de la croissance

transformés en valeurs probit (en ordonnée), (Fig .9A).
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[ Droite de régression linéaire ]

Figure 9 Evaluation de la croissance mycélienne.

A. Principe du calcul de la CI50. B. Mesure du diametre moyen d’une colonie.

Différentes classes de phénotypes pour les fongicides (azoxystrobine et difenoconazole) ont été
ainsi établies en fonction du niveau de résistance des souches qui est calculé par le rapport de la
CI50 mesurée pour un individu donné sur la CI moyenne des souches considérées comme
sensibles ensuite interpréter selon 1’échelle décrite par Leroux et al., (2007) et Leroux et Walker

(2011) comme suit :

0-0,5 mg/l = Hypersensible (HS)

0,5-2,5 mg/l = Sensible (S)

2,5-25 mg/l = Légerement résistant (LR)
25-100 mg/l1 = Moyennement résistant (MR)

> 100 mg/l = Hautement résistant (HR)
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I1.7.3. Mesure de I’élongation des tubes germinatifs

Les conidies sont mises en suspension a partir de cultures agées de 7 jours. A I’aide d’une
aiguille et sous la loupe binoculaire, les conidies sont récupérées et déposées dans un microtube
contenant 500 ul d'eau stérile et 0.1 pl de tween 20. La concentration de la suspension de conidies
est ajustée a 10° spores/ml a 1'aide d'une cellule de Malassez. La suspension est ensuite étalée a la
surface du milieu de culture PDA additionné¢ de chaque matiére active (azoxystrobine ou
difenoconazole) et contenu dans des boites de Petri de 8,5 cm de diamétre. Un témoin constitué
par des conidies traitées a 1’ecau a ¢été réalisé. Aprés 24 heures d’incubation des boites, la
germination des spores et 1’¢longation de leurs tubes germinatifs sont évaluées a 1’aide d’un
microscope étalonné. Le pourcentage de spores germées est estimé sur 30 conidies pour chaque
traitement. L'élongation des tubes germinatifs a été évaluée sur 30 conidies germées sur un
¢chantillon de 100 spores pour chaque traitement et pour chaque souche. L'expérience a été
répétée deux fois. Le pourcentage de résistance est calculé selon la formule suivante (Leroux et

Gredt, 1982) :
R =100 x Gt/Go
Ou:

R = pourcentage de résistance
Gt = pourcentage de germination a t ppm du fongicide

Go = pourcentage témoin de germination sans fongicide.

Comme précédemment, on détermine les concentrations réduisant de 50 % (CI50) la

germination des conidies et I’élongation des tubes germinatifs.

I1.7.4. Mesure de la croissance des hyphes par néphélométrie

Pour I’¢tude de la croissance des hyphes dans le milieu liquide par la technique de
néphélométrie, nous avons adopté le protocole décrit par Joubert et al. (2011). Pour cela, des
conidies provenant de cultures agées de 15 jours sont prélevées. Pour les cultures a forte
sporulation, les conidies sont raclées a 1’aide d’une pipette pasteur fagonnée comme une raclette et

pour celles a faible sporulation, elles sont prélevées individuellement ou par bouquets a ’aide
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d’une aiguille. Les spores sont ensuite plongées directement dans un microtube de 1,5 ml

contenant 1 ml d’eau mQ stérile et 0,1% de tween 20.

A T’aide d’une cellule de Malassez, les suspensions de conidies sont diluées a 103 spores/ml. La
concnetration 10° spores/ml est suffisante pour la néphélométrie dans le cas des espéces
d’Alternaria a grandes conidies. Un volume de 100 pl de la suspension de conidies est ajouté a
890 ul d’un milieu liquide PDB (Potato Dextrose Broth) avec 10 ul de fongicide. Un témoin a été
réalisé¢ avec le méme volume d’eau distillée stérile. Le volume final est donc de 1000 pl par
traitement. Ce volume total est distribué en 3 répétitions pour chaque traitement. Une microplaque
spéciale de 96 puits a été remplie avec des suspensions calibrées de 300 pl/répétition/puits
(Fig.10A).

La croissance des hyphes est automatiquement enregistrée pendant 60 heures a 25°C en
utilisant un lecteur néphélométrique (NEPHELOstar Galaxy, BMG Labtech, Offenburg,
Allemagne), équipé d'un laser de 635 nm comme source de rayonnement (Fig. 10B et C) Pendant
l'incubation, la microplaque est soumise a une agitation a 300 tr/min pendant 5 min et ceci toutes
les 10 minutes. Les mesures sont effectuées toutes les heures. Chaque puits est mesuré pendant 0,1

s avec une focalisation du faisceau laser de 2,5 mm.

Figure 10 Mesure de la croissance des hyphes par néphélométrie. A. Microplaque de 96 puits remplis de
suspension (milieu de culture + fongicide + conidies). B. Lecteur néphélométrique dans lequel est placée la

microplaque. C. Exportation et traitement des données.
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I1.7.5. Analyse des données de croissance

Les données sont traitées par le logiciel Nephelostar Galaxy-format ASCII, puis ultérieurement
par Microsoft Excel (Fig. 10C). La phase de latence est définie comme le temps nécessaire pour
obtenir une valeur de pente maximale du premier cycle ou la dilatation est linéaire et rapide. Le

taux de croissance maximal est défini comme étant la pente la plus élevée.

Les données sont exprimées en unités néphélométriques relatives. L'aire sous la courbe de
croissance (AUDCP) et le taux de croissance maximal (MGR) ont été calculés comme indiqué par
Joubert et a/ (2011). Les courbes des pourcentages d’inhibition nous ont permis de déterminer les

concentrations provoquant la réduction de la croissance des hyphes a 50% (CI50).
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III RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. Pré-identification des Alternaria spp. a grandes conidies

L'isolement réalis¢ sur les 247 échantillons présentant des symptomes typiques de
I’alternariose (164 échantillons de pomme de terre et 83 échantillons de tomate) (Tableaux 11, 12
et Annexe 4) obtenus dans douze régions agricoles et répartis selon les quatre zones
bioclimatiques algériennes (humide, sub humide, aride et saharienne), a permis d'obtenir 247
¢chantillons répartis en deux groupes sur la base des caractéristiques culturales et morphologiques
des colonies et conidies. Le premier groupe est représenté par 91 isolats dont toutes les colonies
ont une sporulation abondante avec de petites conidies. Le deuxiéme groupe est représenté par 92
isolats dont les conidies sont caténées large, solitaires a bec typiquement appartenant a la section
Porri et 64 isolats dont les colonies ne présentent aucune sporulation. Si l'on considére leur
répartition par plante-hote, on constate que la plus grande proportion des colonies sporulantes
provient de la pomme de terre (82%) et seulement 10% de la tomate. Par contre, pour les colonies
non sporulées, la plus grande proportion provient des tomates (47 %) et seulement 17 % des
pommes de terre. Les wvérifications effectuées directement sur des échantillons frais pour
identifier les types de conidies pour les échantillons non sporulés dans la chambre humide par des
observations au stéréomicroscope binoculaire et au microscope ont confirmées la présence du type

conidien a large spectre.

Il n'y a pas de relation entre la présence de halo jaune sur les feuilles et la présence de pigment
jaune en isolement. Comme il n'y a pas de relation entre la taille de la nécrose (petite, moyenne et

grande nécrose) et le type de colonies dans le milieu de culture (sporulantes ou non).

A cause des nombreuses confusions qui ont caractérisé les symptomes d’alternariose de la
pomme de terre et tomate dans le monde, et vu le peu de travaux réalisés en Algérie sur cette
maladie, nous avons voulu a travers la présente étude, apporter des précisions sur les especes
pathogenes responsables présentes en Algérie. Nos prospections réalisées entre 2012 et 2015 ont
monté¢ la présence d’espéces d’Alternaria a grandes conidies obtenues a partir aussi bien de
grandes que de petites taches caractéristiques de 1’alternariose. Jusqu’aux travaux de Simmons
(1995 et 2000) et I’avenement des outils moléculaires que nous discuterons plus loin, deux
principales especes A. solani et A. alternata étaient rapportées a travers le monde a 1’époque des
premicres descriptions de cette maladie (Ellis et Martin, 1882 ; Galloway, 1891 ; Jones, 1893) en
particulier A. solani (Waals et al., 2004).
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Tableau 11 Résultats des isolements des Alternaria spp. a grandes conidies.

Echantillons, type de colonies et conidies, colonies sporulées ou non sporulées Nombre
de pomme de terre et tomate

Total d’échantillons 247
Echantillons de pomme de terre 164
Echantillons de tomate 83
Isolats obtenus avec de petites conidies caténées * 91

Isolats a grandes conidies obtenus a partir de pomme de terre et de tomate 92

- Colonies sporulées de pomme de terre 82
- Colonies sporulées de tomate 10
Colonies de pomme de terre et tomate non sporulée 64
- Colonies de pomme de terre non sporulée 17
- Colonies de tomate non sporulée 47
Isolats a grandes conidies 156
- isolats a grandes conidies issus de pomme de terre 99
- Isolats a grandes conidies issus de tomate 57

Tableau 12 Résultats des pré-identifications des isolats d’isolats d’Alfernaria spp. a grandes
conidies.

1. Isolats a grandes conidies sporulants | 92 Especes d’Alternaria a grandes conidies
t A parti t t

obtenues & partir de pomme de terre et dq A.solani A. grandis  A. linariae A. protenta N.ldent.
tomate

- Isolat sporulant obtenu de pomme | 83 70 8 4 1

de terre

- Isolat sporulant obtenu de tomate | 10 0 0 10 0

2. Isolat non sporulants obtenus de 64

pomme de terre et tomate

- Isolat non sporulant obtenu de 17 8 1 2 1 5
pomme de terre

- Isolat non sporulant obtenu de 47 9 4 29 1 4
pomme de terre
3. Identification des isolats a grandes 147
conidies
- Isolats issus de pomme de terre 93 75 9 7 2
- Isolats issus de tomate 54 18 5 30 1
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I11.2. Identification moléculaire des Alternaria spp. a grandes conidies

La qualité des extraits d’ADN de I’ensemble des 156 isolats a été vérifiée par le couple d’amorces
ITS1/ITS4 (Fig.11). Cela nous a permis donc de passer a 1’étape suivante qui est I’amplification de
I’ensemble des 156 isolats par des amorces spécifiques pour 1’identification des especes 4. solani,

A.grandis et A.linariae.

Figure 11 Amplification des isolats d’Alternaria spp. avec le couple d’amorce ITS1/ITS4.

(M = Marqueur moléculaire, 1 = Isolat DA0O1, 2 = Isolat DA002, T= souche de référence
d’Alternaria spp.)

I11.2.1. Identification des especes d'Alternaria a grandes conidies par des amorces spécifiques

Sur la base des caractéristiques culturelles et morphologiques, 156 isolats de grandes conidies
(sur un total de 247 isolats) ont été sélectionnés pour la caractérisation moléculaire par PCR en

utilisant des amorces spécifiques.

Les extraits d'ADN des 156 isolats ont été amplifiés a l'aide de deux paires d'amorces
spécifiques pour différencier A. linariae et A. solani et les especes apparentées (A. grandis et A.
protenta) (Gannibal et al., 2014). La paire d'amorces OasF7 et OasR6 a amplifi¢ un fragment de
164 pb du geéne Alt al de 4. solani, A. grandis et A. protenta, et la paire d'amorces OatF4 et OatR2

a amplifié¢ un fragment de 438 pb du géne codant la calmoduline des 4. linareae.
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Les figures 12 et 13 montrent les résultats des PCR spécifiques et la détection des espéces
respectivement 4.Solani/A.grandis et A.linariae. Ces espéces ont déja été signalées en Algérie par
Bessadat (2016) et dans le monde par Gannibal et a/ (2013), Rodriguez et a/ (2010), Landschoot et
al (2017).

Figure 12 PCR spécifique d’identification d’A4.solani et A. grandis.

Figure 13 PCR spécifique d’identification d’A4.linariae.
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I11.2.2. Différenciation d’A. solani et A. grandis par PCR/ RFLP

D'autres identifications d'especes ont ét€¢ menées afin de différencier les isolats d'4. solani et d'A.

grandis d'une part, et de confirmer l'identification d'4. linariae d'autre part.

Les conditions de PCR sont celles décrites par Gannibal et al/ (2014). Différencier entre A.
grandis et A. solani sensu lato (c'est-a-dire incluant 4. protenta), une partic du geéne de la
calmoduline a ét¢ amplifiée a partir des isolats qui ont chacun donné un signal positif avec la paire
d'amorces OasF7 - OasR6 utilisant la paire CALDF1 / CALDRI1 (Lawrence et al., 2013). Les
produits PCR obtenus ont été doublement digérés avec les enzymes de restriction Rsal et Haell.
Les produits de digestion ont ensuite été séparés par €lectrophorese dans des gels d'agarose a 2%

et visualisés sous lumiere UV apres coloration au bromure d'éthidium.

Les mode¢les de restriction prévus différaient principalement en fonction de la taille du plus gros

fragment, c'est-a-dire 420 pb pour A. solani sensu lato et 292 pb pour 4. grandis (Fig. 14).

L'identification des espéces d’Alternaria a été validée en séquencant le fragment du locus

calmoduline amplifi¢ comme décrit ci-dessus a partir de 43 isolats.

La PCR/RFLP par amplification du locus Calmodulin suivie d'une double digestion enzymatique
de restriction (Haell et Rsal) des produits PCR a permis d'identifier 43 isolats de A. linariae, 92
isolats de A. solani, 12 isolats de A. grandis et 6 isolats qui ont montré une digestion enzymatique

anormale de restriction (Fig.15).

I11.2.3. Identification des espeéces Alternaria a grandes conidies par séquencage

Pour confirmer la présence d'4. protenta, une partie du locus RPB2 a été amplifiée a partir des
isolats identifiés comme étant 4. solani sur la base de leur séquence de calmoduline, en utilisant la
paire d'amorces RPB2-5F2 (Sung et al., 2007) et RPB2-7cR (Liu et al., 1995) et le produit PCR
résultant a ¢té¢ séquencé. Le séquencage de Sanger a été effectué par GATC Biotech en
Allemagne. Des analyses séquentielles ont été effectuées a I'aide de I'outil service web
Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008). De multiples alignements de séquences ont été¢ générés avec
MUSCLE et conservés a l'aide de l'algorithme Gblocks. Des analyses du maximum de
vraisemblance (LM) ont été effectuées avec PhyML. Le la robustesse des topologies ML a été

¢valuée a l'aide de la méthode Test de Shimodaira-Hasegawa (SH) pour les branches.
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Figure 14 Schema des profils d’Alternaria spp. Sur le logiciel Serial Cloner 2-5, aprés la
digestion du produit d’amplification CALD par les enzymes de restriction Hae Il + Rsal ((A :
Profil d’4.grandis, B : Profil d’A.solani, C : Profil d’A.linareae).
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Figure 15 Profil de PCR/RFLP et la double digestion enzymatique avec la position des trois
especes : A. solani (S+), A.grandis (G+) et A.linariae (L+)

Le séquengage de 42 isolats représentant chacune des quatre especes identifiées précédemment et
isolées a partir des deux plantes hotes prélevées dans les 12 régions étudiées a donné l'arbre
phylogénétique représenté sur la figure 16. Le premier groupe (A) contient les isolats d'4./inariae
qui sont trés distincts des deux autres sous-groupes (Bl et B2) regroupant des isolats
précédemment identifiés par une amorce spécifique comme A. solani. Le groupe B1 comprend les
isolats d'4. solani et le groupe B2 regroupe les isolats d'4. grandis. Enfin, le séquengage du locus
Rpb2 effectué¢ sur le second groupe comprenant des isolats d'4. solani a permis d'identifier 3

isolats d'4. protenta dont 2 isolés sur pomme de terre et 1 isolé sur tomate (Fig.17).

Pendant longtemps I’identification des espéces ¢était menée par une caractérisation
morphologique ; les approches phylogénétiques combinant plusieurs multilocus ou (Identification
des especes communément associées aux Solanaceae sur la base de 'analyse moléculaire). (Mais
ce n'est pas une tache facile a accomplir par des non-spécialistes : Cardoso, 2014). Egalement A.
linariae traditionnellement considéré comme inféodé au seul hote la tomate est récemment
signalée dans une région particuliere du Brésil (Cardoso, 2014), est retrouvé également en Algérie
infectant naturellement cette méme culture, notamment dans des régions ou cohabitent les deux

plantes pomme de terre et tomate par succession au cours des saisons, dans les régions coticres de
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la région d’Alger et de I’Oranie. Autrement avec le temps, A. linariae s’est adapté sur la pomme
de terre selon un processus physiopathologique tel que discuté par Phytopathology mais qui reste a
¢lucider dans notre cas ! Il reste la question de 1’4. protenta que nous signalons pour la premiere
fois sur pomme de terre (Ayad et al., 2017) dans une région particuliére caractérisée par un climat

saharien de fortes chaleurs avec une conduite de la culture sous irrigation par aspersion.
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Figure 16 Arbre phylogénétique reconstruit a partir de 1'alignement de séquences de calmoduline
de 42 isolats appartenant a la section Alternaria Porri. Les valeurs de support Bootstrap
supérieures a 80 % sont indiquées par des fleches. Les séquences de calmoduline des souches
suivantes ont été¢ incluses comme références : A. linariae CBS 109156 (GenBank numéro
JQ646257), A. protenta CBS 116696 (GenBank numéro JQ646236), A. solani CBS 109157
(GenBank numéro KJ397981), A. grandis CBS 109158 (GenBank numéro JQ646249). La
séquence de calmoduline d'4. alternata EGS 34016 (Genbank numéro JQ646208) a été utilisée
pour enraciner l'arbre.
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Figure 17 Arbre phylogénétique reconstruit a partir de I'alignement de séquences RPB2 de 17
isolats appartenant au groupe B2 dans la phylogénie de la calmoduline. Les valeurs de support
Bootstrap supérieures a 80 % sont indiquées par des fleches. Les séquences RPB2 des souches
suivantes ont ¢été incluses comme références : A. linariae CBS 105.41 (GenBank numéro
KJ718353), A. solani CBS 106.21 (GenBank numéro KJ718410) A. protenta CBS 347.79
(GenBank numéro KJ718392). La séquence RPB2 de A. alternata EGS 34016 (Genbank
numéro JQ646490) a été utilisée pour enraciner l'arbre.

Cette espéce a €té retrouvée et pour la premiere fois sur un autre hote la tomate, dans une région
bioclimatique totalement différente a celle du Sud a savoir dans la région cotiere de 1’Oranie a

I’Ouest du pays.

I11.3. Caractérisation phénotypique des Alternaria spp.

Les deux types d’espéces d’Alternaria pathogeénes et saprophytes ont été isolées des deux
cultures de pomme de terre et tomate a travers les 12 régions prospectées des wilayas le nord
Alger, Tipaza, Bouira, Gulema, Skikda, Ain Defla, Chlef, Mascara, Mostaghanem, Laghouat,
Biskra et El Oued.
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Une collection initiale de 247 isolats dont 156 représente les espéces pathogeénes a grandes
conidies qui rentrent dans 1’intérét de notre étude. Les 247 isolats ont été purifiés par des cultures
monoconidies et conservés dans la mycothéque du laboratoire de microbiologie de 1’équipe
Fungisem a I’IRHS d’Angers en France. A partir de la collection de 156 d’isolats d’especes
pathogénes a grande conidies, une sous collection de 42 isolats représentant les deux cultures de
pomme de terre et tomate provenant des deux systémes de production (sous serre et en plein
champs) a travers les différentes zones agro-écologiques selon les étages bioclimatiques du pays.
Cette collection de 42 isolats est soumise a 1’étude moléculaire et phénotypique dont les résultats

de notre étude.

1I1.3.1. Caractérisation culturale

La caractérisation morpho-culturale a été initi€ par la caractérisation culturale des 42 isolats
étudiés qui ne nous a pas permis de distinguer les différents morphotypes. Malgré la grande
variabilité constatée entre les 42 isolats de par leur type de culture, la couleur et ’aspect du
mycélium ainsi que la forme des colonies sans oublier leurs pigmentations, le caractére cultural
reste incapable de séparer entre les especes d’Alternaria spp. L’ensembles des caractéres culturaux

est résumé dans le tableau 13.

Les résultats des cultures des 42 isolats d’Alternaria spp sur le milieu PDA ont révélés une
variation considérable dans leurs caractéres culturaux. Le type de culture varie entre
I’homogeénéité de la surface qui est lisse avec I’observation parfois des cercles concentriques bien
dessinés, circulaires et 1’hétérogénéité exprimée par une surface rugueuse et parfois ridées ou
méme si les cercles concentriques sont dessinés mais sont légerement a totalement irréguliers
selon la rugosité de la surface des cultures. Les figures 18, 19, 20 et 21 représentent 1’aspect

cultural des 04 especes identifiées.
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Tableau 13 Caractéres culturaux des 42 isolats d’Alternaria spp.

Couleur de la Aspect du Forme de la
Espece Code | Type de culturg culture mycélium colonie Pigmentation
DAO001 LSZ VO SGC I OR
DA002 LSZ G AC C R
DAO003 LSZ G AC I R
DA006 RAZ G SGC I R
DAO007 RSZ DG BCO I RF
DA040 RAZ DG AC C BR
A.linariae| DA100 RSZ G DR I P
DAI101 LAZ VB SGC C P
DA109 LSZ G AC LI 0J
DAI111 RAZ GF AC LI P
DAI119 LSZ DG SGC C SP
DA147 RAZ DG AC LI MJ
DAI153 RAZ VB AC C RF
DA009 RSZ VO AC C OR
DAO038 RAZ DVO BCO C R
DA047 LAZ VB SGC LI P
DAO052 LAZ DVO BCO C RF
DAO054 RSZ DM AC I SP
A.grandis| DA060 RSZ VB AC LI BR
DA099 RAZ DVO SGC C RF
DAI152 LAZ DVO AC C SP
DA154 RSZ DG BCO I OR
DAI155 LAZ DM AC C SP
DAI156 LAZ DG BCO LI RF
DAO008 LAZ VB DR C SP
DAO11 LAZ VO DR C SP
DAO14 LAZ DVO BCO C OR
DAO019 LAZ VB SGC C SP
DAO025 LAZ DVO SGC C RF
DAO050 LAZ DM SGC C SP
DAO057 RAZ DG DR C P
A.solani DA090 RAZ G AC LI P
DA09%4 LAZ DVO BCO C 0J
DAI113 LSZ G BCO C OR
DAIl14 RAZ DVO AC C R
DAI136 LAZ DVO AC C SP
DA140 RSZ DG AC C OR
DA141 LSZ G DR C MJ
DA145 LSZ G DR C BR
DA062 RSZ G BCO LI RF
A.protental DA082 RAZ DM SGC C SP
DAO086 LAZ VB DR C P

Type de culture : LAZ : lisse avec zone concentrique, LSZ : lisse sans zone concentrique, RAZ : rugueuse avec zone concentrique
RSZ : rugueuse sans zone concentrique

Couleur de la culture : VO : vert olivatre, G : gris, DG : dégradé de gris au centre et clair en périphérie, DM: dégradé de marron e
blanc en périphérie, VB : vert bouteille, GF : gris foncé, DVO : dégradé de vert olivatre

Aspect du mycélium : DR : duveteux ras, AC : aérien cotonneux, SGC : sub-aérien gris clair, BCO : bouquet en cristaux oranges
ADG : aérien dense gris.

Forme de la colonie et bordure : C: circulaire, I : irréguliére, LI : Iégérement irréguliére
Pigmentation : OJ : orange jaunatre, OR : orange rougeatre, MJ : marron jaunatre, P : péche, O : orange, BR : beige rosatre, R
Rouge, RF: rouge foncé, SP : sans pigment
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Figure 18 Aspect cultural des 13 isolats d’A4.linariae.
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Figure 19 Aspect cultural des 11 isolats d’4.grandis.
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Figure 20 Aspect cultural des 15 isolats d’A4.solani.
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Figure 21 Aspect cultural des 03 isolats d’A4.protenta.
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Le caractére cultural est donc de loin celui a considérer pour séparer entre les especes, car on
constate que méme au sein d’'une mé€me espece, la variabilité culturale est fort présente. On
constate que pour I’ensemble des especes, la couleur des colonies balance entre le vert olivatre ou
vert bouteille, gris ou parfois marron. La majorité des colonies présentent un dégradé de vert
olivatre vers vert bouteille ou un dégradé de gris et parfois un dégradé de marron. La forme de la
colonie est exprimée généralement par sa bordure surtout lors de [’absence des zones
concentriques qui fait qu’elle varie de 1égerement irréguliére a irrégulieére. La bordure peut étre
aussi bien circulaire surtout avec la présence des cercles concentriques bien dessinés sur une
surface des colonies lisse et homogene. L’aspect du mycélium est soit dense et cotonneux qui
couvre la surface aérienne de la colonie soit duveteux et ras. Lors de la présence d’une
pigmentation qui prend les couleurs chaudes autour du jaune a orange jusqu’au magenta, le
mycélium présente un aspect de brillance sous forme de cristaux. D’aprés Simmons (2000), seul le
mode de sporulation, la taille des pores et le nombre de becs peuvent séparer les especes a grandes

conidies d’Alternaria spp.

I11.3.2. Caractérisation morphologique

La caractérisation morphologique est effectuée sur 28 isolats qui ont sporulé d 'Alternaria spp de
grandes spores 1solés des quatre coins du pays dont 03 4. linariae (DA002, DA007 et DA153), 10
A. grandis (DA009, DA038, DA047, DA052, DA060, DA099, DA152, DA154, DA155, DA156),
12 A.solani (DAOOS, DA014, DA019, DA025, DA057, DA090, DA094, DA113, DA114, DA140,
DA141, DA145), 03 A.protenta (DA062, DA082, DA086). Les résultats de la caractérisation
morphologique nous indiquent le type de spores des 28 isolats, singulieres ou en groupes, leur
forme, muriforme ou ellipsoidale effilée avec bec et parfois ramifiés ainsi que leur taille qu’on
retrouve dans le tableau 14. Les résultats sur les mensurations des spores des 04 especes sont

récapitulés dans le tableau 15 et la figure 22.

Nous constatons une différence dans la forme des conidies des 04 especes d’Alternaria spp.
étudiées qui est plus ou moins fines, longues et solitaires a transepta et longisepta ainsi que dans la
morphologie de leur bec. Cet appendice hyalin différe d’une espéce a 1’autre par sa taille et le
nombre de ses ramifications qui varie de 1 a 4. Cependant, la taille des conidies ainsi que celle de
leur bec se présentent en une large gamme. La technique de mensuration des pores d’Alternaria

spp est selon celle utilisée par Orina et a/. (2011) (fig. 23).
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Figure 23 : Schéma de mensuration des conidies d’Alternaria spp (Orina et al., 2011).

Les figures 24, 25 et 26 représentent les mensurations des conidies, nous ont permis de constater

03 morphotypes bien distincts.
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Figure 24 Morphotype 1| représentant les conidies d’A4.solani selon la description de Simmons

(2000).

71



Figure 25 Morphotype 2 représentant les conidies d’A.linariae (syn.A.tomatophila) selon la
description de Simmons (2000).
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Figure 26 Morphotype 3 représentant les conidies d’A4.grandis selon la description de Simmons

(2000).
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Nous constatons que les conidies des Alternaria spp sont soit individuelles ou en courtes chaines
de 02 conidies au maximum, elles sont généralement droites ou légerement flexueuses, leur
couleur varie du brun clair a foncé quant a leur dimension, c’est selon le morphotype. Pour le
morphotype 1 représentant I’espéce 4. solani, la longueur de leurs conidies varie de 49,46 a
200,62 pum, leur largeur de 16,11 a 48,74 um avec des longueurs de leur bec de 17,15 a 197,91
um. Pour A. protenta, la longueur de leurs conidies varie de 53,49 a 171,86 um, leur largeur varie
de 16,80 a 44,28 um et la longueur de leur bec varie de 57,90 a 267,89 um avec 1 a 8 transepta et
1 a 10 longisepta. Cette derniére espece est trés proche d’A.solani d’apreés les mensurations de ses

conidies.

Pour le morphotype 2 A. linariae, la différence est claire avec A. solani par la longueur de leur
spore qui varie de 77,77 a 80,11 um, leur largeur de 13,08 4 20,69 pum et la longueur de leur bec
de 125,74 a 151,80 um portant 2 a 11 transepta et 0 a 3 longi-septa. D’aprés Orina et al. (2011),

les caractéristiques morphologiques sont suffisantes pour distinguer entre A. solani et A. linariae.

La longueur des conidies du morphotype 3 représentant A. grandis varie de 52,62 a 399,05 um,
leur largeur varie de 17,40 a 64,42 um et la longueur de leur bec varie de 80.82 a 407,03 um avec
2 a 19 transepta et 0 a 7 longisepta.

Nos résultats sont en accord avec les mensurations rapportées par Simmons (2007) sur les 03
morphotypes, A. solani, A.linariae et A.grandis dans le sens ou A.linariae possede des conidies
plus fine avec un bec plus long que A.solani alors que A.grandis est I’espéce dont le corps de la
spore est plus grand par rapport aux deux premicres espeéces par la longueur de ses conidies et

celle de son bec qui sont plus importantes.

En effet, en raison de la variabilité des dimensions des conidies des Alternaria spp, plusieurs
auteurs ont rapportés que les dimension des conidies d’A.solani, se chevauchant avec des
dimensions d'autres espéces a grandes conidies que les conidies sont généralement de couleur pale
a brun-olivatre, produites individuellement ou rarement en chaines courtes, droites ou légérement
flexueuses, a double paroi avec 0-8 cloisons longitudinale ou transversale oblique avec 75-350 um
de longueur et 6-19 pm de largeur ou de 20-30 um dans la partie la plus large (Ellis & Martin
1882; Rao 1964, 1969). Les Becs sont d’environ un demi a un tiers de la longueur de la conidie,
filiforme, droit de flexueux, cloisonnées, hyalines a brun pale et 5-9 um de diamétre (Ellis &

Martin 1882 ; Rao 1964, 1969).
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Pour les conidiophores, nous avons noté leur couleur de brun a olivatre qui ont parfois des parois
épaisses, et dont leur largeur varie de 2.80 um a 10.48 um. Neergaard (1945) et Ellis & Gibson
(1975) ont rapporté que les conidiophores sont foncé ou brun olivatre, a paroi épaisse, droits a
flexueux, cloisonnées, surviennent seuls ou en petits groupes, jusqu'a 110 um de longueur et 6-10

pm de diametre.

Les caractéristiques morphologiques des conidies et conidiophores sont les principaux critéres
taxonomiques traditionnels pour 1’identification des espéces fongiques mais qui peuvent E&tre
fortement influencé par les facteurs environnementaux. Ainsi, le mode de sporulation reste le seul
crittre morphologique qui est utilis¢é pour la discrimination des espeéces de grandes conidies

(Lawrence et al., 2013).

Dans ce présent travail, l'identification assisté par des symptomes foliaires, la gamme d'hdtes et
des caractéristiques culturales reste insuffisante et nécessite I’intervention des techniques

moléculaires pour mieux vérifier l'identité des espéces.

Tableau 14 Caractéres morphologiques des 04 especes identifiées d’Alternaria spp.

Caracteéres
Morphologiques A.solani A.grandis A.linariae A.protenta
Largeur de I'hyphe 4.23—-7.75um 4.40-8.74um 3.39-8.37um 3.40-6.67 um

Longueur de la conidie

Largeur de la conidie

Longueur du bec

Nombre de septation H

Nombre de septation V

76.23 —80.86um

13.47-25.54um

30.86 - 114.40um

36.17 -97.15um

10.66 —21.70pum

61.28 — 186.57um

2-11

41.08 —108.27um

8.47-17.12um

56.84 —224.78um

28.14-93.90um

10.30—22.73pm

34.24 -130.4um
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Tableau 15 Mensuration de taille des 28 isolats identifiées des 04 especes d’Alternaria spp.

Isolat Hyphe (um) conidie (um) Bec (um) Nombre de septation
Largeur hyphe Longueur conidie Largeur conidie Longueur bec Horizontal vertical
DA002 5,6395 77,774 13,082 144,791 0-3 4-10
DAO007 5,23 66,14 13,16 151,8 0-3 4-9
DAOO3 21,68 80,119 13,69 125,74 1-3 2-11
DAO09 6,61 52,62 17,4 80,82 0-7 3-7
DA038 6,74 73,69 18,4 123,75 1-7 4-10
DA047 6,8 78,69 16,79 103,14 1-5 4-14
DAO052 6,64 66,91 17,44 149,85 1-4 3-10
DAO054 14,64 163,42 38,96 150,12 1-5 3-11
DA060 26,92 258,44 64,42 253,82 1-5 2-8
DA099 6,82 63,34 16,92 269,17 1-5 2-10
DA152 7,21 66,86 18,226 186,83 1-7 2-9
DA154 21,88 399,05 51,18 407,74 1-5 3-19
DA156 7,48 60,72 17,37 117,03 1-3 1-9
DA008 6,93 59,55 15,53 105,49 0-9 4-10
DAO14 5,51 58,76 16,11 39,95 1-8 2-8
DAO19 6,53 60,79 16,51 82,22 1-7 1-9
DAO025 6,82 83 30,56 78,06 1-6 5-12
DAO57 18,78 2519 58,99 197,91 1-7 2-9
DA090 5,23 49,46 19,62 52,57 1-2 3-7
DA09%4 6,24 64,76 17,15 17,15 1-4 3-8
DA113 6,84 76,12 16,31 160,27 1-4 4-10
DAl114 5,52 69,88 18,25 71,77 1-2 2-9
DA140 18,86 199,43 48,74 148,63 1-3 3-8
DA141 15,89 200,62 36,16 111,92 1-2 2-8
DA145 6,1 54,92 12,82 61,28 1-3 2-7
DA062 14,9 171,86 44,28 267,89 1-6 2-9
DAO082 5,29 53,49 17,46 57,9 1-8 1-9
DAO86 5,59 66,54 16,8 76,31 0-8 3-10
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Figure 22 : Taille moyenne des conidies des 03 morphotypes d’Alternaria spp.

I11.4. Exigences biologiques des Alternaria spp. sur la croissance et sporulation
I11.4.1. Effet des milieux de culture sur la croissance mycélienne des Alternaria spp.

Les résultats de cette partie nous montrent que les 42 isolats ont présenté des croissances
mycéliennes variées sur les 04 milieux de cultures PDA, PCA, V8 et TWA. Les résultats sont
récapitulés par les figures (27, 28, 29 et 30), sur lesquelles nous constatons une différence dans la
croissance mycélienne des 42 isolats sur le méme milieu et entre les différents milieux de cultures.

Apres I’incubation des 42 isolats a une température de 22°C et a ’obscurité, leur croissance
optimale a été constaté au 8™ ¢me

jour. Nous avons constaté que la croissance était lente du au

4%me jour mais du 6°™ au 8™ jour la croissance est optimale ensuite ralentie du 10°™ au 12°m°
jour.

La croissance radiale maximale pour le milieu de culture PDA a ¢té enregistré pour les isolats
DA002 (37.67 mm), DA155 (37,33 mm), DA119 et DA062 (37,00 mm) et DA050 (35,33 mm)
alors que sur le milieu PCA, la croissance radiale maximale a été marquée par les isolats DA147 et

DA156 (38,00 mm), DA136 (37,67 mm) et DA003, DA054, DA057 et DA113 (37,33 mm). Le

milieu V8 est favorable pour les isolats DA147 avec un rayon maximal de 37,33 mm, DA156 et
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DA136 avec une croissance radiale maximale de 37,00 mm. Le milieu pauvre TWA a marqué sa
croissance maximale pour les isolats DA136 (28,67 mm), DA0OI (28,33 mm) et DA054 (27,00
mm). Au 8¢me JPI, la croissance radiale pour le milieu PDA variait de 7,00 mm a 37.67 mm, celle
pour le milieu PCA variait de 7,33 mm a 38,00 mm, celle pour le milieu V8 variait de 5,67 mm a

37,33 mm et enfin celle du milieu TWA variait de 3,00 mm a 28.67 mm.

La croissance de la plupart des isolats n'était pas significativement différente entre trois milieux
sélectifs différents (PDA, PCA et V8), tandis que la croissance radiale enregistrée sur TWA était
significativement différente. En effet, la croissance radiale de la plupart des isolats était plus faible

comparativement a d'autres trois milieux le 8¢me JPL

Nous constatons qu’a partir du 2éme au 6eme JPI, la croissance radiale est rapide mais qui
régresse au 8eme JPL. Nous supposons que cette régression est relative a 1’age des cultures. En
effet, Tong et al. (1997) ont rapporté que les colonies d’A.solani cultivées sur le milieu de culture

PSA, atteignaient 54 270 mm de diamétre au bout du 5¢me JPI.

De plus, il ya la capacité saprophytique trés limité des especes étudiées car les especes a petites
conidies présente une vitesse de croissance plus grande. Cela a été démontré par Pusz (2009) et
Hubbali et al. (2010) que le taux de croissance des isolats de A. alternata et A.mali est
respectivement treés rapide du 2éme au 4éme JPI ensuite ralenti au 6eme JPI et trés rapide jusqu’au

8éme JPL

L’analyse statistique nous a permis de classer les 04 milieux de culture en 03 groupes
homogenes (Tableau 16) mais cela reste insuffisant comme facteur determinant de la caracéisation

culturale des Alternaria spp.

Tableau 16 Classement des milieux de culture des Alternaria spp. en groupes homogenes selon
le test LSD.

LSD test; variable -1 Homogenous Groups, alpha =,05000 Error: Between MS = 2,7392, df = 336,0

PDA -1 - Mean 1 2 3
2| TWA 2,971429 rkkk
4V8 5,202381 ok
3|PCA 6,626984 el
1|PDA 6,789683 Fhkk
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Nous concluons donc que le parameétre du milieu de culture ne peut étre déterminant dans la

caractérisation des Alternaria spp.

111.4.2. Effet des milieux de culture sur la sporulation

Le tableau 17 nous récapitule I’effet des différents milieux de cultures sur les sporulations des
isolats d’Alternaria spp. Les conditions de sporulation in vitro sont difficilement maitrisables pour
les especes a grandes conidies. Diverses techniques pour induire la sporulation des Alternaria spp
a grande conidies ont été décrits (Rands 1917b ; Mc Callan & Chan, 1944 ; Barksdale, 1969 ;
Lukens 1963 ; Lukens et Horsfall, 1969).

Nous constatons d’apres les résultats sur les techniques utilisées in vitro relatifs a 1’effet de
plusieurs milieux de cultures sur la sporulation des 42 isolats d’Alternaria spp, que le pouvoir de
sporulation de 1’espéce A. linariae est presque nul par rapport aux 03 autres espéces. On suppose
donc que le milieu ne joue presqu’aucun effet sur cette espece naturellement difficile a sporuler.
Rotem (1994) et d'autres chercheurs ont publiés leurs difficultés a réaliser la sporulation de
"Alternaria solani" en culture. Il a suggéré, sur la base de leurs publications, que les lacunes dans
leur travail culturel et les observations ne proviennent pas d'4.solani, le pathogene de la pomme de
terre, mais d'autres espéces d'Alternaria - trés probablement A. tomatophila et ses hotes de

tomates.

A. alternara était considéré comme saprophyte (Jones et Grout, 1897), mais reconnu par la suite
comme une espece pathogeéne. Aujourd’hui cette dernieére espéce est méme considérée comme
responsable de nouvelles infections sur pomme de terre et différente de I’alternariose classique,
dénommeée brown spot (Nolte, 2008) ou leaf blight (Waals et al., 2011.). Récemment beaucoup
d’isolats de cette espece obtenus en Algérie par Bessadat et al., (2016) ont été¢ considérés comme
pathogénes a la suite de symptomes typiques d’alternariose obtenus par des inoculations
artificielles. Ces nouvelles données attribuant également 1’alternariose causée par des especes a
petites conidies telle A. alternata, compliquent davantage I’attribution d’un symptome donné a
une espece donnée d’Alternaria. Ainsi, comme rapporté par Cardoso (2014) I’aspect cultural des
isolats obtenus en boite de Petri ne présentent pas de corrélation avec le symptome d’une espece

donnée d’Alternaria, aussi bien sur pomme de terre que sur tomate.
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Figure 27 Effet des différents milieux de cultures sur la croissance mycélienne d’A./inariae.

Figure 28 Effet des différents milieux de cultures sur la croissance mycélienne d’4.grandis.

80



Figure 29 Effet des différents milieux de cultures sur la croissance mycélienne d’4.solani.

Figure 30 Effet des différents milieux de cultures sur la croissance mycélienne d’A.protenta.

81



Cela est confirmé par les résultats que nous avons obtenus, puisque nous avons obtenu un grand
nombre d’isolats d’Alternaria a petites conidies a partir des mémes symptomes que ceux a partir
desquels ont été¢ obtenus des espéces d’Alternaria a grandes conidies. Nous signalons également
I’absence de corrélation entre la présence de halo jaune au niveau des symptomes et la présence de
pigments sur milieu de culture et s’ils sont présents, ces derniers peuvent étre de différentes
couleurs. Aussi, la sporulation des espéces d’Alternaria a grandes conidies sur milieu de culture

différe selon les isolements.

D’une maniére générale, il est constaté que les isolats d’A. solani sont beaucoup plus sporulants
que les isolats d’A4. linariae, mais ces derniers sporulent mieux lorsqu’ils sont isolés a partir de la
tomate. Cette faible sporulation des Alternaria spp a grandes conidies lors des isolements,
confirme les difficultés rencontrées par les divers auteurs a faire sporuler toutes ces especes a
grandes conidies, notamment apres plusieurs repiquages, et a contraint des auteurs a expérimenter

la qualité de la lumiére, la température et les milieux de cultures.

Pour le milieu PDA, la sporulation s’est avérée faible contrairement au milieu TWA qui a permis
la sporulation de presque la totalité des isolats des 03 especes (Fig.31) excepté A. linariae. En
effet, la sporulation est inhibée par les sucres, qui favorisent la croissance végétative et méme la
production de conidiophores (Waggoner et Horsfall 1969, Rotem 1994). La température
d’incubation est trés importante pour la production des conidies in vitro car les conidies ne se
forment pas a des températures supérieures a 20 ou 23 ° C (Lukens 1963 ; Waggoner et Horsfall

1969, Pscheidt 1985).

La lumiere NUV n’a pas agit sur les conidiophores qui d’aprés (Rich & Tomlinson, 1968) sont
facilement endommagés par la lumiere NUV, et la formation des conidies est initiée par la
lumicre. C’est peut-étre (Lukens et Horsfall 1969) qui ont raison par leur rapport que les
conidiophores nécessitent une courte période de lumiere pour induire la formation des conidies et

qui par la suite besoin de conditions sombres pour se développer (Fig.32).
In vivo, la sporulation du pathogeéne est affectée par 1'état de 1'hote et tend a accélérer avec une

augmentation de la formation de tissu nécrotique et une diminution de la photosyntheése (Cohen &

Rotem 1970).
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D’apreés la littérature, A. solani ne sporule pas facilement dans la culture si on le laisse tranquille.
Des facteurs tels que la blessure du mycélium, température et la lumicre affectent la formation de
conidies. Pour les 02 milieux PCA et V8, nous constatons que le facteur de produire des plaies sur
le mycélium a favorisé la sporulation des condiophores. En effet, Rands (1917b) a réussi la
production des conidies apres la culture de A. solani sur milieu PDA pendant 10 a 12 jours, le
déchiquetage les cultures et leur séchage au soleil. Barksdale (1969), McCallan & Chan (1944) ont
utilisé une technique similaire. 4. solani a été cultivée sur milieu PDA, les cultures raclées sont
ensuite placées dans boites de Pétri humides a couvercles 1égérement entrouverts ensuite exposées
au soleil ou sous la lumiére NUV. Rotem & Reichert (1964) ont indiqué que la production de

conidies est induite par inhibition de la croissance végétative du champignon.

Le milieu V8 contenant CaCO3 semble encore meilleur que PCA. En effet, Shahin & Shepard
(1979) rapportent qu’en cultivant le champignon sur milieu PDA, coupant la culture dans 1 mm 2
blocs et en les plagant sur un support CaCO3 dans l'obscurité a la température ambiante a

¢galement été trouvé pour induire la formation de conidies.

Figure 31 Aspect sporulant sur le milieu de culture TWA.
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Figure 32 Aspect des conidies en bouquet sur les conidiophores.

Tableau 17 Effet des différents milieux de cultures sur la sporulation des Alternaria spp.
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DA009 - - + ++
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I11.4. 3. Effet de la température du milieu sur la croissance des Alternaria spp.

La température reste le facteur environnemental le plus important pour le développement des
maladies fongiques. D’aprés nos résultats illustrés dans les figures (33, 34, 35 et 36), nous
constatons aprés le 8™ JPI, que tous les isolats ont marqués une croissance optimale entre 25 et
30°C suivi de 20°C. Nous constatons aussi que la température 10°C permet le développement des
Alternaria spp et 35°C n’est pas aussi mauvaise pour la croissance et le développement des
Alternaria pathogénes a grandes conidies. La seule température qui semble avoir un effet
inhibiteur est 5°C. Pour A. linariae, la croissance radiale optimale a été enregistrée a 30°C (33,
95mm) suivi de 25°C (26,46mm). La croissance radiale enregistrée a 35°C est presque similaire a

celle enregistrée a 5°C est respectivement de 4.92mm et 4.18mm.

Pour A. grandis, la croissance optimale a été enregistrée aussi a 30°C (31,00mm) puis a 25°C
(27,39mm). Les deux températures extrémes a savoir 35 et 5°C ont enregistrées une croissance
radiale de respectivement 5,97mm et 3,98mm. Quant a 4. solani, la croissance radiale optimale a
été enregistrée a 30°C (29,71mm) puis a 25°C (28,60mm) et presque pareil a 35°C et 5°C avec des
croissances radiales de respectivement 4,22mm et 4,53mm. Nos résultats sont en accord avec ce
qu’a rapporté Tong et al. (1997) que la température optimale pour la croissance d’A.solani est
entre 23 et 28°C et Tsedaley (2014) que la germination des conidies des Alternaria spp est
favorisée par I'humidité libre, mais peut €tre induite par une humidité relative proche de la
saturation. Avec une dose d'inoculum favorable et la période de mouillage, la température
minimale de l'infection peut étre aussi basse que 10°C, la maximale supérieure a 35°C, et
l'optimum entre 20°C et 30°C. L’analyse statistique nous a permis de classer les températures en

cinq groupes homogenes comme le montre le tableau 18.

Tableau 18 Classement des températures de croissance des Alternaria spp. en groupe homogéne

par le test LSD.
LSD test; variable 1 (Spreadsheet7) Homogenous Groups, alpha = ,05000 Error: Between MS = 8,9491, ¢
=504,00
T°C 1-Mean 1 2 3 4 5
15 5,40000 hxk
6(35 6,00000 Hhxk
3|20 16,80952 Hhoxk
2|10 21,21429 Hhoxk
4|25 28,86508 Hhoxk
5/30 32,17460 Hhokk
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Figure 33 Effet de la température sur la croissance mycélienne d’A4. linariae.

Figure 34 Effet de la température sur la croissance mycélienne d’A4. grandis.
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Figure 35 Effet de la température sur la croissance mycélienne d’A4. solani.

Figure 36 Effet de la température sur la croissance mycélienne d’A4. protenta.
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111.4.4. Effet du pH du milieu sur la croissance des Alternaria spp.

Le pH est un facteur aussi important que la température pour la croissance et le développement
des champignons phytopathogénes. D’aprés Madan et Thind (1998), la croissance est le
développement des champignons est optimale dans des milieux a pH neutre ou peu acide. D’aprés
nos résultats, le pH optimal pour la croissance radiale des isolats étudiés est 7. Néanmoins, tous les

isolats testés ont une trés bonne croissance a des pH de 8 et 9.

Cela est confirmé par une analyse statistique qui a classé les pH 7,8 et 9 dans un meme groupe
comme le montre le tableau 19. Une bonne croissance radiale a des pH de 5 et 6. De plus, la
croissance radiale est au ralenti mais n’est pas nulle a des pH de 4 et 10. Nos résultats sont en
accord avec ceux rapportés par plusieurs auteurs (Sarbhoy, 1965 ; Dongo, 2005 ; Khalaf, 2012 et
Bessadat, 2014) (Figs. 37, 38, 39 et 40).

Tableau 19 Classement des pH de traitements de croissance des Alternaria spp. selon le test

LSD.

LSD test; variable croissance (mm) Homogenous Groups, alpha = ,05000 Error: Between MS = 9,4325, d

= 588,00

pH4 croissance (mm) - Mean 1 2 3 4
14 13,06746 —
2|5 24,34127 —
1110 24,65079 —
€9 26,07143 —
|7 26,22222 ——
£8 26,57937 ok —
6 27,12698 ——
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Figure 37 Effet du pH sur la croissance mycélienne d’A4. linariae.

Figure 38 Effet du pH sur la croissance mycélienne d’A. grandis.

90



Figure 39 Effet du pH sur la croissance mycélienne d’A4. solani.

Figure 40 Effet du pH sur la croissance mycélienne d’A. protenta.

91



I11.5. Distribution géographique et prévalence des Alternaria spp. sur la culture de pomme
de terre et tomate selon les étages bioclimatiques en Algérie

Les tableaux 20 et 21 nous récapitulent I'enquéte menée sur la distribution et la prévalence des
04 especes d'Alternaria a grandes conidies dans les 4 zones géographiques de culture de la pomme
de terre et de la tomate en Algérie, a savoir A. solani, A. grandis, A. linariae et A. protenta a des
niveaux variables (fig. 41). Les résultats obtenus montrent que leur fréquence varie selon la plante
hote (pomme de terre et tomate) et selon les régions géographiques (Est, Centre, Ouest et Sud).
Nous constatons que l'espéce 4. solani est la plus commune en Algérie avec 63 %. Cette espece a
une fréquence d'isolement significative dans le sud (30,40%) et une fréquence relativement faible

dans l'est (14,86%) et dans le centre et I'ouest (8,78%) (fig. 42).

A. solani est suivi par A. linariae avec 25 % et plus fréquemment rencontrée sur tomate sa
plante hote. A. grandis est présent avec un faible niveau (10 %) et 4. protenta dans deux sites
seulement au Sud dans deux parcelles a El Oued et a 1’Ouest dans une seule parcelle. Les
fréquences d'isolement des quatre especes identifiées en Algérie varient également avec la culture
(Fig. 43). A. solani attaque a la fois la pomme de terre et la tomate, mais elle est plus répandue sur

pomme de terre (50,60%) que sur tomate (12,15%).

En revanche méme si 4. linariae présente un pourcentage plus faible que 4. solani, elle montre
un % plus élevée sur tomate que sur pomme de terre ; A. grandis vient a la troisiéme place avec un
% plus élevé sur pomme de terre (9) que sur tomate (5). Enfin A. protenta est détecté pour la
premicere fois en Algérie, mais il reste présent avec un pourcentage relativement trés faible sur les

deux cultures.
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Tableau 20
d’Algérie.
Régions
Est

Ouest
Centre
Sud

Total

A. solani
3

13

32

45

93

A. grandis A. linariae

0
7

14

1
7
17
12
37

A. protenta

0

> RN \ R

Répartition des Alternaria spp. a grandes conidies selon les régions bioclimatiques

Total
4

28
56
59
147

Tableau 21 : Prévalence des quatre espéces Alternaria a grandes conidies selon les plantes-hotes
(pomme de terre et tomate).

Origine de la plante hote

Pomme de terre

Tomate

Origine géographique (zone

bioclimatique)

Méditerranéen

(humide/subhumide)

Semi-aride

Aride

Especes

A. solani- A protenta

80.2° - 82.8°
19.8-35.2

16.7 -39.0

343- 70.2
49.0-79.7

A. grandis
64.3-9.6
35.7-9.2

50.0-17.0

50.0 - 14.9
0-0

A. linariae
189-7.5
81.1-55.6

48.6 -44.0

18.9-14.9
32.4- 203

 pourcentage du nombre total d'isolats indépendamment de la plante hdte ou de l'origine géographique

® pourcentage du nombre total d'isolats provenant du méme hote ou de la méme origine géographique
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Figure 41 Distribution géographique des Alfernaria spp. en Algérie.

Figure 42 Distribution des Alternaria spp. en Algérie par espece.

Figure 43 Distribution des Alternaria spp. par culture.
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Par rapport aux espéces pathogenes inféodées a 1’alternariose de la pomme de terre et la
tomate, les résultats obtenus au cours de 3 campagnes agricoles, montrent une large distribution
des espéces d’Alternaria a grandes conidies, dans toutes les régions de production de la pomme de
terre et tomate et ce dans les différents étages bioclimatiques du pays. Néanmoins nous relevons
I’absence d’A. grandis dans les régions sahariennes caractérisées par des périodes relativement
chaudes de I’année. Dans les autres régions il est noté notamment la prédominance des deux
especes pathogeénes sur leurs deux plantes hotes respectives, avec 4. solani sur pomme de terre et
A. linariae sur tomate et ce dans la plupart des zones prospectées (La gamme d'hotes d'4. grandis
et A. linariae = A. tomatophila est inconnue : Cardoso, 2014). En plus de ces espéces et grace aux
nouveaux moyens d’investigation moléculaires, nos présents résultats confirment qu’il y a d’autres
especes a grandes conidies qui sont de plus en plus détecté a des taux plus faibles tels A. grandis
sur pomme de terre déja signalé et décrit par Simmons (2000) comme une nouvelle espece sur
pomme de terre et retrouvée par la suite dans plusieurs autres pays. D’abord au Brésil (Rodrigues
et al, 2010 ; Cardoso, 2014), en Europe et notamment en Belgique (Landshoot et al., 2017) ainsi
qu’en Algérie (Bessadat, 2016).

I11.6. Pathogénicité et spécialisation parasitaire des especes d’Alternaria spp. a grandes

conidies sur pomme de terre et tomate
I11.6.1. Pathogénicité et spécialisation parasitaire sur folioles détachées

Les résultats obtenus des inoculations croisées aprés une période d’incubation de 10 jours, ont
montré la capacité d’infection de I’ensemble des isolats sur toutes les variétés testées pour les deux
cultures de pomme de terre et tomate. Le degré d’attaque varie clairement entre les isolats des
différentes especes d’Alternaria spp. Ainsi que d’une variété a une autre. Le tableau 22 nous

récapitule le degré d’attaque selon I’échelle de notation utilisé de 1 a 10.
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Tableau 22 Degrés d’attaque des isolats des 04 espéces d’Alternaria identifiées sur une échelle

de notation de 1 a 10.

Isolats Pomme de terre Tomate
Spunta Sarpo Mira Saint Pierre Marmande

A.linariae

DA002 6.3 8 9 6

DA003 9.5 2 8,8 9,5

DA153 9 8 7,8 53

A.solani

DA008 7,8 7,3 6,3 53

DA009 7,8 7,3 6,3 3,8

DA114 7,8 8,8 9,5 7,5

DA140 8 10 8,5 5,5

DA141 2,5 8,5 8,3 6,5
A.grandis

DA060 5 6,8 6 4,5

DA099 8,5 8 9,5 7,3

DA152 7,5 7,5 7 6,3
A. protenta

DA062 43 9 7,5 3.8

DA082 8,5 9,5 8,5 7,5

Concernant I’espece 4. linariae, I’attaque est d’une grande sévérité pour les isolats DA002,
DAO0O03 et DA153 sur les deux cultures et sur respectivement les variétés Saint pierre de la tomate
avec un degré d’attaque de 9, les variétés Spunta de pomme de terre et Marmande de tomate avec

un degré d’attaque qui a atteint le niveau 9,5 et la variété Spunta avec un degré d’attaque de 9.

Pour I’espece A. solani, les deux isolat DA114 et DA141 se sont montrés tres agressifs vis-a-
vis des deux cultures sur les deux variétés Sarpo Mira et Saint pierre avec respectivement les

degrés d’attaque de 10 et 9,5.
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A. grandis a montré lui aussi une grande agressivité sur la variété Saint pierre avec un degré
d’attaque de 9.5 provoqué par I’isolat DA099. Enfin pour A. protenta s’est attaqué a Sarpo Mira
de pomme de terre avec un degré d’attaque de 9,5 (Fig. 44).

Figure 44 Degré¢ d’attaque des isolats d’Alternaria spp. sur folioles détachées de pomme terre et

de tomate.

L’analyse de la variance des degrés d’attaque, montre une différence trés hautement significative
(P=0,000000 < 0,001) pour les facteurs étudiés (isolats et variétés), ainsi que pour leur interaction

(Tableau 23).
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Tableau 23 Analyse de la variance du degré d’attaque : variété / isolat.

sources Somme des Degré de Carré moyen F P
carrés liberté
Isolats 1917,5 12 159,8 13,435  0,000000
Variétés 1162,3 3 387,44 32,575  0,000000
Isolats*Variétés 61774 36 171,6 14,427  0,000000

Le test LSD de Fisher classe les isolats en 9 groupes homogenes comme le montre le tableau 24.

Tableau 14 Classement des isolats selon le test LSD de Fisher au seuil de 5 %.

5 DAO06C 17 A

8 DAO062 18,56 A

6 DAI152 18,94 A

10 DAI141 20,63 D

13 DAO00S 21,25 D E

12 DAO00& 21,63 D E F

1 DAO002 22,56 D E F G

2 DAO007 23,25 E F G H

3 DAIS3 24 F G H

11 DAIl4 24,44 G H

7 DAI14C 25 H I
4 DAO09S 27 |
9 DAO082 27,25 I

Le test LSD de Fisher classe les variétés en 3 groupes homogenes comme le montre le tableau 25.



Tableau 25 Classement des variétés selon le test LSA de Fisher au seuil de 5 %.

Cellule N° variétés AUDPC 1 2 3
moyenne
2 Marmande 18,75 C
3 Spunta 22,04 B
4 Sarpo Mira 23,96 A
1 Saint Pierre 24,94 A

I11.6.1. Pathogénicité et spécialisation parasitaire sur plants entiers de pomme de terre et

tomate

Pour confirmer la pathogénicité des especes d'dlternaria identifiées sur les deux plantes hotes,
des essais d'inoculation sur plants en pots ont été effectués. Quatorze isolats représentant les
quatre espéces Alternaria a grands conidies : A. solani (DA00S, DA114, DA140, DA141), A.
grandis (DA009, DA060, DA099, DA152), A. protenta (DA062, DA082, DA086) et A. linariae
(DA002, DA007, DA153) 1solés de pomme de terre ou de tomate ont été utilisés pour inoculer les

deux plantes hotes.

Les symptomes (nécrose entourée d'un halo jaune) obtenus sur des folioles détachées en boite de
Pétri ont été confirmés par les degrés €levés d'agressivité obtenus sur des plants entiers de pomme
de terre et tomate (Fig. 45). Tous les isolats testés ont pu produire des symptomes sur les deux
especes de plantes indépendamment de leur origine végétale hote (Fig. 46). Il est a noter que le
degré d'agressivité de chaque combinaison hote/pathogene varie d'un isolat a l'autre. En moyenne,
les isolats d'4.solani étaient les plus agressifs sur tomate et pomme de terre tandis que les isolats
d'd.protenta étaient les moins agressifs avec une préférence marquée pour leur espéce hote

originale.

Les trois especes d'Alternaria (A. solani, A. grandis et A. linariae) isolées sur pomme de terre ou
tomate ont infect¢ les deux plantes hotes (Fig. 47). Cependant, il faut noter que le degré

d'agressivité de chaque combinaison hdte/pathogeéne varie d'un isolat a l'autre.

Sur les 52 interactions hote/pathogene (13 isolats et 4 variétés de pomme de terre et de tomate)
impliquant les 3 especes d’Alternaria, 42 d'entre elles présentaient des niveaux d'attaque

supérieurs ou égaux a 6. La variété de tomate Saint-Pierre était plus sensible, présentant des
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niveaux d'attaque supérieurs a 6, tandis que la variét¢é Marmande, moins attaquée, a une résistance
plus élevée. Nous avons également montré que A. linariae est pathogéne sur pomme de terre en
plein champ. Pour la pomme de terre, le degré d'attaque varie selon l'isolat. La variation des
niveaux d'attaque signifie qu'il n'y a pas de spécialisation parasitaire d'une espece donnée
d'dlternaria par rapport a une plante hote donnée. Dans cette étude, nous avons montré qu'4.
linariae est pathogéne sur pomme de terre en plein champ. Ces résultats nous permettent de
confirmer l'absence de spécialisation parasitaire des trois pathogénes par rapport aux deux hotes :

pomme de terre et tomate.
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DA009|DA060|DA099|DA152|DA002 [DAC07 [DA153|DA062 DAO82 DA086|DACOS|DA114|DA140|DA141
ey Mm@ ® e m M e e e e Mmoo

A. grandis A. linariae A. protenta A. solani

Figure 45 La gravité de la maladie a été évaluée a 1'aide d'une échelle d'évaluation visuelle (0-
100 %) 15 jours apres 1'inoculation des feuilles de tomate (barres a dos bleu) et de pomme de
terre (barres rouges) avec des isolats représentant les quatre especes d’Alternaria a grandes
spores. Les lettres (P ou T) sous les identités des isolats font référence a la plante hote d'origine
(Pomme de terre ou Tomate).
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Figure 46 Symptomes sur des folioles détachées (a, d) et des plants de tomate entier (c,
e) ou de pomme de terre (b, f) inoculés par l'isolat DA002 d'A.linariae (a, b et ¢) ou par
l'isolat DA0OO09 (d, e et f) de A. grandis.
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Figure 47 Symptomes typiques des Alternaria spp. sur les deux hotes : g) Nécroses sur les feuilles
vertes. h) Nécroses entourées d’halos jaunatres. i & j) Nécrose sous forme de cercles
concentriques bien dessinés. k) Propagation de la maladie sur I’ensemble des organes de la plante
(feuille, tige et fruit).
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Contrairement a certains travaux déja rapportés sur I’existence d’une agressivité élevée des
especes d’Alternaria spp a I’égard de leur hote respective et 1’absence d’une spécialisation
particuliere (Frazer et Zitter, 2003 ; Martinez et al, 2004 ; Cardoso, 2014 ; Gannibal, 2014 ;
Rodrigues et al., 2010), dans notre cas 1’agressivité a 1’égard des deux plantes hotes pomme de
terre et tomate variait non pas par rapport a I’espece pathogene ( 4. solani, A. grandis, A. linariae)
mais plutot variable d’un isolat a ’autre pour chacune de ces 3 espéces pathogénes. Ces especes
ont déja été signalées en Algérie par Bessadat (2016) et dans le monde notamment en Russie par
Gannibal et al. (2012), au Brésil par Rodriguez et al. (2009), en Belgique par Landschoot et
al.(2017).

L'existence d'une forte agressivité des Alfernaria spp. par rapport a leur hote respectif et
l'absence de spécialisation parasitaire ont été rapportées par différents auteurs (Cardoso, 2014 ;
Gannibal et al., 2014 ; Rodrigues, 2010). Nos résultats montrent que 1'agressivité envers les deux
plantes hotes pomme de terre et tomate ne varie pas en fonction des espéces pathogénes (A4. solani,
A. grandis, A. linariae) mais plutét en fonction de l'agressivité des isolats et du niveau de

sensibilité ou résistance des variétés utilisées.

Ces comportements sont également en accord avec ceux obtenus in vitro par Gilbert et Webbs
(2007), et Rodrigues et al. (2006) pour A. linariae et A. grandis sur tomate et pomme de terre.
Rodrigues et a/ (2010), Gannibal et a/ (2014) et Woudenberg (2014) ont également signalé les
mémes résultats pour 4. solani sur pomme de terre et tomate. Nous avons confirmé qu'4. grandis
est autrefois considéré comme responsable de I’alternariose de la pomme de terre et de la tomate
en Algérie comme I'a montré Bessadat (2016). La présence de cette dernicre espece est notée dans
notre présente étude sur cette culture et dans la région centre du pays et par conséquent donc dans

d’autres régions autre que le Nord-Ouest de 1’Oranie avec une dispersion a 1’échelle du pays.

I11.7. Diversité génétique au sein de ’espéce A. solani par des marqueurs de type
microsatellites

D’apres les résultats des études précédentes ayant porté sur les caractéres morphologiques,
culturaux et les facteurs biologiques, il semble y avoir une grande plasticité du génome chez A.
solani. Afin de savoir si cette capacité d’adaptation est liée a une tendance plus générale au sein de
cette espece a générer du polymorphisme sur son génome, une étude a été initiée pour analyser

cette variabilité génétique d’isolats d’A.solani isolés de pomme de terre et tomate.

Le polymorphisme chez A. solani, a été étudié par I’analyse de la variabilité au niveau des loci

microsatellites. Comme rapporté et précisé par la littérature, ces derniers sont constitués de
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répétitions en tandem de courts motifs de base de 1 a 6 nucléotides. Ils sont notamment nombreux
et largement distribués dans les génomes eucaryotes. Ils sont considérés comme des marqueurs
hautement polymorphes de par le nombre de leur répétition et fortement reproductibles. Le tableau
26 représente les résultats d’amplification avec les couples d’amorces des 03 locus microsatellites

utilisés.

Durant notre étude nous nous sommes apuyé sur le travail réalis¢ par Benichou et al. (2008)
relatif a D’isolement et caractérisation des marqueurs microsatellites du champignon

phytopathogeéne Alternaria dauci.

Dans un premier temps 3 locus microsatellites ont été testés sur un échantillonnage de 25
souches représentant 3 espéces proches (4. solani, A. linariae, A. protenta). Aucun
polymorphisme n’a été observé au locus Mic 36. Les figures 48 et 49 sont des exemples de gels

obtenus pour les deux locus Mic 23 et Mic 127 qui ont présenté un polymorphisme.

Dans un second temps le locus Mic 127 a été retenu pour étudier le polymorphisme intra-
spécifique a 1’aide d’amorces fluorescentes et d’une séparation par €lectrophorése capillaire. Les
souches testées sont : DAO11, DA014, DA019, DA057, DA090, DA094, DA113. DA114, DA136,
DA140, DA141, DA145 de A. solani et DA062, DA082, DA086 de A. protenta.

Nous précisons qu’en plus des 12 souches de A. solani retenues, on a inclus trois souche d’une
espece trés proche (A. protenta) pour voir si les deux especes pouvaient partager des alléles

communs a ce locus microsatellite.

La calibration spectrale est effectuée une seule fois par série de fluorochromes, avec des
standards d’ADN marqués (fig.50). Les tailles des pics majeurs obtenus au locus Mic 127 sur cette
collection de souches sont données sur la figure 51 et un exemple de résultat est donné sur la

figure 52.
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Tableau 26 Résultats des amplifications de 1’ensemble des isolats d’Alternaria spp. avec les

couples d’amorces des 03 locus microsatellites utilisés.

Microsat (test polymorphisme)

Locus Mic23 | Locus Mic36| Locus Mic127
Code 1 Hote Lieu d'isolement Région Espéce 1 2 3 4 5 6
DA008 PDT | Staouéli A.solani
Alger (centre) + + - - + +
DAO11 PDT | Fouka A.solani
Alger (centre) + + - - + +
DAO14 PDT | Staouéli -ITCMI A.solani
Alger (centre) + + - - + +
DAO0O19 PDT | Bouira . A.solani
Bouira (Est) + - - - + +
DAO025 PDT | Bouira ) A.solani
Bouira (Est) + - - - + +
DAO050 PDT |Rouina . A solani
Ain Defla (Ouest) + + - - + +
DAO057 PDT | Ghris A.solani
Mascara (Ouest) + + - - + +
DA090 PdT | Mabrouk Jar Ellah El Oued (Sud) A solani . i i i N N
DA09%4 PDT | ENSA-Echantillon2 A solani
Alger (centre) + + - - + +
DA113| Tomate | Bouati Mahmoud A solani
Guelma (Est) + + - - + +
DAl114 PdT | Fedjoudj Guelma (Est) A solani . . i i N N
DA136 | Tomate | Bouchegroune I . A solani
Biskra (Sud) + + - - + +
DA140 | Tomate | Bouchegroune II . A solani
Biskra (Sud) + + - - + +
DA141| Tomate | Laghrous . A solani
Biskra (Sud) + + - - + +
DA145| Tomate | Lichana ) A solani
Biskra (Sud) + + - - + +
DA062 | Tomate | Stidia A.protenta
Mostaghanem (Ouest + + - - + +
DAO082 PdT | Ourmes A.protenta
El Oued (Sud) + + - - + +
DAO086 PDT | Sahn Gazel A.protenta
El Qued (Sud) + T - - + T
CBS Solanum
aviculare Non connu A solani + + - - + +
ADI134 PDT ) A linariae
Hongrie + + - - + +
ADI155 PDT Hongrie A protenta
+ + - - + +
AD206 PDT Hongrie A solani
+ + - - + +
AD207 PDT Hongrie A linariae
+ + - - + +
AD208 PDT Hongrie A solani
+ + - - + +
AD232 PDT Hongrie A solani
+ + - - + +
+  Amplification homogéne (pas de polymorphisme)
+  Amplification hétérogene (polymorphisme)
+  Amplification légerement hétérogéne (polymorphisme)
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Figure 48 Profil du polymorphisme marqué par le locus Mic 23.

Figure 49 Profil du polymorphisme marqué par le locus Mic 127.
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Figure 50 Décomposition spectrale (effectuée sur le capillaire 1) des fluorochromes.
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Figure 51 Taille des alléles microsatellites Mic 127 amplifiés a partir des especes d’Alternaria
solani et A. protenta isolées de pomme de terre et tomate en Algérie comparées a des souches de

référence.
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Figure 52 Calibration spectrale des ADN marqués des différents isolats d’A.solani.
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Les marqueurs moléculaires microsatellites, qui ont été initialement utilisé pour mesurer la
diversité génétique des plantes et des animaux (Zietkiewicz et al., 1994), ont également été
appliquée dans les études sur les champignons (Hantula et a/, 1996, 1998 ; Hantula et Miiller,
1997 ; Zhou et al., 1999, 2001).

Chez les champignons, les marqueurs microsatellites, malgré leurs nombreux avantages
demeurent encore assez peu utilisés (Lim et al, 2004). Chez Alternaria solani en particulier,
aucune étude utilisant les microsatellites n’est recensée ; nous avons donc recherché de tels

marqueurs dans le génome de cette espece.

Aucune ¢étude de la diversité génétique sur les populations d’A.solani n’a été réalisée en Algérie.
Notre étude est un premier essai qui a bien révélé cette diversité clairement démontré avec des
marqueurs microsatellites. Dans d’autres pays comme I’Afrique du Sud, une grande variabilité
génétique des populations d’A4.solani sur de pomme de terre a été signalé suite aux analyses

aléatoires par des amplificateurs microsatellites (Van der Waals et al., 2004).

De méme, une grande diversit¢ génétique des populations de 4. solani a été reportée dans
plusieurs pays (Petrunak et le Christ 1992 ; Martinez et al., 2004 ; Van der Waals et al., 2004 ;
Kumar et al., 2013). Aux Etats-Unis, une grande diversité génétique entre les isolats de pomme de
terre et de tomate a été détectée en utilisant des isoenzymes (Petrunak et le Christ 1992) et RAPD
(Weir et Huff, 1998) ainsi que des différences significatives entre les isolats des Etats-Unis et

d'autres pays (Weir et Huff, 1998).

Plusieurs autres pays comme Cuba, Turquie, Russie, Etats-Unis, et la Gréce ont détectés la
diversité génétique des isolats de A. solani a 1'aide du marqueur AFLP (Martinez et al., 2004).
Au Brésil, les études sur la diversité génétique des populations d’A4.solani ont ét¢é commencées
dans les années 1990 en utilisant des marqueurs classiques. Une dizaine d’isolats sur pomme de
terre et tomate sont comparés sur la base de leur pathogénicité, I’analyse des isoenzymes et des

tests de sensibilité aux fongicides (Fancelli, 1991).

Par la suite, la diversité génétique entre les populations d’A.solani associé a la pomme de terre et
de tomate a été détecté avec des marqueurs RAPD sur les isolats prélevés dans différentes régions
au Brésil (Scheuermann et al., 2004). Le marqueur RAPD est couramment utilisé¢ pour recueillir

des informations préliminaires sur la variabilit¢ génétique malgré sa faible reproductibilité
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(Schlotterer 2004 ; O Gorman et al., 2009). De ce fait, le meilleur moyen pour permettre des
déductions fiables, la structure génétique devrait étre déterminée en combinant plusieurs
marqueurs. RAPD Combiné avec AFLP, un marqueur plus reproductible, plus de régions du
génome peuvent étre numérisés et une évaluation plus précise de la variation génétique peut étre
accomplie (Schlotterer, 2004). C’est ce qui a permis d’étudier la diversité génétique au sein et
entre les populations d’4.solani associés a la pomme de terre et de tomate, échantillonné a partir
d'un large éventail géographique au Brésil. Une étude couteuse qui a utilisé¢ a la fois RAPD et

marqueurs AFLP.

I11.8. Niveaux de résistance des Alternaria spp. aux fongicides (azoxystrobine &
difenoconazole).

La totalité de la collection de 43 isolats provenant des deux cultures (pomme de terre et tomate),
des deux systémes de cultures (plein champ et sous serre) et des quatre régions géographiques
d’Algérie (Est, Ouest, Nord et Sud) a été soumise d’abord au test classique qui est de la mesure de
la croissance mycélienne : 13 isolats de A.linariae, 11 isolats de A.grandis, 15 isolats de A.solani
et 03 isolats de A.protenta. En raison des difficultés pour leur sporulation, seuls, 27 isolats ont été
soumis au test de germination des conidies, avec une technique innovante « la néphélométrie » qui
s’est réalisée pour la premiere fois sur les especes a grandes condidies. Le test a été éffectué sur :

01 isolat de A. linariae, 10 isolats de 4. grandis, 12 isolats de A.solani et 03 isolats de 4.protenta.

La sensibilit¢ de ces isolats a été testée in vitro par inclusion des fongicides aux milieux de
culture. Deux matieres actives correspondant a 2 familles différentes ont été testées : les
inhibiteurs de quinone extérieur (Qol) qui inhibent la respiration cellulaire en interférant avec la
chaine de transport d'électrons dans les mitochondries : une matic¢re active dont 1 strobilurine
(azoxystrobine) et les inhibiteurs de la biosynthese des stérols : 1 matiere active dont 1 triazole
(difenoconazole). L’efficacité de ces molécules, utilisées a des concentrations comprises entre 1,
10 et 100 mg/l, a €té testée en notant leurs effets sur la croissance mycélienne et la germination
des spores. Les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne par rapport a un témoin ont
été calculés et la sensibilit¢ de chaque isolat a été ensuite estimée par le calcul des CIS0

(concentration inhibant la croissance de 50%) correspondantes.

Les résultats obtenus ont montré une bonne efficacité des composés strobilurines sur toutes les
especes. Pour les triazoles, une bonne efficacité générale est également obtenue. L’azoxystrobine
apparait toujours plus efficace que le difénoconazole pour le test de la croissance mycélienne et la

germination des spores. Cependant, deux souches d’A. linariae et A. grandis (DA153 et DA047)
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ont montré une multi-résistance a azoxystrobine et difénoconazole pour le test de la néphélométrie
qu’on a testé pour la premiére fois sur A. solani afin de suivre et mesurer la vitesse de la
germination des spores. Une technique innovante dans le but de completer voir confirmer les

résultats de la vitesse de coissance mycélienne qui se réalise traditionnellement.

I11.8.1. Etude sur les effets d’azoxystrobine et difénoconazole chez les Alternaria spp.

I11.8.1.1. Effets sur la croissance mycélienne des Alternaria spp.

L’utilisation massive des fongicides de famille des strobilurine et triazole en Algérie nous a
conduit a tester la sensibilité a ces familles de fongicides sur un échantillonnage d’isolats de
plusieurs especes a grandes spores identifiées sur pomme de terre et tomate. Le principe est
d’analyser les effets des molécules d’Azoxystrobine et de difénoconazole sur la croissance
mycélienne, a des concentrations comprises entre 1 et 100 mg/L. Ainsi, 15 souches d’A.solani, 13
souches d’A.linariae, 11 souches d’A.grandis et 03 souches d’A4.protenta ont été testées. Le niveau
de sensibilité et résistance de tous les isolats a été¢ déterminé par le calcul de la CI5S0 moyenne

(Tableau 27).

La figure 53 représente les niveaux de résistance pour 1’azoxystrobine (Amistar) et le
difénoconazole (Score) pour I’ensemble des isolats des 04 especes ¢tudiées. Nous constatons
d’apres ’analyse de nos résultats, quatre niveaux de résistance variant de hautement sensible (HS),
sensible (S), légerement résistant (LR) a moyennement résistant (MR) sansaucun enregistrement

de souches hautement résistantes (HR) et cela pour tous les isolats sur les deux fongicides.

La distribution des niveaux de résistance se traduit par deux a trois types de souches, de sensible,
légérement résistante & moyennement résistante selon les especes. Concernant le difénoconazole
(score), A. linariae présente 61.63 % de souches sensibles (S) avec une valeur de CI50 moyenne
de 1.30 mg/L ; 30.76 % de souches légerement résistantes (LR) avec une valeur de CI5S0 moyenne
de 7.63 mg/L et une seule souche (DA101) qui s’est avérée moyennement résistante (MR) avec la
valeur de CI50 moyenne de 33.95 mg/l. A. grandis présente 72.72% de souches légérement
résistantes (LR) avec une valeur de CI5S0 moyenne de 7.12 mg/L contre 18.18% de souches
sensibles avec une valeur de CI5S0 moyenne de 1 mg/L et une seule souche (DA155) qui s’est

montré moyennement résistante (MR) avec une valeur de CI50 moyenne de 32.95mg/l.
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Tableau 27 Les différents niveaux de résistance des isolats d’Alternaria spp. vis-a-vis des

fongicides (Score et Amistar Syn. azoxystrobine et difénoconazole).

NR

Espéce Code Score Amistar
DAO001
DA002
DAO003
DA006
DAO007
DA040
DA100
A.linariae DAI101
DA109
DAI111
DA119
DA147
DA153
DA009
DAO038
DA047
DAO052
DAO054
A.grandis DA060
DA099
DA152
DA154
DA155
DA156
DAO008
DAO11
DAO14
DAO019
DAO025
DAO050
DAO057
A.solani DA090
DA09%4
DA113
DA114
DA136
DA140
DA141
DA145
DA062
A.protenta DAO0S2
DAO086
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A. solani présente le type des souches sensibles (S) a 73.33 % avec une valeur de CI50 moyenne
de 1.17 mg/L contre 26.66 % de souches 1égérement résistantes (LR) avec une valeur de CI50
moyenne de 4 mg/L.. 4. protenta présente 66.66 % de souches 1égérement résistantes (LR) avec
des valeurs ne dépassant pas 4.02 mg/I contre une seule souche sensible (S) avec la valeur de CI50
moyenne de 1mg/l. De ce fait, nous constatons que concernant la réponse des Alternaria spp a
I’égard de difénoconazole, la majorité des souches sont sensibles pour les espéces 4. linariae et A.

solani ou bien légeérement résistantes pour les especes 4. grandis et A.protenta.

Concernant 1’azoxystrobline (Amistar), 4./inariae présente le méme pourcentage (46.15 %) des
souches sensibles (S) avec des valeurs de CI50 moyenne ne dépassant pas 1.54 mg/l et des
souches légerement résistantes (LR) avec des valeurs de CIS0 moyenne 6.90 mg/l et une seule
souche (DA109) hautement sensible (HS) ; 4.grandis présente aussi le méme pourcentage (45.45
%) des souches sensibles (S) avec des valeurs de CI50 moyenne ne dépassant pas 1.36 mg/l et
légérement résistantes (LR) avec des valeurs de CI50 moyennes de 11.08 mg/1 et une seule souche

hautement sensible (HS) avec la valeur de CIS0 moyenne de 0.47 mg/1 .

A. solani présente 80 % des souches sensibles (S) avec des valeurs de CIS0 moyenne de 2.12
mg/1 contre deux souches (DA094 et DA136) 1égerement résistantes et une seule souche (DA014)
qui s’est montrée moyennement résistante avec une valeur de CI50 moyenne de 80.75 mg/l. A.
protenta s’est avérée a 100 % sensible (S) avec des valeurs de CI5S0 moyenne ne dépassant pas
1.41 mg/l. De ce fait, nous concluons concernant la réponse des Alternaria spp a 1’égard de
I’azoxystrobine que les souches des 4 espéces sont majoritairement soit sensibles soit légerement

résistantes.

Nous constatons que I’effet des deux fongicides est donc différent sur I’ensemble des isolats des
04 especes testées (Fig.54). Sensible, l1égerement résistant a moyennement résistant a 1’égard du
difénoconazole et sensible a 1égérement résistant a I’égard de 1’azoxystrobine (Figs. 55, 56, 57, 58,
59 et 60). Il semble que le SHAM associé a I’azoxystrobine favorise le control de la croissance

mycélienne suite a son effet de blocage de toute voie de respiration alternative du pathogene.
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Figure 53 Niveaux de résistance des 04 espéces a I’égard de 1’azoxystrobine (A) et le

difénoconazole (S).
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I11.8.1.2 Effets sur la germination des spores et I’élongation des tubes germinatifs des

Alternaria spp.

L’effet d’azoxystrobine et difénoconazole a ét¢ complété par une étude sur la germination des
spores notamment par la technique de la néphélométrie et I’élongation des tubes germinatifs de 26

isolats d’Alternaria spp. qui ont sporulés (Fig.61).

Selon le cas, en absence (conidies traitées a 1’eau) ou en présence des différents fongicides (1, 10
et 100 mg/1), les taux de germination des spores et les effets inhibiteurs sur 1’¢longation des tubes
germinatifs ont été¢ déterminés en calculant leur pourcentage d’inhibition par rapport au témoin, et
en estimant la CI 50 moyenne. Pour une étude complémentaire a celle effectuée sur la croissance
mycélienne, le test sur la germination des spores et 1’élongation des tubes germinatifs a été réalisé

uniquement sur les souches qui ont sporulées.

Les résultats des deux tests notamment la mesure des tubes germinatifs et la vitesse de
germination des spores (tableau 28) montrent une nette différence dans la réponse de I’ensemble
des isolats utilisés. La technique de la néphélométrie nous montre clairement le caractére de multi-
résistance, en particulier DA153 et DA047 par rapport a la vitesse de la germination de leurs
conidies qui semble peu ou pas affectées par les fongicides testés. Pour le test de la mesure de
I’¢longation des tubes germinatif, I’ensemble des isolats, se sont montrés légerement résistantes
(LR). Neéanmoins, la vitesse de la germination des spores par la néphélométrie de certains isolats
¢tant fortement inhibée par les deux fongicides par rapport a 1’¢longation des tubes germinatifs

ainsi qu’a la croissance mycélienne.

Il est a noter que, la présence du SHAM dans ’azoxystrobine semble favoriser 1’effet de ce
dernier sur les 03 principales especes A. linariae, A. grandis et A.solani confirmant ainsi les

résultats de la croissance mycélienne que I’azoxystrobine a plus d’effet que le difénoconazole
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Figure 54 : Niveau de résistance des trois principales especes d’Alternaria (A.linariae, A.grandis

et A.solani) a I’égard des deux fongicides (Amistar + score).
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1mg/1 10mg/I 100mg/I

Figure 55 Croissance mycélienne de la souche légérement résistante (DA094) sur le milieu modifié par le

fongicide Azoxystrobine a 20 jours d’incubation a des doses respectives de 1, 10 et 100 mg/1.

1mg/I 10mg/I 100mg/I

Figure 56 Croissance mycélienne de la souche légérement résistante (DA094) sur le milieu modifié par le

fongicide difénoconazole a 20 jours d’incubation a des doses respectives de 1, 10 et 100 mg/1.

1mg/| 10mg/! 100mg/I

Figure 57 Croissance mycélienne de la souche sensible (DA008) sur le milieu modifié¢ par le fongicide

Azoxystrobine a 20 jours d’incubation a des doses respectives de 1, 10 et 100 mg/1.
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1mg/I 10mg/I 100mg/I

Figure 58 Croissance mycélienne de la souche sensible (DA008) sur le milieu modifié par le fongicide

difénoconazole a 20 jours d’incubation a des doses respectives de 1, 10 et 100mg/1.

1mg/I 10mg/I 100mg/I

Figure 59 Croissance mycélienne de la souche moyennement résistante (DA014) sur le milieu modifié par

le fongicide Azoxystrobine a 20 jours d’incubation a des doses respectives de 1, 10 et 100 mg/1.

1mg/I 10mg/I 100mg/I

Figure 60 Croissance mycé¢lienne de la moyennement résistante (DA101) sur le milieu modifié par le

fongicide difénoconazole a 20 jours d’incubation a des doses respectives de 1, 10 et 100 mg/I.
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Figure 61 Effet des fongicides (azoxystrobine et difénoconazole) sur la germination des spores :

- Technique classique (A, B, C respectivement 1, 10, 100mg/1)
- Technique néphélométrie (D, E, F respectivement 1, 10, 100mg/1)
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Tableau 28 Niveaux de résistance des Alternaria spp pour la germination des spores et

I’¢longation des tubes germinatifs.

Score Amistar

Espéce Isolat
A.linariae DA153
DAO009
DAO038
DA047
A.grandis DAO052
DA060
DA099
DA152
DA154
DA155
DAI156
DAO008
DAO14
DAO19
DAO025
DAO057
A.solani DA090
DA094
DAI113
DAl114
DA140
DA141
DA145
DA062
A.protenta DA082
DAO086

Germ.spores | Nephelo| Germ.spores | Nephelo

La sensibilité de la croissance mycélienne des isolats d’Alternaria spp a 1’azoxystrobine est
compatible a la sensibilité¢ de la germination de leurs spores. Les tests de germination des spores
devraient étre le moyen privilégié de résistance in vitro en raison de l'inhibition possible de la
croissance mycélienne par SHAM (Tymon, 2014). Cependant, SHAM a un effet inhibiteur
sur la croissance mycélienne d’A. alternata isolée des agrumes sur le milieu modifié avec
I’azoxystrobine. La sensibilité d’A. alternata aux fongicides n'a pas été altérée par 1’addition de

SHAM (Mondal et al., 2002). Ce dernier inhibe efficacement ['utilisation d'une voie alternative de
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respiration cellulaire lorsque le transport d'électrons de bloc Qols entre cytochrome b et c. Cette

voie est active sur un milieu artificiel (Mondal et al., 2002).

Un champignon pathogeéne c’est avant tout un organisme qui, durant son cycle de
développement, est en constante interaction avec son environnement (plante, complexe parasitaire,
climat, etc.). Le placer dans un contexte artificiel de laboratoire, c’est n’obtenir que des réponses

partielles aux questions pratiques que nous nous posons !

L’expérience de ces dernieres années nous montre que 1’Alternaria responsable de early blight
sait apparaitre inopinément et que sa prédiction précise n’est pas facile. Une certitude est que la
lutte ne sera satisfaisante que si elle est préventive. Apres les dégats de 2010 et surtout de 2011

(Syngenta, 2013), I’agriculteur demande un programme précis et performant.

D’aprés nos résultats de cette étude, différents pourcentages d’inhibition de la croissance
mycélienne pour les 04 especes ont été
observés en réponse aux différentes concentrations testées pour l'azoxystrobine et le
difénoconazole. La plupart des isolats des 04 especes se sont avéres sensibles aux deux fongicides
avec certains isolats présentant une résistance modérée a l'azoxystrobine et a difénoconazole.
Deux (4.65%) isolats testés ont présenté une résistance modérée (MR) au difénoconazole, alors
que seulement un (2.32 %) isolat a présenté une résistance modérée a 1'azoxystrobine. 19 (44.18%)
isolats ont présenté une résistance légere (LR) au difénoconazole, alors que seulement 14 (32.55

%) isolats ont présenté une résistance légere a I'azoxystrobine.

L’utilisation des strobilurines, pour lesquelles une réelle efficacité a été démontrée pour le
controle de maladies de type Alternarioses (Reuveni and Sheglov, 2002), peut étre envisagée.
Cependant, bien que d’une utilisation récente, I’efficacité des strobilurines semble dans de
nombreux cas d’études, y compris le notre, compromise par 1’apparition de souches résistantes. La
résistance peut se propager rapidement a travers une région en particulier lorsque les fongicides
avec le méme mode d'action sont appliqués répétitivement (Tymon, 2014). La résistance aux
fongicides Qol chez Blumeria graminis a été

découverte dans le blé¢ deux ans seulement apres leur utilisation initiale (Rosenzweig et al., 2008).

D’apres nos résultats, 22 (51.16 %) isolats ont présenté une sensibilité (S) au difénoconazole,
alors que 26 (60.46 %) isolats ont présenté une sensibilité a 1'azoxystrobine. Aucun (0%) isolat n’a
présenté une haute sensibilité (HS) au difénoconazole, alors que deux (4.65 %) isolats ont présenté

une haute sensibilité a I'azoxystrobine.
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La résistance a Il'azoxystrobine a ¢été détectée dans les populations de A.
solani sur la pomme de terre dans le Midwest (Birnboim, 1983 ; Berto et al., 1997 ) et dans le sud
de I'ldaho (Andrade et al., 2000). La résistance d’A4.alternata a 1’azoxystrobine a été rapportée sur
le pistache en Californie (Agarwal et Sinclair, 1997, Aradhya et al., 2001) et dans le sud de I'ldaho
(Andrade et al., 2000). Cette perte d’efficacité résulte de la sélection de populations résistantes a
I’azoxystrobine. La résistance de ces souches est corré¢lée a une mutation ponctuelle en position
143, dans le géne cyt b codant pour le cytochrome b, cible des strobilurines (Ma et al., 2003). De
méme des souches résistantes aux strobilurines ont ét¢ détectées chez Alternaria mali et Alternaria
solani, et elles portent également une mutation ponctuelle dans le géne cyt b en position 143 (Lu
et al., 2003 ; Pasche et al., 2002). En Algérie, en dehors de notre étude, aucune des études

antécédentes n’ont été réalisées sur la résistance aux fongicides.

La vitesse a laquelle se développe la résistance aux fongicides dans une population est basée sur
trois
criteres: la fréquence initiale des isolats résistants, les taux de traitement fongicide des isolats
résistant et sensibles, et le taux d'infection des isolats résistants par rapport aux
isolats sensibles (Miyamoto et al., 2010). Le taux potentiel auquel la résistance a 1’azoxystrobine
et au difénoconazole pourraient se développer dans les quatre especes d’Alternaria est élevé en
Algérie parce que les trois facteurs sont applicables aux quatre populations. Méme si la fréquence
des isolats résistants peut étre initialement modérée, des applications répétées de 1'azoxystrobine et
difénoconazole pourrait sélectionner des génotypes résistants. Les espéces d’Alternaria produisent
un grand nombre de conidies pendant toute la saison de croissance, ce qui augmente de fagon
exponentielle la fréquence des isolats résistants. Les conidies des espéces Alternaria sont
dispersées par le vent et l'inoculum d'isolats résistants peut étre diffusé sur différentes distances

(Bashan et al., 1991).

La résistance aux fongicides est sélectionnée par l'utilisation de fongicides a spectre étroit ou en
alternance avec des fongicides a large spectre. Dans notre étude, les isolats 1égerement résistants a
I’azoxystrobine ou au défénoconazole ont certainement été recueillis a partir des champs qui ont
été traités régulierement avec ces deux fongicides. Cela indique que les isolats résistants peuvent
étre initialement présents dans les populations a basses fréquences. Cela a également été observeé
dans les populations d’A.alternata sur le pistachier (Avenot et Michailides, 2007). Tymon (2014)

a rapporté que la résistance d’A4. solani a I'azoxystrobine se développe lentement.

Pour résumé le cas de notre étude, la germination des spores des quatre especes d’Alternaria a
différents seuils de concentration a ét¢ moins affectée que la croissance mycélienne par
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I’azoxystrobine et difénoconazole. Le taux de germination des spores des quatre espéces a une
concentration de seuil était proportionnellement plus important que les taux de croissance
mycélienne. Ces résultats ont également été observés a des concentrations plus ¢élevées de matiere
active pour les fongicides. Les résultats du rapport de croissance mycélienne sont semblables a
celles de la germination des spores pour les plus faibles concentrations de 1 mg/l a 10 mg/l
d'azoxystrobine et de difénoconazole. Ceci indique que ces faibles concentrations de fongicides ne
sont pas efficaces pour réduire l'infection et la colonisation par l'agent pathogéne et qu'un
minimum de 100 mg/l d’azoxystrobine et de difénoconazole sont nécessaires pour le control de la

maladie.

Le test de la germination des spores devrait étre le premier dosage dans I'évaluation des taux
effectifs nécessaires pour la maitrise de la maladie puisque l'inhibition de la germination des
spores est la premicre étape pour éviter une épidémie. La présence de la résistance aux fongicides
en Algérie menace les protocoles de gestion actuels et dicte la nécessité d'améliorer les méthodes

de contrdle et de prévention.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En conclusion, nos résultats sont cohérents avec ceux obtenus par Bessadat, (2014) qui estime
l'incidence de 1’alternariose a 79,63% (prévalence) uniquement sur I’ouest du pays. Nos
prospections réalisées entre 2012 et 2015 sur I’ensemble du pays ont montré la présence
d'dlternaria spp. en particulier les grandes conidies, difficiles a isoler par rapport aux petites
conidies, dans les grands et petits points causés par 1’alternariose. Les espéces d’Alternaria a
grandes conidies associées a ’alternariose de la pomme de terre et de la tomate en Algérie ont
¢été inventoriées selon la taxonomie classique et moderne. A. solani, A. linariae , A. grandis et
A.protenta sont les especes communes sur pomme de terre et tomate. Une nouvelle espece, 4.
protenta a été trouvée sur pomme de terre et tomate pour la premicre fois en Algérie et dans le
monde pour tomate. La différenciation entre les quatre especes : 4. solani, A. linariae, A. grandis
et A. protenta a été étudiée par une caractérisation morphologique et confirmée par des

marqueurs moléculaires spécifiques et séquencage de deux loci: les genes calmoduline et RPB2.

La caractérisation morphologique reste insuffisante pour distinguer les Alternaria spp. a
grandes spores; des outils moléculaires sont nécessaires pour cela. Avec le groupe d'especes
Alternaria alternata, A. solani est 1'espéce a grandes conidies la plus commune sur pomme de
terre et tomate ; cependant, d'autres espéces avec de grandes conidies comme A. linariae, A.
grandis et A. protenta peuvent également infecter la pomme de terre et la tomate en plein champ
dans toutes les zones de culture d’Algérie. Néanmoins, nous précisons que les deux especes 4.
solani et A. linariae sont les plus communes sur respectivement pomme de terre et tomate dans
toute les zones de culture de pomme de terre et de tomate en Algérie. A. protenta et A. linariae
ont été identifiés sur pomme de terre pour la premicre fois en Algérie et sont pathogeénes sur cette
culture. Ce présent travail de recherche remet donc en question la spécificité parasitaire et
montre qu'd. linariae n'est pas spécifique de la tomate comme indiqué précédemment dans la
littérature ; il a été isolé de la pomme de terre pour la premicre fois en Algérie dans des
conditions de plein champs. 4. linariae ne peut pas €tre considéré comme spécifique de la tomate
comme indiqué dans la littérature, car plusieurs isolats a partir de la pomme de terre sont obtenus
pour la premicre fois dans le monde. A. grandis n'est pas non plus spécifique a la pomme de

terre, puisqu’isolée également de la pomme de terre.

De plus, nos résultats obtenus par inoculation artificielle croisée indiquent que A. linariae

n'est pas spécifique a la tomate, puisqu'il a été isolé dans des conditions de terrain sur pomme de
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terre pour la premicre fois en Algérie et probablement dans d'autres pays du monde. 4. grandis
n'est pas non plus spécifique a la pomme de terre. De ce fait, nos résultats permettent de
confirmer l'absence de spécialisation parasitaire des trois pathogeénes par rapport a leurs deux

hoétes : la pomme de terre et la tomate.

Nos résultats obtenus au cours des trois campagnes agricoles montrent une large répartition
des espéces d'Alternaria avec de grandes conidies dans toutes les zones de production de
pommes de terre et de tomates des différentes zones bioclimatiques. Dans nos résultats, les
isolats avec de petites conidies ont €té obtenus a partir de nécroses comme celles dont les isolats
avec de grandes conidies ont ét¢ isolés. Nous avons également noté I'absence de corrélation entre
la présence de l'halo jaune autour de la nécrose et la présence de pigments dans le milieu de
culture et méme s'ils sont présents, ils sont de couleurs différentes. La sporulation des espéces
Alternaria avec de grandes conidies sur milieu de culture differe selon les isolats. En général, les
isolats d'4. solani étaient beaucoup plus sporulés que ceux d'4. linariae, mais ils sporulent mieux
lorsqu'ils sont isolés sur tomate. La faible sporulation des grandes conidies Alternaria confirme
les difficultés rencontrées par les différents auteurs pour sporuler ces especes surtout apres des
sous-cultures répétées et les oblige a expérimenter les différents facteurs (lumicre, température,

milieux de culture) qui pourraient favoriser la sporulation.

La diversité génétique a eu une petite attention durant nos travaux de recherche, car nous avons
tenté de vérifier la facon dont la variation génétique est répartie dans l'espace et si la variation
génétique est liée a 1'origine géographique des isolats en utilisant des marqueurs microsatellites.
Le résultat est encourageant pour une enquéte €largie afin de quantifier la quantité de variation

génétique dans la population de 4.solani et sa distribution en Algérie.

La maitrise chimique de la maladie et notamment [’utilisation des fongicides a base de
strobilurine et triazole a até vérifiée et nos résultats montrent qu’ils sont toujours des inhibiteurs
efficaces de la germination des spores et la croissance mycélienne des Alternaria spp.
Cependant, 1’azoxystobine peut provoquer l'effondrement du mycélium et inhiber 1’infection.
Cette double action peut permettre aux producteurs en Algérie d’appliquer les produits a titre
préventif pour réduire ainsi la gravité de la maladie d’une part et évaluer la résistance aux
fongicides lors des deux premicéres étapes du cycle de la vie de l'infection d’autre part. De ce fait,

les producteurs vont pouvoir €¢laborer un programme de gestion plus efficace.
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Comme perspectives de recherche une étude sur le complexe Alternaria englobant a la fois les
petites et grandes conidies devrait étre envisagée dans les différents étages bioclimatiques, dans
le but de mieux préciser hiérarchiser I’importance les différentes especes composant réellement
ce pathosysttme pomme de terre-tomate/Alternaria spp et dans les différents systémes de
culture. Cela est nécessaire du fait que 1’alternariose est provoquée par les deux groupes

d’especes qui sont isolées de la méme nécrose foliaire.

Concernant le travail préliminaire de diversité génétique ayant porté sur la seule espece A.
solani avec des marqueurs microsatellites, le nombre trés limité d’isolats étudié n’est pas
significatif. Il serait intéressant d’¢élargir cette étude a une large gamme d’isolats des deux plantes
hétes (pomme de terre et tomate) des différents étages bioclimatiques mais aussi sur le reste des
autres especes a grandes conidies assez présentes dans les deux cultures, notamment A. /inariae
et A. grandis. 11 reste que les marqueurs microsatellites utilisés restent peu polymorphiques au
vue de la grande diversité obtenue dans d’autres pays. Par conséquent des marqueurs spécifiques

aux différentes espéces a grandes conidies présentes en Algérie : A. solani, A. protenta, A.

grandis et A. linariae.

A propos des fongicides ¢étudiés susceptibles d’étre utilisés comme moyen de lutte contre
I’alternariose de la pomme de terre et la tomate, notre premiere approche nous a permis d’évaluer
le niveau de résistance des 04 espéces d’Alternaria a grandes conidies vis-a-vis des 02 matieres
actives sur un nombre ¢levé d’isolats actuellement largement utilisée en Algérie : azoxystrobine
et difenoconazole. La technique classique in vitro d’incorporation des maticres actives dans un
milieu de culture a été indicative et complétée par une nouvelle approche néphrométrique qui
s’est avérée informative de la présence d’isolats résistants. Il serait plus intéressant de pouvoir
utiliser a 1’avenir des marqueurs moléculaires plus fiables pour une détection directe des genes
de résistance afin de mieux évaluer les changements des isolats a 1’égard de ces fongicides et

maitriser ainsi cette question de contrdle de 1’alternariose.
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RESUME

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) et la tomate (S. lycopersicum L.) sont deux cultures
solanacées importantes en Algérie. Elles sont réparties différemment dans les différentes zones
bioclimatiques du pays et sont conduites selon les différentes pratiques culturelles. Les cultures de
pommes de terre occupent des superficies importantes dans plusieurs régions du nord (Ain Defla) au
sud (EI Oued) et de I'est (Skikda, Guelma) a l'ouest (Mostaganem, Mascara). Au contraire, la tomate est
principalement cultivée dans le nord de I'Algérie sur de plus petites surfaces et le plus souvent sous abri
plastique comme dans la région de Biskra. Les deux cultures sont souvent cultivées cote a cote ou méme
en succession dans de nombreuses régions cotieres du pays pendant plusieurs années. L'intensification
de ces deux cultures sans respect des bonnes pratiques agricoles a conduit au développement de maladies

importantes comme 1’alternariose.

La présente étude étaient, d'identifier au niveau de I'espece les isolats d'Alternaria a grandes spores
obtenus par des prospections réalisées pendant trois années de culture (2012 — 2015) sur différents
champs de pommes de terre et de tomates dans les principales zones bioclimatiques d'Algérie. Comme
les symptomes d’alternariose et les caractéristiques morphologiques des isolats ne permettent pas
d'établir une distinction nette entre les différentes especes d'dlternaria a grandes spores, l'identification
spécifique des isolats a été basée sur la PCR en utilisant des amorces spécifiques, la PCR/RFLP par
double digestion enzymatique d'une portion du gene calmoduline et I'analyse de séquence aux genes
calmoduline et RPB2. Cette étude était egalement menée pour évaluer I'agressivité des isolats sur leurs
hotes respectifs de pomme de terre et de tomate, et de clarifier la spécialisation parasitaire des espéces
Alternaria a grandes spores par inoculations croisées artificielles in vitro et dans des conditions
similaires a celles du terrain. Enfin nous nous sommes intéressés a 1’étude de la diversité génétique des
populations d’4.solani en utilisant pour une premicre fois des marqueurs moléculaires microsatellites.
Comme moyens de lutte contre I’alternariose, une analyse des matiéres actives actuellement utilisées
par nos agriculteurs a été aussi effectuée afin de vérifier les niveaux ’efficacité et la présence éventuelle

de souches résistantes.



ABSTRACT

Potatoes (Solanum tuberosum L.) and tomatoes (S. lycopersicum L.) are two important solanaceous
crops in Algeria. They are distributed differently in the country's different bioclimatic zones and are
conducted according to different cultural practices. Potato crops occupy large areas in several regions
from the north (Ain Defla) to the south (El Oued) and from the east (Skikda, Guelma) to the west
(Mostaganem, Mascara). On the contrary, tomatoes are mainly grown in northern Algeria on smaller
areas and most often under plastic shelter as in the Biskra region. The two crops are often grown side
by side or even in succession in many coastal regions of the country for several years. The intensification
of these two crops without respect for good agricultural practices has led to the development of important
diseases such as early blight.

The present study was to identify at the species level the large spore Alternaria isolates obtained by
surveys carried out during three years of cultivation (2012 - 2015) on different potato and tomato fields
in the main bioclimatic zones of Algeria. As the symptoms of early blight and the morphological
characteristics of the isolates do not allow a clear distinction to be made between the different species
of Alternaria large spored, the specific identification of the isolates was based on PCR using specific
primers, PCR/RFLP by double enzymatic digestion of a portion of the calmodulin gene and sequence
analysis with calmodulin and RPB2 genes. This study was also conducted to assess the aggressiveness
of isolates on their respective potato and tomato hosts, and to clarify the parasitic specialization of
Alternaria large spore species by artificial cross-inoculation in vitro and under conditions similar to
those in the field. Finally, we were interested in studying the genetic diversity of 4. solani populations
by using microsatellite molecular markers for the first time in Algeria. As a means of combating early
blight, an analysis of the active ingredients currently used by our farmers was also carried out to verify
the levels of efficacy and the possible presence of resistant strains.
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