REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE

SCIENTIFIQUE

ECOLE NATIONALE SUPERIEURE AGRONOMIQUE

(ENSA) - EL-HARRACH-ALGER

cole Nationale Supeneurt Agronomique

These de DOCTORAT

Présentée et soutenue par

Sihem BELKHITER

En vue de I’obtention du Diplome de Docteur en Sciences

Agronomiques

Spécialité biotechnologie végétale

Analyse génotypique et phénotypique des populations
de Phytophthora infestans (Mont.) de Bary agent du

mildiou de la tomate en Algérie.

Devant le jury

M. Lakhdar KHILIFI Professeur (ENSA) EL Harrach

M. Zouaoui BOUZNAD Professeur (ENSA) EL Harrach
Mme. Zoulikha KRIMI Professeur (USDB) Blida

M. Benali SETTI Professeur (UHBC) Chlef

Mme Saida MOUMENE Maitre de conférences (USDB) Blida

M. Moumene TAOUTAOU Maitre de conférences (ENSA) EL
Harrach

Président
Directeur de these
Examinateur
Examinateur
Examinateur
Examinateur




Dédieace

A mes Pa remts

Dont Le wmérite, les sacrifices et les qualités

humaines

M'ont permis de finaliser cette these et de volr ce
Jour

A wees pleux fréves

Gl wm'ont toujours Epaulé et soutenu tout au
long du chemin, Pour que je puisse atteinolre mes
objectifs

A tous les gens que j'alme......

Sihem



Remerciement

Au tewme de ce tavad, 7 adnesse wmes diuceres rnemenciements 4
Monsiear « Bougnad . B» gui en tant gque Dénectear de thece, m'a
accompaguné toul au le long de ce¢ années dunant mon magistene et doctorat
et gui a énormément contribué dans ma formation dcientifigue. je lui doce
cnormément qu'd troave il ( expression de ma gratitade et ma grawde
neconnaissance. e le nemencie d'avein été touwjouns a ('ceoute et trés
disponible tout aw long de la réalication de cette thése, aindi pour
{ nspination, ('aide et le Cemps qu'd a consacré et sans gqui ce traval
w aunact jamais wu le jour.

Mes remenciements ¢ adnessent également & Monsiear « Rbelefe. Ln guc
a contribué & ma formation et celle de mes camanades, i étact toujouns d
{ 'eeoute, Je le nemencie pour da gentillesse et sa grande géncnosite et d 'avecn
accepité de présiden le Juny.

Mes remenciements les plus sincénes vont & Madame « Ruimi .3 » guc
a eu la grande gentillesse de faine pantie du jury et d 'examiner cette these.
Je nemencie également Madame « Moumene. S », gu'dlle trouve i ma

profonde neconnaidsance poun avein accept d evaminer ce tavaldl et facre
pantic du juny,

Je remencie ansec Monsienn « Setti. B » gui a acceplé avee grand placsin
d ‘examiner ce travadl et facre pantic du jury.

Je remencie Monsiear « Tacutaon, M » pourn avoin accepté d examiner ce
travadl et facne pantic du jury,



Je nemencic trée frofondément mon ami et collegue Monscear « Beninal, L
neconnacddance.

Je nemencic Madame « Lalla. S » poar ton aide lone de (' extraction de
( AD7.

Je remencie ausei ('éguipe du (laboratecre de mycologic du CHCEC pour
' avocn bien accuedll lons de centaines manipalations et pour lear sympatiie.

Wes nemenciements les plus dincénes wont 4 ( 'équipe du laboratorne UINR
BIO5P —TNRA - Le Rhea- Rennes- France poarn m ' avon accuedll durant
tout le long de mon dbjour de otage. e nemencie plus précicément madame
« Cenbiene. R » iugéncear au laboratorne gui a ouivi ce travadl et pour des
orientations ot consedls, Je nemencie ausdi Mlensienn « Mabon. R » fpour
m avein nitid 4 ( atidisation des logiciels poun interpréter les nésultats et
Monsienr « #Hudnivon.D » dinectear de (laboralocne pour avoén acceple de

Je rnemencie le¢ ingéniears du (aboratene du département Botanigue
Madame « Fatina, esine et Soumia » et aindi que wotre Techuicien
Monsienr « Wothamed »  fpoar lear aide et lear gentillesse.

Je remencie Tous wmee collégues e doctorante du laboratocre de
moments agnéables lons des sontics pendant les frospections.

Je « cablierai jamais mes enseignants de ('Ecole wnationale supérieane
d ‘agronomée . Un nemenciement particulier 4 Monscear « Redad. 4 ». Vous



et mon frofond respect,

D'ecpere «'avoin oallic fperdonne, 4 Toul ce gui oul fparticipé de
pree  ow  de lece a4 la  fiwalivaticn  de ce  travad
gu ‘o trouvent ic U expresscon de mes neconnaissances les plus sincéres.



Figure 1
Figure 2

Figure 3
Figure 4
Figure 5
Figure 6
Figure 7

Figure 8
Figure 9

Figure 10
Figure 11

Figure 12
Figure 13

Figure 14

Figure 15
Figure 16

Figure 17
Figure 18
Figure 19
Figure 20
Figure 21

Figure 22
Figure 23

Figure 24
Figure 25

Figure 26

LISTE DES FIGURES

Plante de 1a tOmaLe........c...coouiiiiiiiienieeie e
Cycle de développement et de la maladie chez P. infestans d’aprés Agrios
(20005 ) e ettt e
Symptdmes de mildiou sur différents organes de tomate............................
Zones prospectées pour le mildiou de la tomate...................cooiiiiiiii.
Différentes étapes d’isolement de Phytophthora infestans... ..................co.......
TeSt de MatiNg LY P ... ureeet et et et et et e et e e e e et e e eeenaaaeens
Différentes étapes pour 1’obtention des folioles de tomate et de pomme de

Etapes du test folioles détachées en conditions controlées............................
Image du site d’expérimentation prise par satellite. ...
Dispositif expérimental...... ..o
La valeur du AK =4 calculé par le logiciel Structure v. 2.3.4..........oo oo in e,

Structure de la population de Phytophthora infestans.

Arbre phylogénique représentant la distance génétique entre les différents MLGs
€t IMLLS (ZENOTYPES) .. nttetttett ettt et e e et et e e
Croissance mycélienne des isolats de P. infestans a différentes doses du
FOMEICIAC. ..\t
Croissance mycélienne a différentes doses du fongicide..............................
Taux de croissance mycélienne a différentes gammes de températures.............

Analyse des composantes principales (ACP) de la croissance mycélienne a
différentes gammes de températures (10°C ; 15°C ; 20°C ; 25°C)......ccceveeenn..
Différents profils thermiques des isolats de P. infestans selon la région et le

0] L 3
Agressivité des isolats appartenant a différentes lignées clonales sur les deux

SymptOmes des isolats de P. infestans du génotype EU_13_A2 sur les folioles
des deuX hOteS. ... .ouuiei i
SymptOmes des isolats de P. infestans du génotype EU_23_A1 sur les folioles
des deux hOtes. ... ....ouiii i
Pourcentage de destruction foliaire en fonction du temps sur les dix variétés......

Aspect de destruction foliaire de la tomate selon I’échelle utilisé....................
Histogramme des valeurs de I’AUDPC des dix variétés étudiées.....................
Symptomes sur folioles détachées des variétés étudiées en conditions in-vitro.....

Agressivité des isolats appartenant a différentes lignées clonales sur les variétés
e TOMALES. ...ttt



Tableau 1
Tableau 2

Tableau 3
Tableau 4
Tableau 5
Tableau 6
Tableau 7
Tableau 8
Tableau 9
Tableau 10
Tableau 11
Tableau 12

Tableau 13
Tableau 14
Tableau 15
Tableau 16
Tableau 17
Tableau 18

Tableau 19

Tableau 20

Tableau 21

Tableau 22

LISTE DES TABLEAUX

Les principaux pays producteur de la tomate du monde (FAOSTAT, 2017)... 5
Evolution des superficies, de la production et des rendements, de la culture de

la tomate en Algérie depuis 2007 a 2016 (FAOSTAT,2017)........c.e....... 6
Les principales variétés de tomate cultivées en Algérie................ooeevvinninn... 8
Isolats de P. infestans collectés de 2010 jusqu'a 2016...........coovviiiiiiiiiiinnn.n, 26
Séquence des marqueurs microsatellites. ............coooiviiiiiiiiiiiiiiiiieiene 31
Matériel fongique utilisé dans le test de résistance au Métalaxyl.................. 33
Matériel fongique utilisé dans le test de température................cooeevvineennnn.n.. 35
Matériel fongique utilisé dans le test de spécialisation parasitaire.................... 38
Matériel végétal utilisé dans le test de spécialisation parasitaire...................... 43
Les différentes opérations culturales effectuées durant I’expérimentation.......... 45
Echelle de notation des SYMPLOMES ... ....veeueternteeeeeate et eaeeeiieeneeaineannns 45
Matériel fongique utilisé dans le test de folioles détachées........................... 47
Polymorphisme des marqueurs SSRs des 86 isolats............c.ocoiiiiiiiiiini 49
Caractéristiques des 27 MLGs utilisant 17 marqueurs SSRs ................oooni. 51
Caractéristiques de la population de P. infestans...............ccooevviiiiiiiiinnnnn... 52
Classement des isolats selon le pourcentage d’inhibition des isolats................ 57

Analyse de variance du comportement des isolats a 1I’égard de I’effet température. 60
Classement des MLG selon leur croissance mycélienne a 1’égard des différentes
gammes de tEMPETATUIES. ... ..euttitt et e e 62
Classement des valeurs moyennes des composantes de I’agressivité de 36 isolats
dans le test de spécialisation parasitaire...........c.ooveeeiuieinieeiieiiieiie i anaanns 65
Classement des valeurs moyennes des composantes d’agressivité des isolats selon

leur hote d’OTIZING. . ... .uei e 66

Classement des valeurs moyennes du pourcentage de destruction foliaire et de
PAUDPC . ..o 71

Classement des valeurs moyennes des composantes de la résistance du test de
feuilles detach€es. ... .....ooueii i 74



MADR
MLG

MLL

n.s

PPA
QTL

RFLP

RG57
RH
SAU
SCE

SSR

Test F
USA

LISTE DES ABREVIATION

Type de compatibilité sexuelle Al

Type de compatibilité sexuelle A2

Acide désoxynucléique

Analyse des Composantes Principales

Acide ribonucléique

Area Under the Disease progress Curve

Carré Moyen

Centre National de Certification et de Controle des Semences et de plants
Degré De Liberté

Ecole Nationale Supérieure d’ Agronomie

Food and Agriculture Organization of the United Nations
Indice de différenciation

Diversité

Test de Tukey

Indice de Shannon

Indice d’association
Delta K

Ministere d’agriculture et du développement rural et de la peche
Multilocus Genotype

Multilocus Lineage
Nombre d’isolats
Non significatif
Probabilité

Petit Pois Agar
Quantitative Trait Locus

Indice de richesse
Restriction Fragments Lengh Polymorphism

Sonde nucléique

Réaction d’hypersensibilité
Surface Agricole Utile
Somme Carré des Ecarts

Simple Sequence Repeat

F critique
Unated States of America



LISTE DES UNITES DE MESURE

microlitre
micrometre
degré Celius
hectare
hectogramme
jour

kilometre

metre

metre carré
millitre
millimetre
millimetre carré
potentiel hydrogeéne
part

partie par million
tonnes



Table des matieres

Liste des taDIeAUX .....cccveeerciiineeiiisisnnencisssneencssssneenssssssnesessssseesssssssessssssssessssssssssssssssssssssssans I
LLiStes des fIGUIES....cciiceiiriirrsnnnnriccsesssssssnnsssreecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanssns 11
LiStes ADIEVIALIONS ..ccccueiieiieiiiiseriissnicssnnicssnncsssncssssncsssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss III
INLrOAUCEION cucceennenieiiiintieiiiinteeieiinteeccsnnetecssiseeessssssesessssssessssssssessssssssassssssssnssssssssnssssssans 1

I. ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. La culture de 1a tOmate ........cueieeiiinniieiissniieiissneicisssneeecssssseecsssssseecssssssessssssssssssans 5
[.1.1. La tomate dans 1€ MmONde ............occueeiimiiiiiiiiiiiiiieiic e 5
L1.2. Latomate €N AIZETIE ....coeveeiiiiiiiiiiiiieee ettt e e e e ettt e e e e e e e e eaeeeeeeennanns 6
1.1.2.1. Répartition de la culture de la tomate en AIErie .......cccevvurreersrnriccssrnnrecssnnns 7
[.1.2.2. Les variétés de tomate cultivées en AIZErie ..........ccccccvveeeeeniciiiiiieeeeeeeeeeiineeeen. 7
L.1.3. Origine gE0Zraphi(JUe .........ccoovverierssrnricssssnriessssnsiesssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssassass 8
L.1.4. Description DOtani(UE ........cccceeeeecvsrnnnereicccsssssssnnssssescsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 8
L.1.5. Exigences de 1a CUlture ........cccooovvvnneeriiccccsssssssnnneeieccsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 10
L.1.6. Principaux ravageurs et Maladies ........ccccoevevvvrnnnriicccssssssssnnnnreescssssssssssssssssssssssssnns 9
I.2. Le mildiou (Phytophthora infestans (Mont.) de Bary ..........cccceeccsicscsrnnnneecccccsssssnnnnnns 11
[.2.1. Origine et historique de ’agent pathogene .........ccocoiviiiiiieiiiiiiiieeee e, 11
1.2.2. POSIition taXONOMUGUE ....cccccuvvrriiireeeeeeriiiiiiieeeeeeeeessnaerareeeeeesasasnsnnseeeaeessessssssssseeees 12
1.2.3. Description morphologiqUe  ......c.eeieiiiiiiiiiiiiiiee ettt 12
1.2.4. Trait de vie de 'agent pathogene ..........ccuvviiiiiiiiiiiiiee e 13
L.2.5. SYMPLOMES  .oeeiiiiiiiiieeee ettt e e e e ettt e e e e e e e aaaaeeeeeeesesesnsasraeeeaeeeeesnnnnsnsneees 15
[.2.6. Facteurs climatiques favorisant le développement du P. infestans ...........cccccuueeee.. 15
L.3. Caractérisation génotypique et phénotypique de P. infestans .........ceevereerescuresenns 17
[.3.1. Marqueurs ZENOLYPIQUES  ......uveerieeeeiiiiiiiiiiieeeeeee e ettt et e e e e e ettt e e e e e e e e eaeeeeeeeees 17
L3.1.1. Marqueurs SSR oo 17
[.3.2. Marqueurs phenOtYPIQUES  ......ccooviiiiiiiiiiiieiiiieee e e e e e 18
L3.2.1. MAtING EYPE  eeveeeeeiiieee ettt ettt et e e et e e 18
L322, VITUIEICE oottt e e e e 18
L3230 AQIESSIVILE .ottt 18
1.3.2.4. Réponse a différentes gamme de temperature ..........cccoecveeeevrcieeeennineeeenninneeenn. 19
[.3.2.5. Resistance au métalaxyl ..........cccocciimiiiiiiiiiiiiiiic e 19

L.4. Génotypes ancestraux et les différentes migrations ........c.cccccceevvcneiecsscsnenecsscsnssecsnes 19



L.5. Génotypes actuels existants dans le MONAe .........ccceerveeeeeenrrnnnreccsssnneecssssnssecsssonsascsnes 20

L.6. Spécialisation parasitaire du P. IHfeSIANS ......ccccecereeerrcsneecssssnsssessssssascsssnssssssssnssssssee 21
1.7. Méthodes de lutte contre le MIldiOU .......ccueeeeveeiiveiiisseriissnricssercssneiessnenessnncssneecnns 22
L7.1. MESUIES PIEVENLIVES  coeeeieeiuiiiiiiiiieeeeeeeiiiiiiitteeeeeeee ettt eeeeeeseesiabbeeeeeeesessnnnnnnneeeeas 22
L7.2. Lutte CRIMIQUE ....uvviiiiiieiiiiiiiiieeee ettt e e e e e et e e e e e e e e seaaeeaeeas 22
[.7.3. RésiStance varibtale ............cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeecc e 23
1.7.3.1. RésiStance SPECIIIQUE .......uuvviiiiieeiiiiiiiiiieeee et e e 23
1.7.3.2. Résistance non SPECIIIQUE  ....ceeveririiiiiiiiiiiee e et e e e 23
[.7.3.3. RESIStance NON NOLE .....cocuuviiiiiiiiiiiiiiiiice et 24

II. MATERIELS ET METHODES

IL.1. Prospection et échantilloNNage ............coevvuuiiiiiiiieeriiiriiiieee e e e e e e e e e 25
TL.2. TSOIEMENE ...eeiiiiiiiiee ettt e e ettt e e et e e e e ee e e 28
I1.3. Caractérisation génotypique (méthode SSRS).......ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 29
I1.3.1. EXtraction d’ADN .....ccoiiiiiiiiiiiee ettt et 29
I1.3.2. PCR (Polymerase Reaction Chain) ...........cccceeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeiiiieeeee e 30
I1.3.4. Analyse des dOnnées ZENELIUES ......cccuvvvirieeeeeeriiiiiiiiieeeeeeeeeiireeeeeeeeeensneeaaeeeees 31
I1.4. Caractérisation PhENOLYPIQUE ......eeviiiiiiiiiiiiiiiiieee et ee e e e e e eeees 32
I1.4.1. Détermination du type de compatibilité sexuée (Mating type) .......ccccceeevevvvvnnenn. 32
I1.4.2. Etude du niveau de résistance des isolats a I’égard du fongicide (Metalaxyl) ...... 33
I1.4.2.1. Incorporation des doses du fongicide dans le milieu de culture .................... 34
I1.4.2.2. Lecture et notations des réSUltats ............cccooiuieiiiiiiiiiieiiiiiiee et 34

I1.4.3. Effet de la température (in vitro) sur la croissance mycélienne des isolats de

PodnfeStanS ..cooooooeeeiiieieeeeeee e, 35
I1.4.4. Etude de la spécialisation parasitaire des isolats de P .infestans sur les deux plantes
hotes tomate et POMME A€ LEITE ........ceeteeiriiiiuiiiiiiieeeeeeeeieeee e e e e e e e e e e e eeeseeeeeees 35
IL4.4.1. Matériel VEZELal .......ccoooiiiiiiiiiiiiiiieiee e 36
I1.4.4.2. Matériel fONZIQUE ....cooiiiiiiiiiiiiiiieee et e e e et e e e e e 36
11.4.4.3. Préparation de P'INOCUlUM .......c.cooviiiiiiiiiiniiiiiiiceieceecceccee e 39
I1.4.4.3.1. Pré-mn0oculation ...........coeiiiiimiiiiiiiiiiieeeee e 39
I1.4.4.3.2. INOCUIAtION CIOISEE .....eviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt e e 39
[1.4.4.4. Lecture et notations des ré€Sultats .............ccceeeeeieriiiiiiiiiiieeeeeniiniieieeeee e 40
I1.5.Résistance variétale a I’égard de P. infestans ............ccooceeevveiiniiiiniieennieeinieeeneeene 42
IL.5.1. Evaluation de la résistance des variétés de tomates sous abri Serre ..................... 42

I1.5.1.1. Situation et caractéristiques de lieu d’expérimentation ...........ccccceevveeennnen. 42



IL.5.1.2. Matériel VEZELAL .......coooviiiiiiiiiiiiiiiee et ee e 43

I1.5.1.3. Dispositif eXperimental ...........ccccceerrmriiiiiiiiiiieeeiiiiieeeeee e ieeeee e 43
I1.5.1.4. CONAUILE A€ TESSAT .uuveeiieneeeiieeee et eee e e eeaeeeeeeans 43
I1.5.1.5. Notations des SYMPLOMES. .. ..uveeenuteentteteenteeiteateeieeaeeneenneeannenn 45
11.5.2. Evaluation de la résistance des vari€tés en conditions controlées .........c............. 46
I1.5.2.1. Matériel VEZELAl ........ccoovviiiiiiiiiiiiieieeeeee et e e e 46
I1.5.2.2. Matérie]l fONZIQUE .....cceeviiiiiiiiiiiiieee ettt ee e e e e e e e taereeeeeeeeeas 46
I1.5.2.3. Préparation de I'INOCUIUM .......cccoiiiiiiiiiiiiiiieieeiiieeeee e 47
TI1.5.2.3.1. Pré-INOCUIATION  ..eiiiieiieieiiie ettt et e e e s e aaeeeeaans 47
TI1.5.2.3.2. INOCULALION cevuniiiniieiie ettt ettt et e et e et e eaeseaaeeeanns 47
11.5.2.4. Lecture et notations deS TESUITALS ....cevunieeneieiee et et et e e e eeeeeeenes 47
I1.6. Analyse statistiques des TESUILALS ........cceeuviiiiiieeeiieiiiiieeee e e e e e 48

III. RESULTATS ET DISSCUSSION

IIL 1. DIVersit€ SENELIQUE ....cceeeeeiiuieiiiiiieeeeeeeiiieeteeeeeeeeeeiitae e eeeeeeeesnanrareeeeeeeesssnnnneneeeas 49
IIL.1.1. Polymorphisme des SSR au niveau de la population ..........cccccceeeeniiiiieennineeen. 49
II1.1.2. Classification de la population en MLLs (Lignée clonale) et en MLGs (sous
1020) o101 1803 1) I U UUPRPPP 50
II1.1.3. Etude de la structure de 1a population ............cccceeciviiieieeeiriniiiiiieeeee e 52

III. 2. Caractérisation phénotypique des 1SOlats ...........eeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 56
III. 2.1. Détermination du type de compatibilité sexuée (Mating type) des isolats collectés
...................................................................................................................................... 56
II1.2.2. Niveau de résistance exprimé par quelques génotypes de P. infestans a I’égard du
INELALAXY L. ...eeeiee ettt e ettt e e et e e e abaee s 56
I11.2.3. Effet de la temperature sur la croissance mycélienne des isolats ....................... 60

II1.2.4. Etude de la spécialisation parasitaire sur les deux plantes hotes (tomate et pomme
(4 (1= 4 (=) PR 64

II1.2.4.1. Evaluation de I’agressivité des différents génotypes selon les deux hotes ....64

I11.2.4.2. Expressions de la virulence spécifique des différents isolats selon leurs

ROLES A OTIZINE  o.eeviiiiiiieiiee ettt ettt e sttt s e e es 66
III.3. Evaluation de la résistance de quelques variétés de tomates sous serre et en conditions
controlées a I’égard du mildiou ........ccceiiiiiiiiiiiii e 69

II1.3.1. Comportement variétal de la tomate (sous serre) a I’égard du mildiou ............... 69

II1.3.1.1. Pourcentage de destruction foliaire ...........cccccceeviiiiiiiniiiiecinniiieceniieeeee 69



II1.3.1.2. Evaluation du comportement variétél selon I’AUDPC (Area Under the disease
PTOZIESS CUTVE) .eeeeeeeeiiuiiiirrtteeeessaaaiuuttteeeeeessasausetateeeeessssssannnssreeeeessssssnnssseeeeeeessssnnnnes 71

II1.3.2. Comportement variétal de la tomate en conditions contrdlées a 1’égard du mildiou

...................................................................................................................................... 72
II1.3.3.Corrélation entre le comportement des variétés sous serre et en conditions
COMEIOLERS ...eeeiniiiiee ettt e ettt e e et e e e eabteeeeeasreeeens 76
TIL4. DISCUSSION  .eeiiiiiiiieiiiiiiee ettt e ettt ettt e ettt e e ettt e e ettt e e e et e e e e eabaeeeeenasaneeens 77
CONCLUTION ET PERSPECTIVES .....coiiniiiniitinsniicnsnnicssnnnessnsncsssssessssssssssssssssssses 86
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
ANNEXES

COMMUNICATIONS ET PUBLICATIONS
RESUME



INTRODUCTFN‘ .

9.

A Q”?b |

[




INTRODUCTION GENERALE

La tomate (Solanum lycopersicum L.) est une culture importante cultivée dans le monde
entier dans les climats tropicaux a tempérés. C'est le deuxieme légume le plus consommé
apres la pomme de terre (Sadashiva et al., 2016 ; Kalia et Palanisamy, 2014). La tomate
appartient a la famille des Solanacées qui comprend plus de 3000 especes trouvées dans
différents habitats (Knapp et Peralta, 2016). Les especes sauvages de tomates sont indigénes

de la région ouest d’Amérique du sud (Tahira et al., 2008).

La tomate au méme titre que la pomme de terre occupe une place trés importante dans
I’économie agricole Algérienne, comme c’est une plante des régions tempérées celle-ci est
cultivée durant toutes les saisons de 1’année et s’adapte a tous les étages bioclimatiques de
notre de pays, y compris les oasis du sud. En raison de I’importance de cette plante sur le plan
nutritionnel et diététique, le ministére de 1’agriculture et du développement rural a établi de
nombreux programmes nationaux en sa faveur, afin de remédier aux éventuels déficits, par
I’introduction de nouvelles techniques de production ayant permis d’améliorer les rendements
durant ces dernieres années par rapport aux années précédentes. Ces améliorations ont vu les
superficies augmentées de 20 079 en 2007 a 22 556 en 2016, soit un accroissement de 2 483
ha. La production a doublé durant ces dernieres années, celle-ci est passée de 567 313 tonnes

en 2007 a 1 280 570 en 2016 (FAO, 2016).

La culture de la tomate est répartie en quatre grandes zones de production en Algérie :
I’est : (Skikda, El-Taref, Annaba, Guelma, et Jijel), le centre (Blida, Alger, Boumerdes,
Béjaia, Chlef, Tipaza et Ain Defla ), les régions de 1’Ouest (Rélizane, Mostaganem, Mascara,
Ain temouchent, Sidi-Bel-Abbes et Tlemcen ) et enfin la région du Sud : (Adrar et Biskra ).
Selon les saisons de 1’année cette culture est menée soit en plein champs ou sous serre, le
choix des variétés est tres important selon le mode de croissance et ’orientation de la
production soit vers la consommation fraiches ou bien orientée vers 1’industrie afin de

produire de la tomate conserve, jus ou autres....

Souvent la tomate (Lycopersicon esculentum L.) et la pomme de terre (Solanum tuberosum
L.) sont cultivées dans le méme environnement et subissent souvent les mémes contraintes
biotiques et abiotiques. Dans la plupart des cas ces deux cultures hébergent les mémes
parasites qui se déplacent d’un hote a un autre. Parmi les maladies les plus redoutables, le

mildiou causé par Phytophthora infestans (Mont.) de Bary est connu par les anglo-saxons



sous le nom de «Late blight ». Ce pathogene est un Oomycete, hémibiotrophe presque

obligatoire dans les conditions naturelles et agricoles (Fry, 2008).

Ce pathogene est originaire du Centre du Mexique plus précisément de la vallée Toluca, ou
il a été détecté pour la premiere fois sur la cote Est Américaine en 1843 (Griffith, 2007).
Ensuite, en Europe ou il a fait son apparition dramatique en Irlande en 1845-46, entrainant
une importante famine qui a provoqué la mort de plus d'un million et la migration de plus d'un
million et demi de personnes vers I’Amérique (Erwin et Ribeiro, 1996). Plusieurs travaux de
recherches ont été effectués dans le passé afin de préciser la nature et la biologie de I’agent
causal. Anton de Bary en 1861 a démontré qu’un oomycete était 1’agent responsable de cette
maladie pour finalement le renommer Phytophthora infestans en 1876, cette dénomination est

resté inchangée depuis plus d’un siecle (Griffith, 2007).

Sur le plan reproduction cet oomycete, est hétérothallique avec deux formes sexuées (Al,
A2) et parfois auto-fertile (Mizubuti et Fry 2006). Lorsque les deux types d'accouplement, Al
et A2, se rencontrent dans le méme environnement, il en résulte la production de la forme
sexuée qui est I’oospore (Goodwin, 1997; Fry, 2008). Les cycles de reproduction asexués sont
responsables d'épidémies dévastatrices par la reproduction des sporanges qui peuvent germer
directement (pour produire un tube germinatif) ou indirectement par la libération des
zoospores (Fry et al, 2015). Dans des conditions climatiques fraiches et humides, le mildiou
est une maladie tres dommageable pour la tomate, une culture infectée par ce pathogene peut
étre completement anéantie au bout de 7 a 10 jours causant ainsi de graves pertes
économiques qui se caractérisent par une diminution du rendement suivi d’une réduction de la
qualité de la production sans compter les couts élevés des fongicides et des méthodes de lutte.
Cette maladie attaque toutes les parties aériennes de la plante, les tubercules chez la pomme
de terre et les fruits chez la tomate. Elle peut se déclencher a n’importe quel moment de la

saison, lorsque les conditions de températures et d’humidité sont favorables.

Une grande partie des travaux de recherche sur le mildiou (Beninal et al., 2008 ; Corbiere
etal., 2015 ; Rekad et al., 2017), en Algérie comme a 1’échelle mondiale a été consacré au cas
de la pomme de terre, méme si dans les systemes agricoles méditerranéens, les cultures de
tomate occupent une place importante et coexistent souvent avec celles de la pomme de terre.
En Algérie, la culture de la tomate (maraichere et industrielle) occupe une superficie de
22 556 ha avec une production qui a atteint les1 280 570 de tonnes (FAO, 2017). Malgré les

potentialités que posséde I’Algérie en maticre de ressources naturelles, les rendements



demeurent assez €loignés de ceux enregistrés dans d’autres pays méditerranéens producteurs
de tomate (Tunisie, Maroc, Espagne, France, Italie), dont les rendements varient entre 350 et
1500 Qx/ha (FAO, 2008). Cependant, cette culture connait beaucoup de désordres sur le plan
cultural et phytosanitaire ou le mildiou, figure parmi les principales contraintes avec des
pertes pouvant atteindre jusqu’a 50 % de la récolte comme rapportées durant la campagne

agricole 2010- 2011.

L’amélioration du controle de la maladie requiert une bonne connaissance de la
composition de populations pathogeénes présentes, et en particulier une €valuation de leurs
caractéristiques génétiques, de leur pouvoir pathogene et des risques de transmission entre

différentes cultures.
Objectifs de la these :

Considérant, les données antérieures acquises sur les populations présentes sur pomme de
terre en Algérie, nous avons orienté notre these sur les populations infectant les cultures de

tomate, en travaillant autour de quatre grands axes :

Premiere partie : décrire la structure des populations présentes sur les cultures de la
tomate, autour de la région d’Alger, notamment dans d’autres zones a proximité comme la
wilaya de Tipaza et de Boumerdes. Par la suite, une collection de souches de P. infestans, a
été établie comportant des isolats collectés de 2010 jusqu’a 2016. Ces, isolats ont été
caractérisés génétiquement via des empreintes moléculaires (SSR) afin de connaitre les
différentes lignées clonales existantes en Algérie sur la culture de la tomate et d’analyser leur
répartition au cours du temps et entre zones de culture en une méme année. Comparer les

données génotypiques avec d’autres pays méditerranéens ou plus éloignés (USA).

Dans une deuxieme partie , identifier les propriétés biologiques des isolats de P. infestans
collectés a partir de la tomate en caractérisant leurs types sexuels (Al ou A2) par le test de
compatibilité sexuée (Mating type) et étudier leur niveau de résistance a 1’égard du fongicide
le plus utilisé contre le mildiou dont la matiere active est le Metalaxyl afin d’identifier
d’éventuels génotypes ou souches ayant développé une résistance a 1’égard de cette maticre
active. Identifier leurs caractéristiques écologiques, comme la tomate est une culture des
régions tempérées chaudes, celle-ci doit abriter des populations pathogenes ayant les mémes
exigences thermiques ou ayant une grande plasticité a s’adapter aux hautes températures a cet

effet, nous avons effectué des tests dans différentes gammes de températures afin de tracer les



courbes de température pour voir les variations intra clonales et entre génotypes au sein de la

population en matiére d’exigence thermique par rapport a leur développement.

Dans une troisieéme partie, comparer entre les symptomes occasionnés sur la tomate et sur
la pomme de terre et voir I’existence d’une éventuelle spécialisation parasitaire en comparant
entre 1’agressivité sur les deux hdtes en utilisant plusieurs isolats appartenant a différents

génotypes. Les tests on été effectués sous des conditions contrdlées au laboratoire.

Enfin dans la quatrieme partie : évaluation de la résistance variétale de quelques lignées
ayant une bonne valeur agronomique sous serre et identifier leur niveau de résistance a
I’égard du mildiou en effectuant une estimation par rapport au taux de destruction foliaire et
en calculant par la suite I’AUDPC (Area Under the Disease Progress Curve). Ces résultats
obtenus sous serre ont été vérifiés au laboratoire par le test d’inoculation artificielle sur
folioles détachées en conditions controlées. Ce test est effectué¢ dans le but d’une éventuelle

perspective d’une lutte génétique par 1’utilisation de variétés résistantes.






I. ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE
1.1. La culture de la tomate
1.1.1. La tomate dans le monde

La tomate (Lycopersicon esculentum L.) est la deuxieme culture légumiere la plus importante
apres la pomme de terre. La production mondiale actuelle est d'environ 177 millions de tonnes de

fruits frais sur une superficie totale de 4,7 millions d'hectares (FAOSTAT, 2017).

Selon le tableau 1, les deux premiers pays producteurs mondiaux sont la Chine qui représente
31,87 % de la production mondiale suivie de I’Inde avec 10,39%. Ces deux pays produisent plus de
10 millions de tonnes de tomates chaque année. Les USA occupent le troisieme rang mondial.
Toutefois, de nombreux pays tels que la Turquie, I’Egypte, I’Italie et I’Espagne, produisent chaque
année plus d’un million de tonnes de tomates (FAOSTAT, 2017).

En Afrique, I’Egypte est en téte des pays producteurs, avec plus de 7,9 millions de tonnes. Les
pays voisins tels que la Tunisie et le Maroc produisent également plus d’un million de tonnes par an.
Cependant, le Maroc reste le seul pays africain qui tire avantage de Dattractivité du marché
européen avec 87% des exportations vers I’Europe (Blancard et al., 2009). Le bassin
méditerranéen représente la zone principale de production du continent africain vue I’importante

consommation de la tomate durant toutes les saisons de I’année (Blancard et al., 2009).

Tableau 1 : Les principaux pays producteur de la tomate du monde (FAOSTAT, 2017).

Pays Surface cultivée (ha) Rendement (hg/ha) Production (tonnes)
Chine 1 003 992 561 995 56 423 811

Inde 760 000 242 (092 18 399 000

USA 144 410 902 874 13038 410

Turquie 188 270 669 252 12 600 000

Egypte 199 712 397 737 7 943 285

Italie 103 940 619 353 6437572

Espagne 54 203 861917 4 671 807

Tunisie 22 190 587 201 1 303 000

Maroc 15239 807 943 1231 248



1.1.2. La tomate en Algérie

La tomate, au méme titre que la pomme de terre, occupe une place tres importante dans le
systeme maraicher en Algérie. Elle est cultivée durant toutes les saisons de 1’année et s’adapte a

tous les étages bioclimatiques de notre pays. Celle-ci occupe 8,4 % de la SAU (surface agricole

utile) (MADR, 2013).

La culture de la tomate a connu une forte extension durant ces dernieres années en raison de
l'intérét particulier que portent les agriculteurs a cette Solanacée. Ainsi, les superficies ont
augmenté de 20 079 ha en 2007 a 22 556 ha en 2016, soit un accroissement de 2 483 ha. La
production a doublé durant ces dernieres années, celle-ci est passée de 567 313 tonnes en 2007 a
1 280570 en 2016 (FAO, 2017). La production est subdivisée en trois catégories : 18 %
représente la tomate fraiche cultivée sous serre, 42 % tomates fraiches cultivées en plein champ

et enfin 40% sont réservées a la tomate industrielle (Messak, 2014).

L’augmentation de la production de la tomate a été favorisée par les nombreux programmes
nationaux réalisés en sa faveur par le ministére de I’Agriculture et du développement rural, en
plus de I’introduction de nouvelles techniques de production ayant permis des rendements élevés
par rapport aux années précédentes (MADR, 2013). Malgré les potentialités que possede
I’Algérie en matiere de ressources naturelles par rapport aux autres pays du bassin
méditerranéen, celle-ci est loin d’enregistrer des rendements conséquents comparativement a la

Tunisie, le Maroc, ’Espagne, la France et I’Italie (Snoussi, 2010).

Tableau 2 : Evolution des superficies, de la production et des rendements, de la culture de la

tomate en Algérie depuis 2007 a 2016 (FAOSTAT, 2017).

Année Superficies (ha) Production (t) Rendements (q/ha)
2007 20 079 567 313 282,54
2008 19 655 559 249 284,53
2009 20 789 641 034 608,35
2010 21 358 718 235 336,28
2011 20 575 771 606 375,02
2012 21 542 796 963 369,95
2013 22 497 975 075 433,42
2014 22 646 1 065 609 470,55
2015 24 065 1163 766 483,59
2016 22 556 1280570 567,72
2017 23 977 1286 286 536,46



I.1.2.1. Répartition de la culture de la tomate en Algérie

Selon les données du MADR (2013), la tomate est cultivée sur tout le territoire national, y
compris les oasis du sud du pays. Au nord, elle occupe deux grandes régions agro-écologiques a
savoir : les régions littorales et les plaines sub-littorales.

Les régions littorales sont caractérisées par des hivers tres doux et un taux de précipitation de
1000 mm par an. Dans ces zones les sols tres 1égers favorisent le développement des cultures
maraicheres. Les plaines sub-littorales se caractérisent par des sols lourds et de grands
périmetres irrigués. Parmi ces régions, nous avons tout d’abord celles de I’est ot la tomate
industrielle est principalement cultivée dans ces wilayas ; Skikda, El-Taref, Annaba, Guelma, et
Jijel. Ainsi, 84 % des superficies sont réservées a la culture de la tomate (Bouzid et Bedrani,
2013 ; Rekibi, 2015). Au niveau du centre, les wilayas de Blida, Alger, Boumerdes, Béjaia,
Chlef, Tipaza et Ain Defla sont considérées parmi les principales régions de la production. Elles
représentent 12 % des superficies réservées a la culture maraichere. La zone de 1’ouest regroupe
les wilayas de Rélizane, Mostaganem, Mascara, Ain Timouchent, Sidi-Bel-Abbes et Tlemcen
qui, représentent 2,7 % des superficies de la culture de tomate.

Au niveau des hauts plateaux, le climat est un facteur limitant aux cultures maraicheres de
saison et d’arriére-saison. Cependant, la culture de la tomate tend a se développer durant ces
derniéres années (Rekibi, 2015).

Enfin la région Sud, les conditions climatiques ne représentent plus un obstacle aux cultures
maraicheres depuis I’installation gratuite des forages et des systémes d’irrigations, ou souvent
nous retrouvons des petites parcelles réservées a la culture de la tomate dans les oasis.
Cependant, les grandes zones de production sont représentées par la wilaya d’Adrar et en
particulier Biskra qui détient la moitié de la production maraichere algérienne, avec 100 000
abris-serres agricoles pour une production qui a atteint 2,8 millions de quintaux en 2012

(MADR, 2013).

I.1.2.2. Les variétés de tomate cultivées en Algérie

Elles sont trés nombreuses, et se différencient selon le mode de conduites culturales (sous
serre ou en plein champ), selon la demande du marché (en frais ou pour la transformation
industrielle) ou bien selon le mode de croissance déterminée ou indéterminée (Snoussi, 2010 ;
MADR, 2013 ; Messak, 2014).

Au niveau des variétés a croissance indéterminée, la plante ne cesse de croitre en hauteur

jusqu’a épuisement des réserves. Par contre, les variétés a croissance déterminée s’arrétent de



croitre des I’apparition de I'inflorescence terminale (Snoussi, 2010). Le Tableau 2 résume en

général les variétés de tomates cultivées en Algérie.

Tableau 3 : Les principales variétés de tomate cultivées en Algérie

Variétés a croissance Variétés a croissance
indéterminée déterminée

Variétés Hybrides Actana , Agora, Akram ,Assala, Amely, Assila, Baheyia ,Chenoua ,
Berbarine ,Bond Bouchra ,Boudour Doukkalia , El Khamar , Farouna, GS12,
,Carmello, Chourouk, Donjose, Hector, Hymar (Sahara), Joker, Karima ,
Doucen ,Khalida, Mondial , Mordjan, Lamantine ,Luxor, Noemy, Ouenza , Red
Nedjma ,Nissma ,Tafna, Tavira, Princess, Santiago, Super Red, Tomalet,
Toufan, Tyerno ,Vernon, Zahra Top 48 , Tover, Suzana, Zigana Zeralda

Variétés fixées Saint Pierre Marmande, Aicha

Les variétés les Actana, Agora, Bond, Nedjma ,Tafna, Farouna, Joker, ,Luxor, Super Red,

plus cultivées en Tavira, Toufan, Tyerno, Zahra Eomlaget, Top 48, Suzana , Zigana,

eralda

Algérie

I.1.3. Origine géographique

Plantes indigenes de la région latine comprenant le Pérou, la Bolivie, I’Equateur, la Colombie
et le nord du Chili (Bauchet et Causse, 2012). Elle a été domestiquée pour la premiere fois par
les Indiens Mexicains « Aztheéque » qui lui ont attribué le nom de « Xitomalt » qui est a ’origine
actuel du mot tomate ( Knapp et Peralta, 2016). Peu apres la découverte du nouveau monde par
Christophe Colomb vers le XVI° siecle, cette plante accompagna les explorateurs espagnols lors
de leur retour en Espagne. Elle prit ainsi le nom de « pome dei moro » (pomme mauresque), des
écrits d’Italie qui remonte a 1544, ont mentionné que les premicres appellations de la tomate
étaient « pomo d’oro » qui veut dire pomme d’or, une indication que les premieres especes qui

ont atteint le vieux monde étaient de couleur jaune (Brouwer et al., 2000).

Cette espece a été également introduite en Algérie par les cultivateurs espagnols
« Tomateros », la premiére consommation de la tomate a débuté dans la région d’Oran en 1905

puis, s’étendit vers le centre pour atteindre par la suite le littoral algérois (Latigui, 1984).

I. 1.4. Description botanique

La tomate est une plante vivace cultivée comme annuelle, une dicotylédone appartenant a la

famille des Solanacées, qui regroupe des especes cultivées bien connues telles que la pomme de



terre, le tabac, l'aubergine et le poivre (Tahira et al., 2008). Le genre Solanum renferme la
tomate cultivée Solanum lycopersicum anciennement appelé Lycopersicon esculentum avec ses
13 parents qui renferment la tomate cerise Solanum var cerasiforme et d’autres especes sauvages
a savoir ; Solanum arcanum , S. cheesmaniae , S. chilense , S. chmielewskii ,S. corneliomulleri ,
S. galapagense , S. habrochaites , S. huaylasense , S. neorickii , S. pennellii , S. peruvianum et
S. pimpinellifolium (Kalia et Palanisamy, 2014). En outre, tous les membres de la section
lycopersicon sont des especes diploides étroitement apparentées (2 n = 24) (Kimura et Sinha,
2008).

Comme le montre la figure 1, la tomate est une plante herbacée, avec un systéme racinaire qui
comporte une racine principale pouvant atteindre plus de 50 cm de profondeur, a partir de
laquelle se développent des racines latérales et adventices. La tige peut atteindre une longueur
de 2 a 4 m, celle-ci est pleine, fortement poilue et globulaire. Les feuilles sont poilues et varient
en taille et les fleurs sont de couleur jaune disposée en grappes. Le fruit est une baie charnue, de
forme globulaire ou aplatie avec un diametre qui varie de 2 a 15 cm, variant du rouge, rose ou
jaune a maturité. Les graines sont nombreuses, en forme de rein ou de poire. Elles sont poilues
de couleur beige ou brune et leur taille varie et de 3 a 5 mm de long et 2 a 4 mm de large (Naika

et al., 2005).

Figure 1 : Plante de la tomate (https://www.pinterest.com/pin/828873506407456443/)



I.1.5. Exigences de la culture

La tomate s’adapte a divers climats allant du climat tempéré au climat tropical chaud et
humide (Naika et al., 2005). Pour ce qui est sa température optimale, celle-ci se situe entre 21 et
25° C, en fonction du stade de la culture. Par conséquent, quelques degrés au-dessus de la
température optimale entrainent une diminution de la nouaison. Aussi, une température de plus
que 35°C affectera la germination, la floraison et le mirissement de I’ensemble des fruits
(Sadashiva et al., 2016).

Quant a la lumiere, celle-ci est exigeante en énergie lumineuse et un manque peut inhiber
l'induction florale. La réduction de la lumiere baisse le pourcentage de germination du pollen
(Bamouh, 1999). Concernant, le sol, la tomate préfere les terres limoneuses profondes et bien
drainées avec un pH compris entre 6 a 6,8 (Naika et al, 2005 ; Kimura et Sinha, 2008).

Les besoins en eau de la culture de tomate évoluent selon ’environnement et le stade de
développement de la plante. Un manque d’eau durant la phase de maturation des fruits destinés a
la transformation est bénéfique pour leur qualité, qui se traduit par une augmentation du taux
d’extraits secs (Sadashiva et al., 2016).

Les éléments minéraux majeurs (N, P, K) jouent un réle crucial dans le développement de la
plante et une carence en azote peut se traduire par un feuillage vert clair, tandis qu’un exces peut
induire une végétation abondante et un retard de maturation des fruits. En outre, le potassium
est un facteur de qualité ; ses besoins augmentent dés le début de la récolte. Pour le phosphore
bien que la plante ait besoin de quantités moindres par rapport aux deux éléments précédents,
son importance est primordiale au niveau de 1’enracinement, la fructification et la précocité de la

production (Fadl et Chtaina, 2010).

I.1.6. Principaux ravageurs et maladies

La tomate est une culture tres sensible aux maladies qui peuvent étre d’ordre biotiques ou
abiotiques, provoquant ainsi des perturbations au niveau du végétal qui se traduisent par des
symptomes visibles, une diminution de la vigueur et de la production chez la plante (Déclert,
1990 ; Sadashiva et al., 2016).

Les causes biotiques des maladies sont dues a plusieurs bioagresseurs a savoir: les
champignons, les bactéries, les virus, les insectes, les nématodes et autres ravageurs (Reddy,
2016). En outre, les facteurs abiotiques peuvent également avoir des effets négatifs sur la
croissance de la plante et la productivité de la culture ; ces facteurs sont en relation avec les

changements environnementaux tels que les températures extrémes, la sécheresse, I’exces en eau
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, la toxicité des métaux lourds, la salinité et le stress oxydatif, a rajouter les carences en éléments
majeurs comme le N, P, K et les éléments mineurs tels que ; B, Ca, Fe, Cu, Mg, Mn, Mo, S, Zn

(Baire et al., 2010 ; Sadashiva et al., 2016).

1.2. Le mildiou (Phytophthora infestans (Mont.) de Bary)
I.2.1. Origine et historique de I’agent pathogéne

Le centre du Mexique plus précisément la vallée Toluca est considérée comme le centre
d’origine de ce pathogene, ces deux formes sexuées (Al et A2) existent depuis 1960 en un méme
ratio. La population est tres diverse sur le plan génotypique et phénotypique en cette partie du
monde. Cette région renferme également, un grand nombre de Solanacées sauvages et cultivées
considérées comme des especes hotes. Cependant, parmi ces especes, certaines possedent des
genes de résistance a I’égard du Phytophthora infestans (Niederhauser, 1991 ;Goodwin et
Drenth, 1997; Griinwald et al., 2001). Au niveau du centre d’origine, il existe aussi d’autres
especes endémiques du genre Phytophthora comme P. mirabilis, P .ipomoeae et P. phaseoli

(Griinwald et Flier, 2005).

Une étude récente, basée sur des comparaisons entre des populations du Mexique et des
Andes utilisant des marqueurs SSR, ont confirmé que le Mexique est le centre d’origine puisque
la population qui se trouve en cette partic du monde, est tres diverse et se reproduit par voie

sexuée contrairement aux Andes (Goss et al., 2014).

Le mildiou a été détecté pour la premiere fois sur la cote Est Américaine en 1843 (Griffith,
2007). Ensuite, en Europe, cette maladie a fait son apparition dramatique en Irlande en 1845-46,
provoquant une grande famine qui a entrainé la mort de plus d'un million d'habitants ainsi que la
migration de plus d'un million et demi de personnes (Etrivon, 1996 ; Erwin et Ribeiro, 1996 ;
Fry et Goodwin, 1997 ; Strange, 2003). Beaucoup de travaux de recherche ont ét€¢ menés dans le
passé afin de préciser la nature et la biologie de 1’agent causal (Semal, 1995). Tout d’abord, le
pathogene a été décrit comme étant Botrytis infestans par Jean Montagne dans le milieu du 19°™
siecle (Mizubuti et Fry, 2006). En 1861, apres quinze années de recherches Anton de Bary a
démontré que ’agent est un oomycete responsable de cette maladie et a publié ses recherches sur
le cycle biologique du pathogene pour finalement le renommer  Phytophthora infestans en

1876 ; cette dénomination est restée stable depuis plus d’un siécle (Griffith, 2007).
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L.2.2. Position taxonomique

Le mildiou était percu comme une maladie fongique, mais le genre Phytophthora n'a aucun
lien de parenté avec les vrais champignons (Bjorn, 2007). Ce pathogene est actuellement
considéré comme un Oomycete appartenant au regne des Chromista ou Straminopila (Nelson,
2008). Les Oomycetes différents des champignons supérieurs par leur mycélium coenocytique
non-septé, par leurs parois cellulaires qui contiennent de la cellulose au lieu de la chitine qu’on
ne retrouve pas chez les champignons supérieurs (Bjorn, 2007). Au cours de leur cycle de vie,
les Oomycetes, forment des spores mobiles (zoospores) munis de deux flagelles, celles-ci les
rendent mobiles et capables de nager. Cette caractéristique peut é&tre vue comme une
indication d'une origine aquatique. Les Oomycetes du genre Phytophthoran’ont pas la
capacité de synthétiser des stérols et de la thiamine comme les vrais champignons (Erwin et

Ribeiro, 1996).

D’apres Kirk et al, (2008), la classification de Phytophthora infestans (Mont.) de Bary est établie
comme suit :

Reégne : Chromista ou Straminopila
Phylum : Oomycota

Classe : Peronosporea

Ordre : Peronosporales

Famille : Peronosporaceae

Genre : Phytophthora de Bary.

1.2.3. Description morphologique

Le Phytophthora infestans possede un mycélium coenocytique hyalin a développement
endogene, celui-ci attaque les cellules vivantes, dans lesquelles il forme des sucoirs (Lepoivre,
2003). De plus, cet Oomycete est hétérothallique, avec deux types d'accouplement (Al ou A2),
qui produit des sporanges citriformes qui renfermant a leur tour des spores mobiles ciliées qu’on
appelle zoospores. Lorsque ce pathogene se reproduit sexuellement, une spore a paroi épaisse
(oospore) est formée (Mizubuti et Fry 2006). Les oospores sont de forme apleurotiques avec un
diametre en moyenne d'environ 30 um. D’apres Gallegly et Hong (2008), les organes de
reproduction sexuée ou oogones sont globuleux et mesurent en moyenne 37um de diametres

telles que les anthéridies qui sont généralement allongées, mesurant environ 23 x 18um (Gallegly
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et Hong, 2008). Ces structures sexuelles (anthéridies et oogones) sont diploides et ont des parois

cellulaires riches en glucanes (Mizubuti et Fry, 2006).

1.2.4. Trait de vie de ’agent pathogéne

Le P .infestans est un Oomycete hétérothallique et un organisme hemibiotrophe en condition
naturelle ou en plein champ (Fry, 2008). Le cycle asexué du pathogeéne est initié tout d’abord par
la dissémination des sporanges ou des fragments de mycélium par le vent ou la pluie a partir des
organes des plantes infectée, ces sporanges atteignent 1’hote sensible. Si les températures sont
élevées entre 20°C et 25°C, les sporanges germent directement via des tubes germinatifs et
pénetrent dans I’organe du végétal. Cependant, si les températures sont basses entre 10° et 15°C
les sporanges liberent des zoospores qui s’enkystent et forment une paroi qui libére des
glycoprotéines adhésives qui facilitent la liaison a la surface des plantes, le tout se fait en une
minute environ. Apres environ 2 heures, chaque kyste étend un tube germinatif qui gonfle pour
former ensuite, un appressorium sur les surfaces hydrophobes, telle que la cuticule des plantes
(Fry,2008 ; Judelson et al., 2008 ; Thorez, 2009). Le mycélium de 1'agent pathogene pénetre dans
les parois des cellules directement, envoie des sucoirs et se ramifie a travers les tissus internes
de la plante, il détruit rapidement les cellules et conduit a I'élaboration de la nécrose
caractéristique du symptdme du mildiou (Thorez ,2009).

Le cycle sexué est réalisé lorsque les deux types de compatibilité Al et A2 sont présents dans
le méme tissu de la plante, les oospores peuvent étre produites (Agrios, 2005). Ces oospores,
sont probablement importantes pour la survie a long terme de 1'agent pathogene dans le sol.
Cependant, leur importance dans le cycle infectieux du pathogene n'a pas encore été
définitivement fixé (Hausleten et Miinchen, 2006). Ces oospores peuvent a leur tour germer
directement en produisant des sporanges qui liberent soit des zoospores ou qui germent en
produisant des tubes germinatifs (Gallegly et Hong, 2008). Griinwald et Flier (2005), affirment,
que les oospores sont censées avoir deux fonctions principales dans le cycle de vie du
P. infestans. D’abord, ils fournissent un moyen de survie et pourraient donc servir d’inoculum
primaire pour le développement épidémique de la maladie. Deuxiemement, ils offrent un moyen

de recombinaison sexuée. Conduisant a une variabilité et diversité génétique.
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Figure 2 : Cycle de développement et de la maladie chez P. infestans d’apres Agrios (2005).
A : Oospore . B: Sporange. C: Sporange libérant des zoospores. D : Zoospore bicilié .

(Photographies : R. Corbiere, S. Belkhiter) .
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L.2.5. Symptomes

Une culture attaquée par P.infestans peut €tre détruite au bout de 7 a 10 jours entrainant ainsi
de grandes pertes économiques : baisse du rendement, détérioration de la qualité de la récolte,
diminution la période de stockage et colts élevés diis a 1’application des produits fongicides
(Foulad et al., 2012). Ce pathogene peut attaquer toutes les parties aériennes de la plante
(feuilles, tiges, pétioles, fruits) et infecter aussi la semence de la tomate et les tubercules chez la
pomme de terre (Nowicki et al., 2013). Au niveau, du feuillage les I€sions apparaissent comme
des taches indéfinies, imbibées d'eau qui se développent rapidement en I€sions vert pale a brun
noirdtre couvrant ainsi une grande partie de la foliole. Par temps humide, la partie abaxiale des
folioles infectées est couverte d’un feutrage blanc souvent confondu avec la maladie de I'oidium
dont les spores apparaissent habituellement a la surface supérieure des folioles chez la tomate. La
maladie progresse rapidement, le feuillage devient jaune puis brun et la plante s’enroule, se
ratatine et meurt (Nelson, 2008). En outre, au niveau des fruits de la tomate, les 1ésions donnent
des marbrures brunes sans avoir un aspect mou, et par la suite apparition d’un duvet blanc par
temps humide (Griffith et al, 1995 ;Nelson, 2008). Chez la pomme de terre cette maladie
touche également les tubercules et réduit considérablement la qualité de la récolte et peut
entrainer une perte totale de la production. Les tubercules infectés peuvent aussi représenter une
source d'inoculum primaire pour la saison prochaine (Bjorn, 2007). Les tubercules contaminés
par la maladie pourrissent rapidement pendant la période de stockage dii a des infections

secondaires causées par le mildiou et par d'autres organismes de pourritures (Widmark, 2010).

1.2.6. Facteurs climatiques favorisant le développement du P. infestans

La propagation et la nuisibilité du mildiou est plus importante en conditions fraiches et
humides. Dans les régions maritimes, le mildiou apparait chaque année. Par contre dans les
régions plus seches, il est moins fréquent ou cause moins de dégats (fig.2) (Platt, 2008). La
température favorable au développement du pathogene est de 15°C a 25 °C ; a cette gamme de
températures les sporanges sont produits dans les 14 heures qui suivent ’infection. Alors qu’a
des températures basses entre (9 a 15°C), la production des sporanges est retardée jusqu’a 48
heures (Agrios, 2005). A des températures avoisinant 20 °C ou plus, les sporanges se détachent
et germent en formant un hyphe en croissance, alors qu’a des températures plus basses a 12 °C
ou moins, les sporanges subissent un clivage cytoplasmique pour produire des zoospores motiles
(Deacon, 2006). La température optimale a la croissance du mycélium est d'environ 21 °C,

méme si une certaine croissance peut avoir lieu entre 2 a 30 °C. Toutefois, si les températures
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augmentent et restent a environ 26 °C, le pathogene ne peut pas résister, ces hyphes meurent

généralement en une semaine (Alexopoulos et al ., 1996). Quant a 'humidité relative optimale,

elle est de 100% et, un minimum de 9% pour la production de sporanges (Alexopoulos et al .,

1996).

Figure 3 : Symptomes de mildiou sur différents organes de tomate .A : Champs completements
détruits par le P. infestans. B : Sur fruit. C: Sur folioles face supérieure. D : Sur folioles face

inférieure. E : sur tiges (Photographie : Nelson, 2008).
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1.3. Caractérisation génotypique et phénotypique de P. infestans

Les lignées clonales sont des descendants d’un seul individu, cependant des variations
peuvent survenir chez une population par mutations ou par des recombinaisons mitotiques. Des
marqueurs génotypiques et phénotypiques ont été développés afin d’identifier les différentes
variations au sein d’ une population sur le plan morphologique, biochimique ou plus précisément
au niveau de I’ADN. En d’autres parts, ces marqueurs peuvent nous fournir des informations

importantes comme 1’origine et la migration au sein d’une population (Cooke et Lees, 2004).

1.3.1. Marqueurs génotypiques

Des marqueurs caractérisant la variabilité génétique, et le polymorphisme dans certaines
régions d’ADN d’une population sont principalement basés sur les lois de succession
Mendélienne. Ces marqueurs ont été largement utilisés dans les années 80 dans plusieurs travaux
tels que les isozymes (Tooley et al., 1985), la RFLP (Polymorphisme de Longueur de Fragment
de Restriction ) utilisant la sonde RG 57 (Goodwin et al., 1992 ; Forbes et al., 1998), ' ADN
mitochondriale et la détermination de 1’haplotype (Griffith et Shaw 1998 ; Gavino et Fry 2002 ;
Avila-Adame et al., 2005) et enfin, les marqueurs SSR que nous avons utilisés dans notre travail

afin d’identifier notre population de I’agent pathogene.

1.3.1.1 Marqueurs SSR

Les SSR sont actuellement les marqueurs moléculaires, les plus utilisés car ils présentent
beaucoup d’avantages; ils sont hautement polymorphes, reproductibles, neutres,
co-dominants, et relativement faciles a interpréter par des logiciels (Li et al., 2013). Initialement
trois marqueurs (PiG11, Pi4B, Pi4G) ont été testés par Knapova et Gisi (2002), pour étudier les
populations de P. infestans de Suisse et de France. Par la suite, 12 marqueurs (Pi02, Pi04, Pil6,
Pi33, Pi56, Pi63, Pi66, Pi70, Pi89, Pi4B, PiG11, D13) ont été développés et testés pour étudier
des populations de P. infestans d’ Angleterre. Ceux-ci ont montré une diversité trés importante
sur 90 isolats, 68 génotypes ont été identifiés soit 2 jusqu’a 9 alleles par locus ont été observés
(Lees et al ,2006). D’autres marqueurs ont €té rajoutés comme les PinfSSR2, PinfSSR3,
PinfSSR4, PinfSSR6a, PinfSSR7, PinfSSR8 et PinfSSRI11 (Li et al., 2010), pour mieux
détecter le polymorphisme au sein des sous populations du pathogene . L'analyse par SSR est
relativement basée sur peu de marqueurs, les locus sont tres variables et présente une longueur
définie. Cette approche objective de «locus spécifique» facilite 1'analyse des populations et des

N

taxons tels que P. infestans. Les deux alleles co-dominants a un locus sont amplifiés ce qui
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confere des résultats tres fiables pour interpréter la variabilité génétique au sein d’une population

(Cooke et Lees, 2004).

1.3.2. Marqueurs phénotypiques

Concernant P .infestans , il existe peu de caracteres morphologiques pour décrire les isolats
de ce pathogene. Parmi les caracteres phénotypiques les plus étudiés sont le mating type, la
résistance aux fongicides (Metalaxyl ou mefenoxam), la virulence, I’agressivité et les réponses

des isolats a I’égard des différentes gammes de températures.

1.3.2.1. Mating type

L’essai de compatibilité sexuée est basé sur la confrontation d'un isolat inconnu avec des
isolats de type sexué Al et A2 testeurs qui sont connus, la production d'oospores peut étre
observée en dessous d'une boite de Petri sous un microscope optique. Un isolat qui produit des
oospores lorsqu'il est confronté avec un isolat du type Al connu, est désigné par le type A2, et
vice versa. Cette méthode est considérée comme fiable et a été largement utilisée (Cooke et
Lees, 2004). La compatibilit¢ sexuelle ou mating type chez le genre Phytophthora est
indépendante de l'espece, et toute confrontation entre une souche Al et une souche A2 produit
en principe des oospores, quelle que soit la position taxonomique des deux confrontants

(Boccas, 1979).

1.3.2.2.Virulence

Le test de virulence consiste a inoculer un isolat sur une série de pomme de terre qu’on
appelle gamme différentielle, chaque génotype contient un gene ou plusieurs genes de résistance,
les résultats consistent a voir s’il y a contournement de la résistance par les facteurs de
virulence des races du pathogene (Cooke et Lees, 2004).

Chez la pomme de terre onze genes (R1 a R11) de résistance au mildiou, ont été identifiés
chez I’espece sauvage S. demissum (César et a L., 2011). De méme, chez la tomate, des genes de
résistance ont été identifiés chez [’espece S. pimpinellifolium ; ces genes sont Ph-1, Ph-2, Ph-3,

Ph-4, Ph-5 (McGrath, 2015).

1.3.2.3. Agressivité
Généralement ce test est effectué sur feuille détachée pour prédire le comportement de
certains isolats en plein champ (Legard et al., 1995; Goth et Keane, 1997; Foulad et al., 2014).

Le degré d’agressivité est caractérisé par plusieurs traits mesurables comme la taille des nécroses
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le taux de sporulation, la période de latence et la période d’incubation, le test est effectué sous

des conditions controlées (César et al., 2011).

1.3.2.4. Réponse a différentes gamme de température

La température joue un rdle crucial dans la croissance du pathogene, la germination des
sporanges et l'agressivité des isolats et peut affecter énormément la composition et la
structuration de la population de P.infetans (Mizubuti et fry, 1998 ; Mariette et al., 2016). Au
Brésil il a été démontré que certains génotypes associés a la tomate US_1 avaient une
température optimale plus élevée que les génotypes associés a la pomme de terre BR-1 (Maziero
et al., 2009). De méme aux USA, les génotypes US_23, ont une large gamme de températures, et
supportent mieux les hautes températures dans les régions chaudes par rapport aux autres

génotypes ou lignées clonales (Seidl Johnson et al., 2015).

1.3.2.5. Resistance au métalaxyl

Depuis son introduction en Europe en 1977, ce fongicide a été employé intensivement pour
contrdler les maladies provoquées par les Oomycetes par conséquent, le P.infestans a développé
une certaine résistance a 1’égard des fongicides du groupe des phenylamides, dont le fongicide le
plus important et le plus actif est le Metalaxyl (Lees et al, 1999). Le Metalaxyl est un fongicide
systémique ayant une activité préventive et curative contre les Oomycetes. Son rdle est
essentiellement I’inhibition de la polymérisation d'ARN qui rentre dans la synthése de 'ARN
ribosomique, ce qui entraine I’arrét de la croissance mycélienne, la formation de I’appressorium
et la sporulation (Mazakova et al., 2011). De nombreux pays ont signalé que le taux des isolats
résistants a augmenté énormément, depuis ’apparition du type sexu¢ A2. En revanche, le
développement de la résistance au Metalaxyl peut avoir une relation avec la distribution du type
A2. Mais en fait, il n’y a aucune corrélation entre le niveau de résistance et le type sexué (Gisi et

Cohen, 1996).
L.4. Génotypes ancestraux et les différentes migrations

Jusqu’au début du 20°™ siecle, P. infestans était considéré comme un organisme asexué car
seul le type Al était connu. Des prélévements systématiques dans différents pays d’Europe,
d’Asie, d’Amérique du Sud et du Nord ont montré, que les populations étaient globalement
similaires, appartenant majoritairement a une seule lignée clonale US_1 de type sexuel Al, cette
lignée étaient la plus dominante dans le monde jusqu’a la fin des années 1970 (Andrivon, 1996 ;

Goodwin, 1997). Suite a la sécheresse qui a sévi en 1976 en Europe, ce qui a nécessité

19



I’importation de 25.000 tonnes de pommes de terre en provenance du Mexique, centre de
diversification du P.infestans (Lepoivre, 2003). Peu apres, le type A2 a fait sa premicre
apparition en Suisse ol des oospores de I’Oomycete ont été observées, inexistantes
jusque-1a en Europe (Hohl et Iselin, 1984). Le type A2 aurait migré a partir du Mexique via des
tubercules infectés. Simultanément, on observa la diminution des anciennes souches Al et leur
remplacement progressif par de nouvelles souches A2 caractérisées par des marqueurs

biochimiques (Lepoivre, 2003).

Des études plus récentes menées par Yoshida et a/ (2013), ont montré que la lignée clonale
US 1 n’était pas P'ancétre des génotypes existants aujourd’hui, ni responsable de la grande
famine qui avait sévi en Irlande en 1845 comme 1’avaient démontré plusieurs auteurs auparavant
(Andrivon 1996 ; Goodwin, 1997). Et pour confirmer cette hypothese, le génome de 11 anciens
isolats a été séquencé, cet ADN a été extrait a partir d’anciens échantillons infectés et stockés
dans des herbiers ; ces échantillons ont été récoltés d’Amérique du Nord, Europe, Irlande,
Grande-Bretagne, a partir de 1845. Yoshida et al (2013), ont trouvé que les anciens isolats
appartenaient a une seule lignée clonale qui montrait trés peu de diversité génétique. Ces
anciennes souches qu’on appelle HERB-1 sont différentes de la lignée US_1 considérée
auparavant comme responsable de la grande famine en Irlande. En revanche, ces deux lignées
dérivaient d’'un méme ancétre qui existait a I'extérieur du Mexique au début des années 1800. Et
donc, I’hypothése que la lignée clonale US 1 est le premier génotype qui s’est propagé dans le

monde est rejetée.

L.5. Génotypes actuels existants dans le monde

En Afrique du Nord, plusieurs études basées sur la caractérisation génotypique ont montré
I’existence de plusieurs génotypes ou lignées clonales. Au Maroc les deux types sexués ont été
identifiés par Sedegui et al (2000) et Hammi (2003). En Egypte El Ganainy et al (2013), ont
montré la présence de deux génotypes le EU_23_Al et le EU_13_A2 isolés a partir de cultures
commerciales de pomme de terre. En Tunisie Harbaoui et a/ (2014), a identifié un génotype
particulier qui est le NA-O1, celui-ci est différent des génotypes européens, et spécifique a
I’ Afrique du Nord.

En Afrique subsaharienne (Burundi, Kenya, Rweta, Tanzanie, Ugeta, Malawi, Mozambique
et Afrique du sud) seul le type Al a été détecté et la population est dominée essentiellement par

le génotype US-1 et quelques variants KE-1(Pule et al., 2013).
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En Europe le EU_13_A2, est le principal génotype de P.infestans sur la pomme de terre
(Cooke et al., 2012; Mariette et al., 2016; Chmielarz et al., 2014). Sur la tomate, la diversité
génétique des populations du pathogene est treés importante, ’EU 23 Al représente le principal
génotype suivi de quelques variants ou de rares MLGs non identifiés appelés « autres » ou
« others ».

Aux USA de nouveaux génotypes US-22 et US-23 ont fait leur apparition a partir de 2009,
ces deux lignées clonales ont provoqués de graves épidémies sur la pomme de terre et sur la
tomate (Hu et al., 2012; Fry et al., 2013; Danies et al, 2013). Fry et al (2015) ont indiqué que
I’US-23 est tres agressif sur la tomate, alors que le génotype US-24 attaque uniquement la
pomme de terre.

En Algérie plusieurs travaux de recherche ont porté sur les populations du mildiou de pomme
de terre (Beninal et al., 2008; Cobriere et al., 2010; Corbiere et al., 2015; Rekad et
al.,2017).Toutefois, la tomate occupe aussi une place importante dans les systeémes agricoles
Algériens, celle-ci est cultivée en hiver sous abri-serre et en été en plein champs , souvent les
deux Solanacées sont cultivées dans la méme région géographique, 1’inoculum passe facilement
d’un hote a un autre, sur la pomme de terre les deux types sexués Al et A2 du pathogene ont été
rapportés alors que uniquement le type Al a été retrouvé sur la tomate. Cette distinction entre
les deux populations issues de tomate et de pomme de terre est liée probablement a I’existence

d’une spécialisation parasitaire qui est a vérifier dans ce travail de these.

L.6. Spécialisation parasitaire du P. infestans

La gamme d'hotes de P. infestans est principalement limitée aux especes de Solanacées
cultivées, les plus communes ; la tomate et la pomme de terre. Erwin et Ribeiro (1996), ont
indiqué que la gamme d’hdtes de P .infestans ne se limitait pas uniquement a la famille des
Solanacées mais aussi a d’autres familles botaniques comme ['érable (Acer sp.), la gloire du
matin (I[pomoea hederacea), et la vergerette (Erigeron multicaulis) et plus de 90 especes ont été
recensées. En revanche, la morelle noire (Solanum nigrum) et la patate douce (Ipomea batatas)
ne sont pas hotes pour le mildiou (Nelson, 2008).

La spécialisation parasitaire de P. infestans a des conséquences épidémiologiques importantes
dans les zones ou deux, ou plusieurs hotes potentiels poussent a proximité. Si I'inoculum peut
passer facilement d'un hote a l'autre, cela signifie que plus d'un hote est cultivé ; les activités de
gestion de la maladie doivent prendre en considération les différentes espéces d’hdtes (Erselius
et al .,1997). La séparation géographique des hotes pourrait théoriquement conduire a séparer

les populations de pathogenes (Erselius et al., 1997). Toutefois, plusieurs études ont montré que
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certains génotypes spécifiques, étaient associ€és a un seul hote (Lebreton et Andrivon, 1998;
Oyarzun et al., 1998; Vega-Sanchez et al., 2000 ; Knapova et Gisi, 2002 ; Danies et al., 2014).
Alors que d’autres études ont montré qu’il n’existait pas de spécialisation parasitaire entre la
population qui attaque la pomme de terre et celle de la tomate (Bleton-Diaz et al., 2012; Chen et

al., 2008 ; Chowdappa et al.,2015 ;Stroud et al., 2016).

1.7. Méthodes de lutte contre le mildiou

P. infestans s’est adapté a toutes les mesures phytosanitaires prises depuis 150 ans et demeure
toujours aussi répandu et nuisible a I’échelle mondiale (Platt, 2008). Plusieurs études,
expérimentales ont démontré que l'agressivité de P. infestans a essentiellement augmenté durant
les 20 dernieres années (Cooke et al ., 2011). Généralement une culture infectée par P .infestans
peut étre détruite au bout de 7 a 10 jours, entrainant ainsi de grandes pertes économiques
(Foulad et al., 2012). Chez la tomate, les pertes au niveau des fruits peuvent atteindre de 41 a
100 % de pertes dans une culture non protégée et de 12 % a 65 % dans des parcelles traitées par

des fongicides systémiques (Nowicki et al., 2012). Pour contrdler cette maladie plusieurs

mesures ont été entreprises afin d’éliminer ou limiter les pertes causées par la maladie.

1.7.1. Mesures préventives

Ces mesures visent a réduire les sources d’inoculum primaires qui sont les tas de déchets, les
repousses de pomme de terre et de tomate dans les champs, les semences infectées comme les
tubercules (Deumier et al., 2004 ; Nowicki et al., 2013). En outre, les oospores dans le sol ou les
débris de plantes jouent un rdle important dans le déclenchement de la maladie dans les

populations sexuées (Kamoun et Smart, 2005).

L.7.2. Lutte chimique

Le programme intégré de gestion du mildiou et des maladies, incluse généralement une
protection avec des fongicides certifiés. Souvent contre le mildiou, deux types de fongicides sont
utilisés ; protecteurs et systémiques (Nowicki et al., 2013). Tout d’abord, les fongicides
protecteurs sont appliqués avant que la maladie ne se déclenche (Bohl et al ., 2003). Le produit
le plus utilisé est la bouillie bordelaise dont la matiere active est le sulfate de cuivre (Stannard et
Haccart, 2001 ; Widmark, 2010), et autres matiecres comme le chlorothalonil, les
dithiocarbamates et 1'hydroxyde de triphénylétain (Nowicki et al., 2013). En second lieu les
fongicides systémiques qui sont représentés par les phénylamides tels que le métalaxyl ou

mefenoxam, les fongicides aliphatiques a l'azote tels que le cymoxanil et les fongicides
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morpholine tel que diméthomorphe , ces maticres actives inhibent et réduisent la progression de
la maladie (Nowicki et al., 2013). Cependant, I’utilisation abusive de ces fongicides peut induire
le phénomene de résistance, comme le cas des phénylamides et plus précis€ément le
métalaxyl/mefenoxam qui ont induit a la sélection de nouveaux génotypes tres résistants (Gisi et
Cohen, 1996). Cependant, beaucoup d’isolats appartenant a la forme sexuée A2 ont montré une
résistance aux métalaxyl (Gisi et Cohen, 1996). Les bonnes pratiques de gestion de la maladie
par les producteurs sont essentielles afin de réduire la pression de sélection et de prolonger

I’efficacité des produits fongicides (Saville et al., 2015).

1.7.3. Résistance variétale

La sensibilité ou la résistance au mildiou joue un role important dans ce choix de lutte. En
effet, la résistance variétale facilite la maitrise du mildiou et présente des avantages économiques
et environnementaux par la réduction des intrants (Stannard et Haccart, 2001). Les résistances
aux pathogenes sont traditionnellement classées en: résistance spécifique, résistance non

spécifique, et résistance non hote (Collon et Budding, 1988 ; Agrios, 2005).

1.7.3.1. Résistance spécifique

La résistance spécifique, aussi appelée (résistance qualitative, verticale, pathotypes-
spécifique ou gene pour gene interaction) est basée sur la présence d'une résistance issue de
genes R majeures ou dominants qui sont simplement hérités en conformité avec la loi de Mendel.
Chez la tomate il existe 5 genes majeurs qui sont Ph-1, Ph-2, Ph-3, et Ph-5. Le géne Ph-4, a été
identifié en Asie (McGrath, 2015). Tous ces genes dérivent des especes sauvages Solanum
pimpinellifolium, S. habrochaites et S. pennellii ((Foolad, et al., 2014). De méme, pour la
pomme de terre 11 génes (R1 a R11) ont été identifiés d’espéces sauvages de Solanum et ensuite
incorporé au sein des variétés cultivées. Ces genes sont issus essentiellement de S. demissum, S.
etigena, S. bulbocastanum, S. berthaultii et S. nigrum microdontum (Colon et al.,1995 ;
Niederhauser et al., 1996 ; Van Der Lee, 2003). La résistance spécifique n'est efficace que contre
certaines souches du pathogene, elle est facilement contournée par I'évolution rapide de 1'agent

pathogene, ce qui entraine un manque de sa durabilité dans le champ (Turkesteen et Flier, 2003).

1.7.3.2. Résistance non spécifique

Ce type de résistance est également connu sous plusieurs termes (polygénique, résistance

générale, horizontale, résistance quantitative). Cette derniere est contrdolée par plusieurs génes
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ou locus définis comme des QTL (Quantitative trait loci) ot tous les génes ont un effet additif a
la résistance (Golas, 2010). Cette résistance confere souvent une protection partielle a toutes les
races du pathogenes, elle ralentit mais n’arréte pas la progression de la maladie. Cependant,
I’incovénient de la résistance polygénique est que celle-ci n’assure pas une protection suffisante
a cause du cycle tres réduit du pathogene (Collon et Budding ,1988 ; Nowicki et al., 2013). Chez
la tomate plusieurs QTL ont été identifiés a partir d’espéces sauvages comme Solanum
pimpinellifolium et notamment S. habrochaites ol plusieurs accessions ont été sélectionnées
pour leurs QTLs ayant montré un bon niveau de résistance au mildiou comme LA2099 et

LA1777. Une autre accession LA716 dérivant d’une autre espece sauvage S. pennellii a été

également sélectionnée (Kalia et Palanisamy, 2014).

1.7.3.3. Résistance non hote

En général la résistance non hote est souvent considérée comme une solution attrayante pour
les contraintes impliquées dans la résistance traditionnelle des genes R et la résistance
polygénique. Il y a de nombreux organismes pathogenes, mais chacun d'eux a un nombre limité
de plantes ou d’espéces d’attaques. Une espéce végétale qui n'est pas affectée par certains agents
pathogenes est considérée comme un non hote pour ces agents pathogenes et la résistance
exprimée est considérée comme une résistance non hote (Turkesteen et Flier, 2003). Dans le cas
du P. infestans la résistance non hote se produit a 1’égard d’espeéces végétales, les plantes
adventices sont d’excellents exemples de la résistance non hote, comme Arabidopsis, qui est
capable de croitre dans les champs infectés. Un autre exemple particulierement intéressant, un
parent de la pomme de terre qui est la morelle noire (S. nigrum), qui survit dans les champs de
pommes de terre infectés par P. infestans (Van West et Vleeshouwers, 2001). Des études
cytologiques sur Arabidopsis et S. nigrum ont indiqué qu'une (RH) réaction d’hypersensibilité

extrémement rapide se produit lors de I'inoculation avec P. infestans (Vleeshouwers et al., 2000).

24



ILMATERIELS ET METHODES

"




ILMATERIELS ET METHODES

I1.1. Prospection et échantillonnage

Pour I’échantillonnage, il nous était tres difficile de retrouver du mildiou actif au niveau
des cultures de tomate sous serre ou en saison de plein champ, comme c’est une maladie
dévastatrice les agriculteurs utilisent souvent des traitements préventifs, la plupart des

¢chantillons récoltés appartiennent a la tomate cultivée en plein champ d’arriere saison.

Sur plus d’une centaine de prélevements d’échantillons nous avons pu isoler 105 souches
de P. infestans (Tabl.4, Fig. 5) collectés dans les principales zones de production autour
d'Alger et de Tipaza (100 km a 'ouest d'Alger) durant les périodes de novembre et décembre

2014 et 2015.

Certains isolats ont été échantillonnés a partir des essais sur terrain et sous abri serre au
niveau de la station expérimentale de ’ENSA EIl Harrach collectés au cours de la période de

2010 et 2016.

94 isolats ont été obtenus a partir des échantillons de tomates infectées et 11 isolats ont été
prélevés sur la pomme de terre en 2015, dont certains proviennent de Tipaza échantillonnés
dans les mémes parcelles, ou se trouve la tomate et d'autres proviennent de la région de

Boumerdes.

Algiers

- {B/c@des
i =

Figure 4 : Zones prospectées pour le mildiou de la tomate.
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Tableau 4 : Isolats de P. infestans collectés entre 2010 et 2016.

Codification

DZ-10-T05
DZ-11-T20
DZ-11-T21
DZ-13-T06
DZ-13-T07
DZ-13-T08
DZ-14-T22
DZ-14-T23
DZ-14-T42
DZ-14-T44
DZ-14-T53
DZ-14-T54
DZ-14-T55
DZ-14-T56
DZ-14-T57
DZ-14-T58
DZ-14-T59
DZ-14-T60
DZ-14-T61
DZ-14-T78
DZ-14-T83
DZ-14-T75
DZ-14-T76
DZ-14-T77
DZ-14-T62
DZ-14-T63
DZ-14-T64
DZ-14-T65
DZ-14-T66
DZ-14-T67
DZ-14-T68
DZ-14-T74
DZ-14-T79
DZ-14-T80
DZ-14-T69
DZ-14-T70
DZ-14-T71
DZ-14-T72
DZ-14-T73
DZ-14-T82
DZ-14-T84
DZ-14-T81
DZ-15-T01
DZ-15-T02
DZ-15-T03
DZ-15-T04
DZ-15- T05
DZ-15- T06
DZ-15-T07
DZ-15-TO8
DZ-15-T09
DZ-15-T10
DZ-15-T16

Hote

Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate

Tomate

Variété

Inconnue
Inconnue
Inconnue
Aicha
Zahra
Zahra
Enigma
Enigma
Inconnue
Inconnue
Inconue
Inconnue
Inconnue
Dalel
Dalel
Dalel
Dalel
Dalel
Dalel
Dalel
Dalel
Suzana
Inconnue
Inconnue
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Dalel
Dalel
Dalel
Dalel
Dalel

St Michel
Inconnue
Inconnue
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana
Suzana

Suzana

Type de
culture
Sous serre
Sous serre
Sous serre
Sous serre
Sous serre
Sous serre
Sous serre
Sous serre
Sous serre
Sous serre
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ

Plein champ

Date
d'isolement
23/12/2010
10/05/2011
10/06/2011
19/05/2013
28/05/2013
06/06/2013
20/02/2014
21/02/2014
21/11/2014
05/11/2014
08/11/2014
08/11/2014
08/11/2014
19/11/2014
19/11/2014
19/11/2014
19/11/2014
19/11/2014
19/11/2014
19/11/2014
19/11/2014
19/11/2014
05/11/2014
05/11/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
07/12/2014
20/12/2014
20/12/2014
28/12/2014
17/11/2015
17/11/2015
17/11/2015
17/11/2015
17/11/2015
17/11/2015
17/11/2015
17/11/2015
17/11/2015
17/11/2015
17/11/2015

Organe

Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Tige

Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Fruit

Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Fruit

Feuille
Feuille
Fruit

Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille

Fruit

Commune

ENSA El Harrach
ENSA El Harrach
ENSA El Harrach
ENSA El Harrach
Bordj el Khifane
Bordj el Khifane
Staouali
Staouali
Staouali

ENSA El Harrach
Staouali
Staouali
Staouali
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Staouali
Staouali
Staouali

Zeralda

Zeralda

Zeralda

Zeralda

Zeralda

Zeralda

Zeralda

Zeralda

Zeralda

Zeralda
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Staouali
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua
Chenoua

Chenoua

Wilaya

Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Alger
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza

n ° parcelle
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DZ-15-T11
DZ-15-T12
DZ-15-T25
DZ-15-T13
DZ-15-T14
DZ-15-T15
DZ-15-T17
DZ-15-T18
DZ-15-T19
DZ-15-T20
DZ-15-T21
DZ-15-P59
DZ-15-P60
DZ-15-T22
DZ-15-T23
DZ-15-T24
DZ-15-T26
DZ-15-T27
DZ-15-T30
DZ-15-T28
DZ-15-T29
DZ-15-T31
DZ-15-T32
DZ-15-T33
DZ-15-T39
DZ-15-T42
DZ-15-T34
DZ-15-T35
DZ-15-T37
DZ-15-T38
DZ-15-T41
DZ-15-T36
DZ-15-T40
DZ-15-P50
DZ-15-P51
DZ-15-P52
DZ-15-P53
DZ-15-P54
DZ-15-P55
DZ-15-P56
DZ-15-P58
DZ-15-T43
DZ-16-T01
DZ-16-T02
DZ-16-T03
DZ-16-T04
DZ-16-T05
DZ-16-T06
DZ-16-T07
DZ-16-T08
DZ-16-T09
DZ-16-P61

Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
P.de terre
P.de terre
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
.de terre
.de terre
.de terre
.de terre
.de terre
.de terre
.de terre

W Y W v v v v o

.de terre
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate

P.de terre

Suzana
Suzana
Suzana
Marmande
Marmande
Marmande
Stidya
Stidya
Stidya
Stidya
Stidya
Spunta
Spunta
Dallel
Dallel
Dallel
Suzana
Tomstar
Tomstar
Khalida
Khalida
Khalida
Khalida
Khalida
Khalida
Khalida
Khalida
Khalida
Khalida
Khalida
Khalida
Khalida
Khalida
Spunta
Spunta
Spunta
Spunta
Spunta
Spunta
Spunta
Spunta
Khalida
Khalida
Sultana
Sultana
Sultana
Sultana
Sultana
Sultana
Sultana
Sultana

Desirée

Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Sous serre

Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Plein champ
Sous serre

Sous serre

Sous serre

Sous serre

Sous serre

Sous serre

Sous serre

Sous serre

Sous serre

Plein champ

17/11/2015
17/11/2015
17/11/2015
24/11/2015
24/11/2015
24/11/2015
24/11/2015
24/11/2015
24/11/2015
24/11/2015
24/11/2015
24/11/2015
24/11/2015
24/11/2015
24/11/2015
24/11/2015
21/11/2015
21/12/2015
21/12/2015
21/12/2015
24/12/2015
24/12/2015
24/12/2015
24/12/2015
24/12/2015
24/12/2015
24/12/2015
24/12/2015
24/12/2015
24/12/2015
24/12/2015
24/12/2015
24/12/2015
16/12/2015
16/12/2015
16/12/2015
16/12/2015
16/12/2015
16/12/2015
16/12/2015
16/12/2015
24/12/2015
26/01/2016
12/02/2016
12/02/2016
12/02/2016
12/02/2016
12/02/2016
12/02/2016
18/05/2016
18/05/2016
18/05/2016

Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Fruit
Fruit
Fruit
Tige
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Fruit
Feuille
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Tige
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Fruit
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Fruit
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille
Feuille

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Chenoua

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Staouali

Khemis El khechna
Khemis El khechna
Khemis El khechna
Khemis El khechna
Khemis El khechna
Khemis El khechna
Khemis El khechna
Khemis El khechna
Staouali

Zeralda

ENSA El Harrach
ENSA El Harrach
ENSA El Harrach
ENSA El Harrach
ENSA El Harrach
ENSA El Harrach
ENSA El Harrach
ENSA El Harrach
ENSA El Harrach

Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Tipaza
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Boumedes
Boumedes
Boumedes
Boumedes
Boumedes
Boumedes
Boumedes
Boumedes
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
Alger
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I1.2. Isolement

L’isolement du P. infestans de la tomate de part son caractere hémibiotrophe nécessite
pour réussir ses isolements que les échantillons (feuilles, tiges, fruits) soient frais contenant du
mildiou actif bien sporulé, il est réalisé selon le protocole proposé par Corbiere et Glais
(2005) ou des petits fragments d'échantillons frais (feuille, tige et fruit) infectés par
P. infestans sont coupés au niveau du front d’attaque. La face sporulante de la nécrose est
placée en contact avec une tranche de pomme de terre coupée et séchée préalablement ;
celle-ci est utilisée comme un appat. Le tout (fragment infecté plus tranche de pomme de
terre) est mis dans une boite de Petri bien fermée avec du parafilm et incubé a 18 ° C
a l'obscurité. Des D'apparition du mycélium typique du P. infestans apres 4 a 5 jours
d’incubation, de petits nuages de mycélium sont prélevés a 1’aide d’une pipette Pasteur bien
effilée et déposés sur du milieu solide PPA (petit pois agar) (Annexe 1) auquel est incorporé
avec des antibiotiques (30 mg de Rifamycine et 200 mg d'ampicilline) ; le mycélium est
purifié par des transferts répétitifs sur milieu agar petit pois. Les isolats purifiés sont
conservés par des repiquages réguliers effectués chaque 7 a 10 semaines dans du milieu PPA
et conservés au réfrigérateur. Cependant, il existe une autre méthode de conservation pour une

longue durée, dans des tubes a essai en milieu PPA liquide bien autoclavé.

Figure 5: Différentes ¢étapes d’isolement de Phytophthora infestans.

A : Echantillon infecté par le mildiou. B : Fragment infecté par le mildiou déposé
sur tranche de pomme de terre. C: Apparition de colonies typiques du mildiou.

D : Isolat pur de P .infestans apres agé de trois semaines. 28



I1.3. Caractérisation génotypique (méthode SSRs)

Sur 105 isolats seulement 86 ont été caractérisés sur le plan génotypique a cause des
probleémes liés a la conservation, au transport dont certains isolats ont été éliminés a cause des

données manquantes.
I1.3.1. Extraction d’ADN

Des cultures pures d'isolats sont produites séparément dans du milieu PPA liquide
préalablement autoclavé pendant 20 minutes a 120° C et refroidi a température ambiante
(Annexe 2). Apres trois semaines d'incubation dans l'obscurité a 18° C, le mycélium est filtré
dans un entonnoir qui comporte du papier buvard stérile, lavé trois fois de suite dans de 1'eau
stérile et séché dans du papier stérile et ensuite lyophilisé. L’extraction d’ADN est effectuée

a partir du mycélium lyophilisé en suivant les instructions du kit ‘Nucleospin Tissue’.

Une quantité de 1 a 6 mg de mycélium est prélevée pour chaque isolat et mis dans un
tube eppendorf de 2 ml. Par la suite, une solution de lyse contenant 25 ul de protéinase K et
180 ul de buffer T1 est préparée en fonction du nombre d’échantillons ; 200 ul de cette
solution sont mis dans chaque tube, ces derniers sont centrifugés pendant 15s avec 1’option
short de la centrifugeuse. Les échantillons sont ensuite incubés durant une nuit a 56°C, apres
la lyse, I’incubateur est mis a 70°C pour le séchage des membranes ; une autre centrifugation
est effectuée durant 15 s. Afin de fixer I’ADN sur la colonne, une autre solution est préparée a
partir du Buffer BQI et 1’éthanol a 96-100% a 50/50 a partir de laquelle une quantité de 400
ul est rajoutée pour chaque échantillon, une centrifugation est effectuée durant 15s.
La plaque ‘Nucleospin Tissue Binding’ est placée sur le bloc ‘MN square-well ¢ afin de
transférer le lysat contenant dans les tubes a la plaque ‘Nucleospin Tissue Binding’ .Celle-ci
est scellée avec un film ‘Self-adhering PE Foil’ et le tout est centrifugé durant 15 min. Deux
lavages ont été effectués, le premier en ajoutant 500 pl de ‘Buffer BW’ pour chaque puits de
la plaque ; une centrifugation est effectuée durant 3 min, pour le second lavage, 700 ul de la
solution ‘Buffer B5’ est rajoutée dans chaque colonne puis la plaque est fermée avec un film
adhésif et centrifugée une autre fois durant 5 min. Par la suite, la plaque est placée sur le
"Rack with tube Strips’ est incubée a 70°C pendant 10 min, apres le séchage de la membrane
50ul d’une solution tampon BE préchauffée a 70°C préalablement est rajoutée dans chaque
puits, le tout est laissé pendant 1 min a température ambiante puis centrifugé pendant 3 min,

50 pl du tampon BE sont rajoutés encore une fois a chaque échantillon, le tout est laissé a
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nouveau a température ambiante puis centrifugé pendant 3 min. La concentration et la pureté

de I'ADN ont été mesurées en utilisant un Nanodrop.
I1.3.2.Caractérisations par marqueurs SSRs

Au total 17 marqueurs microsatellites ont été utilisés afin de détecter les régions
polymorphiques au niveau de notre population de P. infestans ; PiG11, Pi4B, Pi4G (Knapova
and Gisi 2002), D13, Pi04, Pi33, Pil6, Pi56, Pi63, Pi70 (Lees et al., 2006), PinfSSR2,
PinfSSR3, PinfSSR4, PinfSSR6a, PinfSSR7, PinfSSR8 , PinfSSR11 (Li et al., 2010). Les

détails sont représentés dans le tableau 5 ci-dessous

Le kit « Type-it Microsatellite PCR » de QIAGEN a été utilisé, en suivant les étapes du
protocole établi par Li et al (2013). Le volume de la réaction est égal a 5 ul contenant 2 ul (5
ng/ul) d’ADN et 2,5 ul de master mix (PCR du kit Qiagen), plus 0,5 pl d’amorces, plus 3nm
de Mgcl2. L'amplification a été réalisée dans un thermocycleur Bio-Rad C1000 avec une
dénaturation initiale a une température de 94 ° C pendant 5 min , suivi de 30 cycles de 20 s a
94 ° C puis 25 s a 58 ° C ensuite 30 s a 72 ° C et enfin avec un cycle d'élongation pendant 5
mina 72 ° C.

Pour chaque locus une des quatre couleurs fluorescentes est attribuées (6FAM, NED, VIC,

PET). Le produit d'amplification a été subdivisé en deux panels multiplex :

Le premier panel contient: 6FAM (D13, PinfSSRS8), VIC (Pi04, Pi70), NED (Gll,
PinfSSR3, PinfSSR11), PET (PinfSSR2, Pi4B).
Le deuxieme panel contient : 6FAM (Pi63), VIC (Pil6, PinfSSR6) NED (Pi4G, PnfSSR4),
PET (Pi33, Pi56).

Apres amplification un volume de 8 pl est prélevé contenant : Sul de formamide désionisé
, une solution étalon et 3ul du produit PCR. Les échantillons sont placés dans un séquenceur
d'ADN ABI Prism en suivant les instructions du fabricant (Applied Biosystems). Le
traitement des données concernant la taille des alleles est effectuée a l'aide du logiciel

GeneMapper v 3.5 (Applied Biosystems).
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Tableau 5 : Séquence des marqueurs microsatellites.

Nom du

marqueur  Séquence

D13
Pi04
Pi33
Pil6
Pi56
Pi63
Pi70
Gl11
Pi4B
PinfSSR

TGCCCCCTGCTCACTC

AGCGGCTTACCGATGG

TGCCGACGACAAGGAA

CACAGCACGCGGAATC
AACTATCTATTCGGCGTGCAT
ATGACGAAGATGAAAGTGAGG
ATGAAAATACGTCAATGCTCG
TGCTATTTATCAAGCGTGGG
AAAATAAAGCCTTTGGTTCA

1 CACGACGTTGTAAAACGACGGCGCCCTACCCACCGTC

PinfSSR2 CACGACGTTGTAAAACGACCGACTTCTACATCAACCGGC

PinfSSR

3 CACGACGTTGTAAAACGACACTTGCAGAACTACCGCCC

PinfSSR4 CACGACGTTGTAAAACGACTCTTGTTCGAGTATGCGACG
PinfSSR6 CACGACGTTGTAAAACGACTCGCCACAAGATTTATTCCG

PinfSSR7 CACGACGTTGTAAAACGACGTCCTCGGCGTTCTATGAC

PinfSSR
PinfSSR

I1.3.3

8 CACGACGTTGTAAAACGACAATCTGATCGCAACTGAGGG
11 CACGACGTTGTAAAACGACTTAAGCCACGACATGAGCTG

. Analyse des données génétiques

GCTCGAATTCATTTTACAGACTTG
CAGCGGCTGTTTCGAC
CGGTCTGCTGCTGCTC
ACGCCGAGTGTCCTGA
CAGGCCGCAATTGTAAGA
CGTATTTTCCTGTTTATCTAACACC
CGTTGGATATTTCTATTTCTTCG
TACAATCTGCAGCCGTAAGA
GCAAGCGAGGTTTGTAGATT
GTTTGCGCCTCTTCGCGGACGC
GTTTGCTTGGACTGCGTCTTTAGC
GTTTGACCACTTTCCTCGGTTC
GTTTCACTTCGGGAGAAAGGCTTC
(a) GTTTTGGTGGGGCTGAAGTTTT
(b)) GTTTCATCATGGAGCGTAGGATGG
GTTTCCGAGTACCGAATGAGGC
GTTTACAAGATACACACGTCGCTCC
GTTTAGACAATTGTTTTGTGGTCGC

Référence

Knapova and Gisi (2002)
Knapova and Gisi (2002)
Knapova and Gisi (2002)
Lees et al. (2006)

Lees et al. (2006)

Lees et al. (2006)

Lees et al. (2006)

Lees et al. (2006)

Lees et al. (2006)

Li et al. (2010)

Li et al. (2010)

Li et al. (2010)

Li et al. (2010)

Li et al. (2010)

Li et al. (2010)

Li et al. (2010)

Li et al. (2010)

Li et al. (2010)

L’interprétation des données génétiques a été effectuée a I'aide de plusieurs logiciels

bioinformatiques qui nous ont permis de calculer plusieurs parametres a savoir :

Le nombre d’alleles par locus et le nombre répété de MLGs ont été calculés par le

logiciel GENALEX v. 6.503 (Peakall et Smouse, 2012).

I’indice de Shannon a été calculé selon la théorie de Shannon et Weaver (1949),

I= - X7, pi log pi| avec : S = nombre total des alleles ; pi = fréquence relative des

alleles.

La diversité a été calculée selon la formule établie par Nei (1978)

H = 1-Y, x| soit

xi?= la fréquence du j alleles par locus. Lorsque H= 0 il n y’a pas de diversité au sein

de la population, en revanche lorsque, H= 1 cela signifie qu’il existe le maximum de

diversité.

L’indice d’association Ia et I’indice de déséquilibre des liaisons rp sont calculés par le

logiciel MULTILOCUS V.1.3 (Agapow et Burt, 2001).

L’indice de richesse est calculé selon la formule établie par Dorken et Eckert (2001),

R = MLGs-1/N-1 |avec MLGs = nombre de MLGs ; N = nombre total des isolats.

Pour tracer I’arbre Phylogénique, une matrice a ét¢ tout d’abord préparée en utilisant le

logiciel GENALEX v.6.503 (Peakall et Smouse, 2012). A partir de cette derniére les distances
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génétiques entre les différents MLGs (isolats) ont été calculées par le logiciel ARLEQUIN
v.3.5.2.2 (Excoffier et Lischer, 2015), puis les différentes branches de I’arbre phylogénique
sont représentées graphiquement par le logiciel GRAPHVIZ package (http://graphviz.org).

La structure génétique de la population a été analysée par le logiciel structure v. 2.3.4
(Evano et al., 2005). Le nombre K représente le nombre de clusters au sein de la population
(K = 1a 10) ou chaque groupe d’isolats se rapprochant génétiquement devraient &tre

attribués.

L’analyse hiérarchique de la population a été effectuée par le logiciel R v.3.3.2. (The R
Foundation for Statistical Computing, 2016).

I1.4. Caractérisation phénotypique
I1.4.1. Détermination du type de compatibilité sexuée (Mating type)

Le Mating type est une technique tres simple nécessitant deux souches de références ou
testeurs. Deux explants sont placés sur du milieu PPA, ’'un appartenant a I’isolat inconnu et
I’autre appartenant au testeur (Al ou A2) ; sont placés 'un a coté de I'autre et la boite est
scellée avec du parafilm et incubées a 18°C a I’obscurité (Fig.6). Apres 10 a 14 jours
d’incubation, des observations microscopiques sont effectuées afin de détecter la présence ou
I’absence des oospores au front de rencontre, des deux colonies. S’il y a présence d’oospores
I’isolat a identifier ne posséde pas le méme type sexué que 1’isolat testeur (présence du type
sexué opposé Al ou A2). Par contre, s’il n’y a pas d’oospores, I’isolat inconnu possede le

méme type sexué que I’isolat testeur au quel il est confronté.

Souche Al de référence Isolat X7 & tester Souche A2 de référence

NSRS
N

Figure 6: Test de Mating type.
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I1.4.2. Etude du niveau de résistance des isolats a ’égard du fongicide (Metalaxyl)

L’utilisation abusive de cette matiére active a provoqué la sélection de souches résistantes

a ce fongicide.

Le but du test est de détecter le niveau de résistance au sein des isolats

collectés a partir de la tomate et de comparer leur résistance a ceux de la pomme de terre. Au

total 45 isolats ont été testés, soit 34 isolats collectés a partir de la tomate et 5 isolats collectés

a partir de la pomme de terre de type sexué Al. Nous avons rajouté a notre essai 6 isolats

appartenant

(Tabl. 6).

Tableau 6 : Matériel fongique utilisé dans le test de résistance au Métalaxyl.

au type sexué A2 isolé par Mr Beninal au niveau du laboratoire du CNCC

Codification Hote Variété Type de Date Organe Commune Wilaya Type Génotype
culture d'isolement sexué
DZ-13-P18 P.de terre  Barna Plein champ  20/12/2013  Feuille - Guelma A2 EU_13_A2
DZ-14-P10 P.de terre  Désirée Plein champ  06/02/2014  Feuille ENSA El Harrach Alger A2 EU_13_A2
DZ-14-P29  P.deterre  Spunta Plein champ  30/05/2014  Feuille - Ain Defla A2 EU_13_A2
DZ-14-P36  P.deterre  Spunta Plein champ  30/06/2014  Feuille ENSA El Harrach Alger A2 EU_13_A2
DZ-14-P49 P deterre Spunta Plein champ  12/12/2014 Feuille ~ Draa ben kheda Tizi ouzou A2 EU_13_A2
DZ-15-P01 P .deterre Inconnue  Plein champ 30/01/2015 Feuille  Bab Ezzour Alger A2 EU_13_A2
DZ-15-P51 P.deterre  Spunta Plein champ  16/12/2015  Feuille Khemis El khechna  Boumerdes Al EU_23_Al
DZ-15-P55 P.deterre  Spunta Plein champ  16/12/2015  Feuille Khemis El khechna  Boumerdes Al EU_23_Al
DZ-15-P58 P.deterre  Spunta Plein champ  16/12/2015  Feuille Khemis El khechna ~ Boumedes Al n.i
DZ-15-P59 P.de terre  Spunta Plein champ  24/11/2015  Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-15-P60  P.de terre  Spunta Plein champ  24/11/2015  Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-16-P61  p.deterre  Désirée Plein champ  18/02/2015 Feuille ~ ENSA El Harrach ~ Alger Al ni
DZ-14-T22  Tomate Enigma Sous serre 20/02/2014  Tige Staouali Alger Al EU_2_Al
DZ-14-T53 Tomate Inconue Plein champ  08/11/2014  Feuille Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T61 Tomate Dalel Plein champ  19/11/2014  Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T63 Tomate Suzana Plein champ  07/12/2014  Feuille Zeralda Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T64 Tomate Suzana Plein champ 07/12/2014  Feuille Zeralda Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T66  Tomate Suzana Plein champ  07/12/2014  Feuille Zeralda Alger Al n.i
DZ-14-T67 Tomate Suzana Plein champ  07/12/2014  Feuille Zeralda Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T69 Tomate Suzana Plein champ  07/12/2014  Feuille Zeralda Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T71 Tomate Dalel Plein champ 07/12/2014  Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T72 Tomate Dalel Plein champ 07/12/2014  Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T73 Tomate Dalel Plein champ 07/12/2014  Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T74  Tomate Suzana Plein champ  07/12/2014  Fruit Zeralda Alger Al n.i
DZ-14-T77 Tomate Inconnue Plein champ  05/11/2014  Feuille Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T79 Tomate Suzana Plein champ 07/12/2014  Feuille Zeralda Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T84 Tomate Inconnue Plein champ  20/12/2014  Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-15-T01 Tomate Suzana Plein champ  17/11/2015  Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-15-T03 Tomate Suzana Plein champ  17/11/2015  Fruit Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-15-T06  Tomate Suzana Plein champ  17/11/2015  Feuille Chenoua Tipaza Al n.i
DZ-15-T13 Tomate Marmande Plein champ  24/11/2015  Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-15-T17  Tomate Stidya Plein champ  24/11/2015  Fruit Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-15-T19 Tomate Dallel Plein champ  24/11/2015  Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-15-T25 Tomate Tomstar Plein champ  21/12/2015  Fruit Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-15-T27 Tomate Khalida Plein champ  21/12/2015  Fruit Staouali Alger Al EU_23 Al
DZ-15-T28 Tomate Khalida Plein champ  24/12/2015  Fruit Staouali Alger Al EU_23 Al
DZ-15-T33  Tomate Khalida Plein champ  24/12/2015 Tige Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-15-T34 Tomate Khalida Plein champ  24/12/2015  Fruit Staouali Alger Al EU_23 Al
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DZ-15-T37  Tomate Khalida Plein champ  24/12/2015  Fruit Staouali Alger Al EU_23_Al

DZ-15-T40  Tomate Khalida Plein champ  24/12/2015  Fruit Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-16-T01 Tomate Khalida Sous serre 26/01/2016  Feuille Zeralda Alger Al n.i
DZ-16-T02 Tomate Sultana Sous serre 12/02/2016  Feuille ENSA El Harrach Alger Al EU_23_Al
DZ-16-T03 Tomate Sultana Sous serre 12/02/2016  Feuille ENSA El Harrach Alger Al EU_23_Al
DZ-16-T04  Tomate Sultana Sous serre 12/02/2016  Feuille El harrach Alger Al n.i
DZ-16-T05 Tomate Sultana Sous serre 12/02/2016  Feuille El harrach Alger Al EU_23_Al
DZ-16-T07  Tomate Sultana Sous serre 12/02/2016  Feuille El harrach Alger Al n.i

n.i: non identifié génétiquement
I1.4.2.1. Incorporation des doses du fongicide dans le milieu de culture

Le nom commercial du fongicide utilisé est le Ridomil sous forme liquide. Cependant, sa
concentration en matiere active (Metalaxyl) est de 480 mg. La détermination du volume du
fongicide a incorporer dans le milieu de culture dépend de la concentration de la
matiere active dans le fongicide. Tout d’abord trois flacons de 1000 ml contenant du milieu
PPA sont autoclavés pendant 20 min a 120°C, ces derniers sont maintenus en surfusion a
40°C. En suite, un volume de 20,83 ul de Ridomil est rajouté au 1° flacon pour avoir une
dose de 10 ppm et un volume de 208,33 ul est rajouté dans le 2°™ flacon afin d’obtenir une
dose de 100 ppm, le 3™ flacon ne contient pas de fongicide et servira de témoin. Ainsi, un
volume de 20 ml de milieu est coulé dans chaque boite de Petri, trois répétitions sont effectués
pour chaque isolats et pour chaque dose de fongicide (témoin, 10 ppm, 100 ppm). Enfin, des
explants mycéliens de 14 mm de diametre sont prélevés a partir d’isolats agés entre 10 a 12

jours a 1’aide d’un emporte-piece stérile, sont ensuite déposés au centre des boites de Petri

avec chacune des doses considérées. Les boites sont incubées a 18°C a 1’obscurité.

I1.4.2.2. Lecture et notations des résultats
La lecture des résultats est effectuée chaque trois jours en mesurant le diametre de la
colonie mycélienne pour chaque dose et chaque répétition. A la fin du test le pourcentage

d’inhibition est calculé a partir de la formule suivante :

PI=(T — Dc¢)/T avec :

PI = Pourcentage d’inhibition.
T = Diametre du témoin.

Dc = Diameétre de ’isolat testé a une dose déterminée.
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11.4.3. Effet de la température (in vitro) sur la croissance mycélienne des isolats de

P. infestans

Ce test est réalisé pour évaluer I’effet des différentes gammes de températures sur la

croissance mycélienne afin de déterminer la température optimale au développement des

différents isolats de notre collection .Au total 19 isolats collectés en 2014 sont testés (Tabl.7).

A Taide d’un emporte-piece stérile des disques de 14 mm de diametre sont prélevés a

partir de colonies mycéliennes agées entre 10 a 12 jours, ensuite chaque disque est placé au

milieu de chaque boite de Petri. Ces dernieres sont incubées a différentes températures

10°C, 15°C, 20°C, 25°C, et 30° C. Trois répétitions sont effectuées pour chaque isolat et par

température. Les croissances mycéliennes sont notées chaque trois jours a partir du troisi¢me

jour d’incubation jusqu’au dixieéme jour. En mesurant le diametre de chaque colonie pour

chacune des températures testées.

Tableau 7 : Matériel fongique utilisé dans le test de température.

Codification Hote Variété Type de Date Organe Commune Wilaya Type Génotype
culture d'isolement sexué

DZ-14-T53 Tomate Inconnue Plein champ 08/11/2014 Feuille Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T54 Tomate Inconnue Plein champ 08/11/2014 Feuille Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T55 Tomate Inconnue Plein champ 08/11/2014 Feuille Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T56 Tomate Dalel Plein champ 19/11/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T58 Tomate Dalel Plein champ 19/11/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T60 Tomate Dalel Plein champ 19/11/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T61 Tomate Dalel Plein champ 19/11/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T62 Tomate Suzana Plein champ 07/12/2014 Feuille Zeralda Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T66  Tomate Suzana Plein champ 07/12/2014 Feuille Zeralda Alger Al n.i
DZ-14-T70 Tomate Dalel Plein champ 07/12/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T71 Tomate Dalel Plein champ 07/12/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T72 Tomate Dalel Plein champ 07/12/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T73 Tomate Dalel Plein champ 07/12/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T74  Tomate Suzana Plein champ 07/12/2014 Fruit Zeralda Alger Al n.i
DZ-14-T75 Tomate Suzana Plein champ 19/11/2014 Feuille Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T76 Tomate Inconnue Plein champ 05/11/2014 Feuille Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T77 Tomate Inconnue Plein champ 05/11/2014 Feuille Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T78 Tomate Dalel Plein champ 19/11/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T81 Tomate Inconnue Plein champ 28/12/2014 Fruit Staouali Alger Al EU_23_Al

n.i : non identifié génétiquement

IL.4.4. Etude de la spécialisation parasitaire des isolats de P.infestans sur les deux

plantes hotes tomate et pomme de terre

Le but de ce test est de préciser le degré de spécialisation parasitaire des isolats de notre

collection sur les deux plantes hotes tomate et pomme de terre. A cet effet, nous avons

réalisé des inoculations croisées sur feuilles détachées, en utilisant des isolats collectés a

partir de la tomate et des isolats collectés a partir de la pomme de terre puis comparer leur
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comportement sur les deux plantes hdtes, en mesurant les composantes de I’agressivité. Pour

réaliser ce test, il nous faut du matériel biologique (végétal et fongique).

11.4.4.1. Matériel végétal

Le test est réalisé sur des folioles détachées d’une variété de tomate (Marmande) et
d’une variété de pomme de terre (Spunta), les deux cultivars sont tres cultivés en Algérie
et tres sensibles aux maladies. Pour obtenir des folioles, des plantations sont réalisées dans
des pots sous serre (Fig.7).

Concernant la tomate, le semis est effectué tout d’abord dans des alvéoles contenant
de la tourbe a raison d’une graine par trou. Ces alvéoles sont déposées dans une serre et
sont arrosées une fois chaque deux jours. Les jeunes plants obtenus sont transplantés dans
des pots apres trois semaines de plantations.

Les folioles de la pomme de terre sont obtenues par plantation d’un ou deux
tubercules par pot de 17 cm de profondeur et de 25 cm de diametre. Les pots sont
remplis d’un mélange de 50% de sol désinfecté dans une étuve a 105°C pendant 24
heures et de 50% de terreau, ces derniers sont ensuite disposés dans une serre en
verre a une température de 25°C le jour et 20°C la nuit et a une photopériode de 14 a 16
heures (Fig.7). Une irrigation réguliere est effectuée selon les besoins de croissance des

plantes. Apres 9 semaines de plantation, des folioles sont prélevées pour effectuer le test.

11.4.4.2. Matériel fongique

Au total 37 isolats (Tabl.8) ont été testés, dont 28 isolats appartenant a notre collection
et sont du génotype EU_23_Al, les autres sont isolés par Mr Beninal au niveau du CNCC
et appartiennent a d’autres génotypes (6 isolats du génotype EU_13_A2 et 3 isolats du

génotype EU_2_Al) ; les détails des données sont mentionnés dans le tableau 8.
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Figure 7 : Différentes étapes pour ’obtention des folioles de tomate et de pomme de

terre.
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Tableau 8 : Matériel fongique utilisé dans le test de spécialisation parasitaire.

Codification Hote Variété Type de Date Organe Commune Wilaya Type sexué Génotype
culture d'isolement

DZ-14-T53  Tomate Inconue Plein champ  08/11/2014 Feuille Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T54  Tomate Inconnue  Plein champ  08/11/2014 Feuille Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T55  Tomate Inconnue  Pleinchamp  08/11/2014 Feuille Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T56  Tomate Dalel Plein champ  19/11/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T60  Tomate Dalel Plein champ  19/11/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T61  Tomate Dalel Plein champ  19/11/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T78  Tomate Dalel Plein champ  19/11/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T62  Tomate Suzana Plein champ  07/12/2014 Feuille Zeralda Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T63  Tomate Suzana Plein champ  07/12/2014 Feuille Zeralda Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T64  Tomate Suzana Plein champ  07/12/2014 Feuille Zeralda Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T75  Tomate Suzana Plein champ  07/12/2014 Feuille Zeralda Alger Al EU_23_Al
DZ-14-T69  Tomate Dalel Plein champ  07/12/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T70  Tomate Dalel Plein champ  07/12/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T71  Tomate Dalel Plein champ  07/12/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T72  Tomate Dalel Plein champ  07/12/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T73  Tomate Dalel Plein champ  07/12/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-14-T84  Tomate Inconnue  Plein champ  20/12/2014 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-15-T01  Tomate Suzana Plein champ  17/11/2015 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-15-T25  Tomate Suzana Plein champ  17/11/2015 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-15-T13  Tomate Marmande Plein champ  24/11/2015 Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-15-T19  Tomate Stidya Plein champ  24/11/2015 Fruit Chenoua Tipaza Al EU_23_Al
DZ-15-T27 Tomate Tomstar Plein champ ~ 21/12/2015 Fruit Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-15-T37 Tomate Khalida Plein champ ~ 24/12/2015 Fruit Staouali Alger Al EU_23_Al
DZ-15-P58 P .deterre Spunta Plein champ  16/12/2015 Feuille Khemis El khechna  Boumedes Al EU_23_Al
DZ-13-P18 P.de terre  Barna Plein champ  20/12/2013 Feuille - Guelma A2 EU_13_A2
DZ-15-P30  P.deterre  Spunta Plein champ  26/04/2015 Feuille Staouali Alger A2 EU_13_A2
DZ-15-P29  P.deterre  Spunta Plein champ  26/04/2015 Feuille Staouali Alger A2 EU_13_A2
DZ-15-P35 P.de terre  Kondor Plein champ  08/12/2015 Feuille - Mascara A2 EU_13_A2
DZ-15-P36 P.de terre  Spunta Plein champ  05/11/2015 Feuille Guelb el kebir Medea A2 EU_13_A2
DZ-15-P45 P.de terre  Spunta Plein champ  14/12/2015 Feuille Ain Bessam Bouira A2 EU_13_A2
DZ-14-P18  P.deterre  Spunta Plein champ  06/02/2014 Feuille ENSA El Harrach Alger Al EU_2_Al

DZ-14-P24 P.de terre  Lesita Plein champ  20/01/2014 Feuille Soumaa Tizi ouzou Al EU_2_Al

DZ-14-T22  Tomate Enigma Sous serre 20/02/2014 Tige Staouali Alger Al EU_2_Al

38



11.4.4.3. Préparation de ’inoculum

11.4.4.3.1. Pré-inoculation

\

L’inoculum est préparé a partir d’'une culture mycélienne agée de 3 semaines; environ
5 ml d’eau distillée stérile sont versées dans chaque boite. La surface de chaque culture
mycélienne est grattée a 1’aide d’une pipette Pasteur bien recourbée. La suspension de
sporanges est récupérée dans des tubes a essai puis mise au réfrigérateur a 4°C, pendant une
durée de 3 a 4 heures afin de libérer les zoospores; une pré- inoculation de folioles détachées
est effectuée. Les isolats provenant de la pomme de terre sont inoculés sur folioles de pomme
de terre et ceux de la tomate sont inoculés sur folioles de tomate. Cette pré-inoculation est
effectué dans le but de réactiver le pathogene et produire une quantité suffisante d’inoculum.

Les folioles sont incubées a 20 °C pendant 6 jours en chambre de culture (Fig.8A).
11.4.4.3.2. Inoculation croisée

Apres 6 jours, les sporanges formés a la surface des folioles (pomme de terre et tomate)
sont récupérés par lavage des folioles avec une solution de 5ml d’eau distillée stérile; la
suspension de sporanges est ajustée par la suite pour obtenir une concentration finale de
5x10* sporanges/ ml (Fig.8 B). La suspension est placée au réfrigérateur a 4°C pour une
durée de 3 a 4 heures afin de libérer les zoospores; 1’inoculum est ainsi préparé pour inoculer

les deux plantes hotes : pomme de terre et tomate.

Les boites de Petri sont préparées en disposant un cercle de papier buvard stérile et
humidifié avec environ 10 ml d’eau distillée stérile, un autre cercle grillagé est superposé sur

le papier buvard afin d’éviter le contact direct entre les folioles et le papier buvard humidifié.

Des folioles agées entre 8 a 9 semaines sont prélevées de la serre et ensuite placées deux
par boite de Petri (la face abaxiale vers le haut), une goutte de 20 ul de la suspension de

zoospores est déposée au centre de chaque foliole (Fig.8C).

Les boites sont ensuite fermées et incubées a 20°C en chambre de culture (16 heures de
lumiere), trois boites contenant deux folioles sont réservées pour chaque isolat, soit trois

répétitions pour chaque souche (Fig.8 D).

39



11.4.4.4. Lecture et notations des résultats

Les notations sont effectuées des I’apparition des premiers symptomes ; plusieurs
parametres sont pris en considération afin de mesurer le taux d’agressivité des isolats sur les

deux plantes hotes.
a) Période d’incubation

Cette période s’étend du premier jour d’incubation jusqu’a apparition des premiers

symptomes ; elle est calculée en nombre de jours.
b) Période de latence

Cette période s’étend du premier jour d’inoculation jusqu’a apparition des premieres

fructifications (sporocystes ou sporanges) ; elle est évaluée en nombre de jours.
¢) Taille des lésions

Elle est mesurée dés I’apparition du symptome qui peut étre a partir du 3°™ ou 4°™ jour apres
inoculation ; I’évolution de la taille des Iésions est suivie par des notations réguliéres au 5™
jusqu’au 6°™ jour aprés inoculation. Cependant, dans notre cas, la taille des Iésions est
mesurée au 5°™ jour aprés inoculation. D’aprés Vleeshouwers et al. (2000), la taille des
nécroses est calculée selon la formule d’une surface d’une hélice A= 1/4 x m x longueur x

largeur.
d) Intensité de sporulation

Apres 7 jours d’incubation, chaque foliole inoculée mise dans un tube est placée, ensuite
au congélateur ; les tubes sont retirés au fur et a mesure afin de mesurer le taux de sporulation.
Chaque foliole est lavée avec 10 ml d’eau distillée stérile. Le comptage des sporanges est

évalué a ’aide d’une cellule de Malassez.
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Figure 8 : Etapes du test folioles détachées en conditions contrdlées.

B : Inoculum, C : Inoculation, D :
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A : Pré-inoculation,

incubation en chambre de culture, E : Nécrose sur les deux

hotes pomme de terre et tomate, F : Conservation des folioles dans des tubes pour le calcul de

sporulation.
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IL5. Résistance variétale a I’égard de P. infestans

La résistance variétale pourrait étre un moyen de lutte contre le mildiou, en sélectionnant
les variétés qui ont un bon comportement a 1’égard de cette maladie. A cet effet, deux
essais ont été réalisés afin d’étudier le niveau de résistance de certaines variétés de tomate

a I’égard du P. infestans sous abri-serre et en conditions controlées au laboratoire.

I1.5.1. Evaluation de la résistance des variétés de tomates sous abri serre
I1.5.1.1. Situation et caractéristiques de lieu d’expérimentation
L’expérimentation a été effectuée au sein de la station expérimentale de I’ENSA,

appartenant a la région d’algérois (Fig.9). Cette zone est caractérisée par un climat

méditerranéen et une pluviométrie annuelle moyenne comprise entre 600 a 700 mm/an.

Figure 9 : Image du site d’expérimentation prise par satellite.
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I1.5.1.2. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé comprend douze (12) variétés de tomates fixées (Lycopersicum

esculentum Mill.), mais deux variétés V11 et V12 ont été éliminées pour des raisons

expérimentales.

Tableau 9 : Matériel végétal utilisé dans le test de résistance variétal a I’égard du mildiou

Variétés Forme du Nombre Poids moyen  Port Autres Origine
fruit de loges d'un fruit (g) caractéristiques
Marmande aplati et 8al10 120 a 150 Semi Précoce France
cotelé déterminée
Saint Pierre | rond etlisse 3 a6 1202 150 Indéterminé  Demi tardive a  France
double fin
Ideal rond 5a7 140 a 180 Indéterminé  _ Bulgarie
Trakia gros fruit a9 120 a 180 Semi Fruit de Bulgarie
déterminée couleur rouge
violacé
Slava fruit gros et 5a6 150 a 180 Déterminé _ Tchécoslovaquie
rond
Burbank sphérique 4a6 125 a 180 Indéterminé  Couleur rouge  Ande
cotelée
Rose de sphérique 3as 130a 170 Indéterminé  Fruit de France
Berne lisse couleur rouge
violacé
Mexique sphérique 2a3 20240 Indéterminé  en forme de Mexique
lisse grappe a petit
fruit
Glacha _ _ _ _ _ _
Biche _ _ _ _ _ -
serdese

I1.5.1.3. Dispositif expérimental

L’essai est réalisé dans un abri-serre de 400 m?, les variétés sont disposées en quatre
blocs aléatoires complets avec deux parcelles élémentaires par bloc ayant un écartement
de 2 m et six rangs par parcelle élémentaire d’un écartement de 1 m, soit 12 rangs par
bloc. La plantation est réalisée a raison de 9 plants par rang et un écartement de 0,35 m soit

108 plants par bloc (Fig.10).
I1.5.1.4. Conduite de I’essai

Les observations sont faites chaque semaine des l’apparition des premieres taches
foliaires typiques du mildiou. Plusieurs échelles de notation existent, mais, 1’échelle utilisée

dans notre cas repose sur 1’évaluation visuelle du pourcentage de destruction du feuillage.
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Figure 10 : Dispositif expérimental. V1:Saint Pierre , V2:Glacha, V3: Rose de Berne,

V4: Burbank, V5: Miel de Mexique, V6 : Ideal,V7: Trakia, V8:
V9: Marmande, V10: Slava, V11 : Datchnik, V12 : Bolivar.

Bitche serdse,
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Tableau 10 :

Date

27/11/2014
18/12/2014
11/01/2015
11/01/2015
12/01/2015
12/01/2015
26/01/2015
05/03/2015
30/03/2015
12/02/2015
19/04/2015
16/04/2015
10/06/2015

Présentations des opérations culturales effectuées durant I’expérimentation.

Opérations

Semis de la tomate en pépiniere

Repiquage des plants

Travail superficiel du sol

Epandage de la fumure de fond a raison de 2,08 g/ha de 15-15-15 (N.P.K)
Tracage du dispositif expérimental

Plantation sous serre

Tuteurage (ficelles)

Mise en place du systeme goutte a goutte

Début des traitements phytosanitaires sous serre
Ebourgeonnage (début)

Premier effeuillage

Premiere cueillette

Derniere cueillette

I1.5.1.5. Notations des symptomes

Les notations sont faites chaque semaine, deés 1’apparition des premiers symptomes

typiques du mildiou. L’échelle utilisée dans notre cas repose sur 1I’évaluation visuelle du

pourcentage de destruction du feuillage en tenant compte des valeurs mentionnées dans le

tableau 11.

Tableau 11: Echelle de notation des symptomes.

Valeurs
0,1%
1%

5%
25%
50%
75 %

95 %
100%

Description

Entre 5 a 10 folioles attaquées/plant ou 2 feuilles / plant

Entre 10 a 20 folioles attaquées / plant ; 1 feuilles sur 20 attaquée séverement
Environ 100 Iésions / plant ; 1 sur 10 folioles infectées (plus de 50 folioles
infectées)

Presque toutes les folioles sont infectées mais la plante conserve une forme
normale

Chaque plante est affectée et environ 50% de la surface foliaire est détruite.
Le champ apparait moucheté de brun

Environ 75% de la surface foliaire détruite; le champ n'apparait ni
majoritairement vert ni brun

Quelques feuilles sur les plantes; mais les tiges sont vertes.

Toutes les feuilles et les tiges sont détruites et seches
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Le niveau de résistance des variétés est évalué par la formule AUDPC (Area under the
disease progress curve ou aire sous la courbe de progression de la maladie) décrite par
Shaner et Finney (1977). La surface de I’air prend en considération toutes les notations
(pourcentage de destruction foliaire) prises au cours des observations effectuées durant la

période de I’expérimentation.

L’AUDPC donne une mesure quantitative de la maladie au cours du temps. Cette
valeur d’AUDPC a un temps (ti) est définie a partir de deux points de données sur le
graphique de la maladie en fonction du temps (le temps en abscisse et le pourcentage de
destruction foliaire en ordonnée). L’AUDPC standardisée est calculée selon la formule

suivante :

AUDPC standardisée = %; [(Xi + Xi-1)/2)] (& - tia)

Avec : n= Nombre total d’observations ; X; = pourcentage de la maladie a chaque

observation ; (ti—ti-1) = temps séparant deux observations consécutives.
I1.5.2. Evaluation de la résistance des variétés en conditions controlées

Ce test est effectué afin de confirmer les résultats obtenus précédemment sous serre
concernant le comportement variétal. Dans ce cas, le test est effectué sous des conditions
in-vitro et consiste a évaluer la résistance de trois variétés en utilisant le test de folioles

détachées.

I1.5.2.1. Matériel végétal

Trois variétés ayant montré différents niveaux de résistance a I’égard du mildiou ont
été sélectionnées (Marmande, Saint Pierre, Trakia). Celles-ci sont plantées dans des pots a
I’intérieur d’une serre en verre a une température de 25°C le jour et 20°C la nuit avec une
photopériode de 14 a 16 heures. Les mémes étapes ont été suivies comme pour le test

précédent de la spécialisation parasitaire.

I1.5.2.2. Matériel fongique

5 isolats ont été sélectionnés pour réaliser ce test (Tabl.12), ces derniers appartiennent a
différents génotypes ; trois isolats appartiennent au génotype EU_23_Al, un isolat au
génotype EU_2_Al et un autre au génotype EU_13_A2. Toutes les informations sont

mentionnées dans le tableau 12.
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Tableau 12: Matériel fongique utilisé dans le test de folioles détachées.

Codification Hote Variétés Type de Date Organe Commune Wilaya Type Génotype
culture d'isolement sexuée

DZ-15-T25  Tomate Suzana Plein champ 17/11/2015  Feuille Chenoua Tipaza Al EU_23_Al

DZ-16-P01 P .deterre  variété codée Plein champ 15/01/2016  Feuille Bab Ezzouar Alger A2 EU_13_A2

DZ-15-P58 P .deterre  Spunta Plein champ 16/12/2015  Feuille Khemis El khechna Boumedes Al EU_23_Al

DZ-15-P30 P.de terre  Spunta Plein champ 26/04/2015  Feuille Staouali Alger A2 EU_13_A2

DZ-14-P18 P.de terre  Spunta Plein champ 06/02/2014  Feuille ENSA El Harrach  Alger Al EU_2_Al

I1.5.2.3. Préparation de I’inoculum

11.5.2.3.1. Pré-inoculation

L’inoculum est préparé comme nous 1’avons décrit précédemment et avec plus de détails

au niveau du test de spécialisation parasitaire. A partir de cultures mycéliennes agées

d’environ 3 semaines, 5 ml d’eau distillée stérile sont versées dans chaque boite afin de

récupérer les sporanges. La suspension de spores obtenue est incubée au réfrigérateur a 4°C,

pendant une durée de 3 a 4 heures afin de libérer les zoospores; la pré-inoculation des folioles

détachées est effectuée sur la variété sensible ’Marmande °’ ; ces dernieres sont incubées a 20

°C pendant 6 jours en chambre de culture.

11.5.2.3.2. Inoculation

Apres 6 jours, les sporanges formés a la surface des folioles de tomate sont récupérés

dans une solution de 5 ml d’eau distillée stérile; la suspension est ajustée par la suite pour

obtenir une concentration finale de 5x10* sporanges/ ml. Puis cette derniére, est placée au

réfrigérateur a 4°C pour une durée de 3 a 4 heures afin de libérer les zoospores; I’inoculum est

ainsi préparé pour inoculer des folioles agées de 9 semaines des trois variétés de tomates

(Marmande, Saint Pierre et Trakia). Une goutte de 20 ul de la suspension contenant les

zoospores est déposée au centre de chaque foliole a la face abaxiale, Les boites sont ensuite

fermées et incubées a 20°C en chambre de culture (16 heures de lumiere) ; trois boites

contenant deux folioles sont utilisées pour chaque isolat, constituant trois répétitions pour

chaque isolat.

I1.5.2.4. Lecture et notations des résultats

Les mémes parametres déja présentés dans le test précédent de spécialisation parasitaire,

sont pris en considération (période d’incubation, période de latence, taille de la Iésion et

intensité de sporulation), afin d’évaluer le niveau de résistance des variétés.
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I1.6. Analyse statistique des résultats

Tous les tests statistiques (ACP et analyse de variance) ont été effectués a 1’aide du logiciel
R v.3.3.2. (The R Foundation for Statistical Computing, 2016). Le classement des variables

est effectué selon le test de Tukey HSD a a=0.05 utilisant le logiciel Statistica version 10.
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I1I. RESULTATS ET




III. RESULTATS ET DISSCUSSION

II1. 1. Diversité génétique
II1.1.1. Polymorphisme des SSR au niveau de la population

Sur une collection de 86 isolats, 61 alleles ont été détectés avecl7 marqueurs avec 2 alleles
par locus ou plus. Le nombre d’alléles varie de 2 pour les marqueurs (Pi33, Pi56, PinfSSR2,
Pil6, Pi70 et PinfSSR6a) a 9 alleles pour le G11 (Tabl.13). Le marqueur Pi 63 a enregistré la
taille la plus large correspondant a 131 paires de bases. Cependant, les marqueurs Pi 56,
PinfSSR2, PinfSSR6a et Pil6 ont montré une taille réduite égale a 2 paires de bases. Le Gl11
s’est montré tres polymorphe et a montré la plus grande valeur concernant le nombre d’alléles
(n=9), avec une fréquence allélique (n =0,08). Les deux marqueurs G11let D13 ont montré une
grande diversité au sein de la population (H=0,77 et H=0,75) respectivement et un indice de
Shannon égale a (I = 2,32 et I= 2, 27) respectivement. En revanche, le marqueur PinfSSR7 n’a
montré aucun polymorphisme au sein de la population (H=0,02 et I= 0,01). L’indice
d’association est €gal a 1a=0,11 et en ce qui concerne I’indice de linkage (rp) ou de déséquilibre
de liaison pour cette population le test a rejeter I’hypothése d’une recombinaison génétique

(P<0.001).

Tableau 13 : Polymorphisme des marqueurs SSRs des 86 isolats.

Marqueur  Taille des alléles Alleles Fréquence H 1 L3-4
Gl1 140-206 9 0,08 0,77 2,32 81
PinfSSR4 203-288 8 0,08 0,75 2,27 78
D13 134-222 7 0,05 0,69 1,96 1
Pi63 148-279 5 0,06 0,62 1,63 81
PinfSSR3 258-270 4 0,08 0,68 1,69 78
PinfSSR11 331-355 3 0,05 0,54 1,2 0
PinfSSR8 260-266 3 0,06 0,53 1,18 5
Pi4B 213-217 3 0,05 0,51 1,08 1
Pi4G 157-161 3 0,05 0,16 0,49 0
Pi04 166-170 3 0,05 0,1 0,33 0
Pi33 203-206 2 0,05 0,5 1 0
Pi56 174-176 2 0,05 0,5 1 0
PinfSSR2 173-175 2 0,05 0,5 0,99 0
Pil6 176-178 2 0,05 0,08 0,25 0
Pi70 192-195 2 0,05 0,08 0,25 0
PinfSSR6a 242-244 2 0,05 0,08 0,25 0
PinfSSR7 198 1 0,05 0,02 0,01 0
Moyenne 3,59 0,06 0,42 1,05 19,12

I : indice de Shannon ; H : Diversité ; L3-4 : nombre d’isolats ayant plus de trois & quatre alleles par locus
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II1.1.2. Classification de la population étudiée en MLLs (Lignée clonale) et en MLGs (sous

population)

Les 86 isolats de P. infestans sont divisés en 27 MLGs ou groupe unique avec un indice de
richesse égale a R=0,3 (Tabl.14). Il apparait que les 77 isolats collectés a partir de la tomate
sont groupés en 2 MLLs ou lignées clonales. Cette classification est basée sur la comparaison
avec des souches de références sélectionnées par Cooke et al (2012), en nous référant a la
nomenclature européenne nous avons fait ressortir deux lignées clonales a savoir ; EU_2_Al et
EU_ 23_Al. La lignée clonale EU_2_Al est représentée par 3 MLGs qui correspondent a
5 isolats. Cependant, le reste des autres isolats sont représentés par la lignée clonale EU_23_A1
qui correspondent a 20 MLGs (sous population) qui regroupent au total 70 isolats .Tandis, que,

2 isolats n’ont pas €té classifiés avec les autres et sont appelés « others » ou autres.

La classification des isolats a montré que 11 MLGs sont représentés par plus d’un seul isolat,
alors que 16 autres sont représentés par un seul isolat unique. Cependant, 2 MLGs renferment
un nombre important d’isolats par rapport aux autres groupes. Le premier est le MLG_5 qui
renferme 25 isolats collectés dans différentes régions d’Alger et de Tipaza durant I’année 2015 et
le second qui est le MLG_09 qui regroupe 13 isolats distribués dans les deux régions d’Alger et
Tipaza, collectés durant I’année 2014. En outre, les 9 isolats de pomme de terre que I'on a
rajouté a notre collection correspondent également au génotype EU_23_A1 et sont regroupés
dans deux MLGs uniques différents de ceux de la tomate .Concernant la répartition de la
population nous avons remarqué que le méme isolat peut se trouver dans plusieurs régions durant
la méme année. Chaque année au moins un nouveau MLG fait son apparition, A 1’exception, le
MLG_11 qui est détecté en 2010 a El Harrach, quatre ans apres le méme MLG est retrouvé a

Staouali en 2014 ce qui prouve la persistance de 1’inoculum durant les années.
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Tableau 14: Caractéristiques des 27 MLGs utilisant 17 marqueurs SSRs .

Wilaya Commune MLGs MLLs n Hote
Alger El Harrach MLG_11 EU_2_Al 1 2010 Tomato
Staouali MLG_11 EU 2 Al 2 2014 Tomato
Alger Staouli MLG_09 EU 23 Al 6 2014 Tomato
Zeralda MLG_09 EU_23 Al 1 2014 Tomato
El Harrach MLG_09 EU_23 Al 1 2014 Tomato
Tipaza Chenoua MLG_09 EU 23 Al 5 2014 Tomato
Tipaza Chenoua MLG_10 EU 23 Al 1 2015 Tomato
Alger Staouli MLG_10 EU 23 Al 1 2015 Tomato
Tipaza Chenoua MLG_05 EU 23 Al 16 2015 Tomato
Alger Staouli MLG_05 EU_23_Al 1 2015 Tomato
Tipaza Chenoua MLG_01 EU 23 Al 1 2015 Tomato
Alger Staoueli MLG_01 EU 23 Al 1 2015 Tomato
Tipaza Chenoua MLG_07 EU 23 Al 3 2014 Tomato
Alger Zeralda MLG 07 EU 23 Al 2 2014 Tomato
Tipaza Chenoua MLG 03 EU 23 Al 2 2014 Tomato
Alger Zeralda MLG 03 EU 23 Al 5 2014 Tomato
Alger El harrach MLG_26  Other 1 2010 Tomato
El harrach MLG_27 Other 1 2011 Tomato
El harrach MLG_24 EU_2_Al 1 2013 Tomato
El harrach MLG_02 EU_23_Al 2 2016 Tomato
El harrach MLG_19 EU 23 Al 1 2016 Tomato
Bordj El Kifan MLG_25 EU_2_Al 1 2013 Tomato
Bordj El Kifan MLG_15 EU_23_Al 1 2013 Tomato
Staouali MLG 17 EU 23 Al 1 2014 Tomato
Staouali MLG 08 EU 23 Al 2 2015 Tomato
Staouali MLG 14 EU 23 Al 1 2015 Tomato
Staouali MLG 21 EU 23 Al 1 2015 Tomato
Tipaza Chenoua MLG 23 EU 23 Al 1 2014 Tomato
Chenoua MLG 16 EU 23 Al 1 2014 Tomato
Chenoua MLG 12 EU 23 Al 1 2014 Tomato
Chenoua MLG 13 EU 23 Al 1 2014 Tomato
Chenoua MLG 22 EU 23 Al 1 2015 Tomato
Chenoua MLG 18 EU 23 Al 1 2015 Tomato
Chenoua MLG_06 EU_23_Al 2 2015 Potato
Chenoua MLG_20 EU_23_Al 1 2015 Tomato
Boumerdes Khemis El Khechna MLG_04 EU 23 Al 7 2015 Potato

MLGs, multilocus genotypes ; n, number d’isolats ; MLLs multilocus lineages
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II1.1.3. Etude de la structure de la population

La structure génétique des 86 isolats a été analysée en utilisant le logiciel
Structure 2.3.4 développé par Evano et al (2005). Le calcul du delta K (Fig.11) a fait ressortir
deux pics, le premier lorsque K=2 ce qui veut dire qu’il y a une probabilité que la population
peut se diviser en deux clusters génétiques, le second pic est représenté par K=4 qui montre que

la population peut également se diviser en quatre clusters génétiques.

Le cluster A regroupe un grand nombre d’isolats (Fig.12;13) environ 53 isolats collectés a
partir de la tomate et 9 isolats collectés a partir de la pomme de terre. Cette population est
répartie en 17 MLGs appartenant tous a une seule lignée clonale le EU_23_AT ; la majorité des
isolats de ce cluster sont collectés en 2015, peu en 2016 et 2014 dans les environs d’Alger,

Tipaza et Boumerdes. En outre, ce groupe a un indice de richesse égale a R= 0,32.

Le cluster B renferme 5 MLGs et 17 isolats appartenant également au génotype EU_23_Al.

Il regroupe des isolats collectés en 2014 et en 2013, avec un indice de richesse égale a R=0,29.

Le cluster C regroupe 5 isolats appartenant au génotype EU_2_A1 tous isolés en année 2010
et 2014 ; ce groupe montre 1’indice de richesse le plus important par rapport aux autres groupes

avec R= 0,6 (Tabl.15).

Enfin deux isolats représentent un groupe a part (others) et n’appartiennent a aucune lignée

clonale.

Tableau 15 : Caractéristiques de la population de P. infestans.

n MLG R Fq MLL
Cluster A 53 17 0,32 0,89 EU_23_Al
Cluster B 17 5 0,29 0,83 EU_23_Al
Cluster C 5 3 0,60 0,70 EU_2 Al
Others 2 2 1 0,08 -

n: Nombre d’isolats ; MLG : Multilocus lineage ; R: Indice de richesse ; Fy: Indice de
différenciation entre MLG des différents clusters.
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Delta K

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figure 11 : La valeur du AK =4 calculé par le logiciel Structure v. 2.3.4.
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Figure 13: Arbre phylogénique représentant la distance génétique entre les
différents MLGs et MLLs (génotypes). Les distances génétiques sont tout d’abord
calculées par le logiciel ARLEQUIN v.3.5.2.2. , l’arbre est réalis¢ par le logiciel
GRAPHVIZ package (http://graphviz.org).
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II1. 2. Caractérisation phénotypiques des isolats

II1. 2.1. Détermination du type de compatibilité sexuée (Mating type) des isolats collectés

Tous les isolats collectés a partir de la tomate depuis 2010 jusqu’a 2016 se sont avérés du
type sexué Al, cela a été mis en évidence par les observations microscopiques au niveau de la
zone de confrontation qui a montré la présence d’oospores avec les isolats testeurs du type A2
et ’absence d’oospore avec les isolats testeurs du type Al. Ce qui suggere que le pathogene se

multiplie essentiellement par voie asexuée sur la tomate.

I11.2.2. Niveau de résistance exprimé par quelques génotypes de P .infestans. a I’égard du

metalaxyl

45 isolats ont été testés pour la résistance au métalaxyl, soit 34 isolats appartenant a la tomate
et 11 isolats appartenant a la pomme de terre .Tous les isolats collectés a partir de la tomate
étaient sensibles au métalaxyl a ’exception d’un seul isolat qui est le DZ-14-T22 appartenant au
génotype EU_2_A1 (Fig. 14). En général, au niveau des isolats, le diametre du mycélium varie
entre 25,67 mm a 67,67 mm a la dose O ppm et entre 0 & 69 mm a la dose 10 et 100 ppm

respectivement.

Par rapport aux génotypes identifiés (Fig. 14) nous avons remarqué que tous les isolats de la
lignée clonale EU_23_Al sont tous sensibles au métalaxyl, que ce soit des isolats collectés a
partir de la tomate ou de la pomme de terre. Leur croissance mycélienne varie entre 25,67 mm a
70,33 mm en moyenne a la dose O ppm (témoin). Tandis que cette croissance diminue a la dose
10 ppm et varie entre 0 a 15 mm soit un taux d’inhibition qui varie de 69 % a 100 % par rapport
au témoin (Tabl.16), cette croissance diminue davantage a la dose 100 ppm et varie de 0 a 11,33

mm soit un pourcentage d’inhibtion qui varie entre 77 % a 100 % par rapport au témoin.

Par contre, les isolats du génotype EU_13_A2 appartenant a la pomme de terre sont tous
résistants au métalaxyl. Nous avons enregistré une difference qui n’est pas tres significative entre
le témoin et les doses du fongicide. En effet, la croissance varie de 59,67 a 70,67 mm a la dose 0
ppm et celle-ci régresse entre 39,33 a 68,33 mm a la dose 10 ppm , avec un taux d’inhibtion qui
varie de 1 % a 17 %. En outre, cette croissance diminue davantage de 31,67 a 69,33 mm a la
dose 100 ppm soit un pourcentage d’inhibition qui varie entre 1 % a 41 % par rapport au témoin

(Tabl.16).

Seul un isolat de tomate appartenant au génotype EU_2_Al s’est montré résistant en

comparaison avec les autres isolats colléctés a partir de la tomate lequel il a enregistré une
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croissance égale a 68 mm en moyenne a la dose 0 ppm et une croissance moindre égale a
47,67 mm a la dose 10 ppm, soit un taux d’inhibition égale a 30% par rapport au témoin. A la
dose 100 ppm une croissance égale a 40 mm a été enregistrée, soit un taux d’inhibition égale a

41 % par rapport au témoin (Fig.15).

Tableau 16 : Classement des isolats selon le pourcentage d’inhibition des isolats.

Isolats Pourcentage d’inhibition Groupe Pourcentage d’inhibition Groupe Génotype
a 10 ppm a 100 ppm

DZ-13-P18 1 a 1 a EU_13_A2
DZ-14-P10 3 a 21 ab EU_13_A2
DZ-14-P29 6 a 12 a EU_13_A2
DZ-14-P36 10 abc 42 bc EU_13_A2
DZ-15-P01 17 abc 21 ab EU_13_A2
DZ-14-T22 30 bc 41 bc EU_2_Al
DZ-14-P49 34 c 47 ¢ EU_13_A2
DZ-14-T67 69 d 77 d EU_23_Al
DZ-14-T64 72 de 80 de EU_23_Al
DZ-14-T84 73 def 89 de EU_23_Al
DZ-14-T74 76 defg 89 de EU_23_Al
DZ-15-T13 78 de fgh 87 de EU_23_Al
DZ-14-T71 78 defghi 89 de EU_23_Al
DZ-15-T17 79 defghi 95 de EU_23_Al
DZ-14-T66 81 defghi 91 de EU_23_Al
DZ-14-T79 82 defghi 90 de EU_23_Al
DZ-16-T01 83 defghi 95 de EU_23_Al
DZ-15-T03 84 defghi 97 de EU_23_Al
DZ-14-T72 85 defghi 89 de EU_23_Al
DZ-15-P60 86 defghi 93 de EU_23_Al
DZ-15-T33 87 defghi 89 de EU_23_Al
DZ-16-T02 88 defghi 94 de EU_23_Al
DZ-16-T03 89 defghi 95 de EU_23_Al
DZ-14-T61 89 defghi 95 de EU_23_Al
DZ-15-T25 89 defghi 98 de EU_23_Al
DZ-16-T05 90 defghi 93 de EU_23_Al
DZ-14-T69 90 defghi 93 de EU_23_Al
DZ-16-T04 90 defghi 93 de EU_23_Al
DZ-15-T06 91 efghi 98 de EU_23_Al
DZ-16-T07 91 efghi 99 e EU_23_Al
DZ-15-T28 91 efghi 99 e EU_23_Al
DZ-15-P59 91 efghi 91 de EU_23_Al
DZ-15-T01 93 efghi 95 de EU_23_Al
DZ-15-T34 93 fghi 100 e EU_23_Al
DZ-15-T19 94 fghi 98 e EU_23_Al
DZ-14-T77 94 fghi 94 de EU_23_Al
DZ-16-P61 95 ghi 95 de EU_23_Al
DZ-15-T27 96 ghi 100 e EU_23_Al
DZ-14-T63 96 ghi 100 e EU_23_Al
DZ-15-T40 96 ghi 100 e EU_23_Al
DZ-14-T53 97 ghi 100 e EU_23_Al
DZ-15-P51 97 ghi 100 e EU_23_Al
DZ-15-P55 98 hi 100 e EU_23_Al
DZ-15-P58 98 hi 100 e EU_23_Al
DZ-15-T37 100 i 100 e EU_23_Al
Moyenne 77 84

Pr>F) 2,11e-15 *+* 1,68e-15 ***
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Croissance mycélienne des isolats de P. infestans a différentes doses du fongicide.

Figure 14



Figure 15 : Croissance mycélienne a différentes doses du fongicide.
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I11.2.3. Effet de la temperature sur la croissance mycélienne des isolats

Les résultats obtenus montrent que la température a une influence sur la croissance
mycélienne des isolats .En effet, tous les isolats ont montré des résultats trés hautement
significatifs (P< 0.001) a I’égard des différentes gammes de températures (10°C, 15°C, 20°C,
25°C et 30°C). Elle I'est également de méme entre MLGs et Dinteraction (MLGs x
températures). Cependant, les régions d’origine (Alger, Tipaza) n’ont pas influencé Ie
comportement des isolats a I’égard des températures et les résultats n’étaient pas tres significatifs
(P >0.001) (Tabl.17).

Tableau 17 : Analyse de variance du comportement des isolats a 1’égard de I’effet température.

Effets DDL S.C.E CM Test F Pr(>F)
Température 4 53573 393 240,507 < 2e-16%*
Région 1 261 261 4,688 0,031507*
MLGs 4 841 210 3,776 0,005484**
Région x MLGs 1 237 237 4,256 0,040343*
Température x MLGs 16 2490 156 2,794 0,00041 7%
Température x Région x MLGs 8 1372 172 3,080 0,002649%**
Residuals 209 11639 56

Les isolats téstés appartiennent tous au génotype EU_23_Al1 et se divisent en 5 MLGs (sous
population). Seuls deux isolats n’ont pas été identifiés génotypiquement. La croissance
mycélienne varie de 7,33 a 31 mm a 10 °C. Elle augmente et atteint entre 23,67 et 54,33 mm a
15°C, avec un optimum a 20°C pour une croissance comprise entre 27 et 58,67 mm. Celle-ci
diminue progressivement et atteint entre 12 a 41,67 mm a 25°C. En revanche aucune croissance

n’a été enregistré a 30°C (Fig.16 ).
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Figure 16 : Taux de croissance mycélienne a différentes gammes de
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L’analyse des composantes principales en deux dimensions, Dim 1 a 30,22% et Dim 2 a
37,88%, nous a permis de regrouper les isolats selon leur comportement a 1’égard des différentes
gammes de températures (Fig.17). Les isolats ayant le méme comportement sont projetés dans le
méme axe et ’ACP a fait ressortir cinq groupes. Le premier groupe inclue uniquement les
isolats du cluster B ; ceux-la ont montré une croissance tres importante a 15°C, intermédiaire a

20°C et 25°C et une croissance tres faible a 10°C.

Le deuxieme groupe renferme uniquement les isolats du cluster A ; ces derniers ont enregistré

une croissance tres importante a 20°C, intermédiaire a 15°C et 25°C et faible a 10°C.

Le troisieme groupe est représenté par des isolats appartenant aux clusters A et B, ceux-la ont
montré une croissance mycélienne tres importante a 20°C, intermédiaire a 15°C et faible a 10°C

et 25°C.

Le quatrieme groupe comprend des isolats du cluster A et B ayant montré une bonne

croissance a 15°C et 20°C, et une croissance faible a 10°C et 25°C.

Le cinquieme groupe renferme des isolats du cluster A uniquement ; ces derniers ont une
préférence pour les hautes températures et ont une bonne croissance a 25°C, intermédiaire a

15°C et 20°C et faible a 10°C.

La classification des isolats selon leur exigence thermique n’est pas influencée par leur
nature génétique ; cluster ou MLG (Tabl.18). Certains, isolats ont le méme MLG mais n’ont pas
les mémes préférences thermiques. Les isolats du MLG_09 sont distribués dans le premier,
troisieme et quatrieme groupe. Cette sous-population a montré un optimum de température entre
15°C et 20°C, le méme cas a été observé avec les isolats appartenant au MLG_07. En revanche,
les isolats du MLG_03 ont montré un optimum compris entre 20°C et 25°C. Cependant, nous
avons remarqué que les isolats appartenant au cluster B montrent des colonies plus grandes a

10°C par rapport a ceux du cluster A (Fig. 18).
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Tableau 18 : Classement des MLG selon leur croissance mycélienne a I’égard des différentes

gammes de températures.

Groupe n Régions MLGs Cluster 10°C 15°C  20°C 25°C
1 2 Alger, MLG_09,MLG_12 B 26,67 48,92 4434 37,67
Tipaza
2 3 Alger, MLG_03, MLG_07 A 7,66 38,56 53,00 33,22
Tipaza
3 6 Alger, MLG_09.MLG_17 AB 19,50 34,23 44,36 26,95
Tipaza
4 6 Alger, MLG_07,MLG_09MLG_? AB 19,45 33,45 32,78 19,51
Tipaza
5 2 Alger MLG_03, MLG_? A 12,67 25,34 28,00 37,00
o ;
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Figure 17 : Analyse des composantes principales (ACP) de la croissance mycélienne a différentes

gammes de températures (10°C ; 15°C ; 20°C ; 25°C).
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I11.2.4. Etude de la spécialisation parasitaire sur les deux plantes hotes (tomate et pomme

de terre)
I11.2.4.1. Evaluation de I’agressivité des différents génotypes selon les deux hotes

L’agressivité du pathogene a été évaluée en mesurant les différentes composantes: la taille des
1ésions au 5°™ jour apres inoculation, la sporulation au 7™ jour aprés inoculation ainsi que la

période d’incubation et de latence (Tabl.19).

La taille de la surface des 1ésions (Fig.19 A) est comprise entre 357,57 mm?2 (EU_13_A2,
tomate) a 629,44 mm? (EU 23 Al, pomme de terre). L’analyse de variance concernant le
génotype EU_13_A2 a montré des résultats trés hautement significatifs (P<0,001) entre les deux
hotes, cette lignée clonale a provoqué des lésions de taille supérieure sur pomme de terre soit
549,06 mm? en moyenne alors que sur la tomate ces nécroses sont de tailles inférieures soit
357,57 mm? en moyenne. Par contre, les deux autres génotypes EU 2 Al et EU 23 Al n’ont

montré aucune différence significative sur les deux plantes hétes (P= 0,58 et P=0,317).

L’intensité de sporulation (Fig.19 B) varie de 4,10 x 10* spores ml' (EU_2_Al, pomme de
terre) a 48,86x10* spores ml"!' (EU_13_A2, pomme de terre), le génotype EU_13_A2 a montré
des résultats significatifs (P<0,01). Alors, que les autres génotypes EU_2_Al et EU_23_A1l ont
enregistré des résultats trés hautement significatifs (P< 0,001) sur les deux hotes. Les isolats du
génotype EU_13_A2 ont montré une sporulation plus importante sur foliole de pomme de terre
égale 2 48,86x10* spores ml! alors que sur les folioles de la tomate la sporulation était inférieure
21,99x10* spores ml"!. Contrairement, les autres génotypes ont enregistré un taux de sporulation
important sur les folioles de la tomate par rapport a ceux de la pomme de terre. Ce taux est de
21,56x10* spores ml"! sur tomate et de 4,10x10* spores mI"! sur pomme de terre avec le génotype
EU_2_Al et un taux de 43,53x10* spores ml™’ sur tomate et 15,35x10* spores ml™! sur pomme de

terre avec le génotype EU_23_Al.

La période d’incubation est comprise entre 3,5 a 4,73 jours et 1’analyse de variance n’a

montré aucune différence significative entre génotypes et cultivars (P>0,05).

La période de latence est plus longue comprise entre 4,39 a 6 jours et I’analyse de variance a
montré une différence non significative avec les isolats du génotype EU_13_A2 (P=0,151), alors
que les isolats des génotypes EU_2_ Al et EU_23_A1l ont montré des résultats tres hautement

significatifs (P<0,001) en ce qui concerne cette période.
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Tableau 19 : Classement des valeurs moyennes des composantes de I’agressivité de 36 isolats

dans le test de spécialisation parasitaire.

Composante Cultivars EU_13_A2 (n=5) EU_2_Al1(n=3) EU_23_A1(n=25)
Taille des 1ésions Marmande 357,57a 455,88 a 588,77 a
(mm?2) Spunta 549,06 b 533,85a 629,44 a
Pr(>F) 0,00551 ** 0,583 0,317
Sporulation Marmande 21,99x10* a 21,56x10* b 43,53x10* b
(Spores ml!) Spunta 48,86x10* b 4,10x10%* a 15,35x10%* a
Pr(>F) 0,0107 * 0,000241 **3* <2e-16 ***
Période
d’incubation Marmande 35a 4,73 a 3,73 a
(jours) Spunta 3,60 a 4,53 a 3,77 a
Pr(>F) 0,671 0,333 0,629
Période de latence Marmande 4,39 a 52a 4,44 a
(jours) Spunta 4,88 a 6b 4,86 b
Pr(>F) 0,151 0,0049 ** 7,96e-08 ***

Les moyennes sont classées selon le test de Tukey HSD avec a=0.05 ; la signification statistique est

exprimée par un astérix (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).
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Figure 19 : Agressivité des isolats appartenant a différentes lignées clonales sur les deux hotes.

A. Taille des lésions en mm 2. B. Taux de sporulation x 10*ml". Les moyennes sont classées

selon le test de Tukey’s HSD avec 0a=0.05. n.s= non significatif.
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I11.2.4.2. Expression de la virulence spécifique des différents isolats selon leurs hotes

d’origine

Pour la taille des 1ésions, nous avons remarqué que les isolats collectés a partir de tomate
n’ont montré aucune différences significatives entre la taille des 1ésions occasionnées sur foliole
de pomme de terre ou sur tomate (P=0,65). Cependant, les isolats collectés a partir de la pomme
de terre ont enregistré des résultats tres hautement significatifs entre les deux hotes. Ces derniers
ont enregistré des 1ésions de taille supérieure soit 549,73mm? sur leur hote d’origine et des
nécroses de taille inférieure soit 364,64 mm?2 sur la tomate (Tabl.20). En se basant sur la
sporulation, nous avons remarqué que les isolats collectés a partir de tomate sporulent quatre fois
plus sur leur hdote d’origine que sur la pomme de terre (Fig.21) et les résultats étaient tres
hautement significatifs (P<0,001).Contrairement, les isolats de pomme de terre sporulent plus sur
leur hote d’origine que sur la tomate (Fig.20) et ont montré des différences significatifs (P<0,01).
Concernant la période d’incubation, I’analyse de variance n’a montré aucune différence
significative entre les isolats de pomme de terre et de tomate. Par contre la période de latence a
enregistré des résultats treés hautement significatifs (P<0,001). Les isolats collectés a partir de
tomate ont enregistré une période plus courte sur leurs hotes d’origine que sur la pomme de terre,
en revanche les isolats collectés a partir de pomme de terre montrent une période de latence plus

longue sur leur hote d’origine que sur la tomate.

Tableau 20 : Classement des valeurs moyennes des composantes d’agressivité des isolats selon

leur hote d’origine.

Composantes Cultivars Isolats (Tomate n = 25) Isolats (Pomme de terre n= 11)
Taille des lésions ~ Marmande 615,19 a 364,64 a
(mm?2) Spunta 625,89 a 549,73 b
Pr(>F) 0,654 0,0263 *
Sporulation Marmande 46 x 10 ab 22,02x10 a
(Spores ml!) Spunta 1446x 10 a 30,69x 10 b
Pr (>F) <2e-16 *** 0,0483 *
Période
d'incubation Marmande 4,44a 4,56 a
(jours) Spunta 4,83a 5,11a
Pr(>F) 0,998 0,852
Période de latence Marmande 4,44a 4,83 a
(jours) Spunta 4,56b 5,11a
Pr(>F) 1,96e-07 *** 0,0846

Les moyennes sont classées selon le test de Tukey HSD avec a=0.05 ; la signification statistique est
exprimée par un astérix (¥P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).
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Figure 20 : Symptomes des isolats de P. infestans du génotype EU_13_A2 sur
les folioles des deux hdtes. Nous remarquons une claire différence au niveau des
symptomes, sur la pomme de terre qui est leur hote d’origine, les nécroses sont
nettement plus larges avec une sporulation tres abondante. Alors que sur la
tomate les nécroses sont moins larges, noires avec peu de sporulation
(Photographie : S. Belkhiter).
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Figure 21 : Symptomes des isolats de P. infestans du génotype EU_23_Al sur
les folioles des deux hotes. Sur la pomme de terre les nécroses sont noires avec
des bordures claires et renferment peu de sporulations, la taille des 1ésions est
moins importante par rapport aux nécroses présentées dans la figure
précédente. Alors, que sur la tomate les nécroses ne sont pas visibles mais
toutes la surface de la foliole est recouverte d’un feutrage blanc ce qui indique
une sporulation tres abondante (Photographie: S. Belkhiter).
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I11.3. Evaluation de la résistance de quelques variétés de tomates sous serre et en conditions
controlées a I’égard du mildiou

I11.3.1. Comportement variétal de la tomate (sous serre) a I’égard du mildiou
I11.3.1.1. Pourcentage de destruction foliaire

A la fin de Mars début avril, les conditions environnementales étaient favorables ; les
températures minimales étaient de 15°C et une humidité relative égale a 90% a I’intérieur de la
serre, ont permis le déclenchement de la maladie. Les premiers symptomes sont apparus sur
quatre variétés : Bitche serdes , Marmande, Miel de Mexique et Slava, et apres deux semaines
toutes les variétés ont été attaquée par le mildiou (Fig.22). Nous avons enregistré un
pourcentage de destruction foliaire tres significatif entre toutes les variétés durant toute la
période de notation (P<0,001). Les variétés qui ont montré un taux inférieur de destruction
foliaire sont : la Saint Pierre et Ideal. Celles-ci ont enregistré un taux d’attaque égal a 27,36 % et
25,86% en moyenne respectivement, tandis, que les variétés Trakia et Burbunk ont montré un
pourcentage d’attaque intermédiaire compris entre = 39,03% et 46,53% en moyenne
respectivement (Fig.23). Le reste des variétés comme Glacha , Rose de Berne, Datchnik , Bitche
sedese ,Marmande , Miel de Mexique et Slava ont été séverement attaquées, avec un taux de

destruction foliaire compris entre 51,25% et 68,75% en moyenne (Tabl.21).
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Figure 22 : Pourcentage de destruction foliaire en fonction du temps sur les dix variétés.
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Figure 23 : Aspect de destruction foliaire de la tomate selon I’échelle utilisé.
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I11.3.1.2. Evaluation du comportement des variétés selon ’AUDPC (Area Under the disease

progress curve)

A partir du pourcentage de destruction foliaire (Fig.22) nous avons tracé la courbe de la
maladie dite I’AUDPC (Area under the disease progress curve ). L’analyse de variance a montré
des résultats trés hautement significatifs entre les différentes variétés (P<0,0001) (Tabl.21).

Ainsi, le test de Tukey (HSD), a fait ressortir trois groupes homogenes a savoir (Fig.24).

-Le premier groupe renferme les variétés les moins attaquées par le mildiou, celles-ci ayant
montré des valeurs AUDPC les plus faibles inférieures comprises entre 246,56 a 271,81 en

moyenne. Ces variétés sont : la Saint Pierre, Burbank et Ideal.

-Le deuxieme groupe comprend une seule variété Trakia, qui est moyennement attaquée et a

enregistré une AUDPC égale a 384,77.

-Le troisieme groupe renferme les variétés qui se sont montrées les plus sensibles, celles-ci
ont enregistré des valeurs AUDPC élevées comprises entre 559,82 a 615,13 en moyenne ; ces
variétés sont : Glacha, Rose de Berne, Datchnik, Bitche sedese, Marmande, Miel de Mexique et

Slava.

Tableau 21 : Classement des valeurs moyennes du pourcentage de destruction foliaire et de

I’AUDPC.

Destruction foliaire

(%)
Cultivars 28/03/2015  05/04/2015 12/04/2015 19/04/2015 26/04/2015 AUDPC
75) 83]) 90) 97]) 104)

Saint Pierre 0,00 a 0,00 a 3,96 a 17,58 ab 27,36 a 246,56 a
Ideal 0,00 a 0,00 a 4,54 a 21,36 ab 25,86 a 271,81 a
Burbank 0,00 a 0,00 a 3,10 a 13,11 a 39,03 b 250.09 a
Trakia 0,00 a 0,00 a 4,73 a 26,97 bc 46,53 bc 384,77 b
Rose de Berne 0,00 a 0,00 a 15,31 ¢ 41,94 d 61,25 de 615,13 ¢
Glacha 0,00 a 0,00 a 10,03 b 45,56 d 68,75 e 629,75 ¢
Bitche serdese 0,69 b 3,61 b 9,28 b 41,11 d 51,25 cd 559,82 ¢
Marmande 3,59 b 422 ¢ 16,31 ¢ 37,78 d 51,53 cd 601,06 ¢
Slava 431 ¢ 5,00 d 1542 ¢ 36,25 cd 54,31 cd 601,82 ¢
Miel de Mexique 3,73 ¢ 542 d 12,22 ¢b 41,53 d 54,17 c¢d 616,80 ¢
Pr(>F) 4,8e-16 *** 1 (03e-13 *** <2e-16 ***  <De-16 *** <2e-16 ***  De-16 ***

J: Jours; AUDPC : Area under the disease progress ; les moyennes du pourcentage de destruction foliaire ainsi que
I’AUDPC sont classés selon le test de Tukey HSD avec a=0.05 ; la signification statistique est exprimée par
un astérix (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).
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Figure 24 : Histogramme des valeurs de I’AUDPC des dix variétés étudiées.

I11.3.2. Comportement variétal de la tomate en conditions contrélées a I’égard du mildiou

Afin de confirmer les résultats obtenus sous abri serre, nous avons sélectionné trois vari€tés
(Marmande, Trakia et Saint Pierre) ayant différents niveaux de résistance. Ce test a été effectué
sous des conditions in-vitro en inoculant des folioles détachées de tomate avec cinq isolats

appartenant a différents génotypes (EU_13_A2, EU_2_A1, EU_23_Al).

Les résultats obtenus montrent que les tailles des 1ésions sur les folioles sont comprises entre
36,24 mm? (DZ-15-T25 /EU_13_A2, Trakia) et 814,44 mm? (DZ-15-P58/EU_23_Al,
Marmande). Tous les isolats ont enregistré des résultats trés hautement significatifs (P<0,001)
sur les variétés testées. Cependant, 1’isolat DZ-14-T18 appartenant au génotype EU_2_Al, a

montré des résultats non significatifs (P=0,49) sur les trois cultivars (Tabl.22).

Ainsi la Marmande a montré des nécroses de taille supérieure (Fig.24) avec tous les
génotypes testés. Par contre la Saint Pierre a enregistré des 1ésions de taille supérieure avec les

isolats DZ-16-PO1 et DZ-15-P30 appartenant respectivement au génotype EU_23_Al et
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EU_13_A2; et les lésions sont de taille réduites avec le reste des isolats. Tandis que, la variété

Trakia a développé des 1ésions de taille inférieure a ’égard de tous les isolats testés.

L’intensité de sporulation est comprise entre 0,8 x 10*spores ml! (DZ-16-P01 / EU_23_Al
isolate, cv. Trakia) et 69.70 x 10* sporangia ml! (DZ-15-T58 / 23_A2 isolate, cv. Marmande.
Concernant ce parametre, tous les isolats appartenant aux lignées clonales EU_13_A2 et
EU_23_Al, ont montré des résultats hautement significatifs (P<0,001). Cependant 1’isolat
DZ-14-P18 du génotype EU_2_A1 a enregistré des résultats non significatifs (P= 0,837).

Enfin la Marmande a enregistré le taux de sporulation le plus important a I’égard de tous
isolats appartenant aux génotypes EU_13_A2 et EU_23_A1 (Fig. 24). A I’exception celle-ci a
enregistré une intensité de sporulation inférieure a I’égard de I’isolat DZ-14-P18, appartenant a
la lignée clonale EU 2 Al. Cet isolat s’est montré le moins agressif par rapport aux autres. En
revanche, les deux variétés Saint Pierre et Trakia ont enregistré un taux de sporulation inférieur a

I’égard de tous les isolats testés.

La période d’incubation est comprise entre 3 a 4,9 jours et, ’analyse de variance a montré
des résultats trés hautement significatifs (P<0,001) avec tous les isolats testés. Cette variété a
enregistré une période d’incubation plus courte a 1I’égard de tous les isolats testés ce qui prouve

que le pathogene se développe rapidement sur cette variété par rapport aux autres cultivars.

Quant a la période de latence, elle est comprise entre 4 et 6 jours. L’analyse de variance a
montré des résultats tres hautement significatifs (P<0,001), avec les isolats des génotypes
EU_2_Al et EU_23_Al, et des résultats non significatifs (P=0,116) avec I’isolat DZ-15-P30 du
génotype EU_13_A2.

La variété Marmande a donc enregistré une période de latence la plus courte par rapport aux
autres variétés. Le comportement des isolats était tres variable, méme ceux qui appartiennent au

méme génotype ; en outre, I’isolat DZ-15-P58 s’est montré le plus agressif.
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Tableau 22 : Classement des valeurs moyennes des composantes de la résistance du test de

feuilles détachées.

Composantes Cultivars DZ-15-T25 DZ-16-P01 DZ-15-P58 DZ-15-P30 DZ-14-P18
Taille des lésions Marmande 113,04b 218,23b 814,44b 278,05b 189,71 a
(mm?) St Pierre 37,41a 107,74ab 367,54a 186,31b 156,61 a
Trakia 36,24a 39,77a 237,54a 82,95a 75,62 a
PrCCF) 4,8e-06 *** 0,014 * 8,97e-05 *** (,000264 *** 0,491
Sporulation Marmande 56,27x 10* b 8,4x10* b 69,7x10*b  59,04x10*b 3,1x10% a
(Spores ml) St Pierre 16,5x10%* a 3,5x10%ab  43,88x10*a 5,03x10% a 4,45x10%
Trakia 14,87x10% a 0,8x10*a  34,84x10%a 6x10* a 3,6x10%a
Pr(>F) 0,00213 ** 0,045 *  0,00073 *** 3 Je-(QF *** 0,837
Période d'incubation Marmande 3,67a 3a 4a 3a 4a
(jours) St Pierre 5b 4ab 5b 4b 4,75b
Trakia 5b 5S¢ 4,6b 4b 4a
Pr(>F) 9,72e-07 *** (0,000275 *** (,000399 *** <2e-16 ***  (,00363 **
Période de latence Marmande 4,67a 3a 4a 4a 5a
(jours) St Pierre 6b 4ab 5b 4,33a 6b
Trakia 6b 5,33b 5b 4a 6b
Pr(>F) 9,72e-07 *** 0,00233 ** <2e-16 *** 0,116  <2e-16%**

Les moyennes sont classés selon le test de Tukey HSD avec a=0.05 ; la signification statistique est exprimée
par un astérix (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).
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Figure 25 : Symptomes sur folioles détachées des variétés étudiées en conditions in-vitro.
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Figure 26 : Agressivité des isolats appartenant a différentes lignées clonales sur les variétés de
tomates. A. Taille des lésions en mm 2. B. Taux de sporulation x 10*ml”!. Les moyennes sont

classées selon le test de Tukey’s HSD avec 0=0.05. n.s= non significatif.

II1.3.3.Corrélation entre le comportement des variétés sous serre et en conditions

controlées

L’analyse de variance a montré des résultats non significatifs (P=0,47) entre la taille des
l1ésions mesurées in-vitro et L’AUDPC et les deux composantes sont corrélées positivement
(r=0,74). De méme pour le taux de sporulation et ’AUDPC (P=0,31, r=0,88). La Marmande
s’est montrée sensible sous serre et en conditions contrdlées. Par contre, la variété Trakia s’est
montrée moyennement sensible sous serre. Contrairement, en conditions contrdlées, cette variété
était la moins attaquée par les isolats testés, alors que la Saint Pierre était classée parmi les
variétés les moins attaquées sous serre et la plus sensible par rapport la variété Trakia en

condition in-vitro.
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II1.4. Discussion

Tous les isolats de Phytophthora infestans collectés a partir de la tomate dans la région
centre du Nord Algérien sont essentiellement dominé par le type sexué Al et la population est
divisée en deux lignées clonales. Le génotype EU_23_Al représente 91% de la population
collectée entre 2013 et 2016. Cependant le génotype EU_2_A1 représente 6% de la population
collectée entre 2010 et 2014 ; ce génotype a disparu a partir de 2015 et a été remplacé par le
EU_23_Al .Toutefois, les isolats collectés de 2015 a 2016 sont de lignée clonale EU_23_Al
excepté, deux isolats qui étaient différents des autres sur le plan génotypique et sont appelés
« others » qui représentent 3% de la collection dont un isolat a été collecté en 2010 et un autre en

2011.

Tous les isolats du génotype EU_23_A1 étaient sensibles au métalaxyl , a ’exception d’un
seul isolat appartenant au génotype EU_2_Al, qui s’est montré moyennement sensible. Les
mémes résultats ont été observés dans d’autres régions du monde. Par exemple, au Brésil tous les
isolats collectés a partir de la tomate sont du type Al, contrairement a nos résultats, tous ces
isolats étaient résistants au méfénoxam (de Miranda et al., 2010). En Europe, plus précisément,
en France le génotype EU_23_A1 a été retrouvé sur la tomate (Corbiere et al., 2015). En Grande
Bretagne cette lignée clonale est représentée a 20% et 14 % des échantillons collectés en 2011 et
2012 respectivement. Ce génotype a été retrouvé également sur la pomme de terre commerciale.
Mais, il a disparu en 2013 (Stroud et al., 2016). Dans notre étude nous avons remarqué que
seul le type Al est associé a la culture tomate, ce qui suggere qu’il n’existe pas de reproduction

sexuée sur cette plante hote ainsi rapporté par de Miranda et al (2010).

En comparant les profils SSR du génotype EU_23_A1 retrouvé sur la tomate en Algérie avec
la lignée clonale US-23 retrouvée en USA et détecté par Danies et al (2014), nous avons
remarqué que les deux lignées avaient les mémes profils SSR et presque les mémes
comportements phénotypiques. Le US-23 est apparu pour la premiere fois en 2009 au niveau des
jardins de plants de tomate, et par la suite le pathogeéne s’est propagé rapidement pour atteindre
les champs commerciaux de pomme de terre et de tomate (Hu et al., 2012; Fry et al., 2013).
La sensibilit¢é au mefenoxam est la principale caractéristique de ce génotype (Danies et al.,
2013).Les causes sont probablement liées a la diminution de I'utilisation de ce fongicide aux
USA, ce qui a induit a la réapparition de souches sensibles (Hu et al., 2012). La méme situation
a été observée en Grande-Bretagne, les jardiniers utilisent moins de fongicides par rapport aux

producteurs commerciaux, ce qui a induit a ’apparition de génotypes sensibles (Stroud et al.,

77



2016). De méme en Algérie, tous les isolats du génotype EU_23_Al testés se sont montrés
sensibles au métalaxyl, parce que probablement les producteurs n’utilisent pas cette matiere
active pour traiter la culture de tomate et donc ce génotype n’a pas développé encore une

résistance a 1’égard de cette matiére active.

La structure de la population a montré une large diversité, celle-ci est divisée en 4 clusters.
La population du génotype EU_23_A1 est subdivisée en deux clusters (A et B) ; le cluster A
comprend un grand nombre de MLGs regroupant les isolats de EU_23_A1 collectés a partir de
tomate et ceux de la pomme de terre, alors que le cluster B contient un nombre inférieur de
MLGs par rapport au premier. En 2015, ce génotype qui était auparavant essentiellement limité
a la culture de la tomate, a été retrouvé également sur la pomme de terre au centre nord de
I’Algérie dans la région de Chenoua et Boumerdés. Ce méme génotype a été €galement signalé
en 2014 dans la région nord ouest du pays sur la culture de pomme de terre par Rekad et al
(2017). Habituellement, le EU_23_A1 est rarement retrouvé sur la pomme de terre et représente
le principal génotype de P. infestans sur tomate (Stroud et al., 2014). Contrairement, aux USA,
le génotype US-23 est reconnu pour sa virulence sur la pomme de terre et la tomate et de son
potentiel pathogénique par rapport aux autres génotypes existants comme le US-22 et le US-24

(Fry et al., 2013; Seidl Johnson et al., 2015).

Nous avons remarqué que la distance entre les régions et les années d’échantillonnages
n’a pas influencé la structuration de la population. Cependant, nous avons remarqué que durant
chaque année il y avait apparition de nouveau MLGs. Par contre, Montarry et a/ (2010), ont
indiqué que 45% des MLGs identifiés en 2004 en France réapparaissaient I’année d’apres. Dans
notre cas a I’exception d’un seul MLG qui a été retrouvé en 2010 et en 2014, chaque année de
nouveaux MLGs font leur apparition, a cause des mutations qui se produisent probablement au
sein de la population. En outre, les conditions climatiques telles que I’humidité et le vent

favorisent la propagation et la survie des spores (Glais et al ., 2014).

Le second génotype est 'EU 2 Al, a été retrouvé en tres faible pourcentage au niveau des
isolats de P .infestans collectés a partir de la culture de tomate entre 2010 et 2014. En revanche,
nous avons remarqué la disparition de ce génotype au niveau des échantillons collectés entre
2015 et 2016 et son remplacement par le EU_23_Al. Le EU_2_Al est un génotype tres

important retrouvé sur la culture de pomme de terre en Algérie (Corbiere et al., 2015).
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En France le EU_2_A1 était le génotype le plus dominant sur la pomme de terre avant 2006,

mais par la suite celui-ci a été remplacé par le EU_13_A2 (Mariette et al., 2016a).

Jusqu’a présent, le type sexué A2 n’a pas été retrouvé au niveau des populations de
P. infestans collectées a partir de la tomate en Algérie, alors que ce type couvre une large partie
de la population de P.infestans collectés a partir de la pomme de terre (Corbiere et al., 2015). Ce
qui fait que, la lignée clonale EU_13_A2 a été détecté uniquement sur la pomme de terre en
Algérie (Corbiere et al., 2015). Contrairement aux autres pays, le génotype EU_13_A2 cause de
séveres épidémies, a la fois sur la pomme de terre et la tomate dans le sud de I'Inde (Chowdappa

et al., 2015).

La raison pour laquelle le type sexué A2 est lié a la culture de pomme de terre est
probablement due aux importations des tubercules de la pomme de terre en provenance
d’Europe, essentiellement de France et de Hollande. En effet, le tubercule infecté représente une
source d’inoculum primaire, en assurant la conservation des oospores et du mycélium du

pathogeéne (Wangsomboondee et al., 2002).

Par contre, nous avons remarqué que le type sexué Al est lié a la culture de la tomate, il est
possible que I’inoculum du type sexué Al ne se conserve pas au niveau des tubercules de la
pomme de terre, contrairement celui-ci reste viable au niveau des débris de la tomate qui
représente aussi une source d’inoculum primaire (Vega-Sainchez et al., 2000). En outre, les
semences infectées de tomate contenant du mildiou viable, constituent une source d’inoculum
(Frost et al., 2016). 1l est probable que c’est la raison principale de la propagation de la lignée

clonale EU_23_A1 sur la culture de la tomate en Algérie.

Dans le nord Algérien la tomate et la pomme de terre sont cultivées dans la méme région
géographique. Cependant, la spécialisation parasitaire apparait clairement entre les populations
de P .infestans collectés a partir de la tomate et ceux de la pomme de terre ; les pratiques
culturales et les facteurs climatiques sont probablement la raison. Notamment, la température et
I’humidité affectent considérablement la composition génétique de la population de P .infestans
(Mariette et al., 2016b). Plusieurs études ont montré une distinction entre les populations de
P.infestans collectés a partir de la pomme de terre avec ceux de la tomate (Oyarzun et al.,

1998 ;Seidl Johnson et al .,2014). D’autres études, n’ont trouvé aucune différence entre les
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populations de P. infestans collectées a partir des deux hdtes (Blandon-Diaz et al., 2012;

Chowdappa et al.,2015;Stroud et al., 2016).

En Algérie, la tomate est cultivée en plein champ et a grande échelle en été, celle-ci
représente un hote potentiel pour la population de P. infestans qui supporte des températures
supérieures a 20°C, comme le cas du génotype EU_23_Al, cela s’explique car les isolats du
génotype EU_23_Al, avaient différents profils thermiques. En revanche, cette plasticité
phénotypique permet 1’adaptation de cette population a plusieurs gammes de températures.
Certains isolats ont différentes exigences thermiques, malgré que ceux-la appartiennent a la

méme lignée clonale (Yang et al., 2016).

La capacité d’un isolat d’attaquer un hote plus rapidement par rapport a d’autres peut étre un
avantage lorsque les conditions environnementales sont extrémes (Suassuna et al., 2004). Ce cas,
est observé en Algérie avec le génotype EU_23_Al sur la tomate. La méme situation a été
observée au Brésil ou de graves épidémies de mildiou ont été observées sur les cultures de
tomate pendant 1'été. Le méme phénomene a été constaté avec la lignée clonale US-1 collectée a
partir de la tomate qui avait un optimum de température plus élevé que la lignée BR-1 associée a
la pomme de terre (Maziero et al., 1999). La méme situation a été constatée avec le génotype
US-23, ces isolats ne sont pas affectés par les températures froides et présente une grande
plasticité sous des températures plus élevées. Par conséquent, ce génotype, peut-étre agressif

dans les régions chaudes ou devenant chaudes par I’effet des changements climatiques (Seidl

Johnson et al., 2015).

Nous pouvons expliquer 1’adaptation du génotype EU_23_A1 aux hautes températures par le
fait que 1'Algérie est parmi les régions qui sont affectées par les changements climatiques,
notamment, la période chaude devenant plus longue par rapport a la période froide. Mariette et al
(2016 b) a montré que les isolats du bassin Méditerranéen étaient nettement plus agressifs dans
les hautes températures que les isolats de I’ouest Européen et vice-versa. En Egypte, le génotype
EU_23_Al a été identifié dans les champs commerciaux de la pomme de terre et il est considéré
comme étant le principal génotype avec 57%. Alors, que EU_13_A2 représente 35%.Cependant,
les deux lignées clonales sont bien adaptées aux conditions environnementales chaudes de

I’Egypte (El Ganainy et al. 2013).

Nous pouvons considérer le EU_23_Al comme une lignée clonale émergente en Algérie avec

une capacité de celle-ci a s’adapter a une large gamme de températures et a attaquer a la fois la
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tomate et la pomme de terre. Le EU_23_Al pourrait devenir aussi résistant au métalaxyl et
notamment aux fongicides appartenant a la famille des phenylamides, si les agriculteurs
l'utilisaient abusivement et ne respectaient pas les doses prescrites et 1’alternance. Récemment, la
résistance au méfenoxam a été observée chez quelques isolats de la lignée clonale US_23, alors

que celle-ci était sensible au méfénoxam auparavant (Saville et al., 2015).

La distribution des génotypes de P. infestans selon les hotes (pomme de terre et tomate) a
montré I’existence d’une spécialisation parasitaire parmi ces populations. Certains génotypes
attaquent a fois la pomme de terre et la tomate en plein champ, comme le cas de la lignée clonale
EU_23_Al et EU_2_Al en Algérie (Corbiere et al., 2015; Rekad et al., 2017). Ainsi, le
génotype EU_23_Al est considéré comme une lignée clonale généraliste (Kroner et al., 2017).
Dans notre cas nous avons remarqué que le génotype EU_2_A1 avait le méme comportement
que le génotype EU 23 Al a I’égard des deux hdtes et donc considérés également comme des
généralistes. Turkensteen (1973), a indiqué que les génotypes qui sont capables a s’adapter a

plusieurs hotes sont trés compétitifs par rapport aux génotypes qui s’adaptent a un seul hote.

Par contraire, le génotype EU_13_A2 a été signalé uniquement sur la pomme de terre en
Algérie, malgré que celle-ci soit cultivée dans le méme environnement que la tomate, et en
méme temps ( Beninal et al., 2008 ;Corbiere et al., 2015; Rekad et al., 2017). Certains génotypes
spécifiques sont généralement associés a un seul hote. En Europe, les isolats appartenant aux
génotypes EU_13_A2 et EU_6_AIl attaquent uniquement la pomme de terre en plein champ et
sont appelés des lignées clonales spécialistes (Kroner et al., 2017). Ces observations ont été
rapportées aussi dans certaines études en Equateur par exemple, la lignée clonale US_1 (type
d'accouplement Al) était exclusivement associ€e a la tomate. Alors, que le génotype EC_1 (type
d'accouplement A2) était spécifique a la pomme de terre (Oyarzun et al., 1998). Le méme cas a
été observé dans le sud et le sud-est du Brésil ou la lignée clonale US_1 a été trouvée
uniquement sur la tomate. En revanche, la lignée BR_1 (type d'accouplement A2) est retrouvée
uniquement sur la pomme de terre (Reis et al., 2003, Maziero et al., 2009, de Mireta et al.,

2010).

Contrairement a ce qui est observé en Algérie en Inde, le génotype EU 13 A2 s’est adapté a
la fois a la pomme de terre et la tomate et provoquent des pertes considérables sur ces deux hotes

( Chowdappa et al., 2013 ; Chowdappa et al., 2015).
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En considérant les symptomes, les isolats du génotype EU_23_Al se sont montrés tres
biotrophes sur la tomate avec les mémes types de nécroses décrites par Vega-Sanchez et al
(2000), Smart et al (2003), et Danies et al (2013), sur les folioles. Les lésions ne sont presque
pas visibles ou bien il est difficile de définir leurs bordures. Par contre, celles-ci sont couvertes
d’une sporulation trés abondante aprés quatre a cing jours d’inoculations. Contrairement, les
isolats du génotype EU_13_A2 produisent des nécroses tres visibles et foncées sur les folioles de
la tomate avec peu de sporulations comparables a celles rapportées par Vega-Sanchez et al.,

(2000).

Par rapport a la taille des nécroses nous avons remarqué que la lignée clonale EU_23_Al est
la plus agressive que les autres génotypes ; celle-ci a montré des 1ésions de grande taille sur les
deux hotes, suivi du génotype EU_ 2_Al ce dernier a montré des lésions de taille similaire sur
les deux hotes. Cependant, le génotype EU_13_A2 a produit des lésions de grande taille sur les
folioles de la pomme de terre et des 1ésions de taille inférieure sur la tomate. Lebreton et al
(1999), ont noté que la taille des nécroses n’était pas un criteére mesurable pour I’agressivité ou
la spécialisation parasitaire. En revanche, un autre parametre a été mesuré qui est la sporulation,
I’EU 23 Al sporule trois fois plus que les autres génotypes sur la tomate, contrairement au
EU_13_A2 qui sporule trois fois plus sur la pomme de terre que sur la tomate en comparaison
avec les autres génotypes. La sporulation est donc considérée comme un critére majeur qui peut
nous aider a déterminer I’agressivité et la spécialisation parasitaire des isolats (Lebreton et al.,

1999).

Il est par contre rapporté que la spécialisation parasitaire des populations de P .infestans
dérive aussi de l’origine de leur hote (Michalska et al., 2016). Dans notre cas nous avons
remarqué que les isolats collectés a partir de la tomate produisaient des nécroses de méme taille
sur les deux hotes ; les mémes résultats ont été rapportés par Kroner et al (2017). Par contraire,
les isolats collectés a partir de la pomme de terre sont plus agressifs sur leurs hotes d’origine que
sur la tomate. Legard et al (1996), a mentionné que tous les isolats testés étaient agressifs sur la
pomme de terre et que, quelques isolats étaient agressifs sur la tomate. Les raisons sont

probablement liées a la différence intrinséque de 1’habitat entre la pomme de terre et la tomate.
Aussi, la pomme de terre est considérée comme un excellent substrat pour le développement

de P. infestans par rapport a la tomate (Michalska et al., 2016). Les isolats spécialistes a la

pomme de terre ne peuvent pas se développer sur un substrat autre que celui-ci et perdent ainsi
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leurs performances avec un autre hote. Alors que les isolats collectés a partir de la tomate et qui
sont des généralistes, ont la capacité de se développer sur d’autres substrats. Ce qui explique leur
large gamme d’hotes et leur niveau de virulence. Aux USA, il existe des lignées clonales qui
attaquent uniquement la pomme de terre en plein champ comme le cas des lignées clonales US-8
et US-24, il a été prouvé que méme en conditions controlées la lignée clonale US-24 n’attaquait
pas la tomate (Fry et al., 2013; Danies et al., 2013 ; Seidl Johnson et al., 2014; Seidl Johnson et
al., 2015).

Les conditions météorologiques de température et d'humidité jouent un rdle crucial dans la
propagation et le développement du mildiou (Razukas et al., 2007). Dans notre cas, les
températures avoisinant les 20°C et I’humidité relative a 100% pendant le mois de mars et
d'avril, ont favorisé le déclenchement de la maladie et la propagation de l'agent pathogene sous
abri plastique; des observations similaires ont été rapportées par Fontem, (2003); Meya et al
(2015). Au début, seulement quatre variétés (Bitche serdes, Marmande, Ceri de miel de Mexique
et Slava) ont été attaquées par le mildiou, mais apres deux semaines, la maladie s'est répandue

rapidement sur toutes les variétés.

L’expérimentation des variétés de tomate sous serre a montré différents comportements de
celles-ci a I’égard de la maladie. En estimant le pourcentage de destruction foliaire et en
calculant la valeur AUDPC, plusieurs études basées sur la résistance variétale de la tomate ont
montré différents comportements a 1’égard de cette maladie (Foolad et al, 2014; Dufera ,
2014; Hansen et al., 2014 ; McGrath, 2015; Arafa et al., 2017). Dans notre cas les genes de
résistance de ces variétés ne sont pas connus. Généralement cette résistance est le résultat du
croisement avec des especes sauvages de Solanacées comme le cas de Solanum pimpinellifolium,

S. habrochaites et S. pennellii.

Le mode de croissance chez la tomate peut jouer un role dans la résistance aux maladies,
puisque dans notre cas, les variétés ayant montré un bon niveau de résistance et une valeur
AUDPC inférieure sont les variétés a croissance indéterminée, telles la Saint Pierre, Burbank et
Ideal. En revanche la variété Trakia a montré un niveau modéré de résistance ; cette derniére est

aussi une vari€té a croissance indéterminée.

Les variétés a croissance déterminée telles la Marmande et Slava étaient parmi les variétés les
plus fortement attaquées et ont enregistré une valeur AUDPC la plus élevée. Le mode de

croissance peut jouer un role de résistance aux maladies. Ainsi, les variétés a croissance
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indéterminée peuvent ajouter de nouvelles folioles sur les extrémités des tiges infectées,
contrairement aux variétés a croissance déterminée (Hansen et al, 2014). Certaines variétés,
comme Rose de Berne et Miel de Mexique, se sont montrées sensibles, bien qu'elles soient des
variétés a croissance indéterminée. Le mode de croissance peut jouer un rdle protecteur contre le
mildiou, lorsque la maladie progresse lentement ; cette caractéristique perd son rdle protecteur

lorsque la maladie progresse rapidement (Hansen et al., 2014).

Le test sur foliole détachée a été utilis€ comme un prédicateur du comportement des isolats
dans les conditions de terrain (Legard et al., 1995, Goth et Keane, 1997, Foulad et al., 2014).
Dans notre cas les deux essais, sous serre et en laboratoire sont corrélés positivement. En
revanche quelques légeres variations ont été notées entre les deux essais. En conditions
contrdlées, le génotype ainsi que le type sexué (Al ou A2) des isolats sont connus, alors que sous
serre, le génotype et le type d'accouplement des isolats sont inconnus. Généralement, en Algérie,
la tomate est infectée uniquement par des isolats du type sexué Al, comme I’ont montré nos

résultats de génotypage sur cette population (Belkhiter et al., 2017).

La Marmande s’est montré la plus sensible au niveau des deux tests .En conditions contrdlées
celle-ci a été tres sensible aux génotypes EU_13_A2 et EU_23_A1l et a montré une courte
période d'incubation et de latence. De méme sous serre, celle-ci a été infectée en premier par le

mildiou.

Par contraire, Saint Pierre est la variété la moins attaquée sous serre, avec des comportements

variables a 1’égard des différents génotypes testés en conditions controlées.

De méme, la variété Trakia était moyennement attaquée sous serre, alors que, celle-ci a été la
moins attaquée par tous les génotypes en conditions contrdlées. En outre, il existe certaines
variations entre les tests effectués en conditions contrlées et sous serre, qui peuvent affecter les
résultats tels que 1'age physiologique des plantes, la taille des folioles, la concentration en spores

et les variations micro-environnementales d'une boite a I'autre (Foolad et al., 2014).

Les génotypes avaient des comportements différents selon les variétés ; les deux lignées
clonales EU_23_A1 et EU_13_A?2 étaient tres agressives sur Marmande en comparaison avec les
autres variétés, alors que, le génotype EU_2_ Al n’a pas montré des résultats significatifs entre
les variétés. Toutefois, certains isolats de la méme lignée clonale telque le génotype EU_ 23_Al
ont eu des comportements variables a 1’égard des variétés de tomates testées. Généralement

I’EU 23 Al est le génotype le plus agressif sur la tomate par rapport aux génotypes EU_2_Al
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et EU_13_A2. Aux USA, la lignée US-23 qui a les mémes profils SSR que le EU_23_Al en
Algérie est classée actuellement parmi les génotypes les plus agressifs notamment sur la tomate
(McGrath, 2015). En Algérie le EU_23_Al est le principal génotype retrouvé sur la tomate,
celui-ci a été détecté également sur la pomme de terre a partir de 2015 dans les wilayas du centre

Tipaza et Boumerdes.
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CONCLUTION ET PERCPECTIVES

En conclusion ce travail est le premier du genre en Algérie a traiter particulierement le
mildiou de la tomate. Les données obtenues nous ont permis de ressortir avec plusieurs

informations intéressantes.

Tout d’abord les isolats de P. infestans collectés a partir de la tomate depuis 2010 jusqu’a
2016 sont tous du type sexué Al. Cette population se divise en deux grandes lignées clonales,
le EU_2_AIl et le EU_23_A1l qui est majoritaire, dont chaque lignée se divise a son tour en
plusieurs sous populations ou MLGs. L’existence d’un seul type sexué veut dire que cette

population se développe par voie clonale, excluant la reproduction sexuée sur cet hote.

Par ailleurs cette population de P. infestans collectée a partir de la tomate s’est avérée tres
sensible au Metalaxyl, ce qui prouve que ces isolats n’ont pas encore développé de la
résistance a 1’égard de ce fongicide, contrairement aux isolats collectés a partir de la pomme

de terre de type sexué A2 et qui sont résistants au Metalaxyl.

Sur le plan exigence biologique, les isolats ont montré des réponses variables a I’égard de
la température, ce qui montre la grande plasticit¢ de cette population a s’adapter a
I’environnement notamment aux hautes températures, nous avons repéré des isolats qui
avaient méme un optimum a 25 °C. Comme la tomate constitue un hodte potentiel durant la
période chaude de la saison, cette population de P. infestans a retrouvé refuge au sein de cet

héte.

En particulier, nous avons remarqué que les isolats de EU_23_A1l MLL ont les mémes
profils génotypiques et caractéristiques phénotypiques que les isolats de la lignée clonale
US-23 américaine, il n’est pas exclu que notre population de P. infestans provient a partir des

semences de tomate provenant des Etats Unies.

Par rapport a I’hdte, la spécialisation parasitaire existe au sein des populations de
P. infestans en Algérie, contrairement a d’autres pays dans le monde, on voit clairement
avec un simple test de Mating type. En effet, tous les isolats du type sexué Al sont liés a la

tomate, alors que le type A2 est retrouvé uniquement sur la pomme de terre.

Aussi, en comparant les symptomes obtenus sur tomate et pomme, de terre nous avons

remarqué que les génotypes EU_23_Al et EU_2_ Al sont particuliecrement bien adaptés a la
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tomate, notamment par les sporulations tres abondantes occasionnées sur la tomate, ce
comportement prouve que cet hote peut constituer une source d’inoculum primaire dans le cas
d’une attaque de mildiou, puisque les génotypes retrouvés sur la tomate passe facilement sur
la pomme de terre dans les conditions de champs. Ces génotypes peuvent €tre considérés
comme des lignées clonales généralistes, qui s’adaptent aux deux hdtes mais surtout a la
tomate. Contrairement & I’EU 13 A2 qui est une lignée spécialiste qu’on retrouve

uniquement sur la pomme de terre.

La connaissance de la spécialisation parasitaire est importante car elle peut nous aider dans
la lutte contre ce pathogene, et donc le mildiou de la pomme de terre doit €tre traité
différemment par rapport au mildiou de la tomate puisque les populations de P. infestans
inféodés a la pomme de terre ont développé une résistance au Metalaxyl, contrairement a ceux

de la tomate qui se sont montrés sensibles a cette matiere active.

Enfin les résultats des inoculations des variétés montrent que la résistance variétale
pourrait nous aider a réduire la nuisibilit¢ du mildiou et a la réduction de I'utilisation des
produits chimiques, qui ont un impact négatif sur I’environnement et la santé. Dans nos tests
de résistance variétale, nous avons détecté des variétés ayant montré un bon niveau de
résistance a 1’égard du mildiou comme le cas des variétés Saint Pierre et Ideal. Certains,
cultivars ayant un comportement appréciable a 1’égard du mildiou, pourraient constituer de
bons candidats pour un programme de sélection variétale. Cependant, ces résultats restent a
vérifier sur plusieurs années en plein champ et en conditions contrdlées avec plusieurs isolats

afin de confirmer cette hypothese.

L’Algérie doit prendre des mesures de controle rigoureux des semences de pomme de
terre et de la tomate provenant de plusieurs pays afin de réduire les sources d’inoculum
primaires. Il serait tres intéressant, d’introduire des variétés de tomate ayant un bon niveau de
résistance aux maladies afin de diminuer [’utilisation des produits phytosanitaires , ou
chercher a établir un programme de sélection et d’amélioration variétale afin d’obtenir des

cultivars résistants qui s’adaptent réellement a nos conditions environnementales.

Sensibiliser les agriculteurs de 1I’importance de cette maladie et de son impact, en les
incitant a utiliser des variétés résistantes et d’¢liminer les déchets des anciennes récoltes
surtout celles infectées par le mildiou tout en évitant la monoculture et le systtme pomme de
terre sur tomate. Les producteurs doivent prendre conscience du danger des produits

chimiques sur I’environnement et la santé humaine. A cet effet, ils doivent respecter les doses
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et les fréquences et surtout les périodes de traitements, et alterner les familles chimiques des
produits phytosanitaires, afin d’éviter le phénoméne de résistance chez les populations du

mildiou.

En termes de perspectives, des prospections doivent étre effectuées constamment dans
plusieurs régions d’Algérie ou le P. infestans représente une contrainte biotique afin de suivre

I’évolution des populations d’agents pathogeénes pour éviter les grandes épidémies.

Vérifier la présence de la forme sexuée du mildiou dans les sols surtout dans les régions ou
la pomme de terre est cultivée a grande échelle. Cependant, les oospores assurent la pérennité
du pathogene dans le sol, il serait intéressant d’effectuer des recherches sur cet aspect par des
essais in-vitro et déterminer la contribution réelle des oospores dans la propagation de la

maladie.

Cette recherche devrait étre poursuivie et étendue a d'autres gammes d'hdtes de Solanacées
en dehors de la tomate et de pomme de terre en Algérie. En effet, il est important d’étudier
I'adaptation des populations de P. infestans sur les plantes hotes afin de mieux contrdler ce

pathogene potentiellement destructeur.

Et enfin, effectuer plus d’efforts pour une lutte intégrée en combinant plusieurs moyens

(culturales, chimiques et biologiques) dans le but de mieux maitriser la maladie.

88



Résumé

Le mildiou causé par Phytophthora infestans (Mont.) de Bary est l'une des contraintes
biotiques sur les cultures de Solanacée notamment la tomate et pomme de terre. La présente
étude s’est focalisée sur le mildiou de la tomate. Une collection de 105 isolats a été isolée a
partir d'échantillons de tomates infectées dans les principales zones de production de la
tomate dans le centre-nord de I'Algérie, allant de la période 2010 jusqu’a 2016. Ces isolats ont
été caractérisés sur le plan génotypique en utilisant des marqueurs SSRs, ensuite sur le plan
phénotypique en identifiant leurs types sexués, leur résistance au Metalaxyl et leur réponse a
la température, nous avons également étudié leurs agressivités et adaptation a la tomate et a la
pomme de terre en conditions contrdlées. Pour finir, nous avons testé la résistance de
quelques variétés de tomates a 1’égard du mildiou sous serre et en conditions in-vitro. Cette
étude montre clairement la présence d'une population de P. infestans ayant des
caractéristiques génotypiques et phénotypiques spécifiques sur la tomate. Tous les isolats
collectés a partir de la tomate sont de type d'accouplement Al. En ce qui concerne les
caractéristiques biologiques (les isolats se développent dans une large gamme de
températures, et sont tous sensibles au fongicide, le Metalaxyl, mis a part un isolat). Ainsi,
pour la spécialisation parasitaire les isolats collectés a partir de la tomate sont des généralistes
et donc s’adaptent a la fois a la tomate et la pomme de terre contrairement aux isolats
collectés a partir de la pomme de terre qui sont spécialistes c'est-a-dire n’attaque que la
pomme de terre en condition de champ. Pour le test de résistance variétale, certaines variétés
ont montré un bon comportement a 1’égard du mildiou sous serre et in-vitro comme le cas de
la Saint-Pierre et Trakia, a cet effet, ces variétés devraient étre étudiées davantage afin de
confirmer cette résistance. Enfin, ces données peuvent étre utiles pour développer des
stratégies de lutte durables pour traiter les deux hotes, en particulier la tomate, qui contribue a
la production d'inoculum secondaire afin de réduire les risques d'épidémies majeures de

mildiou en Algérie.
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Summary

Late blight caused by Phytophthora infestans (Mont.) de Bary is one of the most biotic
constraints on Solanacea crops, especially tomato and potato. The present study focused on
tomato late blight. 105 isolates was isolated from infected tomato samples in the main tomato
production areas in north-central Algeria, from 2010 to 2016. These isolates were
characterised genetically using SSRs markers, then phenotypically by identifying their
biological (Mating types, Metalaxyl resistance), ecological (temperature response) and
pathological (aggressiveness and adaptation on tomato and potato under controlled
conditions) properties. We also tested tomato resistance cultivars in greenhouse by assessing
leaf destruction percentage and AUDPC, these results were then confirmed  in -vitro under
controlled conditions. This study shows the presence of P. infestans population with specific
genotypic and phenotypic characteristics on tomato. All isolates collected from tomatoes were
of Al mating type. With regard to biological characteristics (isolates grow over a wide
temperature range, and all isolates are susceptible to the fungicide metalaxyl). Thus, for host
adaptation, isolates collected from tomato are generalists and therefore adapt to both tomato
and potato, unlike isolates collected from potato, which are specialists, they only attack
potatoes in field conditions. For cultivars resistance test, some tomato cultivars have shown
good behaviour against late blight in greenhouses and in-vitro as in the case of Saint-Pierre
and Trakia. For this reason, these cultivars should be studied further in order to confirm this
resistance. Finally, these data may be useful in developing sustainable control strategies to
treat both hosts, particularly tomato, which contribute to the production of secondary

inoculum to reduce the risk of major late blight epidemics in Algeria.
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