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I. Introduction



En Algérie, les céréales occupent une place importante dans le systeme alimentaire et dans
I'économie nationale. L'orge (Hordeum vulgare L.) étant I'une des céréales les plus cultivées,
occupe la deuxieme place apres le blé dur (Triticum durum L.) avec une superficie cultivée de
1.133.005 ha et 1.647.746 de tonnes produites en 2019 (FAOSTAT, 2021). Cette ceréale
représente une culture stratégique dans le systéme alimentaire en Algérie, ¢’est une culture qui,
a travers les temps, a pu garder sa place parmi les céréales les plus consommées dans ce pays.
Cette espece rustique, mérite une attention particuliére grace a sa capacité a s’adapter
parfaitement au climat algérien et a ses vertus et qualités nutritionnelles. En Algérie, I’orge est
essentiellement consommée dans I'alimentation du bétail, comme graines ou fourrage vert, et

en plus modestes quantités dans 1’alimentation humaine (Hales, 2015).

Les importations annuelles de 1’ Algérie ont atteint les 289.644 tonnes en 2018 (ONFAA,
2019), ceci peut étre expliqué par la faible production, engendrée par les différents problémes
que subit la culture de ’orge au cours de son cycle de croissance. Parmi ces derniers, les
mauvaises pratiques culturales, la sécheresse intense ainsi que les maladies de l'orge. Celles-ci
sont principalement I’helminthosporiose, la rhynchosporiose, la rouille brune, , la rouille jaune,
I'oidium, la ramulariose, le charbon couvert, et la rayure réticulée (Sayoud et al., 1999), sujet

des travaux de notre thése.

La rayure réticulée de 1’orge est I'une des maladies les plus communes sur cette culture, elle
est causée par le champignon Pyrenophora teres Drechsler (anamorphe : Drechslera teres
(Sacc.) Shoem.). Elle se présente sous deux formes symptomatologiques selon I’agent causal ;
le symptdme causé par P. teres f. teres (Ptt) sous forme de Iésions allongées (NFNB), et le
symptdme cause par P. teres f. maculata (Ptm) sous forme de lesions circulaire (SFNB).

Cette maladie est répandue dans toutes les régions cultivées par I’orge et a une importance
économique dans le monde entier, du fait qu’elle peut causer des baisses de rendements allant

jusqu'a 44 % (Jayasena et al., 2007 ; Murray et Brennan, 2010).

En Algérie, cette maladie foliaire est parmi les maladies fongiques de ’orge les plus
redoutables et les plus rencontrées au champ (Sayoud et al., 1999 ; Boungab, 2013). La gestion
de cette maladie dans le cadre d’une lutte intégrée, implique des actions a plusieurs niveaux ;
mettant en ceuvre principalement, la résistance variétale et les traitements chimiques. En
absence de sources de résistance, ’utilisation des fongicides dans la lutte contre cette maladie

est actuellement tres répondue.



Afin d’assurer une efficacité des moyens de lutte, une connaissance préalable de la structure
des populations pathogénes est primordiale. Le déploiement géographique des variétés
résistantes, ainsi que 1’¢laboration des programmes de lutte chimique dépendent de la
connaissance préalable de la présence/absence des deux formes du pathogene (Ptt ou Ptm), ainsi
que de la prévalence de chacune d’elles. La résistance des variétés d’orges a chacune des deux
formes est en effet, gouvernée par deux mécanismes différents (la résistance quantitaitve et la
résistance qualitative) (O’boyle, 2009 ; Statkeviéiaté et al., 2010). De méme qu’une mise en
place d’un programme de sélection variétale efficace, exige des connaissances approfondies de
la diversité du pathogéne, et implique la nécessité d'inclure les deux formes de ce pathogéne

dans les études dédiées a cet effet (Tuohy et al., 2006).

Par ailleurs, en plus des facteurs environnementaux, de la nature et de la concentration d'un
fongicide, la forme du pathogeéne, influence également I'efficacité des stratégies appliquées en
lutte chimique. Dans le cas de la rayure réticulée de 1’orge, plusieurs auteurs ont confirmé la
différence de sensibilité existante, entre les deux formes Ptt et Ptm a 1’égard des fongicides
(Sheridan et Nendick, 1987 ; Bendahmane et al., 1992 ; Campbell et Crous, 2002 ; Akhavan,

2017). Ainsi, I’utilisation des fongicides doit étre raisonnée en considérant cette différence.

En Algérie, les données concernant la présence et la distribution des deux formes de la rayure
réticulée de I’orge dans les populations pathogenes sont tres limitées. En se basant sur 1’aspect
symptomatologique observés, il a été reporté que la forme Ptt était la plus répandue dans le
Nord-Ouest du pays (Boungab et al., 2012), mais aucune autre étude examinant la prévalence
des deux formes n’a été réalisée dans les autres régions du pays. L’ambiguité du diagnostic

symptomatologique au champ, pourrait étre a I’origine du manque d’informations a ce sujet.

L’utilisation des fongicides est I’'une des méthodes les plus courantes dans le contrdle de la
rayure réticulée, qui représente encore une contrainte majeure a la production mondiale d'orge.
Cependant, leur utilisation doit étre soigneusement raisonnée en raison du risque de
développement des résistances, spécialement dans le cas des fongicides a site unique tel que
chez le groupe des Inhibiteurs Externes de la Quinone (Qols); le groupe des Inhibiteurs de la
Succinate Déshydrogénase (ISDH) et le groupe des Inhibiteurs de la Déméthylation (IDM).
L'impact de la résistance des pathogénes aux fongicides et la dégradation de la résistance des
plantes hotes, se reflétent clairement sur I'efficacité des mesures de lutte utilisées contre les

maladies foliaires et ménent souvent a 1I’échec de ces derniéres (Walters et al., 2012).



Bien que les résistances aux Qol, ISDH et IDM chez P. teres soient actuellement largement
répandues dans plusieurs pays (Semar et al., 2007 ; Sierotzki et al., 2007 ; Marzani et al., 2013 ;
Mair et al., 2016 ; Rehfus, 2016), aucune enquéte n'a été menee sur le statut de ces résistances

en Algérie, et dans les zones géographiques nord-africaines.

En raison de 1’absence d’utilisation des variétés résistantes a la rayure réticulée de I’orge et
du fait que, les deux principales variétés dominantes en Algérie (Saidal83 et Tichedrette)
(Ghalem-Djender et al., 2016) sont trés sensibles a cette maladie (Reguieg et al., 2013), la lutte
contre la rayure réticulée de 1’orge est souvent basée sur 1’utilisation des fongicides et des
pratiques culturales. Toutefois, leur utilisation pléthorique, ainsi que le non-respect des mesures
anti-résistances menent souvent, au développement des résistances ayant des conséquences
graves sur D’efficacité des traitements. Ces phénomenes de résistance aux fongicides, causent
parfois un échec de controle et conduisent les agriculteurs a accroitre les doses et les nombres
d’applications nécessaires au contrble des maladies fongiques. Ceci se répercute en conséquent,

négativement sur 1’environnement, et sur la santé¢ des consommateurs.

Afin de fournir une meilleure connaissance de la population pathogene de P. teres en
Algérie, permettant un meilleur contrdle de la rayure réticulée de 1’orge, deux grands volets ont
fait I’objet de nos travaux. Le premier, a été focalisé sur la structure de la population pathogéne
de P. teres et le second, sur I’efficacité de trois groupes chimiques de fongicides, dans la lutte

contre la maladie de la rayure réticulée de I’orge.

A cet effet, une prospection dans les régions céréaliéres du pays a été conduite, elle a permis
la récolte d’échantillons d’orge présentant les symptomes de la maladie, puis la construction

d’une collection d’isolats qui composent la population pathogene étudiée.

Ainsi, une premiere partie de notre travail a été consacrée a 1’évaluation de 1’occurrence et
de la distribution géographique des deux formes du pathogene (Ptt et Ptm) en Algérie. Deux
meéthodes ont été utilisées ; 1’une basée sur le diagnostic symptomatologique ; elle a été
poursuivie dans un premier temps, a travers I’analyse des symptomes observés dans les champs
prospectés. L’autre, basée sur 1’identification moléculaire par PCR et a été réalisée dans un

second temps au laboratoire.

Une seconde partie, a été focalisée sur 1’étude des caracteéres culturaux de la population
pathogéne, et de ’agressivité qui est I’un des composants du pouvoir pathogéne. Cette partie a

été menée afin de mettre en évidence la diversité culturale et la variabilité du pouvoir pathogéene



au sein de la population algérienne du pathogéne de P. teres. La caractérisation culturale a
concerné 1’observation de la couleur et 1’aspect du mycélium, le contour des colonies, la
présence/absence des corémies, des agrégations mycéliennes et des pigmentations.
L’agressivité de ces isolats, a été évaluée a travers certains de ses traits ¢lémentaires de nature
quantitative ; a savoir le taux de sporulation in-vitro et la sévérité de la maladie. De méme, le
taux de la croissance mycélienne qui est un parameétre facilement mesurable de la fitness du
pathogéne, a été également inclus dans cette évaluation. Une comparaison de ces caractéres
chez les deux formes a été aussi realisée, ceci afin de déterminer les éventuelles caractéristiques

distinctives des deux formes de P. teres (Ptt et Ptm).

La troisiéme partie de notre travail a ét¢ dédiée a I’évaluation de la sensibilit¢ de la
population algérienne de P. teres aux fongicides des groupes chimiques les plus utilisés dans la
lutte contre la rayure réticulée de 1’orge dans le monde (Les Inhibiteurs Externes de la Quinone
(Qols); les Inhibiteurs de la Succinate Déshydrogénase (ISDH) et les Inhibiteurs de la
Déméthylation (IDM)), et des potentialités de cette population a développer des résistances vis-
a-vis de ces fongicides. Ces analyses sont primordiales a 1’¢laboration d’un programme de
contréle chimique adéquat. Afin de vérifier 1’éventuelle existence de résistances liées aux
mutations ponctuelles vis-a-vis des deux groupes des strobilurines (Qols) et carboxamides
(ISDHs), la méthode innovante du pyrosequencage a été utilisée. Les strobilurines (Qols), sont
en effet classés comme étant un groupe a risque élevé, alors que les carboxamides (ISDHs),
sont classés comme étant a risque moyen a é€levé. L’efficacité in vitro et in planta, de six
matieres actives appartenant aux trois groupes chimiques et a différentes doses, a été aussi

évaluée.

Les fongicides choisis sont déja homologués et préalablement utilisés dans les champs de
cultures d’orge en Algérie ; ils ont été donc testés afin d’explorer leurs efficacités actuelles. A
l'exception du fongicide fluxapyroxad qui n’a pas encore ét¢ homologué sur les cultures d’orge
en Algérie ; et qui a été testé afin de déterminer son efficacité initiale (baseline), vis-a-vis des
isolats de P. teres en Algeérie, ceci permettrait de proposer son introduction dans le cas ou son

efficacité est confirmée.



I1.  Synthese bibliographique



Il. 1. La rayure réticulée de I’orge : La rayure réticulée de I’orge est I’une des maladies
les plus couramment rencontrées sur cette culture, elle est causée par un champignon

hétérothallique, Pyrenophora teres Drechsler (Anamorph Drechslera teres (Sacc.) Shoem.).

I1. 1. 1. Symptomatologie de la rayure réticulée de I’orge : Cette maladie existe partout
ou I’orge est cultivée, les symptdmes sont genéralement foliaires, mais peuvent tout de méme
atteindre d’autres parties du plant (gaines et glumes des feuilles), en cas d’attaques severes
(Neate and McMullen, 2005). L’attaque au niveau des arétes et des bractées florales, conduit a

I'infection des semences (Van Den Berg, 1988).

Le champignon Pyrenophora teres existe sous deux formes : P. teres f. teres (Ptt) et P. teres
f. maculata (Ptm) ; comme leurs noms l'indiquent, les deux formes provoquent des symptomes
différents. La forme réticulée de la maladie (NFNB) est causée par Ptt, cette forme du
pathogéne, produit des symptdmes caractérisés par des bandes nécrotiques, longitudinales ou
transversales, se développant suivant les nervures des feuilles, ces bandes sont entourées par
des chloroses (Smedegard-Petersen, 1971 ; Ellwood et al., 2010). La forme circulaire ou
ponctiforme (SFNB) causée par Ptm, elle produit des lésions circulaires ou elliptiques de
couleur brune, accompagnées aussi par des chloroses (Smedegard-Petersen, 1971 ; Ellwood et
al., 2010).

Selon Lightfoot et Able (2010), la différence entre les symptomes causés par les deux formes
de P. teres, peut étre expliquée par la différence du processus infectieux chez chacune d’elles.
Dans le cas de NFNB, peu de temps aprés la mise en contact du pathogene avec la surface
foliaire, le champignon initie directement sa pénétration, les symptdmes commencent a étre
visibles au bout de 24 h ; ils sont caractérisés par de petites lésions circulaires et elliptiques
apparaissant sur la surface pénétrée. Ces derniéres se prolongent verticalement a la nervure
principale. Elles se développent ensuite en taches brunes montrant des stries longitudinales et
transversales, formant ainsi un réseau (Fig. 1a) (Liu et al., 2011). Cependant, dans le cas de
SFNB, 1’agent causal Ptm, semble avoir une germination et une croissance moins rapides, et
forme un nombre plus important de vésicules intracellulaires. L’attaque cause la mort des
cellules voisines au point de pénétration du pathogene, les chloroses entourant les cellules

adjacentes, deviennent ainsi évidentes (Fig. 1b) (Lightfoot and able, 2010).



Figure 1 : Symptdmes de la rayure réticulée sur les feuilles d'orge. (A) La forme « réticulée »
(NFNB) causée par P. teres f. teres ; les symptdmes sont en réseaux, sous forme de lésions
suivant les nervures des feuilles, montrant des stries longitudinales et transversales. (B) La
forme « circulaire » (SFNB) causées par P. teres f. maculata, exprimée par des lésions ovoides

sous forme de taches noires (Sym et al., 2018).

I1. 1. 2. Epidémiologie de la rayure réticulée de ’orge et cycle biologique de I’agent
causal P. teres : Le développement d'épidémies de la rayure réticulée de 1’orge, est dépendant
de trois principaux facteurs ; la quantité d'inoculum primaire, le nombre de cycles d'infections
secondaires et de la sensibilité de I'hote. La réponse de ce dernier a I’infection par P. teres
dépend fortement de son stade de développement, de la variété de 1’orge cultivée et des
conditions climatiques (Kangor et al., 2017). Peu apres I’infection, les Iésions se développent
instantanément et le champignon sporule durant les cing jours suivant I'inoculation, permettant
une augmentation remarquable de la taille des lésions, qui peut mener a la mort de la feuille au
bout de 15 jours (Jordan, 1981).

L’agent causal de la rayure réticulée de I’orge (P. teres) est un pathogéne transmissible par
semences et qui possede la capacité de se reproduire de deux fagons ; sexuée et asexuée (Van

den Berg & Rossnagel, 1991 ; Peever et al., 1994). En conditions normales et en milieu



naturel, durant la phase reproductive sexuée, I’infection primaire peut s’établir par le biais de
deux principales sources d’inoculum. La premiére étant, a partir de la dispersion des ascospores
libérées par des pseudothéces provenant des debris de cultures précédemment infectées, ou a
partir des conidies provenant d’hotes intermédiaires du genre Hordeum (servant de réservoir
d'inoculum), ou encore a partir des chlamydospores conservés sur les débris végétaux de la
saison précédente (Pienning, 1961, Shipton et al., 1973). La seconde source, est le mycélium
contenu dans les semences contaminées. Dans ce cas, plusieurs facteurs peuvent agir sur
I’infection et le développement de la maladie, tels que le nombre de semences atteintes utilisées,

la dose de semis et les conditions édaphiques et climatiques (Carmona et al., 2008) (Fig. 2).

Pendant la phase de reproduction asexuée, 1’infection secondaire est provoquée par les
conidiospores produites sur la surface des feuilles qui seront dispersées par le vent et I’eau vers
d’autres feuilles saines (Martin and Clough, 1984 ; Van-den-berg, 1988). Quand les conditions
environnementales sont favorables, plusieurs cycles secondaires de la maladie se produisent par
le biais de ces conidies, provoguant une accentuation de la sévérité de la maladie sur les plantes
sensibles (Liu et al., 2011).

La dispersion des conidies joue en effet, un role primordial dans 1’épidémiologie de la
maladie, le vent et I’eau sont les deux principaux facteurs qui déterminent ’ampleur de la
transmission de cette maladie foliaire a travers une surface cultivée (Parry, 1990). Dans ce
contexte, il est a rappeler que la sporulation de P. teres est négligeable par temps froid (T < 2°
C), elle est cependant optimale a une température qui se situe entre 15 et 20° C (Shaw, 1986).
Elle nécessite une humidité trés élevée d’une durée de 10 a 30 heures, et la germination des

conidies n’est possible qu’en présence d’H% (Shaw, 1986).

Par ailleurs, une hygrométrie d'au moins 95% serait favorable au développement de la
maladie (Morvan, 2006). Kosiada (2008), avait également montré que l’infection par le
pathogéne dépend de la période de solarisation, de I’isolat de P. teres utilisé et de la température
environnante. En effet, le nombre des plants infectés s’était montrés dépendant de la hausse de
la température ; ’infection avait atteint son optimum a 25° C, apres une durée de solarisation
de 10 heures (Kosiada, 2008).
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Figure 2 : Cycle de développement des deux agents causaux de la rayure réticulée de 1’orge P.

teres f. teres et P. teres f. maculata (Liu et al., 2011).




La phase épidémique aura genéralement lieu pendant les stades gonflement et épiaison,
cependant 1’épidémie peut parfois avoir lieu pendant la montaison (Bayer, 2020). Lorsque
toutes les conditions favorables au développement du champignon sont réunies, le cycle
infectieux peut étre complété au bout de 10 a 14 jours (Parry, 1990). Quand la quantité
d’inoculum primaire est importante, la maladie se développe trés rapidement et 1’épidémie peut

devenir trés grave sur les variétés sensibles (Van Den Berg, 1988).

Pour passer la mauvaise saison, le champignon peut survivre et se conserver pendant tres
longtemps sous forme d’ascocarpes (périthéces), qui résistent nettement, mieux aux conditions
climatiques séveres (Pienning, 1961). Aprés la germination des structures de conservations, le
pathogene entame une infection primaire sur 1’orge, méme aprés des années de sa conservation
sur les débris végétaux (Pienning, 1961). A cet effet, des rotations de longues durées allant
jusqu’a 4 ans sont recommandées dans le cas de P. teres, afin de réduire I'inoculum primaire et
d’éviter les risques d’épidémies séveres (Van Den Berg, 1988). Les taux d'infections élevés
sont, en effet, généralement liés au maintien de la culture de 1’orge deux années consécutives
dans un champ précédemment infecté, en particulier si les chaumes ne sont pas profondément
enfouis (Turkington et al., 2006).

I1. 1. 3. Effet de la rayure réticulée sur le rendement de I’orge et sa qualité : La rayure
réticulée de ’orge est une maladie qui peut s’avérer trés sévere en présence des conditions
météorologiques idéales. L’attaque par le champignon P. teres, provoque une réduction de la
surface foliaire, de la hauteur de la plante et du poids du grain, de méme qu’un retard de
I’apparition des nouvelles feuilles est observé (Deadman et cooke, 1988). L'infection sévere des
feuilles, affecte significativement le rendement, en diminuant le nombre de grains par épi, ainsi
que le poids de mille grains (Jordan, 1981). Quand les trois étages foliaires supérieurs sont
atteints, les pertes signalées sont souvent les plus graves (Morvan, 2006). Une perte de la
capacité assimilatrice, ainsi que I’action directe des mycotoxines (ex : aspergillomarasmine A),
provoquent d’importantes baisses de rendement, et ce, en diminuant le poids de mille grains et
le nombre de grains par épi dans le cas ou l'attaque avait eu lieu pendant I'épiaison (Morvan,
2006).

Ainsi, cette maladie cause des réductions de productions atteignant les 44 % et occupe donc
une place économique importante a travers le monde (Jayasena et al., 2007 ; Murray et Brennan,
2010).



I1. 2. L’agent causal de la rayure réticulée de I’orge

11. 2. 1. Taxonomie de Pyrenophora teres : Pyrenophora teres (Died.) Drechsler (anamorph
Drechslera teres (Sacc.) Shoemaker; syn. Helminthosporium teres Sacc.), est ’agent causal de
la rayure réticulée de 1’orge, ce pathogéne fait partie du : Régne des Fungi, Sub-régne des
Dikarya, Division des Ascomycota, Sub-divisiondes des Pezizomycotina, Classe des
Dothideomycetes, Ordre des Pleosporales, Famille des Pleosporaceae et au Genre
Pyrenophora (MycoBank, 2020).

Le nom binomial de ce champignon a connu plusieurs changements a travers les temps,
Diedicke avait précédemment donné le nom de Pleospora teres Died. au stade parfait de ce
pathogene (Gaur et al., 2006). De méme pour le stade imparfait ot I’anamorphe Dreshlera teres
était auparavant dénommé Helminthosporium, jusqu’a la fin des années 1950, quand le genre
Helminthosporium a été subdivisé en se basant sur la morphologie des spores en deux genres

distincts : Dreschlera et Bipolaris (Shoemaker, 1959).

IL. 2. 2. Critéres morphologiques d’identification de P. teres : Les conidies de P. teres
sont de forme cylindrique, mesurant généralement 60-120 um x 16-23um, et sont munies de
quatre a six cloisons transversales (Zillinsky, 1983). Ces derniéres naissent sur des
conidiophores qui mesurent jusqu'a 200 um de longueur et 7-11 um de diamétre, elles sont de
couleur brun clair ou moyen (Zillinsky, 1983). Les conidiophores de P. teres se présentent seuls
ou en groupes de deux ou trois, et comportent souvent quatre a six pseudosepta (Liu et al.,
2011).

A la fin de la saison de culture, le champignon colonise le tissu sénescent et produit des
pseudothéces, qui sont de couleur noire garnis de setes (poils noirs) autour d'un col court, de
forme sphérique et d’un diameétre d’environ 1-2 mm (Zillinsky, 1983 ; Liu et al., 2011). Les
ascospores libérées par les pseudothéces sont d’une taille d’environ 18-28 um x 43-61 um, ils
sont bruns clairs et ellipsoidales, et ont souvent trois a quatre septa transversaux et/ou deux

septa longitudinaux dans les cellules médianes (Liu et al., 2011) (Fig. 3).
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Figure 3 : Structures de reproduction sexuée et asexuée de P. teres f. teres. (a) Conidie (fleche
en gris), conidiophores (fleche en noire) et mycélium (fleche blanche), (b) Conidie contenant
de 3 a 5 septa, (c) Paille d'orge contenant des pseudothéces noiratres. (d) Pseudothéces
immatures en forme globuleuse avec présence de filaments de setes bruns fonceés, ressemblant
a des cheveux (e) Rupture d'un pseudothéce montrant un asque immature et bituniqué (fleche
noire), et un asque mature (fleche blanche) dans lequel la paroi interne a éclaté et quelques
ascospores ont été éjectés. (f) ascospores avec trois ou quatre septa transversaux et un ou deux
longitudinaux (Liu et al., 2011).
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1. 2. 3. Distinction des deux formes de P. teres: Sur le plan morphologique, il n’existe pas
de différences apparentes entre P. teres f. teres (Ptt) et P. teres f. maculata (Ptm). Les deux
formes restent donc indiscernables par leurs caracteres morphologiques (Liu et al., 2011). En
se basant sur les symptdémes produits par chacune des formes sur le feuillage de I’orge,

Smedegard-Petersen (1971) avait subdivisé I’espéce P. teres en deux formes pathogenes.

La forme Ptm a d'abord été décrite comme étant une espece distincte et le nom P. japonica
S. Ito & Kurib lui a été attribué par Ito et Kuribayashi en (1931). Mais son croisement réussi au
laboratoire avec ’espéce P. teres par Mc Donald (1967) et par Smedegard-Petersen (1971), a
permis de conclure que ces deux champignons appartenaient a la méme espéce. Toutefois, les
travaux de Rau et al. (2007), suggérent 1’existence d’un isolement génétique ancien entre les
deux formes, ainsi que la rareté voir I’absence de leur croisement dans les conditions naturelles.
Actuellement, plusieurs études rapportent que les deux formes de ce pathogéne appartiennent a
deux groupes phylogénétiques divergents (Rau et al., 2003 ; Leisova et al., 2005 ; Rau et al.,
2007 ; Lehmensiek et al., 2010). lls auraient divergé il y a plus de 519 000 ans, génétiquement
différentes, elles sont toutefois morphologiquement identiques (Ellwood et al., 2010 ; Liu et al.,
2011). Des propositions ont été ainsi faites pour modifier la taxonomie de ces deux formes,

mais jusqu’a nos jours aucune modification n’a été officiellement autorisée (Lu et al., 2010).

Leurs processus infectieux et les symptdmes causés par chaque forme, sont aussi différents.
Ceci peut étre expliqué par le fait que le mode d’infection des deux formes est distinct. Selon
Lightfoot et Able (2010), il existe une différence claire dans le temps et I'ampleur de la
croissance fongique entre les deux formes. Ptm semble se développer d'abord en tant que
biotrophe, formant des vésicules intracellulaires a I'intérieur des cellules épidermiques, cette
phase est ensuite suivie par le passage a une phase nécrotrophe s’établissant dans le mésophylle.
En revanche, Ptt pénétre plus rapidement dans le mésophylle et n’a pas de stade biotrophique.
Ptm serait donc considéré comme un hémibiotrophe alors que Ptt comme un nécrotrophe
(Lightfoot and Able, 2010) (Fig. 4).

La différence entre les deux formes de P. teres a été également demontree, a travers leurs
effets différentiels a 1’égard des différentes variétés d’orge et dans leur niveau de sensibilité a
I’égard des fongicides. Ces deux aspects ont €té largement étudies, par différents auteurs, qui
ont pu mettre en évidence des effets distincts des deux agents pathogenes, sur la résistance
variétales et sur I’efficacité des fongicides (Campbell et Crous, 2002 ; Akhavan et al., 2016 ;
Celik Oguz, 2017).
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Figure 4 : Schéma du processus infectieux causé par P. teres f. maculata (a gauche) et P. teres
f. teres (droite) au niveau les plants d'orge sensibles. C = conidie, A = appressorium, | = vésicule
intracellulaire. Les cellules en cours I’agrégation cytoplasmique sont colorée en jaune, alors

que les cellules brunes représentent celles qui semblent étre mortes (Lightfoot et Able, 2010).
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Campbell et Crous (2002) ont constaté que les isolats de Ptm étaient moins sensibles que les
isolats de Ptt, vis-a-vis de plusieurs fongicides du group e des IDMs, tel que le propiconazole,
le tébuconazole et le bromuconazole. Egalement, Scott et al. (1992) ont noté que deux
applications de propiconazole étaient nécessaires afin de controler la SFNB causée par le Ptm,

alors qu’une seule application était suffisante pour contréler la NFNB causée par le Ptt.

La résistance de I'n6te a I'égard de la forme Ptm, semble étre gouvernée uniquement par des
genes mineurs, atravers une résistance quantitative (Syme et al., 2018). Cependant, dans le cas
de la forme Ptt, des observations rapportées par Syme et al. (2018), suggérent I'implication des
génes de résistance dominants, plus typiques aux interactions biotrophiques. En effet des
réactions différentielles plus complexes ont été observées; elles impliquent des génes
de sensibilit¢ dominants chez [I'hndte, qui gouvernent les interactions hote-éliciteurs
nécrotrophiques. De méme, des génes de résistance dominants, subitement contournés chez

des cultivars résistants, ont été décrits.

1. 3. Méthodes de lutte contre la rayure réticulée de I’orge : Pour assurer une lutte
efficace contre cette maladie foliaire, une combinaison adéquate des outils et ressources de la
protection des cultures disponibles, est nécessaire. Ceci, afin de réduire les dégats causés par
les symptdmes liés & cette derniére. La lutte contre la rayure réticulée de 1’orge est

principalement basée sur 1’application d’une ou de plusieurs méthodes sanitaires combinées.

I1. 3. 1. Méthodes génétiques : La résistance des plantes a été amplement utilisée dans la
lutte contre les maladies des plantes cultivées. Cependant, cette résistance, conférée par
différentes sources, n'est souvent pas stable en raison des adaptations rapides des agents
pathogenes (Leach et al., 2001). Ceci nécessite une modification réguliere des variétés, afin de
maitriser la virulence du parasite (Bouharmont, 1994). Ainsi, les résistances quantitatives sont
prétendues plus stables que les résistances complétes (Kolmer, 1996), en raison de leurs bases
génétiques souvent plus complexes, et de la pression de sélection moins puissante qu’elles

exercent sur les populations pathogénes (Andanson, 2010).

Plusieurs études se sont concentrées sur la compréhension de la virulence de P. teres et de
la résistance des variétés d’orge a son égard (Mironenko et al., 2002 ; Mironenko et al., 2005 ;
Serenius et al., 2005 ; Manninen et al., 2006 ; Jalli, 2010 ; Boungab et al., 2012). Statkevicitt
et al. (2010) et O'Boyle (2009), ont conclu que le déterminisme génétique de la résistance de

'h6te a 1’égard des deux formes du pathogene (Ptt et Ptm), est contr6lé de fagon indépendante.
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Les principaux génes de résistance de chaque type sont situés en effet sur deux chromosomes
différents ; a savoir 6H et 4H, pour Ptt et Ptm respectivement (Friesen et al., 2006). Dans le
méme contexte, Manninen et al. (2006) ont étudié une lignée d'orge éthiopienne porteuse de
deux genes majeurs indépendants, responsables de la résistance de 1’orge a la rayure réticulée,
ils ont démontré que le géne Rpt5 agit a 1’égard de Ptt, alors que le géne Rpt6 agit a I’égard de
le Ptm. Auparavant, le gene de résistance majeur (Rpt4), qui conférait une résistance
uniquement au Ptm, avait été identifié (Williams et al., 1999). Plus récemment, quatre QTL
conférant une résistance uniquement contre Ptt, située sur les chromosomes 1H, 4H et 5H, ont

été rapportés par Afanasenko et al. (2015).

11. 3. 2. Méthodes biologiques : La lutte biologique a récemment connu un intérét particulier
pour plusieurs chercheurs. Ce moyen de lutte consiste en ’utilisation des organismes vivants,
ou des substances provenant de ces derniers, afin de réduire les dégats causés par les agents
pathogenes (Taibi et al., 2014).

Ainsi ; suite a des tests in vitro et in vivo, O’ Brien (2005) a pu identifier quatre souches
bactériennes ; Pseudomonas fluorescens (MKB100 et MKB156) et Pseudomonas sp. (MKB158
et MKB194), ayant le potentiel de réduire le développement de la rayure réticulée de 1’orge sur
les plant d’orges infectés, comparés aux plants témoins. De méme, Hokeberg et al. (1997) ont
constaté que 1’utilisation de la souche MA342 de Pseudomonas chlororaphis, en traitement de
semences, a entrainé une réduction de plus de 98 % de l'incidence des plantes infectées par P.

teres en culture suite a 1’inoculation de la semence.

Des champignons ont aussi été identifiés comme agents de lutte biologique potentiels ; tel
que Peniophora nuda qui cause des dommages structuraux aux niveaux des hyphes de P. teres,
des leur contact avec ceux de cet antagoniste (Lartey et al., 2013a). Par ailleurs, Moya et al.
(2018) ont pu démontrer que les composés organiques volatiles émis par les champignons
Trichoderma harzianum et Trichoderma longibrachiatum ont un effet antagoniste contre P.

teres, ils pourraient étre utilisés, comme une alternative aux fongicides synthétiques.

Les extraits aqueux des plantes d’Anacyclus valentinus, de Tetraclinis articulata et d’Inula
viscosa, ont été testés in vitro et in vivo par Boungab et al. (2015). Les résultats obtenus in vitro
ont révélé une réduction importante de la croissance mycélienne de P. teres de 1’ordre de 72,27
% pour A. valentinus et de 87,05 % pour T. articulata (Boungab et al., 2015). In vivo, la

meilleure réduction de la sévérité de la maladie a été notée dans le cas de I'extrait de T. articulata
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qui a provoque une réduction de 79,21 %, suivi par Inula viscosa avec une réduction égale a
72,55%. L’effet fongicide de Thymelea sp. sur P. teres f. teres a aussi été prouvée par Taibi et
al. (2014).

I1. 3. 3. Méthodes alternatives : Plusieurs méthodes de lutte alternatives sont utilisées dans
la lutte contre la rayure réticulée de I’orge. Parmi elles, les méthodes culturales qui impliquent
I’optimisation des pratiques culturales, permettant de réduire les dommages causes par le
pathogéne. Dans ce contexte, I’utilisation des semences certifiées, la réalisation d’un travail du
sol adéquat et la pratique des rotations de cultures (O’brien, 2005), peuvent se révéler tres utiles.
Ainsi, une analyse comparative a montré que lorsque la monoculture d’un cultivar d’orge était
pratiquée, des niveaux plus élevés de la rayure réticulée et un poids de mille grains plus faible

étaient observés, ceci comparé a une rotation de plusieurs cultivars (Turkington et al., 2005).

L’induction des résistances de la plante a connu également une grande attention ces dernicres
années. Une pré-inoculation des feuilles d’orge par 1’un des champignons non pathogénes ;
Bipolaris maydis ou Parastagonospora nodorum (Berk), a entrainé une réduction significative
du taux d'infection par un isolat virulent de P. teres f. maculata (Jgrgensen et al., 1996). L’effet
de la phytostimulation exercée par deux souches de Pseudomonas fluorescens chez 1’orge, sur

la diminution de la sévérité de la rayure réticulée a été démontré par Bouacid (2011).

El-Nawawy et al. (2016) ont prouvé que ’application de mono-phosphate de potassium
KH2PO4, de nano-composite d'argile de chitosan, d’acide humique, ou de métasilicate de
sodium, réduisait les symptomes de la rayure réticulée sur I’orge. Leurs travaux ont révélé que

le monophosphate de potassium et 1’argile de chitosan, €taient les plus efficaces.

11. 3. 4. Méthodes chimiques : Parmi toutes les méthodes de lutte utilisées, la lutte chimique
semble étre la plus rapide et la plus efficace dans le cas d’épidémies fongiques subites, c’est
aussi I’'une des méthodes les plus simples a appliquer par les agriculteurs. Cependant, la
durabilité de leur efficacité a long terme, reste dépendante de plusieurs critéres, permettant le

controle des résistances aux fongicides et de leurs propagations.

A coté des variétés résistantes et des pratiques culturales, les fongicides sont vastement
utilisés pour lutter contre P. teres. En réalité, en raison de 1’absence de cultivars tres résistants,
la rayure réticulée de ’orge est principalement contrdlée par I’application de fongicides

(Sierotzki et al., 2007). De nombreuses classes de fongicides sont utilisés dans le monde entier,
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pour lutter contre cette maladie fongique, notamment les Inhibiteurs Externes de la Quinone
(Qol), les Inhibiteurs de la Succinate Déshydrogénase (ISDH) et les Inhibiteurs de la
Déméthylase (IDM) (Mair et al., 2016 ; Rehfus et al., 2016, Stepanovic et al., 2016).

L’efficacité de ces groupes chimiques a ét¢ largement étudiée. Une étude d’efficacité de dix
traitements incluant des fongicides des deux familles Qol et IDM a été réalisée par Jayasena et
al. (2002) durant les deux compagne 1999 et 2000, celle-ci a mis en avant le fait que le
pyraclostrobine, le propiconazole et le mélange de propiconazole avec l'iprodione était les plus
efficaces contre la rayure réticulée de l'orge. L'azoxystrobine, la trifloxystrobine, le
difénoconazole et I'époxiconazole ont également permis un bon contréle de la maladie

(Jayasena et al., 2002).

Egalement, les résultats reportés dans des essais menés par Stepanovic et al. (2016),
soulignent 1’efficacité des mélanges contenant des fongicides appartenant aux deux groupes
fongicides (Qols et IDMs). Le traitement (pyraclostrobine + époxiconazole) a 1,0 L ha-! a
entrainé le meilleur contréle de la maladie dans les deux expérimentations, avec une efficacité
de 91,8 % en 2010, et 97 % en 2011.

Des traitements a base d’ISDH testés par Rehfus (2018) in planta sur des isolats de P. teres,
ont énoncé des taux d’inhibition trés importants avec des moyennes de 92 % pour le fluopyram,
98 % pour le fluxapyroxad, et 95 % pour le penthiopyrade. Ces résultats ont été obtenus a une

dose égale a 125 g m.a. ha (dose préconisée au champ).
I1. 4. Fitness du pathogéne et facteurs d’agressivité

Il. 4. 1. Fitness du pathogéne : La fitness du pathogéne est un élément de comparaison
courant en biologie, elle peut étre définie comme étant la capacité d’un allele a survivre et a se
reproduire avec succes a 1’état individuel ou en groupe (Fan, 2015). En d’autres termes, c’est
la capacité d'un agent pathogéne a persister dans la nature (Shaner et al., 1992). Dans les études
menées en phytopathologie, la fitness est souvent étudiée en se concentrant sur un seul aspect
du cycle de vie de I’organisme fongique (Fan, 2015). Les adaptations des agents pathogenes
des cultures a la résistance variétale et aux fongicides, fournissent d'excellents exemples de
survie des individus les plus aptes (ayant une meilleure fitness), et démontrent aussi la rapidité
avec laquelle les forces évolutives peuvent intervenir chez les micro-organismes (Hollomon et
Brent, 2009).
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La fitness implique de nombreuses composantes ; I'agressivité, la période de latence, le taux
de reproduction, le taux de croissance, le taux de transmission et aussi la capacité a survivre
entre les saisons (Zhan et al., 2013 ; Mikaberidze et Mcdonald, 2015). Plusieurs de ces
composantes sont souvent utilisees pour évaluer la fitness d'un isolat, notamment la croissance
mycélienne sur un milieu PDA, la sensibilité osmotique, la germination et production des spores
in vitro, ainsi que la virulence et le pouvoir de sporulation de 1’agent pathogéne in vivo (Bardas
et al., 2008 ; Bauske et Gudmestad, 2018).

I1. 4. 2. Facteurs d’agressivité : En phytopathologie, le pouvoir pathogene peut étre défini
par deux composantes. La premiere étant la virulence, selon VanderPlank (1968), elle est de
nature qualitative ; le terme décrit selon cet auteur la capacité d’un pathogéne a infecter un
génotype particulier de 1I’hote. C’est pour cela que le terme « virulence » est utilisé pour
désigner I’aptitude d’un génotype pathogene, a contourner un facteur de résistance chez 1’hote
(Sacristan and Garcia-Arenal, 2008 ). Selon Salvaudon et al. (2007), la virulence correspond a
une réduction de fitness chez I’hote ; en effet elle est a ’origine du détournement des ressources
disponibles chez I’hote, conduisant a la réduction de sa fitness (Salvaudon et al., 2007). La
deuxi¢me étant, 1’agressivité qui est de nature quantitative, elle est décrite comme étant le degré
des dégats causées sur 1’hote suite a I’infection par le pathogene (Van der Plank, 1968).
L’agressivité est un caractére composé de plusieurs constituantes, soumises a plusieurs forces

évolutives, qui peuvent ou pas étre corrélées entre elles (Andanson, 2010).

Selon Pariaud et al. (2009), I’agressivité combine les deux notions « la fitness du pathogene »
et « la virulence » ; un pathogéne possédant, une virulence et une fitness plus élevées, sera
généralement considéré comme plus agressif ; il va en effet provoquer des épidémies plus
rapides et des dégats plus graves sur les cultures. Elle est également désignée par Andanson
(2010), comme étant 1’aptitude d’un champignon, a créer une épidémie dans une parcelle et qui
dépend de certains caractéres quantitatifs, tels que son taux de sporulation, la taille des lésions

provoquées sur 1’hote et sa période de latence.

Pariaud et al. (2009) ont conclu que les populations pathogénes peuvent s’adapter de maniére
guantitative a leurs hotes (en laboratoire, sur le terrain en conditions expérimentales, ou en

conditions naturelles), entrainant ainsi des modifications de leur agressivité.

I1. 4. 3. Fitness du pathogéne et résistance aux fongicides : Utilisés en traitement préventif

ou en curatif, les traitements pesticides fournissent une protection des cultures assez efficace
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contre les maladies fongiques, néanmoins, leur efficacité reste instable en raison de 1’adaptation
rapide des populations pathogénes (Andanson, 2010). L’utilisation intensive des fongicides,
peut entrainer une perte d’efficacité partielle, ou totale en raison de la sélection rapide des
phénotypes resistants, plus adaptés au développement dans un environnement traité avec un
fongicide (Walker, 2013). L'incidence des mutants initialement rares dans la population
pathogene, augmentera si une pression sélective est exercée par I'application de
fongicides (Brent et Hollomon, 2009). En effet, les isolats résistants ont une meilleure

adaptation en présence de fongicides que les isolats sensibles (Marzani, 2013).

La dispersion et la persistance d’organismes résistants aux pesticides dans la nature, sont
dépendantes de la fitness des génotypes sensibles et résistants (Cowen et al., 2001). Selon
Bardas et al. (2008), le développement de la résistance aux fongicides serait atténué si la sous-
population résistante, présentait une fitness parasitaire ou saprophytique moindre. Une bonne
connaissance des composantes de la fitness des agents pathogenes fongiques, et de leurs
mécanismes de résistance, contribuera certainement a une meilleure gestion de la résistance aux

produits antifongiques (Anderson, 2005).

Les mutations liées aux résistances aux fongicides entrainent souvent un codt sur
I’adaptation des souches résistantes, qui va s’exprimer par une réduction de leur vigueur
(Fitness cost pour les Anglo-saxons) (Anderson, 2005). Ceci s’explique par le fait que toute
mutation conférant une résistance aux fongicides, peut également perturber ou réduire le
fonctionnement de 1’un des processus physiologiques ou biochimiques essentiels a la survie de
la cellule (Anderson, 2005). Les pénalités de 1’adaptation (Fitness penalties) sont généralement
indiquées, comme étant une situation ou une souche résistante devient en absence d'un

fongicide, moins adaptée que les souches sensibles (Hawkins et Fraaije, 2018).

L'implication de cette perte de I’adaptation (Fitness loss) du pathogéne dans la résistance,
conduit a recommander I’alternance entre les produits chimiques & modes d'actions différents,
afin de lutter et de retarder I'évolution de la résistance (Bardas et al., 2008). Si par contre, le
développement de la résistance n'est pas associé a la perte de la fitness, d'autres stratégies telles
que I’utilisation de mélanges, la réduction des doses d'application ou du nombre d’applications,

devrait étre mis en ceuvre (Bardas et al., 2008).

I1. 5. La résistance aux fongicides dans le contexte des groupes chimiques ISDH, Qol
et IDM
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I1. 5. 1. Types de résistances aux fongicides : Malgré 1’excellente efficacité des fongicides
dans la lutte contre les maladies des plantes, de nombreux agents pathogénes ont réussi a
développer des résistances a ces derniers (Fernandez-Ortufio et al., 2008 ; Avenot et
Michailides, 2010 ; Mair et al., 2016). L'augmentation de la proportion des agents pathogénes
présentant une résistance ou une sensibilité réduite, a fortement affecté les performances de
nombreux fongicides modernes (Marzani et al., 2013). Deux types de résistance a 1’égard des
fongicides sont connus chez les agents pathogénes ; la premiere est qualitative, alors que la

seconde est quantitative.

Il. 5. 1. 1. La résistance qualitative : Elle est caractérisée par une perte soudaine et
marquée de I’efficacité du fongicide et par la présence d'agents pathogenes strictement
sensibles, ou résistants ayant des réponses trés différentes (Brent et Hollomon, 2007). C’est une
résistance qualifiée de « discontinue » ou encore de « discréte » (Brent et Hollomon, 2007) (Fig.
5). Ce type de résistance est due a une mutation dans le géne codant pour un site ciblé par les
fongicides (Fig. 6a) ; dans ce cas les mutants insensibles sont sélectionnés, et les individus sont
soit sensibles ou résistantes aux fongicides (Brent et Hollomon, 2007 ; Deising et al., 2008). La
résistance de P. teres a I’égard des fongicides appartenant au Inhibiteurs Externes de Quinone

(Qol pour les anglosaxons) est de nature qualitative (monogénique) (Brent et Hollomon, 2007).

Bien que les mécanismes gouvernant la résistance aux Inhibiteurs de la Succinate
Déshydrogénase (ISDH = SDHI pour les anglosaxons), sont génotypiquement comparables a
ceux de la résistance aux Qols, ils sont plus complexes et leur évolution pourrait étre
phénotypiquement plus proche de la résistance des IDMs qui est quantitative (polygénique)
(Rehfus, 2018).

Il est a not¢ que malgré I’existence d’un nombre élevé de mutations provoquant la
résistance aux ISDHs, les isolats de P. teres résistants ne présentent qu‘une seule mutation Sdh,
et non pas plusieurs mutations au sein des génes cibles, comme c'est le cas dans la résistance
quantitative chez les IDMs (Rehfus, 2018).

I1. 5. 1. 2. La résistance quantitative : Dans le cas de cette résistance, la diminution du
controle des maladies, ainsi que celle de la sensibilité des populations d’agents pathogeénes, se
manifestent progressivement et de fagon partielle et variable en degré. Ce type de résistance est

appelé « continu » ou « a multi-étapes » (Fig. 5) (Brent et Hollomon, 2007).
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Figure 5 : Diagrammes montrant les distributions bimodale et unimodale des degrés,
caractérisant le développement de la sensibilité, respectivement dans le cas d’une résistance
qualitative (haut) ou quantitative (bas). Les ombres en bleu indiquent la population sensible de
base , alors que I’ombrage rouge indique la population résistante résultante (Brent et Hollomon,
2007).

Comme dans le cas des IDMs, ce type de résistance « polygénique » se développe
progressivement et de fagon moins brutale et s’avére plus complexe, car des mutations de
différents genes et d’autres mécanismes y sont impliqués (Brent et Hollomon, 2007 ; Deising
et al., 2008) . La résistance dans ce cas, peut étre due a différents mécanismes, induits par le
stress fongicide sub-létal, qui conduit a une induction des génes responsables de la résistance
aux traitements fongicides ultérieurs (Deising et al., 2008) (Fig. 6 B). En conséquent, la
population présentera de plus en plus un nombre croissant d'individus a des degrés de résistance
plus élevés ; les individus exprimant une diminution de la sensibilité aux fongicides ont plus de
chances de survivre aux traitements (Deising et al., 2008).

Ce type de résistance, est finalement régi par la capacité du champignon a assurer le maintien
d’une faible concentration du fongicide au niveau intracellulaire (Reimann et Dising, 2005).
Ceci est possible grace aux modifications de la structure des membranes plasmiques, réduisant
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leur perméabilité aux fongicides (Loffler et al., 2000). Le maintien de d’une faible
concentration du fongicide au niveau intracellulaire est aussi possible via la synthése d'enzymes
spécifiques degradant les molécules fongicides (Reimann et Dising, 2005), et via la
surexpression du géne codant pour la cible du fongicide, permettant une neutralisation
maximale des molécules antifongique. Ce phénomene a été récemment, décrit par Mair et al.
(2016) dans le cas de P. teres, et ce, pour le géne codant pour la cible des fongicides IDMs
(CYP51).

Le renforcement de la synthése des transporteurs d'efflux qui ont la capacité d’évacuer les
molécules antifongiques vers I'espace extracellulaire, joue également un réle important dans ce
type de résistance (DelSorbo et al., 2000 ; Deising et al., 2008). Les pompes a efflux les plus
courantes chez les champignons sont les transporteurs ABC (ATP binding cassette) et MFS
(Major Facility Superfamily). Certaines publications parlent des résistances multiples dues a
des transporteurs MFS capables d'expulser plusieurs fongicides de différents groupes
(Roohparvar et al., 2007). Les mécanismes d’efflux sont aussi responsables des résistances
multidrogues (MultiDrug Resistance : MDR) chez de nombreux microorganismes, ce
phénomene qui consiste en un développement de résistance contre plusieurs produits

chimiques, repose sur la surexpression des transporteurs d'efflux (Heick et al., 2020).

Plusieurs cas de MDR ont été détectés chez les champignons phytopathogénes tel que :
Zymoseptoria tritici, agent de la septoriose du blé (Roohparvar et al., 2007, Gazeau et al., 2016),

et Botrytis cinerea agent de la pourriture grise (Kretschmer et al., 2008 ; Leroux et al., 2010).

I1. 5. 2. Pression sélective des fongicides et développement des résistances: chez P. teres:
Lors de I’introduction d’un nouveau fongicide, ce dernier se montre efficace sur la population
pathogene ciblée, qui se compose principalement d’individus sensibles. Son application répétée
(ou celle d’un autre fongicide 8 méme mode d’action), va exécrer une pression selective sur les
individus en éliminant au fur et a mesure les individus sensibles et laissant place aux individus
résistants pour devenir majoritaires dans la population, et ainsi causer la perte d’efficacité du

fongicide (Bourgeois et al., 2009).
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Ainsi, les fongicides ne sont pas mutagénes et ne sont pas responsables de 1’apparition
d’individus résistants. Ils ne font donc qu’exercer une sélection sur les individus résistants qui
apparaissent de fagon aléatoire dans une population et qui restent minoritaires et inapergus en

I’absence d’une pression de sélection (Bourgeois et al., 2009).

Le développement des résistances aux fongicides chez les agents phytopathogénes, semble
étre fermement lié au mode d'action du fongicide et son site cible, aussi a la biologie et a la
variabilité du pathogéne (Walters et al., 2012). La sporulation abondante, la dispersion efficace
des spores, ainsi qu’un temps de génération court, font partie des facteurs épidémiologiques qui
favorisent le risque de développement des résistances aux fongicides (Hollomon et Brent,
2007). Par ailleurs, les populations pathogenes a grande variabilité génétique, peuvent
rapidement développer des mutations et surmonter les traitements fongicides (Peltonen et al.,
1996).

P. teres, développe durant la saison, plusieurs cycles de reproduction secondaires, a travers
lesquels des conidies sont produites (Liu et al., 2011), ce champignon est donc a I'état haploide
pendant la majeure partie de son cycle biologique. L'haploidie et la grande variabilité génétique,
sont des facteurs associés a un risque plus élevé d'émergence de la résistance aux fongicides, et

de sa propagation dans une population (Brent et Hollomon, 2007 ; Angelini et al., 2015).

1. 5. 3. Résistance de P. teres vis-a-vis des Qols et des ISDHs: L’efficacité des fongicides
a site unique est le résultat de la liaison de la molécule fongicide a une protéine cellulaire chez
le champignon, qui induit la perturbation d’une fonction enzymatique. Ceci va provoquer un

arrét de la croissance fongique, traduit par un contréle de la maladie (Latin, 2017).

Dans le cas de résistance aux fongicides, I’isolat résistant subit un changement moléculaire
au niveau du site de liaison du fongicide (Latin, 2017). La molécule active de ce dernier est
empéchée de se lier a I'enzyme cible et de perturber ainsi sa fonctionnalité, I'agent pathogéne

continue alors sa croissance de fagon normale (Latin, 2017).

La classe des fongicides Strobilurines (Qol) a donné d’excellents résultats dans la lutte
contre le pathogene P. teres dans plusieurs pays (Semar et al., 2007 ; Marzani, 2011 ; Akhavan,
2017). Le premier fongicide de la classe Qol a été lancé sur les marchés, il y a seulement deux
décennies (Oliver et Hewitt, 2014). Les premieres strobilurines (strobilurine A et B) ont été
découvertes dans un champignon basidiomycete Strobilurus tenacellus, en 1977 (Anke et al.,

1977). Selon Oliver et Hewitt (2014), les Qols sont actifs contre une large gamme de
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champignons, notamment les oomycetes, les basidiomycetes et les ascomycetes, ils sont aussi
non-toxiques pour les organismes non ciblés et se dégradent rapidement dans la nature. Ce
groupe de fongicides inhibe la respiration mitochondriale du champignon en se liant au site
(Qo) du complexe cytochrome bcl (Fig. 7), le transfert d'électrons est alors bloqué et la synthése
d'ATP est arrétée (Fernandez-Ortuiio et al., 2008). Par conséquent, une inhibition de la

germination des spores et du développement myceélien est induite (Reddy, 2012).

En 1966, von Schmeling et Kulka (1966) avaient décrit les premiers ISDH ayant une activité
fongicide, ils avaient conclu que les dérivés de 1,4-oxathiin, constituaient une nouvelle classe
de fongicides systémiques, qui contrélent sélectivement les maladies des plantes, sans avoir
d’effets néfastes sur I'hote. Les fongicides de la classe des carboxamides (ISDH) sont largement
utilisés dans le contrdle de la rayure réticulée de 1’orge, en particulier, en Europe (Rehfus et al.,
2016). Leur site cible est I'enzyme succinate déshydrogénase (SDH), et la respiration fongique
est inhibée en bloquant les sites de liaison a l'ubiquinone dans le complexe mitochondrial 11
(Fig. 7) (Avenot et Michailides, 2010).

En raison de leur haute spécificité du site d’action, en particulier s’ils sont appliqués de
maniere excessive, le comité d'action contre la résistance aux fongicides (FRAC), a classifié les
Qols parmi les composés présentant un haut risque de perte d’efficacité (FRAC, 2019a). Ce
risque est évalué de moyen a haut, chez les ISDHs (FRAC, 2019a).

Trois mutations ponctuelles du cytochrome b (F129L, G137R et G143A) responsables de la
résistance aux fongicides du groupe Qols, ont été détectées chez plusieurs champignons
phytopathogenes (Fisher et Meunier, 2008). Deux d'entre elles ; la F129L (responsable de la
substitution de la phénylalanine par la leucine a la position 129) et tres rarement la G137R
(responsable de la substitution de la glycine par I'arginine en position 137), ont été détectees
dans les populations de P. teres (FRAC, 2013 ; Marzani et al., 2013).

Par ailleurs, une résistance au nouveau groupe des fongicides carboxamides (ISDH) chez P.
teres, a récemment émergé et s’est révélée Etre associée a de nombreuses mutations. Celles-Ci
se produisant dans les génes codant pour les sous-unités de 1’enzyme succinate déshydrogénase
(SDH) (Rehfus, 2018). Des mutations se produisant dans la sous unités sdh-B (Keon et al.,
1991 ; Skinner et al., 1998 ; Avenot et al., 2008, Fraaije et al., 2012 ), dans la sous unité sdh-C
(Avenot et al., 2009 ; Glaettli et al., 2009 ; Fraaije et al., 2012 ; Dooley et al., 2016) ainsi que
dans la sous unité sdh-D (Avenot et al., 2009 ; Glaettli et al., 2009), ont été rapportées chez
plusieurs champignons phytopathogénes.

25



En Europe, I’analyse génétique de P. teres a mis en évidence une mutation se produisant
dans la sous unité sdh-B (B-H277Y), 5 mutations dans la sous unité sdh-C (C-N75S, C-G79R,
C-H134R, C-S135R et C-S73P), et 6 autres dans la sous unités sdh-D (D-D124N/E, D-H134R,
D-G138V, D-D145G et D-E178K), avec une fréquence plus importante des mutations des genes
sdh-C (Rehfus et al., 2018) (Tableau I).
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Figure 7 : Fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale au niveau des complexes
Il et 1ll, montrant la structure de la succinate déshydrogénase, ainsi que les acides aminés
impliqués dans les différentes interactions. Le complexe 111 est la cible des fongicides Qols et
Qils alors que le complexe 11 est la cible des carboxamides (ISDH) (Leroux et al., 2010 ; traduit
par Walker, 2013).
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Tableau I: Substitutions détectées chez des isolats de P. teres résistants aux ISDHs provenant

des pays Européens (Rehfus, 2018).

Variante Codon chez I’isolat Variante Codon chez l’isolat
ISDH sauvage > Codon Sdh chez ISDH sauvage > Codon Sdh chez
I’isolat mutant I’isolat mutant
B-H277Y CAC>TAC D-D124E GAC>GAA
C-S73P TCG>CCG D-H134R CAC>CGC
C-N75S AAC>AGC D-G138V GGT>GTT
C-G79R GGT>CGT D-D145G GAT>GGT
C-S135R AGC>AGA(G) D-E178K GAG>AAG
D-D124N GAC>AAC

1. 5. 4. Résistance de P. teres vis-a-vis des fongicides inhibiteur d'azoles/déméthylase :
L'utilisation d'anciens fongicides tels que les Inhibiteurs de la Déméthylation (IDM) a
récemment diminué, mais reste tout de méme, largement utilisée dans certains pays comme
I'Australie (Mair el al., 2016) et I'Algérie (DPVCT, 2017).

Les IDMs agissent en inhibant 1’activité de ’enzyme 14a-déméthylase du stérol en se liant
sélectivement au cytochrome P450 14a-déméthylase (CYP51) (Fig. 8). En conséquent, la
biosyntheése des ergostérols, qui sont des composants principaux des membranes fongiques, est
bloguée (Lamb et al., 1999; L6pez Ruiz et al., 2010). L'ergostérol agit comme un composant
fonctionnel dans le maintien de l'intégrité de la membrane ; sa réduction entraine une

perturbation de la membrane et une fuite d'électrolyte (Joseph-Horne et al., 1996).

Récemment, certains travaux ont révélé que la réduction de la sensibilité des populations de
P. teres aux fongicides de ce groupe, étaient aussi lies a certaines mutations ponctuelles. Ainsi,
laréduction de la sensibilité a ce groupe de fongicides, est le résultat de modifications des acides
aminés au niveau de la cible moléculaire des azoles, qui est I’enzyme CYP51, et la
surexpression de cette derniére (Mair et al., 2016). Par conséquent, les isolats de P. teres f. teres
présentant une sensibilitt moindre aux IDMs, portent un allele (Cyp51A: KO103A1)
renfermant la mutation F489L du Cyp51A (Mair et al., 2016). Cette mutation au niveau du
codon 489, induit une substitution de la phénylalanine par de la leucine dans les résidus

composant la sterol 14a-demethylase, une enzyme présente au niveau du cytochrome P450.
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Des mutations chez d'autres agents pathogénes des céréales comme Z. tritici (Huf et al.,
2018) ou Ramularia collo-cygni (Rehfus et al., 2019) ont été aussi signalées comme ayant un
effet sur la sensibilité au IDMs.
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Figure 8 : Effet des triazoles sur I’inhibition du cytochrome au niveau de la cellule fongique

P45014pm, blogquant ainsi la production de I'ergostérol (principal stérol de la membrane
cellulaire fongique), et provoquant I'accumulation d’un stérol toxique entrainant un stress au

niveau de la membrane cellulaire (Cowen et Steinbach, 2008).

Chez P. teres f. maculata, Mair et al. (2019) ont démontré que la réduction de sensibilité a
I’égard de ce groupe chimique, est associée a la présence de plusieurs mutations, aussi bien au
niveau du promoteur, que de la région codante, du géne Cyp51A. La présence d’un transposant
responsable de la surexpression du gene Cyp51A, a été aussi retrouvée chez les isolats
résistants. Par ailleurs, la substitution au niveau de Cyp51A, conduisant a ’apparition de la
mutation F489L, a été aussi révélée chez les isolats hautement ou moyennement résistants de
P. teres f. maculata (Mair et al., 2019). Toutefois, chez Ptm, la mutation F489L résulte de I’un
des trois SNPs observés au niveau du codon 489, alors que chez Ptt, la variation est unique
(Mair et al., 2016).

Il. 5. 5. Stratégie de gestion de la résistance des champignons aux fongicides : Les
stratégies de gestion des résistances aux fongicides visent a retarder I'eévolution et la propagation
des résistances au sein d'une population de pathogenes initialement sensibles, tout en assurant
un contréle efficace de la maladie (Hobbelen et al., 2014). Le but n’est donc pas de gérer la

résistance une fois qu'elle s'est développée, mais plutét d’empécher ou de retarder son
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développement (Reddy, 2013).

Par ailleurs, I’étude de D’efficacité des fongicides et la surveillance permanente des
résistances aux fongicides sont trés importantes dans les stratégies de contr6le des maladies. En
Australie, par exemple, un échec dans la lutte contre I'oidium chez l'orge a l'aide d'IDM a
entrainé des dommages économiques estimés a 100 millions AU $ par an. Cette épidémie était

la plus grave dans I'histoire de la résistance aux fongicides (Tucker et al., 2015).

Dans le cas de la résistance dues aux mutations, I’augmentation des doses de fongicides
utilisées n'aura aucun effet, car la structure de I'enzyme cible, devient fondamentalement
différente (Latin, 2017). La lutte antifongique contre les maladies des plantes, doit donc étre
raisonnée afin d’assurer un équilibre sain entre les applications chimiques, la préservation de

I'environnement, et la prévention d’apparition et de propagation des résistances aux fongicides.

La résistance aux fongicides tels que les Qols, peut étre contrélée en limitant le nombre de
leurs utilisations, et en respectant les doses préconisées aux champs (Reddy, 2013). Egalement,
en les appliquant en mélange avec d'autres fongicides ou encore avec d’autres moyens de luttes

non-chimiques, telles que les variétés résistantes et la rotation (Reddy, 2013).

De méme, il est recommandé d’utiliser les fongicides ISDHs au maximum en deux
applications préventives par culture, le fongicide doit aussi étre utilisé en mélange avec un
fongicide d'un groupe différent (McKay et al., 2011). Les applications a doses réduites, répétées
de ces fongicides et leur utilisation lorsque la maladie est déja bien établie, ne sont pas
recommandées, en raison de 1’accroissement du risque de sélection d’individus résistants dans

les populations d'agents pathogenes (McKay et al., 2011).

Enfin, la réduction de la pression de la maladie a travers des pratiques autres que chimiques,
contribue a réduire les chances qu'une mutation conférant la résistance aux fongicides ne se
produit (Reddy, 2013). Ceci est rendu possible grace a la conservation d’une taille réduite de la

population pathogene (Reddy, 2013).
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1. MATERIEL ET METHODES



I11. 1. Prospections et collecte des échantillons : La collecte des échantillons a éte réalisee
suite a des prospections menées dans toutes les régions céréaliéres algériennes ou 1’orge est
cultivé ; est, centre et ouest du pays. Elle atouché 17 wilayas ; Ain-Defla, Alger, Bouira, Médeéa,
Sétif, Tipaza, Constantine, Médéa, Tizi-Ouzou, Ain-Témouchent, Sidi-Bel-Abbeés, Blida,
Béjaia, Boumerdes, Tlemcen, Oum-EI-Bouaghi et Biskra (Fig. 9). Les parcelles d’orge ont été
visitées a partir du stade début épiaison ; un total de 58 parcelles a été ainsi prospecté dans 42

sites différents.
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Figure 9 : Carte géographique mettant en évidence les régions céréalieres prospectées.

Les feuilles d’orge montrant les symptomes de la rayure réticulée, ont été récoltées et
rapportées au laboratoire afin d’isoler 1’agent pathogéne. Les symptdmes pris en considération
regroupent, les taches brunes en forme de bandes nécrotiques en réseaux, entourées par des
chloroses et qui sont causées par la forme Ptt, ainsi que les lésions circulaires ou elliptiques de

couleur brune accompagnées aussi par des chloroses et qui sont causées par la forme Ptm.

Apres leur collecte, les feuilles infectées ont été soigneusement conservées dans des sachets
de papier Kraft étiquetés, notant les dates et les zones des prélevements. Elles ont été séchées a

I'air libre puis conservées a 4 °C, jusqu'a leur utilisation pour I’isolement de 1’agent pathogene.
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I11. 2. Techniques d’isolement et de conservation des isolats

I11. 2. 1. Isolement monospore : Les feuilles d’orge ayant montrées des symptomes de la
maladie, ont été découpées au niveau des Iésions en fragments d’environ 1 cm de longueur.
Ceux-ci, ont subi une désinfection a I’hypochlorite de sodium a 2 % pendant 5 minutes, suivit

de trois lavages a 1’eau distillée stérile pendant 5 minutes chacun.

Les fragments sont par la suite déposés dans des boites en verre stériles, contenant du papier
Joseph humidifié a I’eau distillée stérile (servant de chambre humide). Ces dernieres ont subi
une alternance de lumiere-obscurité (12 h /12 h), a 25 °C pendant 3-4 jours, afin d’induire la

production de fructifications chez le champignon.

Apreés la sporulation confirmée de 1’agent pathogéne, I’espéce P. teres a été identifiée sur la
base des caractéres microscopiques observés des conidies, puis isolée. A cet effet, des cultures
monospores ont été obtenues par prélevement direct des conidies. Ces dernieres sont prélevees
individuellement a partir de la surface du vegétal et déposées sur du milieu PDA (Pomme de

terre 20 %, Glucose 2 %, Agar 2 %) (Annexe 1), contenu dans des boites de Petri de 9 cm.

Cette technique a été réalisée soigneusement sous une loupe binoculaire en milieu aseptique,
en utilisant une pipette Pasteur stérile étirée. Les boites de Petri ensemencées sont incubées a

20 °C a la lumiére blanche jusqu’a ce que les colonies se développent.

I11. 2. 2. Conservation des isolats : Apres développement des colonies, un total de 212
isolats (Annexe 2. 1), ont été obtenus et conservés a -18 °C, sous forme de disques mycéliens
desséches, préalablement développés sur milieu gélosé. Ces derniers ont été obtenus a 1’aide
d’un emporte-piece de 5 mm de diamétre, déposés dans des boites de Petri exposées semi-
ouvertes, a un flux d’air stérile sous une hotte a flux laminaire pendant la nuit, jusqu’a
dessechement complet des disques. Les disques obtenus ont finalement été mis dans des tubes

Eppendorf stériles étiquetes et conservés a -18 °C jusqu’a leur utilisation.
I11. 3. Identification des deux formes du pathogene (Ptt et Ptm) par PCR

I11. 3. 1 Obtention des cultures fongiques : Les isolats ont été cultivés sur du milieu PDA,
a raison de 3 boites pour chaque isolat. Les boites ont été ensuite incubées a 25 °C pendant 7

jours, en obscurité totale jusqu’a obtention de colonies bien développées.

IIL. 3. 2. Extraction de ’ADN a partir du mycélium des différents isolats : Les ADN de

212 isolats de P. teres (Annexe 2. 1), ont été extraits a partir du mycélium en utilisant deux
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méthodes distinctes. Dans un premier temps, les ADN(s) d’une centaine d’isolats ont été
extraits par la méthode classique du phénol-chloroforme de Promrga, modifiée par Ouaar et al.
(2017). Pour le reste de la collection, les extractions des ADN(s) ont été réalisées a I’aide du kit
NucleoSpin® DNA Plant Il, en utilisant le processus de la pompe a vide (MACHEREY -

NAGEL), conformément aux instructions du fabricant.
IIL 3. 2. 1. Extraction d’ADN par la méthode phénol-chloroforme modifiée

I11. 3. 2. 1. 1. Protocole d’extraction : Le mycélium frais de chacun des isolats a été
introduit dans un tube Eppendorf contenant une petite quantité de verre broyé, au préalable
stérilisé par autoclavage, par la suite la masse fongique a été broyée par écrasement du
mycélium manuellement a 1’aide d’un micro-pillions. L’utilisation du verre broyé a cette étape

permet un meilleur broyage et une libération plus efficace du contenu cellulaire.

Le contenu des tubes a été homogénéisé par un passage au vortex aprés I’addition de la
solution de lyse (50 mM Tris-HCL pH=7,4, 50 mM EDTA, 3 % SDS, 2 % Protéinase K)
(Annexe 3. 2) a raison de 600 pl/tube, puis incubé a 65 °C dans un bain Marie durant 15 minutes.
Aprés la fin de I’incubation, 10 ul d’ARNase (1 pg/ul) ont été additionnés au lysat cellulaire et
les échantillons ont été mélangés en inversant les tubes délicatement et incubés a 37 °C durant
15 minutes. Afin de faire précipiter les protéines, 200 pl de la solution de précipitation (Acétate
de sodium 3 M) (Annexe 3. 3) ont été ajoutés au lysat et les tubes ont été mélangés en utilisant
un vortex durant 20 secondes, puis centrifugés durant 10 minutes a 13000 g. Apres
centrifugation le surnageant a été récupéré dans un nouveau tube de 2 ml a I’aide d’une
micropipette (P100), puis un volume égal d’une solution de chloroforme (50 :50) a été ajouté

et le contenu des tubes délicatement mélangé, par inversion de ces derniers.

Les tubes ont été centrifugés a 13000 g pendant 10 minutes et le surnageant a été pipeté
délicatement et transféré dans un nouveau tube de 1,5 ml, dans lequel 600 pl d’isopropanol
froid ont été rajoutés pour précipiter I’ADN. Les tubes ont été par la suite inversés délicatement,
afin d’homogénéiser le contenu, puis incubés a - 4 °C pendant 30 minutes. Puis le contenu des
tubes a été centrifugé a 13000 g pendant 5 minutes, et le culot composé d’ADN a été récupéré.
Deux lavages successifs de ce dernier ont été réalisés, par rajout de 1’éthanol a 70 % a raison
de 500 pl dans chaque tube, suivie de leur centrifugation pendant 5 minutes a 13000 g. Le

surnageant est €liminé a chaque fois et I’ADN précipité dans le culot, est récupéré.

Les tubes ont été déposés ouverts sur du papier absorbant sur la paillasse jusqu’a compléte
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évaporation de 1’éthanol, reconnue a la disparition de I’odeur. Aprés séchage total de I’ADN,
50 pl de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH=8) (Annexe 3. 4), ont été ajouté afin le diluer les

¢échantillons d’ADN qui ont été enfin conservés a -18 °C, jusqu’a leur utilisation.
III. 3. 2. 1. 2. Evaluation qualitative et quantitative de I’ADN extrait

a. Evaluation de la concentration des ADN extraits : Les concentrations ont été
déterminées par spectrophotométrie. A cet effet, 5 ul d’ADN ont été mélangés a 95 pl

de tampon TE (Annexe 3. 4), avant la lecture des valeurs au spectrophotometre.

b. Evaluation de la qualit¢ des ADN extraits : Le rapport DO260/D0O280 a été
considéré ; les valeurs DO260/D0280 doivent étre comprises entre 1,8 et 2, lorsqu’elles
étaient en dehors de cet intervalle, certaines étapes d’extractions ont été reprises

(traitement ARNase ou précipitations des protéines).

Par ailleurs, un test gel a été réalisé et le profil des ADNs a été ainsi analysé sur gel d’agarose
a 0,8 %. Aprés avoir préparé le gel d’agarose, 3 pl de Bromure d’Ethidium/100 ml de gel, ont
été ajoutés. Une fois le gel coulé et les ADNs déposés aux fonds des puits, leur migration a été
effectuée dans une solution de TAE (2 M Tris, 0,05 M EDTA, 1 M acide acétique, pH=8)
(Annexe 3. 5), & 90 volts durant 20 minutes. Enfin, les bandes ont été visualisées sous lumiére

ultraviolette, sur un écran d’ordinateur.
III. 3. 2. 2. Extraction d’ADN par le Kit NucleoSpin® DNA Plant 11

Lors de I'utilisation du Kit NucleoSpin® DNA Plant II, environ 100 mg de tissu fongique
ont été broyés en utilisant un broyeur de tissu (QIAGEN). Celui-ci permet de secouer
vigoureusement les tubes contenant chacun, une bille d'acier stérilisée déposee au fond du tube,
et le mycélium frais. Ce dernier a été préalablement congelé pendant 5 minutes dans de la neige

carbonique. Le mycélium a été ainsi réduit en une poudre fine, parfaitement homogénéisée.

Aprés broyage, 400 ul de tampon de lyse (PL1, CTAB) (NucleoSpin® DNA Plant I1) et 10
pl de RNase (12 mg /ml), ont été ajoutés aux lysats cellulaires. Les tubes ont été ensuite
mélangés au vortex et incubés a 65 °C dans un thermo-mixeur pendant 30 minutes a 400
tours/minute. Apres cela, les tubes ont été centrifugés a 11000 g pendant 5 minutes et les lysats
clarifiés ont été recueillis, et mélanges avec 450 ul de tampon de liaison de (PC) (NucleoSpin®
DNA Plant I1) dans un bloc a puits carres (Fig. 10).
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Figure 10 : Schéma explicatif des différentes étapes d’extraction d’ADN par le kit
NucleoSpin® DNA Plant II.

Les lysats ont été transférés dans les puits de la plaque de liaison NucleoSpin® DNA Plant
Il (avec membrane de silice), préalablement insérée dans la colonne a vide. Pour permettre aux
échantillons de passer a travers la membrane de silice, ou I'ADN était piégé, une pression sous
vide a été appliquée a 400 millibars pendant 15 minutes. Apres 1’évacuation compléte du
liquide, deux lavages, I’un en utilisant 400 pl du tampon de ringage (PW1) (NucleoSpin® DNA
Plant 1), et I’autre en rajoutant 700 pl du tampon de ringage (PW2) (NucleoSpin® DNA Plant
I1), ont été réalisés sous vide a 400 millibars pendant 3 minutes chacun. Les membranes de

silice ont été ensuite completement séchées pendant 20 minutes sous vide (Fig. 10).

Finalement, les ADN ont été dilués dans 200 ul de tampon d'élution (PE, 5 mM Tris/HCI,
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pH= 8,5) (NucleoSpin® DNA Plant Il) préchauffé a 65 °C, et récupéré dans une plaque a 96
puits. La plaque a été placée sous la colonne a vide de maniére a ce que chaque échantillon soit
récupére séparément dans I'un des puits (Fig. 10).

I11. 3. 3. Amplification des ADN(s) par PCR : Dans le but de differencier les deux formes
de P. teres au sein de la collection d’isolats, des PCR ont été réalisées en utilisant les deux

paires d’amorces décrites par Williams et al. (2001) (Tab. 11).

Tableau Il : Séquences des deux paires d’amorces permettant la différentiation des deux

formes de P. teres.

Forme recherchée | Codes des | Séquences des amorces Taille de la bande
amorces a amplifier
P. teres f. teres PTT-F CTCTGGCGAACCGTTC 378 bp

PTT-R ATGATGGAAAAGTAATTTGTA

P. teres f. maculata | PTM-F TGCTGAAGCGTAAGTTTC 411 bp

PTM-R ATGATGGAAAAGTAATTTGTG

Les PCR multiplex ont été réalisées en utilisant deux méthodes distinctes ; la premiére était
celle décrite par Williams et al. (2001), dans un volume réactionnel de 25 pl, dont les

composants sont indiqués par le tableau I11. A cet effet, 1ul d’ADN (50 ng/ul) a été ajouté.

Tableau I11 : Composition du mélange réactionnel utilisé lors des amplifications
Composant Volume (ul) Concentration finale
Eau 6 /
Tampon (X5) 5 1
dNTP (10 mM) 0,625 0,25 mM
Fw amorce (10 pmol/pul) (Ptt) 2,5 25 pumol
Rv amorce (10 pmol/pl) (Ptt) 2,5 25 pmol
Fw amorce (10 pmol/ul) (Ptm) 2,5 25 pmol
Rv amorce(10 pmol/ul)(Ptm) 2,5 25 pmol
Taq polymeérase ( 2U/ul) 0,5 1U
DNA (50 ng/ul) 1 50 ng
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Les amplifications des régions ciblées ont éte effectuées selon un programme de PCR par
essais (Touchdown PCR), réalisée en 35 cycles. Les réactions comportaient une phase de
dénaturation initiale a 94 °C pendant 1 minute, suivie de 10 cycles se composant chacun d’une
dénaturation a 94 °C pendant 30 secondes, suivie d’une hybridation a 65 °C ; la température a
été diminuée durant cette phase, d’un degré Celsius (-1 °C) a chaque cycle jusqu’a atteindre 56
°C. La phase d’extension a été effectuée a 72 °C pour 30 secondes. Les dix cycles ont été suivis
par 25 autres, composés chacun par une phase de dénaturation a 94 °C pendant 30 secondes,
une phase d’hybridation a 55 °C pendant 30 secondes, et autre d’ extension a 72 °C pour 1

minute. Le programme a été finalisé par une élongation finale a 72 °C pendant 2 minutes.

Les ADNs de deux isolats identifiés comme étant Ptt et Ptm, fournis par Pr. Nasraoui B.,
INAT, Tunisie, étaient utilisés comme témoins positifs. Alors que 1’eau distillée stérile a été

utilisé comme témoin négatif.

La deuxieme méthode utilisée consistait en une PCR simple, modifiée a partir de la premiére
méthode (Touchdown). Les PCR ont été réalisées en utilisant la tag polymérase Maxima Hot
Start (PCR Master Mix 2X), dans un volume réactionnel final de 25 ul dont les composants et

leurs volumes respectifs sont indiqués dans le tableau 1V.

Tableau 1V : Mélange réactionnel utilisé lors des amplifications des genes par PCRs simples

volumes/échantillon.

Composant Volume (ul) Concentration finale
Eau 5 /

Amorce F 10 pmol/ul (Ptt) 1,25 12,5 pmol

Amorce R 10 pmol/ul (Ptt) 1,25 12,5 pmol

Amorce F 10 pmol/ul (Ptm) 1,25 12,5 pmol

Amorce R 10 pmol/pl (Ptm) 1,25 12,5 pmol

ADN (1-30 ng/ul)* 2,5

* Concentration obtenue via 1’extraction par le kit NucleoSpin® DNA Plant 11, selon (MACHEREY -NAGEL).

Les microplagues a 96 puits contenants les produits réactionnels ont été centrifugés pendant
10 secondes avant d’étre introduits dans un thermocycleur (Thermal cycler, Mastercycler
gradient, Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Les conditions réactionnelles consistaient en
une dénaturation initiale a 95° C pendant 4 minutes, suivie de 39 cycles, chacun composé d’une

phase de dénaturation a 94° C pendant 15 secondes, une phase d’hybridation a 55 °C pendant
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20 secondes et une phase d’élongation a 72 °C pendant 20 secondes. Les cycles étaient suivis

d'une étape d'élongation finale a 72 °C pendant 5 minutes.

IIL. 3. 4. Visualisation des produits d’amplification : Les fragments amplifiés ont éte
visualises par électrophorese sur du gel agarose a 3 %. Celui-ci a été préparé a base de TAE (2
M Tris, 0,05 M EDTA, 1 M acide acétique, pH=8) (Annexe 3. 5), auquel le bromure d’Ethidium
(3 ul/100 ml) a éte ajouté. Les échantillons ont été mélangés avec du tampon de charge (5 pl
du tampon/20 ul) puis déposés dans les puis du gel d’agarose, un des puits a été consacré au
marqueur moléculaire (3 pl) et un autre pour le témoin négatif. La migration a été réalisée sous
un courant de 90 volts dans du tampon TAE, jusqu’a I’arrivée du front de migration a 0,5-1 cm
de I’extrémité du gel. Enfin, les fragments amplifiés ont été visualisés sous lumiére ultra-

violette.

Les poids moléculaires des différentes bandes amplifiées, ont été ensuite identifiés par
comparaison avec le marqueur de poids moléculaire et les isolats ont été regroupés selon les
deux formes du pathogene. La forme (Ptt) pour les isolats ayant présenté des bandes de 378 pb,
et la forme (Ptm) pour les isolats ayant présenté des bandes de 411 pb.

I11. 4. Caractérisation culturale: Afin de vérifier D’existence d’une variabilité
morphologique au sein de notre collection fongique, la caractérisation d’un nombre
représentatif de 50 isolats, incluant (38 Ptt et 12 Ptm) et choisis en fonction des différentes
localités prospectées, a été realisée (Annexe 2. 2). Les isolats ont été cultivés dans du milieu
PDA, jusqu’a obtention de colonies bien développées. Des disques de 6 mm de diamétre ont
été ensuite prélevés a la périphérie des colonies et déposés au centre des boites de Petri
contenant du milieu PDA, a raison de 3 répétitions pour chaque isolat. Les boites ont été

incubées a 25 °C pendant 7 jours, en obscurité totale jusqu’a la fin des notations.

Les caractéres étudiés incluent, la couleur des colonies (vert trés foncé, foncé, clair, blanc),
I’aspect du mycélium (cotonneux, pelucheux, aérien, ras), la diffusion de pigmentations dans
le milieu de culture (orange, jaune), la formation des corémies, et la présence d’agrégations du

mycélium.

I11. 5. Evaluation du pouvoir pathogéne : L’agressivité, 1‘un des deux composant du
pouvoir pathogéne a été évaluée pour un nombre représentatif de 45 isolats (34 Ptt et 11 Ptm)
choisis en fonction des différentes localités prospectées (Annexe 2. 2). L’agressivité combine

les deux notions de fitness et de virulence, elle est souvent décomposée en plusieurs traits
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élémentaires de nature quantitative (Pariaud et al., 2009). Parmi ces derniers, ceux utilisés lors
de nos travaux ; le taux de sporulation in-vitro, la sévérité de la maladie (Pariaud et al., 2009),
et par extension le taux de la croissance mycélienne qui est un parametre facilement mesurable

de la fitness du pathogéne (Pringle et Taylor, 2002).
I11. 5. 1. Evaluation du pouvoir de sporulation

a) Induction de la sporulation et préparation des suspensions de spores : Des fragments
de 6 mm de diametre ont été prélevés a partir de cultures agées de 8 jours et transférés dans des
boites de Petri contenant du VV8-PDA (Pomme de terre 20 %, Glucose 20 g, Agar 20 g, CaCO3
3 g, Jus V8 150 ml (Annexe 1), Eau distillée gsp 1000 ml.) a raison de 3 répétitions par isolat.
Apreés cela, les boites ont été incubées a I'obscurité pendant 5 jours a 20 °C, jusqu’a obtention
de colonies d’environ 4 cm de diametre. Les cultures ont été ensuite inondées par de I’eau
distillée stérile et le mycélium est rabattu a 1’aide du fond d’un tube a essai préalablement
flambé¢ a la flamme. Enfin, les boites ont été vidées de I’eau et exposées a la lumiére blanche

pendant 18 h a 20 °C, suivie de 24 h a I’obscurité a une température de 14 °C.

b) Dénombrement des spores : Afin de quantifier la production de spores pour chacun des
45 isolats (Annexe 2. 2), trois disques (6 mm de diametre) ont été prélevés de chacun d’une
répétition, a la périphérie des colonies et ont été mis chacun dans un tube Eppendorf contenant
1 ml d’eau distillée stérile. Apres que les tubes aient ét¢ mélangés vigoureusement au vortex
pendant 1 minute, 3 prélévements d’un volume de 10 pl chacun, ont été prélevées de chaque
tube et déposes séparément entre lames et lamelles, afin de procéder au comptage des spores.
Ainsi, 9 dénombrements différents ont été réalisés pour chaque isolat. Le comptage a été réalisé,
sous microscope optique a un grossissement de (Gx100) a I’aide d’un compteur manuel ; pour
ce faire, la totalité de la surface occupée par la goutte étalée entre la lame et la lamelle, a été
obsérvée allant du haut vers le bas et de droite vers la gauche. La production des spores a été

estimée par le nombre de spores/ml/mm? de culture mycélienne.

I11.5. 2. Evaluation de la sévérité de la maladie : La sévérité de la maladie, est une variable
composée, résultante d’autres traits de 1’agressivité, qui sont les effets intégratifs de 1’efficacité
de I’infection et de la taille de lésion (Pringle et Taylor, 2002). Cette évaluation permet ainsi
I’estimation de I’agressicité de I’isolat, basée sur la sévérité des symptdmes induits sur 1’hote.
L’estimation a été réalisée sur feuilles détachées selon le protocole de (El Mor et al., 2018) qui
ont démontré la corrélation hautement significative entre la réaction de la plante hoéte au

pathogéne et celle des feuilles détachees.
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a) Obtention du matériel végétal : En raison de I’utilisation importante en culture de la
variété Saida, ainsi que de sa sensibilité a I’égard de la rayure réticulée reconnue, cette derniére
a été choisie pour la réalisation de ce test. Le test a été effectué a I’égard de 45 isolats (Annexe

2. 2), choisis comme décrit auparavant.

Les graines provenant de la station de 'INRAA (Institut Nationale de la Recherche
Agronomique d’Algérie) de Sétif, ont été utilisées pour I’obtention des plants d’orge au stade
2 feuilles. Le test a été effectué comme décrit par EI Mor et al. (2018) avec quelques
modifications. Les feuilles détachées a partir des plants d’orges, ont été placées dans les boites
en verre a raison de 3 feuilles par boite, 3 boites ont été préparées pour chaque isolat. Les boites
utilisées, étaient des boites de Petri en verre de 20 cm de diamétre contenant deux couches de
papier buvard (Fig. 11), au préalable stérilisées au four Pasteur a 120 °C durant 30 minutes.
Avant le dépdt des feuilles d’orge le papier buvard a ét¢ humidifié par une solution d’eau

distillée stérile additionnée de 0,004% de benzimidazole.

Figure 11 : Feuilles d’orge détachées et placées dans des boites de Petri en verre (20 cm de
diamétre) contenant deux couches de papier buvard, stérilisées humidifiées par une solution

d’eau distillée stérile additionnée de 0,004% de benzimidazole.

b) Préparation de I’inoculum : L’induction de la sporulation a été réalisée comme décrit
au chapitre Il. 5. 2. Aprés la fin des périodes d’incubation des cultures, les colonies ont été
immergées d’eau distillée stérile (environ 10 ml) et les spores ont été delicatement détachées a
I’aide d’une anse a ensemencement stérile. La suspension de spores a été ensuite filtrée a travers
une compresse de gaze stérile et récupérée dans des tubes a essai de type FALCON de 50 ml

stérilisés a I’autoclave. Enfin, la concentration de la suspension a été ajustée a 5000 spores/ml

39



(El Mor et al., 2018).

¢) Inoculation des plants : Aprés ajustement des concentrations et adition d’une goutte de
Tween 20 a chaque tube, les suspensions ont été bien mélangées. Les feuilles ont été par la suite
inoculées a I’aide d’un pulvérisateur manuel a raison de 10 ml d’inoculum/3 feuilles. Les boites
ont été incubées dans une chambre de culture pendant 4 jours, a une température de 20-22 °C

pendant la journée, et 16-18 °C la nuit sous une photopériode de 18 h.

d) Estimation de ’agressivité : Les réactions de la plante hote ont été notés selon deux
échelles différentes. La premiére allant de 1 a 10, correspondant respectivement a des réactions
de résistance allant de résistant a trés sensible, décrite par (Tekauz et al., 1985) pour les isolats
de laforme Ptt (Tab. V, Fig. 12A). La seconde allant de 1 a 9 et classant les isolats en résistants
ou sensibles, décrite par (Tekauz et al., 2011) pour la forme Ptm (Tab. V, Fig. 12B).

Tableau V : Echelles de notations utilisées lors de 1’évaluation de la réaction des feuilles
d’orge de la variété Saida, aux deux formes de la maladie (Tekauz et al., 1985 ; Tekauz et
al., 2011).

Echelle de notation de la réaction a la forme réticulée de la maladie

Score 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Reéaction | 20 |0 < < < < 2 g @ a
< A A D X » i
2 < |z |z @
w %) 7

Echelle de notation de la réaction a la forme circulaire de la maladie
Score 1-2 3 5 7 8-9

Réaction R S

*R : résistant, MR : moyennement résistant, MS : moyennement sensible, S : sensible, TS : trés sensible

Pour chacune des deux formes du pathogeéne, et en fonction du degré d’attaque noté,
permettant de distinguer des réactions différentes chez la plante (Tekauz et al., 1985 ; Tekauz

etal., 2011) (Tableau V), I’agressivité des isolats a été évaluée.

Ainsi, pour les isolats de la forme Ptm deux niveaux d’agressivité ont été mis en évidence ;
lorsque la variété Saida est considéré résistante (degré d’attaque entre 0 et 3), les isolats sont

notés faiblement agressifs, si par contre la variété est retrouvée sensible (degré d’attaque entre
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5et 9), les isolats sont notés alors tres agressifs. Dans le cas de la forme P. teres f. teres, trois
niveaux d’agressivité ont été mis en valeur. Lorsque la variété Saida s’est montrée résistante a
moyennement résistante (degré d’attaque de 0 a 5), les isolats ont été considérés comme ayant
une faible agressivité. Lorsque la variété Saida est considérée possedant une résistance
intermédiaire (degré d’attaque entre 5,1 et 8), les isolats ont été considérés comme
moyennement agressifs. Enfin, si la variété Saida était retrouvee sensible a trés sensible (degré

d’attaque supérieur a 8,1), les isolats ont été jugés trés agressifs.

A
3 : ' L] ¥
- : T t
: K ¥ ' R 3!
R 0"
. :' % . “' ' @
| ' L]

2 3 - s °
R-MR MR  MR-MS MR-MS MA-MS

Figure 12 : Echelles numériques utilisées lors de I’estimation visuelle de la réaction de la plante
a la maladie de la rayure réticulée de 1’orge. A) Evaluation de la réaction a 1’égard de P. teres
f. teres selon Tekauz (1985). B) Evaluation de la réaction a 1’égard de P. teres f. maculata selon
Tekauz et al. (2011).
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I11. 5. 3. Evaluation de la vitesse de la croissance mycélienne : La croissance radiale de
50 isolats (Annexe 2. 2), a été déterminée sur milieu PDA, & 25 °C et & obscurité totale. A partir
de chaque isolat monospore, un fragment de 6 mm a été préleve a la périphérie des colonies et
déposé au centre d’une boite de Petri contenant le milieu de culture utilisé, 3 répétitions pour
chaque isolat ont été réalisées. Les mesures quotidiennes de la croissance radiale des colonies
ont été notées durant une semaine (mm/jour), a I’aide d’une loupe binoculaire étalonnée pendant

les deux premiers jours et a 1’ceil nu pour le reste des mesures en utilisant une régle.

I11. 6. Recherche des mutations conférant la résistance aux Qol et aux ISDH: Une
analyse moléculaire par Pyroséquencage a été réalisée sur 1’ensemble des isolats de la
collection. L’objectif de cette derniére étant la recherche d’éventuelles mutations au niveau des
génes cyt b et SDH (Tab. V1), conférant la résistance aux groupes des Inhibiteurs Externes de
la Quinone (Qol) et des ilnhibiteurs de la Succincte Déshydrogénase (ISDH), chez les isolats

de P. teres. A cet effet, le pyrosequenceur de type PSQ96MA (Qiagen) a été utilisé.

Tableau VI : Résistances, type de I’analyse utilisée, année et licu de la premiére détection.

1<
£ Ta © S
S D x ‘s € =S
=3 2% S8 ° B
(=] o © 8 [&) < S &)
= TS Q2 5 = 2
= 3 3 g g =73
4 S5 S S = L o
= @ P = > 32
< S o >9 e E
6 LS < % c o
3 <3 <8
2
Qol Elevé Moléculaire Au niveau du géne codant pour 2007 En
le Cytb: Allemagne
F129L (TTC--CTC/TTA) (Semar et al.,
G137R (GGG--AGG) 2007)
ISDH Moyen a levé Moléculaire Au niveau des génes codant 2012
pour les sous-unités B et C de 2013
I’enzyme SDH : 2013
B-H277Y (CAC—TAC) * 2013
C-N75S (AAC—AGC)* 2013
C-G79R (GGT—CGT)* En Europe
C-S135R (CAC—CGO)* (Rehfus et al.,
C-H134R(AGC—AGA(G))* 2016)
IDM Moyen Détection au / 1985 En
champ Nouvelle-
Zélande
(Sheridan et al.,
1985).

*(Codon de type sauvage--codon mutant) ** selon (FRAC, 2019a)
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II1. 6. 1. Obtention des cultures et extraction d’ADN : La méthode de culture des isolats
lors de I’extraction des ADN a été décrite au chapitre Il. 3. 2. 2. Les ADN de 212 isolats de P.
teres ont été extraits a I’aide du kit NucleoSpin DNA Plant II (MACHEREY-NAGEL) en

utilisant le processus de la pombe a vide.

I11. 6. 2. Amplifications des ADN(s) par PCR : Afin d'amplifier les séquences des genes
concernées par les mutations ciblées (Tab. VI), des PCR ont été réalisées a 1’aide d’un
thermocycleur de la marque Peglab VWR (modele Pegstart x 96). Les réactions
d’amplifications ont été induites dans des plaques de 96 puits, a raison de 25 pl de volume
réactionnel final (Tab. VII) dans chaque puits. Les amplifications ont été réalisées a 1’aide du
kit Maxima Hot Start PCR Master Mix (Maxima Hot Start Tag DNA polymerase, tampon hot
start PCR 2x, chaque dNTP 0,4 mM, Mg?* 4 mM), et des couples d’amorces marqués a la
biotine (Tab. VIII).

Tableau VII : Mélange réactionnel utilisé lors des amplifications des séquences des génes

concernées par les mutations ciblées.

Composant Volume (ul) Concentration finale
Eau 7,5 /

Maxima PCR Master-mix (2x) 12,5 1x

Amorce R* (10 pmol/ul) 1,25 12,5 pmol

Amorce F* (10 pmol/ul) 1,25 12,5 pmol

ADN (1-30 ng/ul) 2,5 /

*L’une des deux amorces est marquée a la biotine

Les plaques contenants les produits réactionnels, ont été centrifugés pendant 10 secondes
avant de les introduire dans le thermocycleur. Les conditions réactionnelles consistaient en une
dénaturation initiale a 95 °C pendant 4 minutes, suivie de 39 cycles chacun composé, d’une
phase de dénaturation a 94 °C pendant 15 secondes, une phase d’hybridation a 55 °C pendant
20 secondes, et une phase d’élongation a 72 °C pendant 20 secondes. Les cycles étaient suivis
d'une étape d'élongation finale a 72 °C, pendant 5 minutes. Deux répétitions ont éte réalisées
pour chaque isolat et pour chaque mutation.
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Tableau VIII : Amorces utilisées pour 1I’amplification des parties de génes ciblées et pour

les réactions de pyroséquencage.

Nom d’amorces

Type de réactions

Séquence (5-3")*

KES1845(Fw) Amplification d’une partie du géne | ACAGGACGCCCTCAACAACAG
sdh B
KES1846(Rv)a ACTCTCCCTATTTGCCACGTGAT
KES1848(Fw) Amplification d’une partie du géne | ATCTACAGGCCGCAAATCAC
sdhC
KES1849(Rv)a CCAAATGCCTCAATCCGTTAAG
KES2025(Fw)a Amplification d’une partie du géne | CTTAGACTTGCAGCAACTG
sdhC
KES2026(Rv) ATACCGAAGAGGTAGAGAGAAC
CG
KES432(Fw) Amplification d’une partie du gene | TCCTAACTTAAAAGGTTACACAA
cythb GGCTT
KES433(Rv)a
AACCATTTTGGGCTATGTTGGTA
KES630(Fw)a Amplification d’une partie du géne | GGCTGAAATGCTGCTTAATGT
cythb
KES631(Rv) AATTTTCACCTCAAAGGCTCATT
KES1847(Fw) Pyrosequencage B-H277Y GAGCTTGTACCGATGC
KES1956(Fw) Pyrosequencgage C-N75S TGGCCTCATCGCTCA
KES2027(Rv) Pyrosequengage C-G79R CGGAGAGAACGATAC
KES1851(Fw) Pyrosequencage C-H134RetC- | CGTTCCCCTTCTTCTTT
S135R
KES434(Fw) Pyrosequencgage F129L dans le cyt | CGGAACTTAGACAGCC
b
KES 632(Fw) Pyrosequencage G137R dans le CAAAGGCTCATTTGC

cytb

2 Extrémité 5’ des amorces marquées avec de la biotine* Selon (FRAC,

2015 ; Rehfus et al., 2016).
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I11. 6. 3. Recherche des mutations génétiques par Pyroséquencage : Le pyroséquencage
est une méthode de séquencage d'’ADN basée sur le principe du sequencage par synthése. Il
permet le séquencage en temps réel de 20 a 30 paires de bases et peut donc étre utilisé pour la
détection et la quantification des mutations. Quatre enzymes sont nécessaires dans une réaction
de pyroséquencage ; le fragment de Klenow de I'ADN polymeérase I, I'ATP sulfurylase, la
luciférase et I'apyrase (Ahmadian et al., 2006) . Le principe de cette technique consiste en la
détection du pyrophosphate (PPi) libéré apres chaque incorporation d’un dNTP au brin d'ADN.
Le PPi est converti par I'ATP sulfurylase en ATP, qui sert de substrat a la luciférase émettant
de la lumiére détectable par un capteur CCD (Charge Coupled Device : systemes de transfert
de charges) (Petrosino et al., 2009 ; Van der Torre et al., 2020).

Le mélange réactionnel contient également les substrats enzymatiques, l'adénosine
phosphosulfate (APS) et la D-luciférine, ainsi que la matrice de séquencage hybridée a
I’amorce. La technique utilise une cascade de réactions enzymatiques débutant par une
incorporation de nucléotides et se terminant par 1’émission d’un signal lumineux détectable
(Ahmadian et al., 2006), les différentes étapes du pyroséquencage peuvent étre synthétisées par
la Figure 13.

Les réactions du pyroséquencage ont été réalisées sur des produits PCR marqués par de la
biotine. La biotine joue un réle important, en agissant comme étant un marqueur détectable par
les conjugués fluorescents des streptavidine qui se lie spécifiquement aux biomolécules
biotinylées (Fig.13).

Apreés leur refroidissement, les produits de PCR marqués a la biotine ont été immobilisés a
I’aide des billes de Streptavidin Sepharose (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) dissoutes
dans du tampon de liaison (PyroMark, Qiagen, Hilden, Germany) comme indiqué dans le
tableau IX. Ce dernier indique également la composition de la solution dans laquelle la réaction

de pyrosequecage a été réalisée.
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Figure 13: Schéma illustrant les étapes du pyrosequencage. A) Immobilisation des produits PCR biotinylés, par la Streptavidin Sepharose. B) Si le

dNTP ajouté est complémentaire a la matrice il est incorporé par ADN-polymérase au brin d'ADN et un pyrophosphate (PPi) est libéré. Le PPi est

converti par I'ATP sulfurylase en ATP. L'ATP sert de substrat a la luciférase émettant de la lumiere détectable. Les nucléotides non-complémentaires

en exces sont dégradés aprés chaque cycle par I'apyrase (Van der Torre et al., 2020).
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Tableau IX : Préparation de I’ADN amplifié pour les réactions du pyrosequengage.

Composant du mélange Volume [pL]
Immobilisation des produits | Les produits PCR 25
PCR Tampon de liaison (Binding buffer) 37
Streptavidin Sepharose 3
Préparation des solutions de | Tampon d’hybridation 38,75
pyrosequencage. Amorces de sequencage 1,25

La plague de PCR a 96 puits a été ensuite scellée et mise a agitation constante de 800 a 1000
tours/minute pendant 15 minutes a température ambiante, afin de permettre une meilleure

liaison des produits de PCR biotinylés sur des billes de streptavidine.

A lafin de cette étape, I'ADN matrice de pyroséquencage simple brin a été préparé. La plaque
PCR a été retirée de I'agitateur, aprés mise en marche de la pompe a vide les sondes de filtrage
(PyroMark® Q96 Vacuum) (Fig. 14) ont été mises en contact avec les produits PCR liés a la
streptavidine jusqu'a aspiration de la totalit¢ de I’échantillon. Les complexes ADN
biotinylé/streptavidine capturés par les sondes de filtrage était percu par la formation d’un
agrégat de poudre blanchatre sur les sondes (Fig. 14). Les sondes ont été par la suite déplacées
(avec les produits capturés) dans un bac de rincage (Fig. 14) contenant de 1’éthanol a 70 %,
jusqu’a absorption totale du volume de la solution. Les mémes étapes ont été réalisées pour le
bac contenant la solution de dénaturation de I'nydroxyde de sodium (0,2 M NaOH, Qiagen,
Hilden, Germany) et celui contenant le tampon de lavage (10 mM Tris-acetate, pH 7,6 ; Qiagen,

Hilden, Germany).

Entre temps, une nouvelle plaque a 96 puits contenant 1,25 ul de I’amorce de séquengage et
38,75 ul du tampon d’hybridation (20 mM Tris-acetate, pH=7,6, and 2 mM Mg-acetate,
PyroMark Annealing buffer, Qiagen, Hilden, Germany) dans chaque puits a été préparée (Tab.
IX). Les sequences des amorces utilisées dans les réactions du pyroséquencage, et les parties

des genes a amplifier pour chaque mutation sont citées dans le tableau VIII.
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dénaturation
Ethanol a 70% @ 5
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Figure 14: Tllustration de ’outil a vide (aspirateur) avec les sondes de filtrage (PyroMark®
Q96 Vacuum) et de la station de travail contenant les différents bacs de solutions
(www.giagen.com) (Modifiée).

L’outil a vide a été tenu a un angle de 90 °C et séché pendant quelques secondes, puis remis
en position horizontale. Afin de récupérer la poudre blanche (représentant le complexe ADN
monocaténaire/Streptavidine) dans les puits de la nouvelle plague, les sondes de filtrage ont été
placées en dessus des puits de la plague du pyrosequencage de fagcon paralléle et sans que les
extrémités des sondes ne touchent la solution, I‘aspirateur a été ensuite éteint et la poudre
blanchatre récupérée en agitant 1’outil a vide dans les puits contenant le tampon d'hybridation

prépare a base de I'amorce de séquencage correspondante (Tab. IX).

Avant la réaction de pyroséquencage, la plaque contenant les ADNs monocaténaire a été
chauffée a 80 °C pendant 2 minutes, pour prévenir la formation d’hélices. Les réactions de
pyroséquencage ont été réalisées a 1’aide d’'un PSQ96MA (Qiagen, Hilden, Germany) en
utilisant des réactifs PyroMark Gold Q96 (Qiagen, Hilden, Germany), suivant les indications
décrites par les fabricants. Pour la validation des essais, un témoin négatif (sans ADN) et un

témoin positif avec un isolat sensible, ont été utilisés.
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Les parametres de la machine du pyroséquencage ont été sélectionnés conformément aux
instructions du fabricant en choisissant le programme adéquat pour le pathogéne étudié et pour
chaque mutation. La cartouche a réactifs a été ensuite chargée avec la quantité adéquate de
chacun des réactifs PyroMark Gold Q96 (Les dNTP, mixte de substrat, mixte d’enzymes,
PyroMark Gold Q96 Reagents, Qiagen, Hilden, Germany), ces quantités ont été calculées
automatiquement et données parle logiciel (Pyrosequencing Assay Design (Version 1.0.6)
Qiagen, Hilden, Germany). Ceci est réalisé selon le pathogéne, le nombre d’échantillons et la
mutation a étudier. Aprés avoir installé la cartouche avec précaution dans 1’appareil PyroMark
QI96MA, la plaque a 96 puits a été soigneusement placée dans 1’appareil et le programme du

pyroséquengage choisis a été mis en marche sur I’ordinateur.

I11. 6. 4. Lecture des résultats : Des pyrogrammes ont été produits par le logiciel de
Pyroséquencage (Pyrosequencing Assay Design, Version 1.0.6) pour chaque échantillon a la
fin de I'analyse (Annexe 4). La lecture des résultats consiste en une comparaison des piques
exprimant les modéles d'addition de nucléotides (échantillons analysés), a ceux des génotypes
théoriques d'une séquence cible contenant la mutation d'intérét, connue sous le nom de
« séquence a analyser » (Sequence to analyse (QIAGEN, 2016) (Tab. VIII ; Tab. X). Cette
séquence a été introduite au préalable dans le logiciel pour configurer 1’essai de

pyroséquencage.

Tableau X : Codons sauvages et mutés au niveau des séquences déterminant la réaction du

champignon a I’égard du groupe fongicides pour chacune des mutations étudiées.

Groupe de Mutations Codon sauvage Codon muté*
fongicides (non muté)
B-H277Y CAC TAC
ISDH C-N75S AAC AGC
C-G79R GGT CGT
C-H134R CAC CGC
C-S135R AGC AGA(G)
Qol F129L TTC CTC/ITTAITTG
G137R GGG AGG

*selon (FRAC, 2015 ; Rehfus, 2018).
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La lecture des séquences nucléotidiques permet donc d’attribuer un genotype (non-mutant
ou mutant) a chacun des isolats. Cette derniere se fait par traduction des pics et de leur hauteur,
qui est proportionnelle au nombre des nucléotides identiques incorporés dans I’ADN en
¢longation (Fig. 15b). Dans le cas d’absence d'incorporation des nucléotides distribués, ceci est

indiqué par une ligne verticale (Fig. 15a).

©0,0%G 0,0%
(a) T:100,CA 3.6%
C:96,4%

N I W PLM

ESG@TGACATGTAC

5 10
100,(G:0,0%
T:0,0% A:1,5%
() C-98.5%
D00 < e e
. \ "k
100 t = u r

E S G@TGACATGTAC
5 10

Figure 15 : Exemple d’un pyrogramme issu de 1’analyse d’un isolat non-mutant (TTC) (a) et
d’un isolat mutant (Codon : CTC) dans le cas de la mutation F129L (b) (FRAC, 2015- modifié).

I11. 7. Evaluation in vitro de I’efficacité des fongicides par microtitration sur plaque :
Dans la présente étude, un essai in vitro sur des plaques de microtitration a été utilisé. Cette
méthode est basée sur la mesure de la densité optique des tissus fongiques développés a
differentes concentrations de fongicide dans les 96 puits. Cette mesure est suivie d'une
comparaison de la croissance de chaque isolat et a chagque concentration, avec la croissance du
méme isolat dans des contrdles non-traités. Cette méthode semble étre plus efficace par rapport
a d'autres techniques conventionnelles, telle que la méthode de mesure de la croissance radiale

sur gelose (Tremblay et al., 2003).
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La sensibilité de 45 isolats représentatifs de P. tere (34 Ptt et 11 Ptm) (Annexe 2. 2) a été
testée en utilisant la technique de « microtiter plate » vis-a-vis d’une gamme de fongicides
(azoxystrobine, pyraclostrobine, fluxapyroxad, propiconazole, epoxiconazole et tebuconazole)

appartenant aux trois groupes chimiques ; Qol, ISDH et IDM.

Les tests ont été pratiqués selon FRAC (2017) (Fungicide Resistance Action Committee),
tel indiqué sur le site du comité (www.frac.info/monitoring-methods) et correspondent aux
méthodes de surveillance de BASF (2009). Les fongicides testés (Tab. X), sont déja disponibles

ou prochainement disponibles sur le marché algérien.

II1. 7. 1. Culture des isolats et préparation de I’inoculum fongique : Un disque mycélien
(d=5 cm) sur milieu PDA desséché antérieurement pour conservation, a été déposeé sur un milieu
PDA frais. Aprés développement des colonies (5 jours d’incubation a obscurité), les isolats ont
été repiqués sur du milieu POA (10 % d'extrait de feuille d'arachide, 3 % de farine d'avoine, 4
% d'agar) (Annexe 1). Le milieu POA a été choisi pour sa capacité a provoquer une production
de spores importante. Les cultures fongiques ont été incubées durant 12 jours ; en alternant 12
hal8°Cetl2ha?22°C

Les conidies de chaque isolat de P. teres provenant des cultures agées de 12 jours, ont été
récupérées a 1’aide d’une spatule de Drigalski et utilisées pour préparer une suspension de
spores dans un milieu YBA doublement concentré (2 % d'extrait de levure, 2 % de Bacto
Peptone, 4 % d'acétate de sodium) (Annexe 1). La suspension a été filtrée a travers une couche
de gaze stérilisée et ajustée a une densité de 4 x 10°a I’aide d’hématimétres et d’un compteur

manuel.

1. 7. 2. Choix et préparation des gammes de fongicides : Les six produits
formulés appartenant aux familles chimiques Qol, ISDH et IDM, ont éte dissous dans de l'eau
désionisée stérile pour la préparation des solutions méres et des différentes dilutions (Tab. XI).
Celles-ci ont été par la suite mélangées a des suspensions de spores. La préparation des

differentes solutions fongiques testées est indiquee dans le tableau XII.
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Tableau XI: Ingrédients actifs, classes des fongicides, code de la formulation, fabriquant et

concentrations utilisées pour chaque fongicide dans le test de microtitration sur plaque in-vitro

Classe* | Fongicides Code de la | Enterprise* Formulation | Concentrations
formulation (ppm: mg L?)
IDM Propiconazole | BAS 9075 OF Syngenta Tilt®, 250 SC | 0,03-0,1-0,3-1-3-
10-30
Tebuconazole BAS 9126 4F Bayer Folicur®, 250 0,03-0,1-0,3-1-3-
EW 10-30
Epoxiconazole | BAS 9164 1F BASF Opus®, 125 | 0,001-0,03-0,1-0,3-
SC 1-3-10
Qol Azoxystrobine | BAS 500 13F Syngenta Amistar®, 250 0,003-0,01-0,03-
SC 0,1-0,3-1-3
Pyraclostrobine | SC 480 35F BASF Cabrio®, 250 | 0,001-0,003-0,01-
EC 0,03-0,1-0,3
ISDH Fluxapyroxad | BAS 700 01F BASF Imtrex®, 62,5 | 0,003-0,01-0,03-
EC 0,1-0,3-1-3

* selon ACTA (Association de coordination technique agricole, 2017).

Tableau XI1 : Préparation de la série de dilutions des différents fongicides.

Dilution (concentration dans la solution Concentration finale dans la
fongicide diluée [mg L-1]) plague a microtitration [mg L-]
9,8 mL eau + 0,2 ml 10.000 mg L™t solution (200) 100
7 mL eau+ 3 ml 200 mg L* solution (60) 30
9 mL eau + 1 ml 200 mg L solution (20) 10
9 mL eau + 1 ml 60 mg L solution (6) 3
9 mL eau+ 1 ml 20 mg L solution (2) 1
9 mL eau + 1 ml 6 mg L solution (0,6) 0,3
9 mL eau + 1 ml 2 mg L solution (0,2) 0,1
9 mL eau+ 1 ml 0,6 mg L™ solution (0,06) 0,03
9 mL eau + 1 ml 0,2 mg L solution (0,02) 0,01
9 mL eau + 1 ml 0,6 mg L solution (0,006) 0,003
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IIL. 7. 3. Test d’efficacité des fongicides en Microplaques de dosage : Dans chaque plaque
a 96 alvéoles, deux isolats de P. teres ont été testés contre les différents traitements (fongicide x
concentrations) en quatre répétitions. Dans chaque plaque, un témoin négatif sans spores a été
utilisé également quatre fois (Fig. 16). Le test a été réalisé en mélangeant 50 uL de fongicides
dilué avec 50 pL de suspension de spores ou de milieu sans spores (témoin négatif). Des isolats
comportant des mutations conférant la résistance aux fongicides du groupe Qol et ISHD, un isolat
précédemment décrit comme ayant une sensibilité réduite aux IDMs (Tab. XIII), ainsi que des

isolats sensibles d’origine européenne, ont été utilisés comme témoins.

Témoin - 1%isolat 2émejsolat

( .7( CIOC00 -’“‘-’5’-”.""1
- ‘,..1 .'—\ : .00 u.'\ > .’)‘

Figure 16 : Exemple d'un test fongicide sur plaque de microtitration, aucun fongicide n’a été
appliqué dans la rangee A. La concentration du fongicide augmente de la rangé B jusqu’a la
rangé H. Les colonnes de 1 a 4 représentent les témoins négatifs non inoculés. Les colonnes 5
a8 (1% isolat) et de 9 & 12 (2°™ isolat), ont été inoculées avec le méme nombre de spores dans
chaque puits.

I11. 7. 4. Incubation des plaques et lecture des résultats : Les plagues ont été incubées a
18 °C en obscurité. Cing jours plus tard, la croissance a été mesurée en utilisant un
spectrophotométre a une longueur d’onde de 405 nm. Les valeurs ont été corrigées par
comparaison avec les blancs. Puis, les valeurs de la CEso (concentration permettant 50 %
d’inhibition de la croissance du champignon par rapport au témoin non traité¢) ont été
déterminées par analyse de probit. A cet effet, le logiciel ELN de BASF a été utilisé. Les valeurs
obtenues ont été enfin comparées avec celles observées chez les isolats sensibles ou résistants

(mutants) utilisés comme témoins.
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Tableau XI11 : Isolats utilisés comme témoins (sensibles/résistants) pour le test in-vitro.

Témoins résistants Témoins sensibles
Isolat Provenance Groupe Isolat | Provenance Groupe
chimique chimique
Pt1685 Allemagne, 2012 Qols Pt1844 Allemagne Qols,
(F129L) 2015 ISDHs et
Pt1669 Allemagne, 2012 Qols et IDMs
(F129L+ ISDHs
G79R)
Pt1900 Entre Paris et ISDHs Pt1755 Royaume-Uni, | Qols,
(G79R) Reims (FRANCE), 2015 ISDHs et
2015 IDMs
Pt1923(C- | Entre St. ISDHs
N75S) Menehould et
Metz-Saarbriicken
(DFR) 2015
Pt1635 Cork, Moorepark Sensibilité Pt1022 Swansea Qols,
(IE) 2010 réduite aux (Royaume- ISDHs et
IDMs Uni) 1998 IDMs

I1l. 8. Evaluation in planta de P’efficacité des fongicides sous serre en conditions

contrélées : La sensibilité de deux isolats de P. teres (Pt142, Pt157) a été testée in-planta vis-

a-vis de trois fongicides ; azoxystrobine (Qol), fluxapyroxad (ISDH) et epoxiconazole (IDM)

(Tab. XV). Trois isolats résistants comportant les deux mutations (F129L et/ou G79R) ainsi

que trois isolats de types sauvages ont été utilisés comme témoins (Tab. XIV).

Tableau XIV : Isolats provenant d’Europe utilisés comme témoins (sensibles/résistants)

pour le test in- vivo.

Témoins résistants

Témoins sensibles

Isolat Groupe chimique | Isolat Groupe chimique

Pt1900 (G79R) ISDHs Pt1830 Qols, ISDHs et IDMs
Pt1685 (F129L) Qols Pt1746 Pas de mutation (Sensible)
Pt1669 (F129L+G79R) | Qols et ISDHs Pt1804 Qols, ISDHs et IDMs

I11. 8. 1. Obtention des plants d’orge : Le cultivar d'orge « Astrid », sensible a P. teres a

¢té cultivé, a raison de 10 plants par pot (10 cm x 10 cm), 7 jours avant I’application des

fongicides. Les semis ont été disposés sous serre a 19 °C, soumis a une photopériode de 16 h.
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Les plants d’orge obtenus (Fig. 17), ont été utilisés au stade BBCH 11, premicére feuille étalée

(Hack et al., 1992).

I11. 8. 2. Obtention des suspensions de spores : La production des spores a été réalisee
comme décrit au chapitre 11. 7. 1., a partir de 2-3 boites de Petri par isolat. Toutefois, les isolats
a plus faible potentiel de sporulation ont été transférés dans 10 boites de POA. Aprés avoir été
raclées a 1’aide d’une spatule de Drigalski, les cultures ont été rincées moyennant un milieu
liquide & base de malt et de gélatine (0,25 % de malt, 0, 25% de gélatine) (Annexe 1). Les

suspensions ont été par la suite filtrées a 1’aide de deux couches de gaze stérilisées et ajustées a

une concentration finale de (1-2) x 10* spores mL™.

Figure 17 : Plants d’orge au stade BBCH 11, utilisés lors des tests in planta.

111. 8. 3. Choix et préparation des gammes de fongicides : La sensibilité des isolats Pt142
et Pt157, a été testée vis-a-vis de trois fongicides (azoxystrobine, epoxiconazole, fluxapyroxad),
in planta. Les composés fongicides testés et leurs trois concentrations indiguées dans le tableau
XV, ont été préparés soigneusement au préalable. Les dilutions des produits formulés ont été
effectuées dans de I'eau.

Tableau XV : Fongicides, modes d’action et concentrations utilisés pour le test in-planta

Sous serre.

Fongicides (mode d’action) Famille de fongicides | Concentrations
Azoxystrobine (systémique et translaminaire) Qol 28/83/250 (g m.a./ha)
Epoxiconazole (systemique) IDM 14/42/125 (g m.a./ha)
Fluxapyroxad (systémique locale/ translaminaire) ISDH 14/42/125 (g m.a./ha)
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II1. 8. 4. Traitement fongicide des plants d’orge : Un jour avant I'inoculation des plants,
les différents traitements ont été appliqués en préventif. Les fongicides et les concentrations
utilisées pour chacun d’eux, sont listés dans le tableau XV. Au maximum, 16 pots ont été traites
a la fois au sein d’une chambre de pulvérisation (SPKO011, BASF SE, Ludwigshafen, Germany)
avec 100 ml de solution fongicide, a I’aide de buses a jet plat a un débit d’application de 400
L/ha. Pour chaque traitement fongicide et chaque dose, trois pots (répétitions) ont été pulvérisés.
A la fin des traitements, les plants ont été placés dans une chambre de culture, & 19 °C et une

humidité de 50 %, pendant une nuit.

I11. 8. 5. Inoculation des plants : Les plants a inoculer ont été préalablement séparés par
groupes distincts, destinés a I’inoculation par chaque isolat (un isolat inoculé par chariot de
serre). L’inoculation a été réalisée pour chaque isolat a part, a I’aide d’un pulvérisateur manuel
a pression (Taille de la buse : 0,8 mm) ce dernier contenait les suspensions de spores préparées
a des volumes suffisants, pour assurer 2 ml de suspension pour un pot contenant 10 plantules.
Lors de I’inoculation, les plants a inoculer ont été placés sur une toison humide recouverte d'une
feuille semi-perméable. On note que trois répétitions de témoins négatifs (non-traités) ont été

utilisés pour chaque fongicides.

La pulvérisation des plants par les suspensions de spores a été réalisée de facon homogéne
touchant tous les c6tés des plants. Des plants en trois répétitions par traitement, ont été installés
selon un plan expérimental entiérement aléatoire. Afin d’éviter le ruissellement des spores, les
plants inoculés ont été protégés par des bordures et des couvercles en plastique transparents et
ont été ensuite conservées dans une chambre humide pendant les deux premiers jours, a 22 °C
et 88 % d’humidité. A la fin de cette période, la protection a été retirée et 1’incubation des plants

a été poursuivie a 20 °C, sous une photopériode de 16 h, jusqu’a apparition des symptomes.

I11. 8. 6. Estimation du pourcentage de la maladie : Cing jours apres l'inoculation, la
surface foliaire infectée a été évaluée par une estimation visuelle (en %) par rapport a la surface
foliaire totale. Les valeurs d'inhibition ont été ensuite calculées par le logiciel ELN de BASF,
selon la méthode d’ Abbott (1925) a travers laquelle :

Le pourcentage d’efficacité = [(% INT - % IT) / % INT] x 100.

Ou : % INT = % infection dans les plants non traités et % IT= infection dans les plants traités.
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1. 9. Analyses statistiques : Les données recueilles ont subi différentes analyses
statistiques, choisies a chaque fois en fonction de la nature des données et de 1’objectif
poursuivi. Les tests statistiques ont été effectués a I’aide du logiciel SPSS (IBM SPSS Statistics
23.0) avec o= 0,05.

Ainsi, le test de Kruskal-Wallis (Kruskal et Wallis, 1952) a été réalise afin de comparer les
valeurs du pouvoir de sporulation, du degré d’attaque et de la croissance mycélienne, notées
pour chacun des isolats. De méme, I’existence éventuelle d’une différence entre les deux formes

du pathogene (Ptt et Ptm), quant aux deux parametres (pouvoir de sporulation et croissance
mycélienne), a éteé vérifiée grace au test de Mann-Whitney (Mann et Whitney, 1947).

Les valeurs obtenues suite a 1’évaluation de 1’agressivité par les trois traits étudiés ; pouvoir
de sporulation, degré d’attaque et croissance mycélienne, ont fait 1’objet d’une analyse de
corrélation a I’aide du test Rho de Spearman (non-paramétrique). Cette analyse a été realisée

pour chacune des deux formes du pathogéne séparément.

Par ailleurs et afin de classer les isolats en fonction de leur sensibilité a chaque fongicide, un
test de classification k-means (nuées dynamiques) (MacQueen, 1967) a été effectué sur les
valeurs moyennes de la CEso. Les groupes ont été choisis pour maximiser les différences entre
les observations des différents groupes. La qualité de la classification a été vérifiée par une
évaluation du coefficient de détermination R? et de la valeur F (F = (R k -1)/ ((1- R/ n - K)).
Une bonne classification est supposée lorsque R? est le plus proche de 1 et la valeur de F le plus
haut possible (Tuffery, 2012).

En fin, le test bilatéral (T-test) a été utilisé pour comparer les valeurs de CEso obtenues chez
les isolats de Ptt, par rapport a ceux enregistrées chez Ptm. L’analyse a ét¢ menée pour chacun

des six fongicides testés.
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IV. Résultats et discussion



IV. 1. Identification symptomatologique des deux formes et construction de la
collection : Les prospections effectuées dans les différentes zones céréaliéres du pays, durant
les campagnes agricoles 2015/2016 et 2016/2017, ont montré que la maladie était présente dans
toutes les régions prospectées. Elles ont également permis de réaliser une premiére
identification des deux formes de la rayure réticulée de I’orge. Cette identification a été basée
sur ’observation des deux symptdomes typiques, causés par P. teres f. teres et P. teres f.
maculata. Les deux principaux types de symptdmes pris en considération regroupaient, en
premier les taches en forme de bandes nécrotiques longitudinales ou transversales, se
développant de part et d’autres suivant les nervures des feuilles et étant entourées par des
chloroses. Les observations réalisées dans les champs infectés par la maladie, ont montré que
la formation de ces taches donnait un aspect de réseaux, tres typique dans le cas de la forme P,
teres f. teres (Fig. 18). Le second type de symptdmes rencontré dans les champs prospectés, se
manifestait par des lésions de forme circulaire, elliptique ou allongée et de couleur brune,
entourées par des chloroses bien délimiteées. Ces symptomes sont ceux exprimés par la plante

hote dans le cas d’une infection par P. teres f. maculata (Fig. 18).

Cette investigation préliminaire au champ, basée uniquement sur un diagnostic
symptomatologique, a mis en évidence la prépondérance des symptdmes causée par Ptt (Tab.
XVII, Fig. 19) qui ont été observés dans toutes les zones prospectées (Fig. 9). A I’oposé, les
symptémes typiques causés par Ptm (Fig. 19) ont été moins fréquents et rencontrés uniquement

dans quatre régions du pays (Ain-Defla, Alger, Boumerdes et Bouira (Tab. XVII).

L’espéce Pyrenophora teres a été confirmée par la suite au laboratoire grace aux
caractéristiques des conidies. Celles-ci sont de couleur marron clair (verdatre), de forme
cylindrique, droite et arrondie aux deux extrémités. Les conidies présentaient des cloisons
transversales dont le nombre était généralement de 2 a 5 et la germination pouvait se produire
a partir de n’importe qu’elle cellule de la conidie (Fig. 19). Aprés isolement et identification du

pathogéne, une collection de 212 isolats de I’agent causal P. teres a été congue.

58



Figure 18 : Symptomes de la rayure réticulée observés sur culture d’orge. (A, B) Symptomes
en réseau sur feuilles d’orge provoqués par la forme Ptt. (C, D) Symptdmes en taches brunes

sur feuilles d’orge provoqués par la forme Ptm.
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Figure 19 : Conidies et conidiopore de Drechslera teres (Anamorphe de Pyrenophora teres), a)
Conidies, b) Conidie en germination c) Conidiophore (GX400 (4cm=50um)).

IV. 2. Identification moléculaire des deux formes du pathogene P. teres f. teres et P.
teres f. maculata : Le résultat des amplifications pour les 212 échantillons d’ADN analysés

sont réunis en annexe 2.1.

L’analyse des gels a 3 % d’agarose, a mis en évidence des fragments d'ADN amplifiés d’une
taille égale a 378 pb (Fig. 20) confirmant la présence de la forme Ptt, chez 165 isolats. La forme
Ptm, a été par contre confirmée par 1’amplification d’un fragment de 411 pb (Fig. 20) et qui a

été observé chez 47 isolats.

Pt Pt

15 £

Figure 20: Gel d'agarose a 3 %, mettant en évidence les produits de la PCR multiplexe et

permettant de distinguer les deux formes du pathogéne (bandes de 378 pb : isolats identifiés
comme Ptt, bandes de 411 pb : isolats identifiés comme Ptm, NTC : témoin néegatif, MP :

marqueur de poids moléculaire (100 pb).
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Les pourcentages de chacune des deux formes du pathogene, dans chacune des wilayas
prospectées, obtenus pour les deux méthodes d’identification (moléculaire et
symptomatologique), sont résumés dans le tableau (XVI1). De méme que le nombre d’isolats

analysés et I’importance de chaque forme sont représentés par la figure 21.

On se basant sur les résultats obtenus suite aux amplifications des deux séquences spécifiques,
il a été conclu que 77,8 % des isolats de la population étudiée faisaient partie de la forme Ptt,
tandis que 22,2 % appartenaient a la forme Ptm du pathogéne. L’analyse de ses résultats montre
que contrairement a l'identification basée uniquement sur des symptdmes observés, lI'analyse
moléculaire a révélé que la forme Ptm était présente dans neuf wilayas du pays incluant :
Boumerdes, Alger, Béjaia, Tipaza, Blida, Bouira, Ain-Defla, Sétif et Oum EI-Bouaghi. Ceci a
des pourcentages de prévalence variables allant de 11,76 a 57 % (Tableau XVI), et un
pourcentage moyen égal a 34,4 % pour les neuf wilayas concernées par la présence de la forme
Ptm. L'occurrence la plus élevée de Ptm a été retrouvée a Bouira, qui était la seule wilaya ou
cette forme était plus présente que la forme Ptt (57 % des isolats analysés). Ce pourcentage était
suivi par celui d’Oum El-Bouaghi, avec 50 %, Ain-Defla, avec un pourcentage de 44,4 %, puis

Boumerdes avec 40,9 % et enfin Blida avec 40 % d’isolats appartenant a la forme Ptm.

Cependant, aucun isolat de la forme Ptm n'a pas été détecté chez les isolats provenant des
wilayas suivantes : Constantine, Ain-Témouchent, Tlemcen, Sidi-Bel-Abbes, Biskra, Médéa,
Tizi-Ouzou et Tiaret (Fig. 21, Tableau XVI).

Ainsi, suivant les régions géographiques, les deux formes semblent étre distribuées
difféeremment. En effet, les deux agents pathogénes semblent étre largement répandus dans
plusieurs wilayas de la partie Centre et Est du Nord de I'Algérie, tandis que dans la partie Nord-
ouest du pays, Ptt était la seule forme rencontrée. Par conséquent, nous pouvons affirmer que

la forme Ptt de P. teres est la plus répandue au Nord de I'Algérie.

Il est a noter que dans certains cas (Boumerdes et Alger), il a été possible de rencontrer les
deux formes du pathogéne dans le méme champ. A Alger, les deux formes ont méme été
retrouvées au niveau de feuilles d'orge, échantillonnées a partir de la méme plante. Par ailleurs,
plusieurs isolats, identifiés comme étant Ptm, ont été obtenus a partir de lésions collectées a des
localités adjacentes a ceux ou Ptt a été largement trouvé. Ce fut le cas dans les wilayas de

Boumerdes, Alger, Béjaia, Bouira, Ain-Defla et Sétif.
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Tableau XVI : Comparaison entre les résultats de 1’identification symptomatologique et

moléculaire (PCR) des deux formes Ptt et Ptm.

Nombre . e , ]
. Nombre Identification Identification moléculaire
Wilayas total .
] de . symptomatologique par PCR
prospectees ., d’isolats
localités ,

analyses | ptt*(9%) | Ptm*(%) Ptt*(%) Ptm*(%)
Ain-Defla 3 9 55,6 44,4 55,6 44 4
Ain-Témouchent 1 3 100 0 100 0
Alger 8 68 95,6 4.4 79,4 20,6
Béjaia 7 22 100 0 86,4 13,6
Biskra 1 1 100 0 100 0
Blida 2 5 100 0 60,0 40,0
Bouira 5 14 57,1 429 43,0 57,0
Boumerdés 8 22 81,8 18,2 59,1 40,9
Constantine 2 6 100 0 100 0
Médéa 2 7 100 0 100 0
Om-El-Bouaghi 1 2 100 0 50 50
Sétif 6 17 100 0 88,2 11,8
Sidi-belabes 1 100 0 100 0
Tiaret 1 100 0 100 0
Tipaza 5 13 100 0 69,2 30,8
Tizi-Ouzou 4 10 100 0 100 0
Tlemcen 1 6 100 0 100 0

*Ptt= P. teres f. teres; *Ptm= P. teres f. maculata
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Béchar

Figure 21 : Carte géographique mettant en évidence le nombre total des isolats testés ainsi que 1’importance des deux formes (Ptt et Ptm) dans

chacune des wilayas prospectées.

63



Discussion :

Dans la plupart des cas, 1’analyse moléculaire avait confirmé les identifications basées sur
les symptomes observés sur les feuilles d’orge infectées. Cependant, cela n'était pas le cas pour
certains isolats provenant de Béjaia (Pt77, Pt78, Pt79), de Blida (Pt163, Pt164), d’Oum El-
Bouaghi (Pt221), de Sétif (Pt231, Pt232) et de Tipaza (Pt152, Pt153, Pt154, Pt206), pour
lesquels une éventuelle confusion de symptdémes caractérisant les deux formes a été révélée
suite a I’analyse moléculaire. En effet, sur la base des observations symptomatologiques, ces
isolats étaient considérés comme appartenant a la forme Ptt (tableau XVI), alors que les
résultats des PCRs ont confirmé par la suite leur appartenance a la forme Ptm. Par conséquent,
la méthode moléculaire s’est avérée nettement plus fiable que la caractérisation

symptomatologique simple, qui peut parfois porter a confusion.

Les résultats obtenus ainsi suite aux tests moléculaires, ont confirmé la prépondérance de la
forme Ptt en Algérie, mais ont aussi révélé une présence plus étendue de la forme Ptm, que ce

qui a été reporté dans 1’analyse symptomatologique.

Ainsi, I’identification symptomatologique semble étre moins précise que 1’analyse
moléculaire ; pratiquée seule, elle pourrait conduire a des résultats erronés. Ceci est encore plus
probable, dans le cas des fortes attaques qui se manifestent par des symptémes confondus et
aussi en cas d’attaques mixtes. A cet effet, de nombreuses études se sont concentrées sur le
développement d'amorces de PCR permettant la distinction entre les deux formes de P. teres.
En plus de la méthode suivie lors de notre travail, LeiSova et al. (2005) et Lu et al. (2010) ont
également concu, des amorces permettant la différenciation des deux formes du pathogene par
simple PCR.

Les résultats de 1’identification par PCR, ont révelé que Ptt était la forme la plus répandue
de la rayure réticulée en Algérie. De méme que cette forme était présente dans tous les champs
prospectés a travers le pays, alors que la forme Ptm était rencontrée a une fréquence moindre.
A notre connaissance, la présente étude est la seule étude conduite dans ce sens en Algérie
jusqu’a présent. Une étude précédente bas€e sur la description symptomatologique, réalisée par
Boungab (2013), concernant uniquement la partie Nord-ouest du pays, a indiqué aussi une

fréquence plus élevée de la forme Ptt dans la région d’étude.
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La prépondérance de Ptt par rapport a Ptm a été rapportée dans plusieurs pays, tels que le
Maroc, la Tunisie, I’Italie, la Turquie, la République Tcheque et le Canada (Cherif et al., 1994
; Douiyssi et al., 1998 ; Rau et al., 2003 ; LeiSova et al., 2005 ; Damgaci, 2014 ; Akhavan et
al., 2015). Serenius et al. (2005) et Statkeviciute et al. (2010) ont méme rapporté une présence
exclusive de la forme Ptt en Lituanie et en Finlande. La présence de la forme Ptm a été signalée
dans plusieurs pays, dont les Etats-Unis (Liu et Friesen 2010 ; Lartey et al., 2013 ; Marshall et
al., 2015), I'Egypte (Haggag, 2010) et la Hongrie (Ficsor et al., 2010). Dans certains pays tel
que, I’Afrique du Sud (Louw et al., 1996), le Sud-est d'Australie (Mc Lean et al., 2010) et

I’Ethiopie (Teferi et al., 2015), cette forme a été signalée comme étant la plus répandue.

La prédominance de la forme Ptt dans les zones de culture d'orge en Algérie pourrait étre
une consequence des conditions de cultures locales. Selon Serenius et al. (2005), la dominance
de Ptt dans une région définie, pourrait étre le résultat des conditions favorisant le

développement de cette forme au détriment de la forme Ptm, pour des raisons non identifiées.

Les raisons impliquant cette différence de distribution des deux formes entre les régions,
restent donc encore inconnues. Néanmoins, il est possible qu’elle soit liée a 1’occurrence de
(2010) et O’Boyle (2009), ont conclu que la résistance de 1'hote aux deux formes de P. teres
était controlée par des facteurs génétiques différentes. Par conséquent, la prédominance de 1’une
ou de I’autre des deux formes, peut étre associée a la popularité de quelques variétés d'orge

dans certaines régions.

Cette hypothése peut étre soutenue par plusieurs études, ayant identifié des sources de
résistance de 1’hote vis-a-vis de la rayure réticulée de 1’orge. Selon les travaux de Friesen et al.
(2006), les principaux genes de résistance pour chacune des deux formes (Ptt et Ptm) étaient
localisés sur deux chromosomes différents, 6H et 4H, respectivement. Dans le méme contexte,
Manninen et al. (2006) étudiant une lignée d'orge éthiopienne possédant deux génes majeurs
indépendants impliques dans la résistance a la rayure réticulée, ont prouvé que le premier gene
Rpt5 était efficace contre NFNB, tandis que le deuxieme Rpt6 était efficace contre SFNB. Un
autre géene de résistance majeur (Rpt4), conférant une résistance a la SFNB uniguement, avait
été identifié auparavant (Williams et al., 1999). Plus récemment, quatre QTL se situant sur les
chromosomes 1H, 4H et 5H et conférant une résistance uniquement contre Ptt, ont été signalés
par Afanasenko et al. (2015).
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D’autres facteurs pourraient étre également impliqués dans la distribution et la fréquence des
deux formes de P. teres dans I’espace et dans le temps. Notamment, l'intensité de la culture
d'orge, les pratiques agricoles, I’utilisation de variétés sensibles a I’une ou a ’autre des deux
formes (Mc Lean et al., 2010), ainsi que 1’évolution de la virulence des populations pathogénes
locales (Neupane et al., 2015). La propagation naturelle de I'agent pathogéne peut également
jouer un rdle dans le changement de la fréquence d'une forme par rapport a l'autre (Tekauz,
1990).

Dans le contexte algérien, il est a rappeler que méme si 21 variétés d’orge soient répertoriées
dans le catalogue national des variétés des céréales (CNCC, 2015), seules deux variétés locales,
sont repondues en Algérie (Ghalem-Djender et al., 2016). Celles-ci sont Saidal83 et
Tichedrette, cultivees respectivement dans 90 % et 10 % des zones de culture d'orge (Ghalem-
Djender et al., 2016). Les deux variétés sont trés sensibles a la rayure réticulée de 1’orge
(Reguieg et al., 2013), mais aucune donnée relative a la réaction différentielle de ces variétés a
chacune des formes (Ptt et Ptm) n'est disponible. La présence élevée de NFNB (77,8 %)
témoigne ainsi d'une forte sensibilité de Saida 183 et de Tichedrette au Ptt et peut suggérer une

tolérance des deux variétés au Ptm.

La rayure réticulée de l'orge peut étre transmise par semences ; ceci peut conduire a la
dissémination de I’agent pathogeéne a travers le pays. L’utilisation continue dans le temps et
I’espace des deux variétés, ainsi que le faible taux de semences d'orge importées pour
I'ensemencement en plein champ en Algérie, auraient pu contribuer au maintien de la faible
fréquence de la rayure réticulée punctiforme (SFNB) comparée a la rayure réticulée type
(NFNB).

Par ailleurs et comme cela a été suggéré par de nombreux auteurs, plusieurs facteurs auraient
pu influencer la distribution des formes de la rayure réticulée en Algérie. Ceux-ci peuvent étre
liés aux pratiques agricoles, la structure de la population de 1’agent pathogeéne, au climat et au
sol. En effet, en Algérie, les caractéristiques topographiques et bioclimatiques permettent de
distinguer plusieurs systemes agricoles entre les zones humides du Nord et la zone aride du Sud
(Benbelkacem, 1996). Ainsi, trois grandes zones agro-climatiques, ou les céréales sont
cultivées, ont été définies (Boufenar-Zaghouane et Zaghouane, 2006) ; nos résultats ont montré
que les deux formes de maladie, la rayure réticulée type (NFNB) et la rayure réticulée

punctiforme (SFNB), étaient présents dans les trois zones.
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Cependant, la forme SFNB a été largement plus présente dans deux d'entre elles ; les régions
cOtieres et la zone semi-aride. Dans les régions cotieres, telles qu’Alger et Béjaia, les
précipitations annuelles moyennes dépassent 500 mm et les sols sont bruns fertiles a haute
teneur en matiere organique. Ainsi que dans la zone semi-aride, comprenant les plaines du Tel
et la frontiére Nord des hauts plateaux, telles que les régions de Ain-Defla et Bouira, ou les
précipitations annuelles moyennes varient de 350 8 550 mm et ou les sols rouges méditerranéens

sont présents dans une grande partie du Nord du Tel.

Dans la zone dite sub-aride, connue comme étant une zone agropastorale, avec des terrains
accidentés, ou la pluviométrie annuelle moyenne ne dépasse pas les 350 mm et ou les sols sont
caractérisés par une accumulation réduite de matiére organique, la SFNB n'a été rencontrée qu'a
Oum-El-Bouaghi. Cette derniere est située a I'Est du pays, ou les précipitations sont les plus

élevées.

Les résultats de notre étude seront d’une grande utilité pour I’établissement des programmes
de lutte contre la rayure réticulée de I’orge en Algérie. L'identification correcte des agents
pathogenes est, en effet, indispensable a la lutte rationnelle et efficace contre les maladies qu’ils
engendrent. Les programmes de sélections doivent prendre en considération la
présence/absence et la répartition des deux formes de la rayure réticulée dans les populations
locales de I’agent pathogene. Ceci est indispensable au déploiement correct des variétés
résistantes ; le contrdle génétique de la résistance a 1’égard des deux formes du pathogenes étant
différent. De plus, la mise en place d'un programme de lutte chimique approprié nécessite aussi
une bonne connaissance de la distribution des deux formes dans les champs d'orge en Algérie.
Ceci, en raison du fait qu’il a ét¢ démontré, que les doses de fongicides nécessaires pour
contrbler P. teres f. teres sont souvent significativement différentes de celles nécessaires pour
le contrdle de P. teres f. maculata (Bendahmane, 1992 ; Campbell et Crous, 2002 ; Akhavan,
2017).

IV. 3. Caractérisation culturale des isolats : Les 50 isolats représentatifs de notre
collection (38 Ptt et12 Ptm) étudiés, ont présenté des caracteres morphologiques variés. Cette
variabilité a été notée pour I’ensemble des caractéres utilisés ; la couleur et I’aspect du
mycélium, la pigmentation et la présence ou I’absence des corémies et des agrégations
mycéliennes. L’ensemble des observations relevées lors de cette caractérisation sont

synthétisées dans le tableau XVII.
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Tableau XVII : Caractéres culturaux notés pour I’ensemble des 50 isolats analysés.
35 g %

m fs (% R YD
g g | 2§ 2 g = 5 E B g E
E g |8 g 2 g g g5¢&=< EQ
Tipaza Pt152 | Vert trés foncé | Aérien-Cotonneux | - -
Bouira Pt87 | Vert trés foncé | Aérien-Cotonneux | + -
Boumerdeés Pt115 | Vert foncé Aérien-Cotonneux | - -
Alger Pt38 | Vert clair Ras - -
Ain-Defla Pt162 | Vert trés foncé | Aérien-Pelucheux | + -
Boumerdeés Pt102 | Vert trés foncé | Aérien-Pelucheux | +++ |-
Blida Pt164 | Vert trés foncé | Aérien-Pelucheux | - -
Tipaza Pt154 | Vert trés foncé | Aérien-Pelucheux | + - Ptm
Béjaia Pt79 | Verttrés foncé | Aérien-Cotonneux |+ -

Bouira Pt91 | Verttrés foncé | Aérien-Cotonneux |+ -
Setif Pt232 | Vert trés foncé | Aérien-Cotonneux | - -

Boumerdeés Pt104 | Blanche Aérien-Cotonneux | - -
Alger Pt33 | Vert foncé Aérien-Pelucheux | +++ +++ Ptt
Tizi-Ouzou Pt128 | Vert clair Aérien-Pelucheux | ++ ++

Béjaia Pt66 | Vert clair Ras + +

Bouira Pt80 | Vert foncé Ras - -
Tizi-Ouzou Pt117 | Vert foncé Aérien-Cotonneux | - +

Blida Pt66 | Vert foncé Ras + +

Bejaia Pt73 | Vert clair Aérien-Cotonneux | + +++

Béjaia Pt63 | Vert foncé Ras + +
Constantine Pt172 | Vert foncé Ras - +
Tlemcen Pt181 | Vert foncé Ras - -
Sétif Pt134 | Vert trés foncé | Aérien-Pelucheux | ++ ++
Alger Pt58 | Vert foncé Aérien-Cotonneux | - +
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Constantine Pt169 | Vert clair Ras - -
Ain-Temouchent | Pt176 | Vert trés foncé | Aérien-Pelucheux | + +
Setif Pt142 | Vert trés foncé | Aérien-Pelucheux | + +
Tipaza Pt145 | Vert clair Ras - +++
Boumerdes Pt97 | Vert trés foncé | Aérien-Pelucheux | + -
Boumerdés Pt112 | Vert clair Aérien-Pelucheux | + +
Tipaza Pt148 | Vert clair Ras + -
Tizi-Ouzou Pt123 | Vert trés foncé | Aérien-Pelucheux | - -
Alger Pt214 | Vert tres foncé | Aérien-Cotonneux | - -
Médea Pt199 | Vert trés foncé | Aérien-Pelucheux | - -
Médea Pt195 | Vert foncé Aérien-Pelucheux | + +++
Sidi-Bel-Abbas Pt185 | Vert trés foncé | Ras + -
Tipaza Pt209 | Vert tres foncé | Aérien-Pelucheux | + +
Béjaia Pt64 | Vert foncé Aérien-Pelucheux | + +
Boumerdés Pt108 | Vert foncé Ras + +
Setif Pt143 | Vert foncé Ras - -
Alger Pt21 | Verttrés foncé | Aérien-Pelucheux | + - P
Boumerdés Pt107 | Vert foncé Ras + -
Tizi-Ouzou Pt125 | Vert trés foncé | Ras + +
Sétif Pt228 | Vert foncé Aérien-Pelucheux | + ++
Bouira P217 | Verttrés foncé | Aérien-Cotonneux | + -
Om-El-Bouaghi Pt174 | Vert trés foncé | Aérien-Pelucheux | - -
Sétif Pt137 | Vert foncé Aérien-Pelucheux | - -
Ain-Defla Pt157 | Vert clair Ras - -
Alger Pt01 | Vert clair Aérien-Cotonneux | + +
Boumerdés Pt92 | Vert clair Aérien-Cotonneux | + +

*(+++) Trés abondante, (++) Abondante, (+) Minime, (-) Absence

a) Texture et couleur du mycélium : Nos observations effectuées a la fin de la période
d’incubation, ont montré que la couleur verte prédominait chez les isolats étudiés. Sur le milieu
PDA, 22 isolats soit, 44 % de la population étudiée, ont présenté des colonies vertes tres foncées
(Fig. 22). La couleur vert foncé (olive) (Fig. 22) était notee chez 16 isolats (32 %), alors que 11

isolats seulement (22 %) ont présenté des colonies d’un vert clair (Fig. 22). Parmi toute la

69



population étudiée, un seul isolat (2 %) appartenant a la forme P. teres f. maculata (Pt104) et

provenant de Boumerdes, avait montré un mycélium de couleur blanchatre (Fig. 22).

L’analyse de la couleur du mycélium en relation avec I’origine géographique des isolats, a
montré que la couleur vert trés foncé était prédominante dans la région Nord du centre du pays
(Alger, Bouira, Boumerdes, Tipaza, Médéa, Blida, Ain-Defla et Tizi-ouzou). Cette couleur a
été notée chez 45,45 % des isolats. Elle est suivie de 27,27 % pour la couleur vert foncé (olive)

et de 24,24 % pour la couleur vert clair.

Dans les régions de I’Est (Sétif, Béjaia, Constantine et Om-EI-Bouaghi) et I’Ouest (Tlemcen,
Ain-Témouchent et Sidi-Bel-Abbas) du Nord du pays, la couleur vert trés foncé a été notée
chez 35,71 % et 66,66 % des isolats, respectivement. Le mycélium vert foncé a été exprimé
chez 42,86 % des isolats provenant de I’Est du pays et chez 33,33 % des isolats provenant de
I’Ouest. Le mycélium vert clair a été noté chez 21,43 % de la population provenant de I’Est du

pays et était absent chez les isolats provenant de 1’Ouest du pays.

Figure 22 : Différentes couleurs de mycélium développées sur milieu PDA. A) Vert tres foncé
B) Vert fonce (olive) C) Vert clair D) Blanchatre.
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Lorsque les deux formes du pathogenes sont comparees, nous pouvons constater que chez
les isolats Ptm la couleur du mycélium « vert trés foncé » était largement prédominante, avec
9/12 isolats soit, un pourcentage de 75 %. Les autres couleurs (vert foncé, vert clair et blanc)
étaient représentées chacune par un seul isolat soit, 8,33 % pour chaque couleur (Fig. 23). Dans
le cas de Ptt, la couleur la plus notée était le vert foncé avec un pourcentage de 39,47 %, la
couleur vert tres foncé était représentée par 34,21 % de la population P. teres f. teres et le vert
clair par 26,32 % (Fig. 23).

P. teres f. maculata P. teres f. teres

8,33%

8,33%

—

A5

26,32%

4

= Vert foncé = Vert tres foncé = Vert clair

= Vert tres foncé = Vert foncé
Vert clair Blanc

Figure 23 : Pourcentages des isolats représentant chacune des couleurs de mycélium observées

(vert tres foncé, fonce, clair et Blanc) chez la forme Ptm (A) et a la forme Ptt (B).

Par ailleurs, les colonies obtenues sur du milieu PDA ont présenté trois différents aspects de
mycélium. Ces derniers ont été classés en trois morphotypes distincts : ras, aérien-cotonneux et
aérien pelucheux (Tab. XVII, Fig. 24). La majorité des isolats (68 %) de la collection, ont
présenté un mycelium aérien. Ce dernier était d’aspect cotonneux chez 28 % des isolats et
pelucheux dans le cas de 40 % des isolats. Tandis que, 32 % des isolats de la population étudiée,

ont présenté des colonies avec un mycélium ras non aérien.

Le type de mycélium « Aérien », était le plus dominant dans les régions du Nord-centre du
pays (Alger, Bouira, Boumerdés, Tipaza, Médeéa, Blida, Ain-Defla et Tizi-Ouzou), avec un
pourcentage total de 72,72 % (24/33). Parmi ces isolats, 39,39 % (13/33) présentaient un
mycélium aérien cotonneux, alors que 33,33 % (11/33) avaient exprimé un mycélium
pelucheux. Le type mycélium ras a été par contre noté uniquement chez 27,28 % (9/33) des

isolats provenant de cette région.
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Figure 24: Différents aspect de colonies développées sur milieu PDA : A) Aspect ras et
pigmentation jaunatre, B) Aspect cotonneux, C) Aspect pelucheux, D) Pigmentation orange,

E) Agrégations mycéliennes, F) Contour non-régulier.

Les isolats provenant des régions Est du pays (Sétif, Béjaia, Constantine et Om-El-Bouaghi),
ont présenté un mycélium aérien dans 64,29 % des cas (9/14), dont 42,86 % (6/14) présentant
un aspect cotonneux et 21,43 % (3/14) un aspect pelucheux. Le mycélium ras a été noté chez
35,71 % (5/14) des isolats de I’Est du pays. Dans le cas des isolats de 1’Ouest du pays (Tlemcen,
Ain-Témouchent et Sidi-Bel-Abbas), le type aérien-pelucheux a été noté chez un seul isolat
(33,33 %). Alors que les deux autres isolats ont présenté un mycélium ras (66,66 %).

Lorsque les isolas des deux formes sont comparés, nous constatons que le morphotype
aérien-cotonneux était le plus prépondérant chez les isolats de la forme Ptm a raison de 58,33
% (7/12), alors que le morphotype aérien-pelucheux était moins présent avec un pourcentage
de 33,33 % (4/12). Le morphotype mycélium ras n’a été par contre enregistré que chez 1 seul
isolat de forme Ptm (Pt38), soit 8,33 % (Fig. 25). Pour les isolats Ptt, les 2 morphotypes les
plus présents étaient le mycélium aérien-pelucheux et le mycélium ras, avec des pourcentages
de 42,11 % (16/38) et 39,47 % (15/38) respectivement. Alors que le morphotype aérien-
cotonneux, était noté chez 18,42 % (7/38) de la population Ptt (Fig. 25).
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L’apparition d’une pigmentation orange accompagnée d une perte du pouvoir de sporulation
a été aussi observee durant nos travaux chez trois isolats (Pt174, Pt232 et Pt143) soit, 6 % de la
population étudiée (Fig. 24). Une pigmentation jaunatre a été observée chez deux isolats (4 %)
de la collection, I’un de forme Ptm et ’autre Ptt (Pt38 et Pt66) (Fig. 24).

A P. teres f. maculata B P. teres f. teres

8,33%
18 42%

33,33% 39,47%
58 33%

& o

= Aérien-Cotonneux = Aérien-Pelucheux = Ras « Aérien-Cotonneux = Aérien-Pelucheux

Figure 25 : Pourcentages des isolats présentant chacun des différents aspects de mycélium
(Aérien-cotonneux, Aérien-pelucheux et Ras) notés chez les isolats appartenant a la forme Ptm
(A) et a la forme Ptt (B).

b) Observation des contours de colonies, des corémies et des agrégations mycéliennes :

Contour des colonies : La notation des variations du contour des colonies chez les 50 isolats,
a mis en évidence la prépondérance du contour régulier. Ceci est vrai chez toute la population
étudiée, excepté pour les deux isolats de forme P. teres f. maculata Pt87 et Pt152, qui
présentaient un contour irrégulier caractérisé par des extrémités en ramifications trés typiques
(Fig. 24).

Formation des agrégations mycéliennes : Le vieillissement des colonies a été caractérisé
chez certains isolats par 1’apparition d’agrégations mycéliennes observables sur la face
inférieure des colonies. Ce phénomeéne était absent chez 28 isolats (56 %) de la population
étudiée. Cependant, la formation d’agrégations plus ou moins abondantes de forme sphérique
et de couleur noiratre (Tab. XVII, Fig. 24) a été notée chez 22 isolats soit, 44 % de la population
¢tudiée. La formation d’agrégations, était rare chez 15 isolats (30 %), provenant de wilayas
confondues, alors qu’une formation abondante a été enregistrée chez 3 isolats (6 %) I’'un
provenant de Tizi-Ouzou et 2 de Sétif. Elle était encore plus importante chez 4 isolats (8 %),

provenant d’Alger, Béjaia, Médéa et de Tipaza. La formation de ces agrégations mycéliennes
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n’a été observée chez aucun isolat Ptm, alors qu’elle était notée chez 22 isolats Ptt a différentes

intensités (Fig. 24).

Formation des corémies : L’apparition de touffes de mycélium blanchatres ; dites
corémies ; dans les cultures de plusieurs isolats, a été notée. La forme et la répartition des
corémies étaient largement variables ; chez certains isolats, les corémies étaient arrondies a
leurs sommets (Fig. 26 : K), alors que d'autres, avaient une forme plutot pointue (Fig. 26 : J).
La disposition et ’abondance des corémies différaient aussi entre les isolats (Tab. XVII), avec
une localisation centrée au niveau de la culture (Fig. 26 : A, B), ou parfois elles sont dispersées

sur toute la surface de la culture (Fig. 26 : G, H, I).

La présence d’une formation trés abondante de corémies, couvrant la totalité de la surface
de la colonie a été notée chez 2 isolats uniquement (Pt33 et Pt102) soit, uniqguement chez 4 %
des isolats étudies (Fig. 26 : G, 1). Deux autres isolats (4 %) ont aussi montré une formation de
corémies abondante, mais dont la répartition était cette fois-ci plus restreinte et localisée
seulement au centre ou en périphérie. Par ailleurs, 26 isolats (52 %) ont exhibé une formation
de corémies trés réduite, avec deux principaux aspects ; distribués sur toute la colonie (Fig. 26 :
G, H, I) ou localisés uniquement au centre (Fig. 26 : A, B). Enfin, il est a noter une absence

totale de formation de corémies chez les 20 isolats restants (40 %) (Tab. XVII).

La comparaison entre les deux formes du pathogéne pour ce caractere, a montré I’absence
de corémies notée chez 6, soit 50 % des isolats de la forme Ptm. Une formation de corémies
tres réduite a été observée chez 5 isolats (41,66 %) et un isolat seulement (Pt104) était
caractérisé par une formation tres abondante de corémies, couvrant la totalité de la colonie (8,33
%) (Fig. 26 : 1).

Pour les isolats appartenant a la forme Ptt, 14 isolats (36,84 %) avaient manifesté une
absence totale de corémies et 21 isolats (55,26 %) une formation trés réduite. La formation
abondante de corémies, était beaucoup moins observée et a été notée uniquement chez 2 isolats
(5,26 %). La formation de corémies trés abondante et couvrant la totalité de la surface de la
colonie, était aussi rare et notée chez un seul isolat (2,63 %) de la forme Ptt (Pt33) (Fig. 27).
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Figure 26 : Différents aspects de corémies développées sur le milieu PDA. (A, B et C) corémies
localisées exclusivement au centre. (D, E et F) corémies localisées en périphérie ou en
périphérie et au centre. (G, H et I) corémies étalées sur toute la surface. (J) corémies a sommet

pointu. (K) corémies a sommet arrondi.
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Figure 27 : Pourcentages des isolats chez qui les différents niveaux de formation des corémies
(minime, abondante ou tres abondance) ont été notés chez les isolats appartenant a la forme Ptm
(A) et a la forme Ptt (B).

Discussion :

La caractérisation culturale des 50 isolats représentatifs de la collection de P. teres réunie a
partir des différentes régions céréaliéres du pays, a montré non seulement, une variabilité
importante entre les isolats provenant de différentes régions, mais aussi entre ceux originaires
d’une méme région. Cette variabilité a été notée pour les différents caractéres culturaux,
notamment 1’aspect du mycélium, la couleur des colonies, ainsi que la formation des corémies

et des agrégations myceéliennes.

Ceci révele que I’aspect cultural des isolats, ne refléte pas ’origine géographique de ces
derniers. Cette conclusion est en accord avec celle de Boungab (2013), qui a rapporté que la
morphologie du thalle et sa pigmentation ne reflétaient pas 1’origine géographique des isolats.
De méme, McDonald (1967) et Shipton et al. (1973) ont noté que des isolats de P. teres dérivant
de différentes localités ou d'une méme zone, variaient considérablement sur le plan
morphologique (In : Liu et al., 2011 ). La variation de 1’aspect cultural d’isolats de P. teres,
provenant d’une méme zone géographique, a été aussi rapportée par Owino et al. (2013) qui
ont suggéré que cela pourrait étre di a la présence de différentes souches du pathogéne dans
une méme zone d’étude, résultantes des changements évolutifs chez le pathogene, visant a

surmonter la résistance de I'hote.

Concernant la couleur des colonies, 4 couleurs différentes ont été notées a savoir le vert tres

foncé, le vert foncé (olive), le vert clair et le blanc ; la couleur vert trés foncé, était présente
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chez 44 % des isolats étudiés et la couleur vert foncé (olive) était notée chez 32 %. L’étude
menée par Boungab (2013) réalisée également sur une population pathogéne composée de 60
isolats, réunis a partir de la région Nord-Oust du pays, a révélé aussi I’existence de 4 couleurs.
Une prédominance de la couleur vert olive, qui était présente chez 56,66 % de 1’ensemble des
isolats, suivit par la couleur vert foncé avec 23,33 %, avait été rapporté par 1‘auteur. Chamekh
(2007), a également décrit des colonies de couleur vertes sur les deux milieux organiques PDA
et V8.

La couleur verte des colonies, semble étre largement présente dans les populations
pathogenes de P. teres a travers le monde. Elle a été rapportée par Al-Ali (1988) qui a obtenu
des colonies vertes sur le milieu organique PCA (Potato Carrot Agar). Sur milieu PDA,
Mougou-Hamdane et al. (2018) ont obtenu des colonies de couleurs tres variables allant de
blanchatre, gris blanchatre, gris verdatre, vert clair, vert a vert foncé. Des colonies d’autres
couleurs, ont été décrites sur le milieu de culture PDA par Frazzon et al. (2002), qui ont obtenu
des colonies blanchétres ou de couleur grisatre (cendré), et par Owino et al. (2013) qui ont

observé des colonies de couleur gris foncé, gris clair et noir.

Chez les isolats Ptm analysés lors de nos travaux, la couleur du mycélium vert trés foncé
était largement prédominante avec un pourcentage de 75%, alors que dans le cas de Ptt, la
couleur la plus notée était le vert foncé (olive) avec un pourcentage de 39,47 %, suivie par la
couleur vert tres foncé qui était représentée par 34,21 %. Ces résultats sont en concordance avec
ceux de Louw et al. (1996), qui ont noté sur le milieu PA (Purity Agar), une couleur des colonies
allant du vert clair au vert olive pour les isolats de Ptt et des colonies de couleur plus foncée

pour les isolats de la forme Ptm.

En ce qui concerne I’aspect du mycélium, trois morphotypes distincts ont été rencontrés dans
notre étude ; mycélium aérien-cotonneux, aérien-pelucheux et ras. Avec une prédominance du
mycélium aérien-cotonneux chez la forme Ptt et de 1’aérien-pelucheux chez la forme Ptm. La
formation de corémies de différentes formes et des agrégations myceliennes, a été aussi notee
chez plusieurs isolats de notre collection, de provenances confondues et appartenant a 1’une ou

I’autre de deux formes du pathogene.

Les deux morphotypes cotonneux et ras notés dans nos observations, ont été aussi notés dans
I’étude réalisée par Boungab (2013), qui avait en plus décrit deux autres morphotypes qualifiés

de rayonnant et zonant. La formation des corémies sous forme de touffes de mycélium
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blanchatre et d’agrégations mycéliennes, a été aussi signalée dans cette derniere étude ; pour
les deux types Ptt et Ptm. Par ailleurs, suite a une caractérisation morphologique realisée sur
des isolats d’origine tunisienne, Mougou-Hamdane et al. (2018), ont rapporté que sur le milieu
PDA, le mycélium de type cotonneux était plus fréquent que le mycélium de type ras et que
tous les isolats avaient produit des corémies sur plusieurs milieux de croissance, mais a une
intensité différente. La formation des touffes de mycélium blanchétre, a été aussi signalée par
Frazzon et al. (2002). Inversement, Carvalho (1990) confirme I’existence d’une différence
notable des corémies produites par les deux formes de P. teres. Il a reporté que les isolats de la
forme P. teres f. teres produisaient des corémies, en forme d’éventail, tandis que ceux de la

forme P. teres f. maculata produisaient des corémies en touffes.

L’obtention d’agrégations mycéliennes (qualifiés par certains auteurs de sclérotes), sur les
milieux de culture a été observée chez plusieurs auteurs. Chamekh (2006) et Boungab (2013),
avaient noté leur formation apres 15 jours d’incubation sur le milieu de culture PDA. La
formation de ces structures, a aussi été reportée sur le milieu SAA (Saccharose Asparagine
Agar) (Scott, 1991).

Les caracteres culturaux pris en considération dans notre étude ne permettent pas la
distinction des deux formes (Ptt et Ptm) de cet agent pathogene. En effet, ces dernieres peuvent
manifester les mémes couleurs, les mémes textures du mycélium et peuvent toutes les deux

montrer (ou pas) une formation des corémies.

Khan et Tekauz (1982), avaient rapporté que les caractéres culturaux, ainsi que la
morphologie des conidies chez les isolats de P. teres f. maculata étaient identiques a ceux de
P. teres f. teres. De plus, Crous et al. (1995), avaient confirme que les isolats appartenant aux
deux formes de P. teres, ne pouvaient pas étre distingués en se basant sur la morphologie de
leurs conidies et conidiophores. Suite a une étude de 1’espece P. teres en Algérie incluant des
isolats dérivant de symptémes de type réseau et de type tache brune, Boungab (2013) avait aussi
conclu que les caractéres morphologiques (la pigmentation des colonies, la mensuration des

conidies) de I’espéce ne permettaient pas de distinguer les deux formes (Ptt et Ptm).

Lu et al. (2010) ont aussi affirmé que P. teres f. teres et P. teres f. maculata sont
morphologiquement trés similaires, et que leur différenciation sur milieu de culture ne peut étre
possible par les procédures de laboratoire de routine. Ainsi, les deux formes Ptt et Ptm , ne

peuvent pas étre distingués en se basant uniquement sur 1’aspect morphologique (Liu et al.,

78



2011).

L’apparition d’une pigmentation de couleur orange, accompagnée d’une perte du pouvoir de
sporulation, a été aussi observée chez quelques isolats de notre collection. De méme, Carvalho
(1990) avait noté un changement de couleur du vert a orange-rouge, chez des cultures
anciennes. Ce phénomeéne a été reporté sur les isolats de P. tritici-repentis par Benslimane
(2013), qui a noté que cela était dd a un repiquage répété d’explants sur milieu PDA, et que ce
phénomeéne a été accompagné par une perte du pouvoir de sporulation chez les isolats concernés
Benslimane et al. (2017).

IV. 4. Evaluation du pouvoir pathogéne : L’agressivité, I’un des deux composants du
pouvoir pathogéne, a ¢été évaluée pour un nombre représentatif d’environ 50 isolats.
L’agressivité pouvant étre décomposée en plusieurs traits ¢lémentaires de nature quantitative,
a été évaluée par certains de ces derniers ; le taux de sporulation in-vitro et la séverité de la
maladie. Par ailleurs, par extension le taux de la croissance mycélienne qui est un parameétre

facilement mesurable de la fitness du pathogéne, a été également inclus dans cette évaluation.

IV. 4. 1. Evaluation du pouvoir de sporulation des isolats in vitro : Ce paramétre a été
évalué sur 45 isolats (34 Ptt et 11 Ptm) sur milieu V8- PDA. Les résultats obtenus ont montré
une tres grande variabilité entre les isolats étudiés (Annexe, 2. 3.), les taux de sporulation les
plus importants étaient notés pour les trois isolats de la forme Ptt : Pt148 (Tipaza), Pt142 (Sétif),
Pt64 (Béjaia), avec une moyenne de nombre de spores, respectivement égale a 596 , 523 et 395
spores/mm? de culture. En revanche, des taux de sporulation trés faible n’excédant pas les (10
spores/mm?), ont été notés pour deux isolats de forme Ptm : Pt87 (Bouira), Pt79 (Béjaia) et pour
deux isolats de forme Ptt : Pt209 (Tipaza), Pt185 (Sidi-Bel-Abbes).

Les résultats du test de pouvoir de sporulation des 45 isolats de P. teres, a montré une grande
variabilité entre les isolats provenant de différentes régions, mais aussi entre ceux originaires
d’une méme région. Ceci révele que l'intensité de sporulation des isolats étudiés, n’est
également pas liée a I’origine géographique de ces derniers. La variabilité entre les isolats a été
confirmée par I’analyse statistique réalisée a travers le test de Kruskal Wallis, qui a mis en

évidence une différence tres hautement significative (P=0,000) (Annexe 5. 1).

La comparaison entre les moyennes de sporulation obtenues pour les deux formes du
pathogene Ptt et Ptm, a révélé un pouvoir de sporulation plus important dans le cas des isolats

Ptt, avec une moyenne de 155 spores/mm?, comparée a une moyenne égale a 53 spores/mm?,
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notée pour les isolats Ptm. Cette différence a été statistiquement confirmée en utilisant le test
de Mann-Whitney (Test non-paramétrique équivalent du T-test de Student.), qui a mis en
évidence une différence hautement significative (P=0,003) (Annexe 5. 2).

IV. 4. 2. Evaluation de la sévérité de la maladie : L’étude de ’agressivité a travers
I’évaluation de la sévérité de la maladie sur la variété Saida a été menée sur 45 (34 Ptt et 11
Ptm) isolats de P. teres. Elle a mis en évidence une grande variabilité des degrés d’attaque. Les
résultats obtenus confirment que tous les isolats testés in vitro par inoculation sur des feuilles
détachées de la variété Saida, ont provoqué des symptdmes typiques de la rayure réticulée de
I’orge et ce suivant la forme inoculée. Dans le cas de I’inoculation par la forme Ptt du
pathogene ; les symptdémes sont exprimes par des taches nécrotiques brunatres, plus au moins
allongées et qui se développent longitudinalement. Elles se rejoignent formant des réseaux
entourés par des chloroses et pouvant occuper toute la surface du limbe (Fig. 28 : A). Dans le
cas d’inoculation par la forme Ptm, des nécroses ovales bien délimitées et entourées de zones
chlorotiques sont observées (Fig. 28 : C). Les résultats du test d’inoculation sont reportés dans
le tableau de 1’ Annexe 2. 4.

Dans le cas de la forme P. teres f. teres, chez les isolats tres agressifs, la zone nécrosée et la
chlorose touchaient toute la surface du limbe (Fig. 28 : B). Pour la forme P. teres f. maculata,
les taches nécrotiques brunes entourées de chloroses, sont bien délimitées et espacées dans le
cas des isolats faiblement agressifs (Fig. 28 : C), mais sont de plus en plus confondues quand

les isolats sont plus agressifs (Fig. 28 : D).

L’¢évaluation de I’agressivité des différents isolats de P. teres, via le degré d’attaques causé
sur la variété sensible (Saida), a montré que les isolats étudiés étaient différents pour ce
composant du pouvoir pathogéne. L’analyse des résultats obtenus, révele que parmi les isolats
de forme P. teres f. teres, I’isolat Pt92, provenant de Boumerdés, avait provoquait le degré
d’attaque le plus important 9,89/10 et a ét¢ donc le plus agressif. Pour la forme P. teres f.
maculata, les deux isolats Pt154 et Pt164, provenant de Tipaza et Blida, se sont montré les plus
agressifs parmi les isolats testés ; ils ont causé le degré d’attaques le plus élevé, qui était de
8,33/9. L’isolat le moins agressif parmi ceux de la forme Ptt, était Pt209 (Tipaza) avec un degré
d’attaque de (6,89/10), alors que les isolats Pt232 (Sétif) et Pt87 (Bouira), se sont montré les

moins agressifs parmi les isolats de forme Ptm, avec des degrés d’attaque ne dépassant pas 4/9.

L’analyse de la relation des niveaux d’agressivité ¢valués sur la base du degré d’attaque,
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causé par chaque isolat avec 1’origine géographique des isolats (Tableau XVIII), révéle les
regroupements suivants. Les isolats provenant d’Alger, Boumerdeés, Tizi-Ouzou, Blida, Médéa,
Ain-Delfa, Constantine, Ain-Temouchent, Sidi-Bel-Abbés et Tlemcen, étaient tous classés
comme étant trés agressifs. Toutefois, pour le restant des Wilayas, a savoir, Tipaza, Bouira,
Béjaia et Sétif, les degrés d’attaque notés chez les isolats provenant de la méme région, étaient
variables. A Sétif, 83,33 % des isolats étaient notés trés agressifs et uniquement 16,66 % comme
étant moyennement agressifs. A Tipaza comme & Béjaia, 80 % des isolats étaient notés comme
étant tres agressifs et 20 % comme étant moyennement agressifs. Enfin, a Bouira, 50 % des
isolats faisaient partie du groupe des isolats tres agressifs face a 25 % pour chacun des deux

autres groupes (faiblement agressifs et moyennement agressifs).

Les résultats du test d’agressivité des 45 isolats de P. teres, a montré une importante
variabilité entre les isolats provenant de différentes régions, mais aussi entre ceux originaires
d’une méme région. Ceci révele que 1’agressivité des isolats étudiés, n’est pas liée a 1’origine
géographique de ces derniers. La variabilité entre les isolats a été confirmée par I’analyse
statistique réalisée a travers le test de Kruskal Wallis, qui a mis en évidence une différence tres
hautement significative (P=0,000), entre les isolats Ptt et une différence hautement significative
(P=0,003) pour les isolats Ptm (Annexe 5. 3).
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Figure 28: Symptomes induits sur feuilles d’orge détachées de la variété Saida, suite a
I’inoculation par les isolats de P. teres. (Haut) Symptdmes en forme de réseaux induits par les
isolats de la forme Ptt : (A) Réaction a Pt125, notée 9/10 et (B) Réaction a Pt176 notée 10/10.
(Bas) Symptomes en forme de taches brunes causés par les isolats de la forme Ptm : (C)
Réaction a Pt91 notée 7/9 et (D) Réaction a Pt154 notée : 9/9.
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Tableau XVIII : Agressivité (basée sur le degré d’attaque) noté chez les isolats collectés au

niveau des champs des wilayas prospectées.

Wilaya Degré d’attaque
Faiblement agressif Moyennement agressif Trés agressif
Nombre | Isolats (%) | Nombre | Isolats (%) Nombre Isolats (%)
d’isolats d’isolats d’isolats
Tipaza 0 0% 1 20 % 4 80 %
Boumerdés 0 0% 0 0% 7 100 %
Tizi-Ouzou 0 0% 0 0% 3 100 %
Alger 0 0% 0 0% 5 100 %
Bouira 1 25 % 1 25% 2 50 %
Blida 0 0% 0 0% 2 100 %
Médéa 0 0% 0 0% 1 100 %
Ain-Delfa 0 0% 0 0% 2 100 %
Constantine 0 0% 0 0% 2 100 %
Béjaia 0 0% 1 20 % 4 80 %
Sétif 1 16,66 % 0 0% 5 83,33 %
Ain-Temouchent 0 0% 0 0% 1 100 %
Sidi-Bel-Abbas 0 0% 0 0% 1 100 %
Tlemcen 0 0% 0 0% 1 100 %
Total 2 3 40

IV. 4. 3. Etude de la croissance mycélienne des isolats : Les résultats notés lors de notre
étude (Annexe 2. 5. 1) montrent que les 50 isolats (38 Ptt et 12 Ptm) étudiés, se développent de
maniere distincte sur le méme milieu de culture PDA et a la méme température de 25 °C. La
plus faible croissance mycélienne a été enregistrée chez 1’isolat Pt115 (Ptm) provenant de
Boumerdgs, avec un diameétre de la colonie ne dépassant pas les 6,43 cm au bout du 6°™ jour
de mesure. En revanche, 1’isolat Pt232 de forme Ptm provenant de Sétif ainsi que les huit isolats
(Pt143, Pt21, Pt63, Pt172, Pt176, Pt107, Pt228, Pt108) de forme Ptt, ont tous atteint le diameétre
de croissance mycélienne le plus important (8,6 cm), avec un recouvrement total de la boite de
Petri par le mycélium, apres seulement 6 jours d’incubation. Parmi ces isolats, trois provenaient
de Sétif, un de Béjaia, un de Constantine, un d’Ain-Temouchent et deux de Boumerdes. Ces
résultats montrent que, malgré la diversité de leurs origines géographique et de leurs formes
pathogenes, ces isolats ont présenté la méme vitesse de croissance mycélienne. La variabilité

entre les isolats a ¢été confirmée par I’analyse statistique réalisée a travers le test de Kruskal
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Wallis, qui a mis en évidence une différence trés hautement significative entre les diameétres de
croissance des isolats notés au dernier jour (6 °™) et durant les autres jours de notation
(P=0,000), (Annexe 5. 4. et Annexe 5. 5).

La comparaison des moyennes journaliéres des croissances de Ptt et Ptm, a mis en avant que
la vitesse de croissance des isolats de la forme Ptt était plus importante pendant les 5 premiers
jours. Tandis qu’au 6°™ jour la vitesse de croissance des isolats Ptm s’était montrée plus
importante (Fig. 29), ( Annexe 2. 5. 2)
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Figure 29 : Comparaison des croissances mycéliennes journalieres (moyenne + écart type) des

isolats de la forme Ptt par rapport & ceux de la forme Ptm, pour les 6 jours d’évaluation.

Le test statistique de Mann-Whitney (Test non-paramétrique équivalent au T-test.) a été
utilisé afin de confirmer I’existence ou non, de différence entre la vitesse de croissance des
isolats de la forme Ptt et ceux de la forme Ptm, pour chaque jour de croissance. Les résultats de
I’analyse ont montré qu’il existe des différences significatives entre les deux formes a partir du
2°™M jour de mesure (P=0,040, P=0,026, P=0,048 et P=0,015 pour le 2°M¢, 3¢me 5eme ot GEMe jor,
respectivement). Elle est hautement significative (P=0,006) pour le 4°™ jour. Concernant la
croissance totale enregistrée au bout de 6 jours, une moyenne de 8,43 cm a été enregistrée pour
les isolats Ptt, contre une moyenne de 7,91 cm chez les isolats Ptm. La comparaison entre les
diamétres (croissance totale) enregistrés au 6°™ jour par chacune des deux formes Ptt et Ptm,
par le test de Mann-Whitney a mis en évidence la présence d’une différence hautement

significative (P=0,002) entre les valeurs notées chez les deux formes (Annexe 5. 6.)

La recherche de corrélations entre les trois parametres utilisés (le taux de sporulation in-
vitro, la sévérité de la maladie, par extension le taux de la croissance), via le test Rho de
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Spearman a révélé 1’absence de corrélations entre ces derniers, et ce, pour les deux formes du

pathogene (Annexe 6).
Discussion :

L’évaluation de I’agressivité, réalisee sur les isolats de P. teres in-vitro, via trois traits
élémentaires de nature quantitative (sporulation, degré d’attaque enregistré sur la plante hote et
la croissance mycélienne), a dévoilé I’existante d’une variabilité entre les isolats provenant de
différentes régions, mais aussi entre ceux originaires d’une méme région. Ceci révele que les
trois parametres étudiés, ne reflétent pas la provenance geéographique des isolats. La méme
conclusion concernant la croissance mycélienne et I’agressivité évaluée par le degré d’attaque
a été aussi tirée par Boungab (2013), suite a une étude portée sur des isolats de P. teres

originaires de I’Ouest du pays.

La comparaison entre les intensités de sporulation obtenues pour chacune des formes (Ptt et
Ptm), a révélé un pouvoir de sporulation plus élevé dans le cas des isolats Ptt comparé aux
isolats Ptm. Ces résultats concordent avec ceux de Louw et al. (1995), qui ont reportés que les
isolats Ptt sporulaient plus abondamment (> 10%/ml) que les isolats de Ptm (<10%/ml). Ceci est
également vrai pour ceux rapportés par Scott (1991), qui a noté une sporulation plus abondante
sur milieux SAA (Saccharose Asparagine Agar), chez les isolats induisant la forme réticulée de

la maladie, comparés aux isolats causant la forme circulaire.

L’inoculation des 45 isolats de P. teres (34 Ptt et 11 Ptm), par le biais de la technique des
feuilles détachées (EI-Mor et al., 2017), a permis de noter des degrés d’attaques variables sur
la variété sensible Saida. L’étude a également montré la présence d’isolats agressifs et tres
agressifs, dans la majorité des régions étudiées. Des résultats similaires ont éte reportés par

Boungab (2003), qui a noté la présence d’isolats agressifs dans 6 wilayas de 1’Ouest du pays.

La relation entre le degré d’attaque provoqué par 1’agent pathogéne et les deux autres
parametres utilisés ont été testée. Les tests statistiques, n’ont révélé aucune corrélation ; ces
résultats sont contradictoires avec les résultats de Boungab (2013), qui a reporté une corrélation
positive entre la croissance des thalles des isolats et leur degré d’agressivité (évalué par le degré
d’attaque). lls sont cependant, en accord avec ceux de Jalli (2010), qui a montré qu’il n’existait
aucune relation entre la réponse a I’infection par P. teres (basée sur 1’échelle de Tekauz, 1985)

et entre la croissance mycélienne et I’intensité de production de spores.
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Concernant la vitesse de croissance myceélienne, nos résultats semblent concorder avec ceux
de Chamakh (2007), qui durant un essai réalisé sur 5 isolats algériens de P. teres, avait noté des
croissances mycéliennes allant de 7,23 cm a 8 cm sur milieu PDA, et ce, aprés 6 jours
d’incubation a 23 °C. Sur le méme milieu de culture, I’essai de Boungab (2013) porté sur 60
isolats, a mis en évidence des croissances trés variables allant de 4,83 cm a 8,5cm, ces résultats
ont été obtenus au bout de 7 jours a 22 °C. Il est cependant a noter que des croissances plus
importantes (8,6 cm) ont été parfois observées dans notre étude. Ceci pourrait étre expliqué par
le fait que la température utilisée (25 °C) était plus élevée que dans les deux testes cites
précédemment. Des diameétres moins importants ont été rapportés par Mougou-Hamdane et al.
(2018), sur milieu PDA et a une température égale a 23 °C (une moyenne de 5,46 cm) et par

Pana et al. (2015) qui ont enregistré une moyenne de 5,5 cm aprés 6 jours d’incubation.

L’analyse des résultats de la croissance mycélienne totale, a mis en évidence une différence
hautement significative entre les deux formes, avec une moyenne de croissance totale et des
croissances mycéliennes journaliéres, plus importante (pendant les 5 premiers jours) chez les
isolats Ptt. Cette différence constatée, pourrait étre en relation avec la différence du processus
infectieux chez les deux formes. Comme indiqué par Lightfoot et Able (2010), qui ont étudié
ce phénomeéne in-planta, ces auteurs ont conclu que la croissance du mycélium a été plus
importante chez Ptt, qui s’établis dans la plante héte, directement comme nécrotrophe et pénétre
plus rapidement dans le mésophylle. Ces mémes auteurs, rapportent que contrairement a la
premiére forme du pathogene, Ptm semblait croitre initialement comme un biotrophe, formant
des vésicules intracellulaires dans les cellules épidermiques, avant de devenir nécrotrophe et se

développer dans le mésophylle.

Une moyenne de croissance mycélienne plus importante chez les Ptt a été aussi notée par
Mougou-Hamdane et al. (2018). Alors que Carvalho (1990) et Boungab (2003), n’avaient
mentionné aucune différence dans leurs études incluant les deux formes du pathogéne. Il est
toutefois a rappeler que I’identification des deux formes chez ces derniers, n’était basée que sur

le diagnostic symptomatologique, qui peut souvent préter a confusion.

IV. 5. Sensibilité de la population algérienne de P. teres aux fongicides (Qols, ISDHs et
IDMs)

IV. 5. 1. Recherche des mutations conférant la résistance aux Qol et aux ISDH par

Pyrosequencage: Les analyses effectuées par pyroséquencage au niveau des genes codant
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pour la protéine membranaire cytb et pour les sous-unités (B-C) de I’enzyme SDH, ont montré
I’absence de toutes mutations. Ainsi, aucune des mutations F129L ou G137R n'a été retrouvée
dans le géne codant pour la cyth, de méme qu’aucune mutation parmi les cinq testés (B-H277Y,
C-N75S, C-G79R, C-H134R et C-S135R) n'a été détectée dans les génes codant pour les sdh-
B et sdh-C, et ce, pour tous les isolats testés. Ces résultats confirment que la population de P.

teres incluse dans cette étude, comporte uniquement des individus de type sauvage.

Il est important de noter que dans le cas des pyrosequengages concernant la mutation B-

H277 aucun signale n’a été détecté pour les isolats de forme P. teres f. maculata.

IV. 5. 2. Evaluation in vitro de Defficacité des fongicides par la technique de la
microtitration sur plague : L’ensemble des valeurs moyennes des concentrations efficaces
médianes (CEsp) enregistrées pour chacun des six fongicides testés, sont réunies dans le tableau
de I’annexe 2. 6. Les résultats des tests fongicides appliqués aux 45 isolats représentatifs de la
collection de P. teres analysée, ont montré que l'effet des fongicides sur l'inhibition de la
croissance des isolats in vitro était différent comme représenté par la figure 30. L’analyse
globale de ces résultats montre que les isolats étudiés étaient plus sensibles aux fongicides du
groupe IDM (époxiconazole, tébuconazole et propiconazole) que tous les isolats européens
témoins. Comparés aux isolats européens sensibles aux Qol et/ou ISDHes, ils présentaient
cependant une sensibilité légérement plus réduite, a I'azoxystrobine, la pyraclostrobine et au
fluxapyroxad (Fig. 30).

Par ailleurs, I'analyse statistique des valeurs de CEso enregistrées pour chaque fongicide
(Annexe, 2. 6.), a l'aide de la méthode de classification par k-moyennes (k-mean Clustring), a
montré la présence d’un effet différentiel des fongicides sur les isolats testés. En effet, le test
statistique appliqué a mis en évidence 5 groupes d’isolats homogénes, avec des différences de

sensibilité tres significatives (tableau XIX).

L’analyse des résultats réunis dans le tableau précédent, nous montre que pour chaque
traitement fongicide, les 45 isolats testés ont été classés dans 5 groupes homogeénes, exprimant
des différences tres significatives. Ce classement a éte réalisé en fonction de la sensibilité des
isolats a chaque fongicide, et les groupes ont été choisis pour maximiser les différences entre

les observations des différents groupes distingues.
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Figure 30 : Sensibilités des isolats algériens de P. teres exprimées par les CEso (moyenne +
ET), enregistrées suite aux six traitements fongicides testés et comparées a celles des isolats

témoins (sensibles et résistants) provenant d’Europe.

Tableau XIX: Classification des isolats par le test k-moyennes (k-mean Clustring), montrant
les 5 différents groupes, le nombre d'isolats réunis dans chaque groupe et les intervalles des

CEspo, pour les six fongicides testés.

Azoxystrobine Pyraclostrobine Fluxapyroxad

. L g L . L

2l 253 o &8 T 5T o &8 59| g
3| ¢ & E 5 3| s W E|] B| z| SWE| B
Sl 295 3 & £% 5 28 §| 2% 5| 3
Ol £ 8 E - = 8 E - E 3 € =
A 0,005-0,009 2 A | 0,002-0,0062 9 A 0,008-0,0286 16

B 0,01-0,019 20 B 0,0065-0,01 17 B 0,0307-0,044 17

C 0,021-0,029 18 C 0,011-0,014 9 C | 0,0537-0,0696 8
D 0,034 1 D 0,015-0,018 7 D 0,076-0,098 3
E 0,038-0,041 4 E 0,023-0,026 3 E 0,41 1
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Epoxiconazole Tebuconazole Propiconazole
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A 0,0015-0,035 15 A | 0,0256-0,098 | 19 A | 0,0323-0,0835 | 1

o

B 0,037-0,091 13 B 0,113-0,216 12 B 0,086-0,149 14

C 0,099-0,152 9 C 0,251-0,315 10 C 0,155-0,227 12

D 0,166-0,215 5 D 0,37-0,444 3 D 0,249-0,307 4

E 0,228-0,26 3 D 1,217 1 E 0,43 1

IV. 5. 2. 1. Evaluation de la sensibilité de la population algérienne de P. teres aux Qol :
Les résultats du test fongicide par 1’azoxystrobine ont montré que la CEso moyenne des isolats
étudiés était d'environ 0,021 mg L™ et que les CEso enregistrées (0,005 - 0,041 mg L), étaient
comparables a celles des témoins sensibles européens (0,008 - 0,020 mg L). Cependant un
intervalle beaucoup plus important (0,39 - 1,34 mg L) a été noté pour les isolats témoins
européens, porteurs de la mutation F129L. Les valeurs des CEso exprimées par les isolats
algériens dans le cas de la pyraclostrobine variaient entre 0,002 et 0,026 mg L™ avec une
moyenne de 0,011 mg L. Ces valeurs étaient également clairement inférieures a celles des
isolats européens mutants (F129L) qui variaient de 0,043 a4 0,095 mg L. Les différences entre
les isolats de type sauvage (aussi bien les isolats algériens que les témoins provenant d’Europe)
et ceux porteurs de la mutation génétique (F129L), étaient plus faibles dans le cas de

pyraclostrobine comparant a I'azoxystrobine (Fig. 30).

Selon la classification par la méthode de k-moyennes (k-mean Clustring), environ 89 %
(40 isolats) des isolats algériens avaient une CEso égale ou inférieure a 0,029 mg L pour
I'azoxystrobine, tandis que 93 % (42 isolats) exprimaient une CEso égale ou inférieure a 0,018

mg L pour la pyraclostrobine (tableau X1X).

La comparaison des CEso obtenues dans le cas des deux traitements azoxystrobine et
pyraclostrobine pour les deux groupes d’isolats Ptt et Ptm, a montré que les moyennes des CEsxo

chez les isolats Ptt, étaient égales a 0,24 mg L™ pour I’azoxystrobine et 4 0,11 mg L™ pour la
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pyraclostrobine et qu’elles étaient égale a 0,21 mg L azoxystrobine et a 0,12 mg L*
pyraclostrobine pour les isolats Ptm. Un test-t bilatéral a montré que les différences entre les
valeurs des CEso obtenues pour chacune des deux formes n'étaient pas statistiquement
significatives a un niveau de 5 % (P= 0,34 pour l'azoxystrobine et P= 0,76 pour la

pyraclostrobine).

IV. 5. 2. 2. Evaluation de la sensibilité initiale de la population algérienne de P. teres
au Fluxapyroxad (ISDH) (baseline sensitivity) : Pour le fongicide du groupe ISDH testé dans
notre étude (fluxapyroxad), une CEso moyenne de 0,047 mg de fluxapyroxad L et des valeurs
de CEsoallant de 0,008 2 0,098 mg L™, ont été enregistrés pour les isolats algériens. Ces valeurs
étaient proches de celles des témoins sensibles (Fig. 30), mais clairement inférieures a celles
exprimées par les isolats témoins porteurs des deux mutations (C-G79R et C-N75S), dont les
valeurs du CEso variaient de 0,64 a 4,93 mgL™. Cependant, un comportement particulier a
I’égard du traitement par ce fongicide a été relevé chez l'isolat Pt157 (Ptt) collecté & Ain-Defla
(Bni-mghenem). Ce dernier a montré en effet une CEso plus élevée que celle du reste des isolats
algériens et des témoins sensibles, évaluée a 0,41 mg de fluxapyroxad L.

L'analyse statistique a montré que les valeurs de CEsp pour les 45 isolats algériens peuvent
également étre regroupées en cing groupes homogenes, exprimant des différences trés
significatives (tableau X1X). Selon les résultats du regroupement par la méthode de k-moyennes
(k-mean Clustring), environ 91 % (41 isolats) des isolats de P. teres avaient une CEsp < 0,07
mg de fluxapyroxad L et 97,8 % (44 isolats) avaient une CEso< 0,098 mg de fluxapyroxad L’
! (tableau XI1X).

La CEso moyenne pour les isolats de Ptt était égale & 0,044 mg de L™ et 4 0,022 mg de L-
L pour les isolats Ptm. Un test-t bilatéral effectué a un niveau de signification de 5 %, a confirmé
que les valeurs de CEso obtenues pour chacune des formes étaient tres significativement
différentes (P <0,001).

IV. 5. 2. 3. Evaluation de la sensibilité de la population algérienne de P. teres aux
IDM : La population algérienne de P. teres a montré des intervalles assez larges de CEso pour
les trois fongicides (IDMs) testés. Nos isolats ont exprimé des CEsp allant de 0,032 a 0,43 mg
L% pour le propiconazole, de 0,026 a 1,22 mg L pour le tébuconazole et de 0,0015 a 0,26 mg
Lt pour I'époxiconazole, avec des valeurs moyennes de 0,14 , 0,18 et 0,08 mgL™,

respectivement. La population pathogéne algérienne s’est montrée plus sensible que les témoins
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européens, signalés comme ayant une perte de sensibilité aux IDMs, pour lesquels des valeurs
CEso clairement plus élevées étaient enregistrées. Celles-ci ont montré des moyenne égale a
3,56 mg de propiconazole L, 15,13 mg de tébuconazole L et 0,69 mg d'époxiconazole L.
La moyenne de la CEsg notée pour la population algérienne dans le cas du traitement a
I'époxiconazole était trés proche de celle des témoins sensibles européens. Cependant, avec le
tébuconazole et le propiconazole, une différence claire des moyennes de la CEsp a été
remarquée (Fig. 30).

Le test des k-moyennes (k-mean Clustring), a indiqué que les valeurs de CEso de tous les
isolats testés peuvent étre regroupées en cing groupes homogenes, présentant des différences
tres significatives (tableau X1X). Selon ces résultats, environ 82 % (37 isolats) de la population
algérienne testée avaient une CEsp < 0,152 mg d'époxiconazole L1, 91 % (41 isolats) ont
exprimé une CEso égale ou inférieure a 0,315 mg de tébuconazole L™ et que 89 % (40 isolats)

ont montré une CEso < 0,227 mg de propiconazole L.

Les trois fongicides du groupe IDM testés dans cette étude, se sont montrés plus efficaces
contre les isolats Ptt que les isolats Ptm. Cette différence était significative pour I'époxiconazole
et le tébuconazole suite aux résultats du test-t bilatéral (P < 0,001 et P = 0,003, respectivement).
Une CEsp moyenne de 0,07 mg d'époxiconazole L™ a été enregistrée pour la forme Ptt, tandis
qu'une valeur remarquablement plus élevée de 0,15 mg de L™ a été notée pour la forme Ptm.
Les valeurs enregistrées pour Ptt étaient également inférieures a celles des isolats de Ptm pour
le traitement tébuconazole (0,14 mg L et 0,33 mg L™, respectivement). Cependant, avec le
propiconazole, la CEso moyenne des deux formes était treés rapprochées avec une CEsg

moyenne de 0,13 mg L pour les isolats de Ptt et de 0,16 mg L™ pour les isolats de Ptm.

IV. 5. 2. 4. Evaluation in planta de Iefficacité des fongicides sous serre : Les essais sous
serre en conditions controlées, ont révélé que I’efficacité des traitements variait entre les
différents fongicides (azoxystrobine, fluxapyroxad et I'époxiconazole). Cette variabilité a été
aussi enregistrée entre les doses (dose préconiseée compléte, 1/9 et 1/3 de la dose préconisée)
appliquees. Les résultats obtenus sont illustres a travers les figures 31, 32, 33 et 34.

Une excellente inhibition de la maladie résultante de 1’inoculation des isolats algériens, a été
obtenue dans le cas des traitements & l'azoxystrobine et au fluxapyroxad. A I’opposé,
I’époxiconazole a montré un niveau de contréle plus faible de I’infection, par rapport aux deux

traitements précédents. Ceci était vrai aussi bien pour, l'inhibition enregistrée suite a
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I’application de la dose recommandée sur le terrain, que pour les deux autres dilutions (Fig. 31).

Une analyse plus fine des résultats, révéle que dans le cas des deux traitements azoxystrobine
et fluxapyroxad, des pourcentages ¢levés d’inhibition de la maladie ont été enregistrés. Cette
importante inhibition, a été notée suite a I’inoculation de chacun des isolats sensibles (algériens
et témoins européens), et ce, méme a 1/3 et 1/9 des doses préconisées au champ (Fig. 32, 33).
Ainsi, l'efficacité de lI'azoxystrobine in planta vis-a-vis des deux isolats algériens, était tres
satisfaisante, avec des valeurs moyennes d’inhibitions de 63,6 %, 75,1 % et de 90,8 % pour
I’isolat Pt157, respectivement pour 28 g m.a./ha., 83 g m.a./ha, 250 g m.a./ha. Cette inhibition
a été evaluée a 72,87 %, 88,37 % et 93,02 % pour ’isolat Pt142, pour les mémes doses

respectivement.

Ces résultats étaient comparables a ceux obtenus pour les isolats témoins sensibles,
cependant, le cas de I’isolat Pt157 est a noter, celui-ci s’est, en effet, montré Iégerement moins

sensible que les autres isolats a la dose 83 g m.a. /ha d’azoxystrobine (Fig. 32).

m 1/9 de la dose compléte ®m1/3 de la dose compléte = Dose compléte (préconisée au champ)
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Figure 31 : Moyennes des pourcentages d’inhibitions de la rayure réticulée, sur les plants
d’orge inoculés par les deux isolats algériens (Pt157 et Pt142), résultants des trois doses (dose
préconisée complete, 1/3 et 1/9 de la dose préconisée) appliquées d'azoxystrobine, de

fluxapyroxad et d'époxiconazole, testés en traitements préventifs, un jour avant 1’inoculation.

92



=t==1830 =—a=—1804 1746 F129L
=== (C-G79R =—s=—C-G79R+F129L Pt157 e Pt142

120

100

80

60

40

20

Pourcentages des inhibitions %

O 8 T T -4 T 1
0gm.a/ha 28 g m.a./ha 83 gm.a./ha 250 g m.a./ha

-20 -
Concentration [g m.a./ha]

Figure 32 : Pourcentages des inhibitions (moyenne + ET) de la rayure réticulée de 1’orge,
enregistrés dans le cas des traitements a base d’azoxystrobine (28 g m.a./ha, 83 g m.a./ha et 250
g m.a./ha) appliqués en traitement préventif, un jour avant I’inoculation par les isolats de type
« sauvage » de P. teres provenant d'Algérie (Pt157 et Pt142) et d'Europe (Pt1830, Pt1804 et
Pt1746) et par des isolats mutants porteurs de la mutation F129L (Pt1669, Pt1685).

Dans le cas du fluxapyroxad, des pourcentages d’inhibitions de la maladie tres satisfaisants
ont été enregistrés aussi in planta, suite a I’inoculation des isolats algériens Pt157 et Pt142. Les
moyennes d'inhibitions enregistrées sont de 75,1 %, de 89,27 % et de 96,55 %, notées dans le
cas de Pt157, respectivement pour 14 g m.a./ha, 42 g m.a./ha et 125 g m.a./ha. Elles sont de
86,82 %, 89,92 % et de 96,12 % dans le cas de Pt142, respectivement pour les mémes doses.
Ces valeurs ont été également proches de celles observées suite a 1’utilisation des isolats
européens sensibles, sauf pour 1’isolat Pt157 qui s’est aussi avéré légérement moins sensible a

la dose 14 g m.a./ha (Fig. 33).
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Figure 33 : Pourcentages des inhibitions (moyenne + ET) de la rayure réticulée de 1’orge,
enregistrés dans le cas des traitements a base de fluxapyroxad (14 g m.a./ha, 42 g m.a./ha et 125
g m.a./ha) appliqués en traitement préventif, un jour avant I’inoculation par les isolats de type
« sauvage » de P. teres provenant d'Algérie (Pt157 et Pt142) et d'Europe (Pt1830, Pt1804 et
Pt1746), et par des isolats mutants porteurs de la mutation C-G97R (Pt1669, Pt1900).

Cependant, nos résultats montrent que l'efficacité des deux fongicides : azoxystrobine et
fluxapyroxad est fortement affectée comme attendue, par la présence des mutations du géne
cytb (F129L) et celle du géne sdh (C-G79R), chez les témoins résistants de provenance
d’Europe. Cela a été évident avec les isolats Pt1685 et Pt1669 porteurs de la mutation F129L
(Fig. 32) et avec les isolats Pt1900 et Pt1669 porteur de la mutation C-G79R (Fig. 33).

Comparés aux deux fongicides précédents, les tests in planta ont révélé une efficacité moins
importante des traitements a base d’époxiconazole. Par ailleurs, et contrairement aux réactions
notées dans le cas des traitements a 1’azoxystrobine et au fluxapyroxad, les deux isolats
algériens testés se sont comportés differemment au traitement a I’époxiconazole. En effet, les
pourcentages d’inhibitions notés pour I’isolat Pt157 étaient comparables a ceux des isolats
témoins sensibles, tandis que, ceux enregistrés pour 1’isolat Pt142, étaient nettement plus
importants. Les taux d'inhibition enregistrés pour l'isolat Pt157 étaient de 19,54 %, 44,44 % et
59,77 % respectivement pour les doses 14 g m.a./ha, 42 g m.a./ha et 125 gm.a./ha, alors que
pour l'isolat Pt142, ils étaient de 69 %, 83 % et 90 % respectivement pour les mémes doses
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(Fig. 34) d'époxiconazole.
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Figure 34 : Pourcentages des inhibitions (moyenne + ET) de la rayure réticulée de 1’orge,
enregistrés dans le cas des traitements a base d’époxiconazole (14 g m.a./ha, 42 g m.a./ha et
125 g m.a./ha) appliqués en traitement préventif, un jour avant I’inoculation par les isolats de
P. teres provenant d'Algérie (Pt157 et Pt142) et d'Europe (Pt1830, Pt1804, Pt1746, Pt1685,
Pt1669 et Pt1900).

Discussion :

L’analyse moléculaire par Pyroséquengage réalisée chez 212 isolats de P. teres, isolés a
partir de 42 sites répondus sur 17 wilayas algériennes ou I’orge est cultivée, a démontré
I’absence de mutations conférant la résistance aux fongicides des groupes des Inhibiteurs
Externes de la Quinone (Qol) et des Inhibiteurs de la Succincte Déshydrogénase (ISDH).
Aucune mutation au niveau des genes cytb, sdh-b et sdh-c, n’a été détectée chez I’ensemble des

isolats analyseés.

L’approche adoptée pour la gestion des résistances aux fongicides du groupe chimique Qol,
est la recherche des mutations F129L et G137R. En effet, la résistance aux fongicides de ce
groupe chez P. teres est conféerée le plus souvent, par la mutation F129L (FRAC, 2013). La
mutation G137R confere également la méme résistance, mais celle-ci est plus rare (FRAC,
2013). La mutation G143A n'a jamais été détectée chez P. teres , a cause de la présence d’un
intron suivant directement le codon 143 (Grasso et al., 2006 ; Fernandez-Ortufio et al., 2008),
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suggerant que la résistance basee sur la mutation G143A peut ne pas étre exprimée chez P. teres
car elle est létale (Sierotzki et al., 2007).

L'analyse génétique de F129L et G137R, uniquement, est donc suffisante pour vérifier la
sensibilité des populations ou des isolats de P. teres aux fongicides du groupe Qol. Dans ce
contexte et en se basant sur la population de P. teres considérée dans cette étude, nos résultats
indiquent qu'il n'y a pas de résistance aux Qol dans les régions prospectées d’Algérie. Ceci a
été confirmé par I'analyse de sensibilité in vitro, de 45 isolats représentatifs et qui a montré des
valeurs de CEso classant tous les isolats comme étant sensibles a I'azoxystrobine et a la

pyraclostrobine.

Les valeurs obtenues dans nos tests sont comparables a celles obtenues par (Matsuzaki et
al., 2019), qui ont noté une CEso de 0,0054 mg azoxystrobine L™* pour un isolat de P. teres
provenant de France (type sauvage) et 0,31 mg azoxystrobine L™* pour I’isolat mutants (F129L).
Pour le méme fongicide, Mair et al. (2016), ont aussi noté des CEso comparables, situés entre
0,004 et 0,015 (g mL1) pour des isolats sensibles aux Qols. En revanche, une valeur beaucoup
plus importante, égale & 19.05 (mg L) d’azoxystrobine a été enregistrée par Moustafa (2017)
sur un isolat provenant d’Egypte. L’estimation des CEso dans ce dernier cas, a été possible, suite
a un test de croissance mycélienne classique (en boite de Petri) et non a une microtitration

comme dans notre étude, ce qui rend la comparaison directe difficile.

Pour le traitement a base de pyraclostrobine, Marzani (2011) a noté des CEsxo allant de 0,1 a
0,22 mg Lt pour les isolats de type sauvage (Ptt) et allant de 0,28 40,69 mg L* pour les mutants.
Ces résultats sont trés semblables a ceux que nous avons obtenus pour nos isolats de type
sauvages, mais sont trés divergents dans le cas des isolats mutants. Matsuzaki et al. (2019), ont
noté une CEsp égale a 0,0013 mg L pour le méme isolat de type sauvage et égale & 0,0086 mg
L~! pour le mutant F129L. Suemoto et al. (2019) ont noté des CEso variant entre 0,002 et 0,003
mg L pour les quatre isolats de types sauvages provenant d’Allemagne, de France et de la
Pologne et entre 0,029 - 0,033 mg L pour les isolats porteurs de la mutation F129L. Bien que
les valeurs des CEso notées par ces auteurs soient comparables avec celles obtenues dans nos
tests, des intervalles plus larges incluant des CEso plus importantes ont été exprimés par nos

isolats (de type sauvage et mutants).

Les valeurs moyennes de la CEsp pour lI'azoxystrobine et la pyraclostrobine obtenues pour

les Ptt et pour les Ptm étaient trés proches. Ceci est en concordance avec les résultats obtenus
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par Akhavan (2017), qui a évalué l'efficacité de pyraclostrobine sur une population de Ptt et

Ptm provenant de I'Ouest Canadien.

Les résultats de nos tests in vitro et in planta, confirment que ’efficacité des fongicides
appartenant au groupe Qol dans la lutte contre la rayure réticulée de 1’orge est trés importante,
et que l'utilisation des Qols reste toujours recommandée en Algérie. Sachant que plusieurs
produits & base de Strobilurines (AMISTAR XTRA, OPERA, PINK et PRIORI® OPTI), ont
déja éte homologués en Algérie contre plusieurs maladies de céréales y compris 1’orge, depuis
plusieurs années (Index Phytosanitaire, 2017). Un suivi régulier de la sensibilité des populations
phytopathogénes décrites comme étant a risque par le comité FRAC (notamment P. teres), est
fortement souhaité afin de détecter les éventuelles mutations pouvant surgir et de permettre une

efficacité durable des Qols en Algérie.

Par ailleurs, 1’approche adoptée pour les fongicides du groupe chimique ISDH, trouve
également son origine dans les mécanismes de résistance chez P. teres a ce groupe de
fongicides. En effet, ces mécanismes sont plus complexes, car plusieurs mutations peuvent étre
impliquées ; elles peuvent provoquer des pertes de sensibilité de niveaux différents chez P.
teres (Rehfus et al., 2016). Elles seraient donc a 1’origine de pertes d’efficacité du fongicide
dont I’importance est différentes d’une mutation a une autre. La résistance aux ISDHs chez P.
teres, est principalement causée par la présence de 1’une des onze mutations recensés au niveau
des génes sdh-b, sdh-c et sdh-d, jusqu’a présent (Rehfus, 2018). Ainsi, en paralléle aux tests
d’efficacité in-vitro, les mutations (B-H277Y, C-N75S, C-G79R, C-S135R et C-H134R) ont
¢été choisies et recherchées, lors de 1’analyse de la population algérienne de P. teres. La B-
H277Y, a été la premiere mutation identifiée chez des isolats résistants aux ISDH en Europe en
2012, tandis que la C-G79R est la plus fréquente en Europe a partir de 2013 (Rehfus, 2016).

L’analyse in vitro de ’efficacité d’un fongicide (fluxapyroxad) de ce groupe chimique sur
45 isolats, a permis d’évaluer la sensibilité initiale (baseline) de la population pathogene
présente dans nos champs a ce produit. Cette information sera trés précieuse lors de son
introduction ; elle permettra d’établir les doses adéquates et rationnelles aux traitements de la
maladie en Algérie. L’analyse a révélé, que presque tous les isolats étaient de méme sensibles,
exception d’un seul isolat qui avait exprimé une valeur de CEsg légérement plus élevée. Les
valeurs des CEsg obtenues durant nos tests, sont similaires a ceux de Suemoto et al. (2019) qui
ont noté un intervalle de CEsp allant de 0,009 & 0,011 pg de fluxapyroxad mL™, pour les isolats

de type sauvage et de 0,748 pug mL™ pour I’isolat mutant testé. Pour des isolats de type sauvage
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provenant de France, d’Allemagne, du Royaume uni, de Pologne, d’Hongrie et de Belgique,
Rehfus (2018) avait noté un intervalle d’CEso variant de 0,003 a 0,009 mg L™t pour le
fluxapyroxad.

L’isolat Pt157, a montré une valeur de CEso légerement plus élevée ; les ISDH n'étant
toujours pas homologués sur la culture de I'orge en Algérie, la présence d'une mutation
conférant une résistance aux ISDH chez P. teres était peu probable, toutefois I’exception
connue chez Zymoseptoria tritici (Yamashita et Fraaije, 2017 ; Steinhauer et al., 2019), nous a
amené a confirmer cette absence par une analyse supplémentaire des isolats de la collection,
moyennant le pyroséquencage. Aucune des cing mutations n’a été trouvée, notamment chez
I’isolat Pt157. En effet, une résistance naturelle au fluopyram et a I’isofétamide (appartenant a
la sous classe des SHA-SDHI), a été décrite chez plusieurs isolats de ce pathogene n’ayant
jamais été exposé a ces produits chimiques (Yamashita et Fraaije, 2017 ; Steinhauer et al.,
2019). Cette résistance spécifique aux SHA-SDHI (une sous-classe des ISDH), n’est pas
corrélée aux genes codants la succinate deshydrogénease (SDH) (Steinhauer et al., 2019). Des
analyses génétiques ont permis d’identifier le géne alt-SDHC, responsable de cette résistance.
Celui-ci code pour un paralogue de la sous-unité C de I’enzyme SDH qui n’est pas retrouvé
chez les isolats sensibles. Selon les mémes auteurs, la différence d’un seul résidu au niveau de
la protéine codée par le géne alt-SDHC, confére la résistance de type SHA-SDHI (Steinhauer
etal., 2019).

La réduction de la sensibilité chez cet isolat peut étre le résultat de plusieurs facteurs
quantitatifs. Ces derniers visent a assurer le maintien d’une faible concentration du fongicide
dans I’espace intracellulaire ; ceci étant possible grace a la mise en jeu du systeme a efflux,
ayant pour role de secréter les molécules fongiques vers 1’espace extracellulaire (Del Sorbo et
al., 2000 ; Deising et al., 2008). Le champignon peut également changer la structure de sa
membrane plasmique, afin de diminuer la perméabilité de cette derniére aux fongicides (Loffler
et al., 2000), ou encore synthétiser des enzymes impliquées dans la destruction et la
détoxification de la molécule fongicide (Ortiz-Hernandez et al., 2013 ).

Les tests in planta sous serre, ont montré que la maladie était contrélée dans tous les cas
d’inoculations par les isolats algériens, y compris celui ayant exprimé une valeur de CEsp un
peu plus éleveée lors du test d’efficacité in vitro. Le fongicide a été aussi efficace a 1’égard des
isolats témoins sensibles, contrairement a ce qui a été€ observé lors de I’inoculation des isolats

de référence porteurs de la mutation C-G79R, méme a la dose la plus élevée.
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La recherche chez tous les isolats de la collection des cing mutations du SDH connues,
conférant une résistance aux ISDHs, n’a révélé la présence d’aucune mutation. Toutefois, nous
signalons la méme défaillance des pyroséquencage, précédemment rapportés lors des travaux
de Rehfus (2018), concernant la mutation B-H277 chez les isolats Ptm. Notre incapacité a
analyser les isolats de la forme P. teres f. maculata par le protocole du pyroséquencage
actuellement adopté, peut étre expliquée par le fait que les oligonucléotides utilisés lors du
pyroséquencage ont été congus sur des séquences d'/ADN de la forme P. teres f. teres. Parmi
ses oligonucéotides, I’amorce KES 1847, utilisée pour la détection de la mutation B-H277Y,
qui s’hybride a I’ADN matrice aux positions nucléotidiques 975-990, position ou deux SNPs
ont été détectés entre les séquences de Ptt et Ptm (Rehfus, 2018).

L'absence de ces cing mutations est suffisante dans notre cas pour confirmer lI'absence de
résistance aux ISDHs en Algérie, ceci malgré 1’existence de mutations supplémentaires connues
au niveau du gene sdh-d conférant une résistance aux ISDHs (Rehfus et al., 2016), non incluses
dans notre étude. Cette affirmation se justifie par le fait qu'aucun isolat analysé, n'a montré une
valeur de CEso comparable a celles des isolats témoins mutants. De méme que, par I'absence
des mutations B-H277R et C-G79R, connues pour étre, successivement la plus ancienne et la

plus fréquente en Europe.

Dans le cas du traitement fluxapyroxad, les valeurs des CEso différaient entre Ptt et Ptm,
avec une sensibilité plus élevée de la forme P. teres f. maculata. Il est peu probable que ces
différences puissent étre causées par des variations des genes sdh. En effet la comparaison des
séquences des génes sdh-b, sdh-c et sdh-d de 2 isolats Ptt (d° Hongrie) et 4 Ptm (de différents
pays européens), a montré que les séquences étaient identiques au sein de la méme forme de la
rayure reticulée et presque identiques entre les deux formes (Rehfus et al., 2016). La difference
entre les séquences des deux formes est le résultat de la présence de SNPs ; cing SNP silencieux
dans le géne sdh-b et quatre au niveau du géne sdh-c. L’un de ces derniers, conduit a 1'acide
aminé R46 chez Ptt et a I’acide aminé K46 chez Ptm. Ce SNP a également été détecté dans les
études de veille sanitaire en 2013 et d'abord interprété a tort comme une mutation C-R46K, qui
serait liée a la résistance aux ISDHs (FRAC, 2019). Des études supplémentaires ont montré
que, C-R46K n’avait aucun lien avec la sensibilité aux ISDHs. Le séquencage de nombreux
autres isolats a montré que cette variation est plutdét un marqueur moléculaire permettant de

distinguer les deux formes (BASF, données non publiées in Lammari et al., 2020).
Cela est également vrai pour les SNP silencieux retrouvés au niveau du géene sdh-b aux
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positions 819 et 822 ; proches du codon H277, qui est la cible des tests de pyroséquencage
visant a la détection de la mutation B-H277Y (BASF, données non publiées in Lammari et al.,
2020). Des SNPs ont également été détectés dans le géne sdh-d ; I’un est silencieux, un autre

induit I’apparition de 1’acide aminé L40 ou V40, qui n'est cependant pas spécifique a la forme.

L’homologation de ce groupe de fongicides pour utilisation sur les cultures d’orge serait trés
recommandée, il pourrait étre d’une grande utilit¢ dans la lutte contre plusieurs maladies
foliaires de 1’orge y compris la rayure réticulée qui est actuellement la maladie la plus répandue
sur cette culture en Algérie (Boungab et al., 2009 ; Boungab, 2013). Toutefois, aprés leur
homologation, une surveillance permanente de la sensibilité des populations fongiques traitées

est primordiale au maintien de 1’efficacité des ISDHs.

L’approche adoptée pour I’analyse de la sensibilité aux fongicides du groupe IDMSs, n’a pas
associ¢ d’analyse génétique. Les données sur les mutations ponctuelles qui influencent la
sensibilité aux IDMs chez P. teres sont limitées (Mair et al., 2016a), les méthodes moléculaires
de détections étaient inexistantes lorsque cette étude a €té réalisée. Ainsi, nous avons associé

lors de cette étude, des tests in-vitro a un test in-planta.

Les données recueillies, révelent que la population algérienne de P. teres a exprimé une large
gamme de sensibilité aux trois fongicides du groupe chimique IDM inclus dans notre étude.
Ceci pourrait étre le résultat de I'utilisation de ces fongicides depuis plusieurs années sur les
cultures d’orge, provoquant une réduction de sensibilit¢ chez certains isolats. Une telle
situation, est en effet a I’origine d’une pression de sélection imposee par I'application excessive
des triazoles (Parker et al., 2014 ; FRAC, 2020) pour de nombreuses especes fongiques.
Cependant, les valeurs de CEso etaient toutes inférieures a celles des isolats témoins européens,
de sensibilité réduite (Shiffted isolate) ; ce qui indiquerait que la population algérienne de P.

teres serait moins adaptée.

Les valeurs des CEso que nous avons obtenues ; sont comparables & celles notées par Lopez-
Ruiz et al. (2018). Selon ces derniers, une moyenne de 0,31 mg L™ a été rapportée pour le
tebuconazole et de 0,17 mg L™ pour I’epoxiconazole, pour un ensemble de 50 isolats collectés
en Australie entre 1996 — 2013. Les résultats de 1’étude menée par Mair et al. (2016), concordent
aussi avec les notres. Les CEso notées variaient de 0,02 — 0,23 pug mL ™ pour I’epoxiconazole
(avec une moyenne de 0,11 ug mL 1) et de 0,06 — 0,34 ug mL* pour le tebuconazole (avec une

moyenne de 0,24 ug mL ™), et ce, pour des isolats Ptt sensibles collectés entre 1996 — 2012 en
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Australie. Dans une autre étude relative a des isolats Ptm, Mair et al. (2019) ont également
rapporté des valeurs de CEsxo trés semblables avec celle que nous avons obtenues et variant de
0,04 4 0,69 pg mL™ (moyenne=0,34 pg mL™t) pour le tebuconazole, de 0,02 a 0,37 pug mL*
(moyenne=0,18 pug mL1) pour époxiconazole et de 0,09 & 0,24 pg mL™* (moyenne=0,19 pg mL"
1 pour le propiconazole. Pour les deux fongicides epoxiconazole et propiconazole, Moustafa

(2017) avait noté des ICso de 0,254 et de 0,263 mg/L pour un isolat provenant d’Egypte.

Tous les fongicides testés de ce groupe, étaient plus efficaces contre Ptt que contre Ptm, avec
une signification statistique élevée dans le cas d'époxiconazole et de tébuconazole. Ces résultats
sont conformes a ceux de Campbell et Crous (2002), qui ont signalé que les isolats de la forme
P. teres f. maculata en provenance d'Afrique du Sud, présentaient une sensibilité plus faible
que ceux de la forme P. teres f. teres. Cette situation a été rapportée pour cing fongicides testés,
dont le propiconazole et le tébuconazole et a été expliquée par le fait que les deux pathogeénes
aient subi différentes voies d’évolution. Une tendance a une sensibilit¢ plus faible au
propiconazole des isolats Ptm, a également été décrite par Akhavan (2017) dans son étude
réalisée sur des isolats provenant de I'Ouest Canadien. Des études plus anciennes, réalisées par
Bendahmane et al. (1992) sur I’action in vitro de plusieurs fongicides appartenant au groupe
des triazoles (Tebuconazole, Propiconazole, Fluzilazole, Diniconazole, Cyproconazole...) et
par Sheridan et Nendick (1987) sur I’action du triadiménol et du flutriafol, ont aussi confirmé

que les isolats de forme Ptt étaient plus sensibles que ceux de forme Ptm.

Les expériences in planta (sous serre) dans le cas d'époxiconazole, ont montré que certains
isolats témoins européens avaient exprimeé des sensibilités plus réduites comparé aux isolats
algériens ; puisque I’infection causée par les deux isolats (Pt157 et Pt 142) testés était mieux
contr6lée, mais a des taux différents. Cela confirme egalement que la réduction de la sensibilité
aux IDMs en Europe est plus avancée comparé a 1’ Algérie. Une situation qui est probablement
le résultat d’une production d'orge moins intensive en Algérie, associée a une pression moins
élevée de la maladie et par conséquent, de l'utilisation moins étendue des fongicides dans les

champs algériens.

Les produits du groupe IDM ; propiconazole, tébuconazole et époxiconazole, ainsi que
I'azoxystrobine (Qol) sont couramment utilisés en Algérie pour lutter contre les maladies
foliaires des céréales y compris la rayure réticulée de l'orge. Notre étude indique une légére
réduction de sensibilité de la population pathogene a 1’égard des IDM et une sensibilité totale

aux Qol. Par conséquent, les IDM et les Qol sont toujours des outils précieux pour contréler les
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deux formes de P. teres.

Les légéres différences de sensibilité aux fongicides entre les deux formes Ptt et Ptm vis-a-
vis des différents groupe y compris les ISDHSs, pourraient étre causées par des facteurs
quantitatifs incluant ; I’assimilation, le stockage, le transport et la métabolisation de la molécule
fongicide (de Waard et al., 2006). Dans ce contexte, les études montrant qu’une résistance aux
ISDHs (non liée au site cible) préexistait dans les population de Z. tritici, méme avant
I’introduction de ces fongicides (Yamashita et Fraaiji, 2017 ; Steinhauer et al., 2019),
confirment la nécessité de la prise en considération de cette résistance, dans la conception
rationnelle des stratégies de lutte et de gestion de la résistance. En effet, mis a part des mutations
génétiques (facteur qualitatif), plusieurs mécanismes peuvent étre responsables de la perte de
sensibilité aux fongicides.

Les mécanismes a 1’origine d’une réduction de sensibilité aux fongicides ne faisant pas
intervenir les sites cibles au niveau des genes concernés, peuvent étre resumes en ; (i) la
surexpression de la cible qui diminue I’efficacité du produit ; signalée comme mécanisme de
résistance chez plusieurs champignons (Yamashita et Fraaije, 2017), (ii) la détoxification qui
fait intervenir le métabolisme fongique, afin de détoxifier les molécules fongicides en une forme
non-toxique (Ortiz-Hernandez et al., 2013 ). Ce phénomene a été rapporté sur Botrytis
cinerea vis-a-vis des hydroxyanilides (BASF, 2020) et sur Venturia inaequalis, vis-a-vis du
fongicide Qol (Krésoxim-méthyl) par le biais d’une activité estérasique (Jabs et al., 2001). (iii)
I’intervention du systéme a efflux, par surexpression des protéines de transport dont les plus
courantes chez les champignons sont les transporteurs ABC (ATP binding cassette) et les MFS

(Major Facility Superfamily) (Neysten, 2018).

Le role de ces protéines de transport dans la résistance aux fongicides, a été démontré
récemment, sur plusieurs champignons a intérét agronomique tel que B. cinerea et
Mycospharella graminicola, P. tritici-repentis et Zymoseptoria tritici (Reimann et Deising,
2004 ; de Waard et al ., 2006 ; Gutiérrez-Alonso, 2015). Dans le cas Zymoseptoria tritici,
pathogene du BIé ; la surexpression d'un transporteur ABC, seul ou en combinaison avec une
régulation positive du gene Glutathion S-transférase (GST), peut également conférer une
résistance au fluxapyroxad et une sensibilité plus faible a d'autres ISDHs (Gutiérrez-Alonso,
2015). Egalement, Fraaije et al. (2016), ont pu démontrer la contribution de la surexpression de
CYP51 et / ou de MgMfs1, qui sont une superfamille majeur de facilitateurs de transporteurs

(major facilitator superfamily = MFS) au niveau de la pompe a efflux, a I'insensibilité des
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azoles. L'implication de GST fongiques dans la résistance aux fongicides, avait été mise en

évidence chez Saccharomyces pastoranius en début des années 1970 (Tillman et al., 1973).

Sur la base des valeurs de sensibilité déterminées par les tests in vitro (microtitration), nous
pourrions conclure que les fongicides de la famille Qols (pyraclostrobine et azoxystrobine) sont
les plus efficaces, suivis par le fluxapyroxad et les IDM (époxiconazole, propiconazole,
tébuonazole). Cependant, le test in planta a montré que le fluxapyroxad était le plus efficace et
qu’il offrait le meilleur contréle de la maladie contre tous les isolats sensibles de type sauvage
(algériens et européens), méme aux doses 1/9 et 1/3 de la dose préconisée au champ. Ces
différences entre les résultats des tests in vitro et in planta (sous serre) pourraient étre liées a
I’effet de I'hote, c’est-a-dire aux interactions plante-pathogene, a la rétention, I'absorption et a
la métabolisation du fongicide sur et dans la plante. Reis et al. (2015) avait expliqué les
différences entre les résultats des tests réalisés in vitro et ceux réalisés en plein champs, par
plusieurs facteurs liés a I’hote et aux conditions climatiques. Dans notre cas, étant donné que
les tests in planta étaient réalisés dans des conditions contrdlées, seuls les effets liés a 1’hote
peuvent €tre considérés. Initialement, lors d’une application de fongicide, une quantité de ce
dernier peut rester non absorbée par la plante. Une fois le fongicide absorbé, il subit une dilution
dans les tissus foliaires et sera ensuite confronté a 1’activité détoxifiante exercée par la plante

afin d’éliminer les molécules xénobiotiques (Reis et al., 2015).

Comparées aux conditions des tests in vitro (microtitration), celles des tests in planta (sous
serre) sont beaucoup plus proche des conditions naturelles du terrain et refletent donc mieux
I'efficacité des produits fongicides dans les conditions réelles sur le terrain. Les tests in planta
sont également importants pour estimer les effets de la résistance acquise sur les performances

du produit.

Les rapports sur la sensibilité aux fongicides d'agents pathogenes des céréales en Algérie
sont rares. En effet, les études de sensibilité sur les agents pathogenes des céréales n'ont été
réalisées que pour Z. tritici (Allioui et al., 2016, Meamiche-Neddaf et al., 2017). Ces équipes
ont pu détecter une resistance aux Qols chez un faible pourcentage d'isolats, et ce, dans
plusieurs wilayas d'Algérie. Cependant, compte tenu de I'expérience européenne du
développement et de propagation de la résistance aux Qols, ces résultats montrent la nécessité

de poursuivre ce type d’investigation.
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Notre étude fournit un apercu de la situation de la sensibilité des populations de P. teres a
I’égard des classes de fongicides les plus utilisées pour le contrle de la rayure réticulée de
I’orge. Méme si la situation de la sensibilité des populations pathogénes aux Qols, ISDHs et
IDMs est, selon nos investigations, favorable, de bonnes stratégies de gestion de la résistance
sont obligatoires pour maintenir I’efficacité sur le terrain des produits fongicides a différents

modes d'action.
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V. Conclusion et recommandations



La culture d’orge est souvent confrontée a de nombreuses contraintes biotiques, en
particulier les maladies causées par des agents fongiques, qui affectent fortement les
rendements de cette derniére. Le présent travail, nous a permis de faire la lumiére sur I’une des
plus importantes maladies fongiques de 1’orge « la rayure réticulée », et ce, par 1’étude de
plusieurs aspects relatifs a la structure de la population algérienne de I’agent causal

Pyrenophora teres.

En effet, notre investigation nous a permis de constater sur le terrain, ’ampleur de
I’infestation des champs par cette maladie, qui est causée aussi bien par ; P. teres f. teres que
par P. teres f. maculata. La présence de cette derniere dans toutes les wilayas prospectées,
signifie que les deux formes pathogénes (Ptt et Ptm) sont déja bien établis, et que des mesures
de lutte doivent étre prises impérativement, afin de controler la maladie de la rayure réticulée

de I’orge et de limiter son extension.

L’identification moléculaire réalisée sur 212 isolats, a permis de dresser I’importance de
chacune des deux forme du pathogene et leur répartition géographique. Nos résultats ont
indiqué que Ptt était la forme la plus dominante en Algérie et qu’elle était répandue dans
presque toutes les wilayas étudiées, tandis que la forme Ptm était rencontrée moins
fréquemment. La comparaison entre les deux méthodes d’identification utilisées, nous a permis
de conclure que I’identification symptomatologique était moins précise que I’identification
moléculaire et qu’elle pourrait parfois conduire a des résultats non-concluants. Cette étude est
la premiére caractérisation moléculaire de la population algérienne de P. teres dans le but de
distinguer les deux formes de 1’agent pathogeéne. Une identification correcte des agents causaux
des maladies des plantes est primordiale, pour tout programme de gestion basé sur la sélection
variétale et/ou le contrdle chimique. Les élaborateurs des programmes de lutte, doivent
impérativement avoir connaissance de la présence/répartition des deux formes de la rayure
réticulée a travers les champs d'orge en Algérie, afin de pouvoir déployer correctement les

variétés résistantes et de choisir les solutions de lutte chimique appropriées.

La caractérisation culturale de 50 isolats (38 Ptt et 12 Ptm) repréesentatifs de la collection,
nous a permis de distinguer la présence de quatre couleurs différentes de colonies et de grouper
les isolats étudiés en trois morphotypes, se distinguant par la texture de leur mycélium. 1l a été
ensuite constaté que ce classement, ainsi que les autres caractéres examinés (corémies,
agrégations myceéliennes, contour des colonies, diffusion de pigmentation), n’étaient pas

associés a ’origine géographique des isolats et ne permettaient pas de différencier les deux
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formes Ptt et Ptm.

Par ailleurs, I’agressivité de ces isolats, a été¢ évaluée a travers certains de ses traits
élémentaires de nature quantitative ; a savoir le taux de sporulation in-vitro et la sevérité de la
maladie. Le taux de la croissance mycélienne qui est un parametre facilement mesurable de la
fitness du pathogéne, a été également inclus dans cette évaluation. Les résultats obtenus ont mis
en évidence une importante variabilité entre les isolats. La sevérité de la maladie notée suite a
I’inoculation des 45 isolats de P. teres a la variété sensible (Saida), nous a permis de distinguer
des degrés d’attaque variables avec une prédominance des isolats notés comme étant trés
agressifs. Tous les isolats inoculés, ont pu provoquer des symptémes typiques de la rayure

réticulée, et ce, pour chacune des deux formes.

Concernant la croissance myceélienne, ainsi que le pouvoir de sporulation, la comparaison
entre les isolats étudiés a confirmé la présence d’une variabilité trés importante entre ces
derniers. Les résultats ont aussi mis la lumiére sur le fait que les isolats de la forme Ptt
exprimaient une croissance mycélienne et un pouvoir de sporulation, plus importants comparés

aux isolats de la forme Ptm.

Enfin, la sensibilité de la population algérienne de P. teres aux trois groupes de fongicides :
Qols, ISDHs et IDMs a été évaluée. L’approche poursuivie a comporté une recherche des
mutations conférant la résistance aux Qols et aux ISDHSs par la technique du pyroséquencage,
des tests de sensibilité in-vitro par microtitration sur plaques et des tests de sensibilité in- planta
en conditions controlees. Les résultats obtenus ont montré, qu’aucune mutation conférant une
résistance aux Qols ou aux ISDHSs n'a été identifiée et que le pyraclostrobine et I'azoxystrobine
étaient les plus efficaces in vitro, tandis que le fluxapyroxad a montré la meilleure inhibition de
la maladie in planta. Les valeurs des CEso exprimées par chacune des formes (Ptt et Ptm) n'ont
pas montré de différences significatives pour les deux traitements Qols et du propiconazole.
Cependant, dans le cas des traitements de fluxapyroxad, d'époxiconazole et de tébuconazole,

des différences significatives entre les deux formes, ont été remarquees.

Par conséquent, et a la lumiére des résultats de notre étude, afférente a la maladie de la rayure
réticulée de 1’orge ainsi que son agent causal Pyrenophora teres et des données déja existantes,

I’installation d’une stratégie de lutte efficace nous semble primordiale.

La présence confirmée des deux formes, du pathogéne dans plusieurs wilayas, implique plus

d’efforts dans la lutte contre la maladie, en raison de la réaction différentielle de 1’h6te aux deux
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formes, ainsi que de ’efficacité différentielle des fongicides, telle démontrée a travers les
résultats de nos essais in vitro. Les programmes de sélection variétale, ainsi que 1’application
des traitements fongicides, devraient donc impeérativement tenir compte de la forme pathogéne

(Ptt/Ptm) présente ou prévalent dans le site a traité.

Par ailleurs, les données recueillies au sujet de 1’état des lieux de 1’efficacité des différents
fongicides testés, représentent un outil trés utile. En absence de sources de résistances, la
stratégie de lutte a poursuivre devrait assurer 1’efficacité la plus durable possible, des fongicides
appartenant aux groupes chimiques des Qols et IDMs, déja présents sur le marché algeérien,
alors que I’introduction et I’homologation des ISDHS serait intéressante. L’association de la
lutte chimique aux autres méthodes telles que : les méthodes génétiques, biologiques et

alternatives reste indispensable, afin d’assurer une lutte intégrée durable et efficace.

Concernant la lutte chimique, nous proposons une stratégie de lutte associée a une gestion
anti-résistance, qui est principalement basée sur la réduction de la pression de sélection du
pathogene, permettant d’éviter ou de retarder I'apparition d'une résistance dans les populations
de P. teres. Pour cela, les bonnes pratiques agricoles conduisant a une pression de la maladie
moindre telles que : I’utilisation de variétés d'orge plus résistantes, 1’élimination des débris de
cultures précédemment infectées, la rotation des cultures, le contr6le des adventices considerés
comme hotes intermédiaires, la gestion de I'azote (afin d’éviter une végétation excessive des
plantes), ainsi que I’utilisation des semences propres préalablement testées et traitées, sont des

actions qui doivent étre mises en ceuvre en association avec la lutte chimique.

La surveillance continue de la sensibilité des populations pathogenes et le respect des
mesures anti-résistances, sont indispensables a la réussite de tout traitement fongicide. Ainsi, la
limitation du nombre de pulvérisations de fongicides d’'un méme groupe, est fortement
recommandée, afin de retarder I'accumulation des individus résistants dans la population
pathogéne. Selon le comité FRAC, le fractionnement des doses recommandées et leur
application en plusieurs fois, exerce une pression de sélection continue sur la population
pathogéne et favorisent ainsi le développement de populations résistantes. C’est pourquoi, il est
indispensable d’appliquer les fongicides selon les recommandations du fabricant (doses

préconisées, intervalle d’application et stade de croissance indiqué).

Par ailleurs, 'utilisation de mélanges de fongicides aide a retarder la sélection des individus

résistants et pourrait s’averer aussi étre un autre outil trés pertinent dans la stratégie proposée.
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L'alternance entre les différents modes d'actions, est également considérée comme une gestion
trés efficace contre la résistance aux fongicides. A cet effet, et en se basant principalement sur
les recommandations du comité FRAC, pour l'utilisation des Qols, ISDHs et des IDMs sur les
céréales, nous recommandons de toujours appliquer les fongicides a risque élevé ou moyen de
résistance, tel que les Qols et les ISDHSs, en mélange avec d’autres fongicides a mode d’action
différent (Ex : IDMs, fongicide multi-sites). Ceci est applicable pour contrdler la rayure

réticulée de I’orge et les maladies foliaires des céréales en général.

Les mélanges en réservoir (en cuve) peuvent fournir une certaine flexibilité. Toutefois, la
conception d’une combinaison idéale dans le cadre de la réglementation, nécessite plusieurs
conditions. Celles-ci sont, les connaissances approfondies concernant la compatibilité des
mélanges, leur autorisation, 1’ordre d’introduction des produits selon leur formulation, ainsi que
leurs modes d’actions. Ainsi, nous recommandant 1’utilisation des co-formulations proposées
par les fabricants, ayant déja sélectionné les ingrédients, le rapport des mélanges et les dose les

mieux adaptés a I'emploi.

En cas d’absence de résistances, comme le montre nos resultats dans la population pathogene
étudiée, les mélanges entre des composantes a risque élevé (ex : Qol), ou entre une composante
a risque élevé et une composante a risque moyen (ex : IDMs), peuvent étre utilisés en raison de
leur trés grande efficacité. Cependant, ces mélanges devront étre abandonnés si la résistance a
I'un ou aux deux composants devait apparaitre. En effet, les recommandations de FRAC,
déconseillent I’emploi de ces mélanges dans le cadre d’une stratégie de lutte contre les

résistances aux fongicides, en présence d’une résistance.

L’application des produits fongicides contre la rayure réticulée de I’orge en lutte préventive,
ou & un stade précoce de la maladie (en début d’attaques), est toujours préférable et peut aboutir
a un bon contréle de la maladie dés son déclenchement. De plus, un timing optimal est un
moyen efficace pour la gestion de la résistance aux fongicides. Ceci est important, en raison du
fait que la taille de la population d’un agent pathogéne est plus réduite au début de la maladie,
que lorsqu'elle est déja bien établie sur le terrain ; la pression de sélection serait donc reduite
lorsque des applications préventives sont utilisées. Pour les Qol et les ISDH, il est recommandé
de limiter le nombre de pulvérisations de fongicides d’un méme groupe (exprimant une
résistance croisée entre eux), a un maximum de deux pulvérisations par culture. De méme,
I'application répétée de IDMs seuls ne doit pas étre réalisée sur la méme culture au cours d'une

méme saison et contre des agents pathogénes a risque, tel que la rayure réticulée de l'orge.
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En s’appuyant sur les résultats de nos tests in vitro et in planta, nous pouvons confirmer
I’excellente efficacité de 1’azoxystrobine et de la pyraclostrobine testés dans la lutte contre la
rayure réticulée de 1’orge. Concernant le fluxapyroxad, ce fongicide a montré d’excellents
résultats in vitro et les meilleurs in planta, ou il offrait le meilleur contréle de la maladie contre
tous les isolats sensibles de type sauvage, méme aux doses 1/9 et 1/3 de la dose préconisée au
champ.

Les données recueillies pour les produits du groupe chimique des IDMs, révelent que la
population algérienne de P. teres a exprimé in vitro, une large gamme de sensibilité aux trois
fongicides inclus dans notre étude. Ce qui montre une réduction de sensibilité chez certains
isolats ; plus particulierement chez les isolats de la forme Ptm. Ces derniers, se sont montrés
beaucoup moins sensibles dans les cas des traitements tebuconazole et epoxiconazole, un fait,
qui devrait étre prise en considération dans 1’¢laboration de programmes de lutte chimique dans

le futur.

Enfin, et en se basant sur ce qui a été précédemment conclu, nous recommandons
I’homologation des produits a base de fluxapyroxad et de pyraclostrobine dans la lutte contre
la rayure réticulée de 1’orge en Algérie. Leur introduction permettra un meilleur contréle de la
rayure réticulée. De méme que d’autres tests d’efficacité réalisés vis-a-vis des autres pathogenes

de la culture d’orge, nous semble d’intérét dans le futur.

En ce qui concerne, 1’azoxystrobine, nous avons constaté que cette molécule est beaucoup
moins présente que les IDMs dans la lutte contre la rayure réticulée de I’orge en Algérie (Index
phytosanitaire, 2017), et ce, malgré son efficacité meilleure comparant a ces derniers. A cet
effet, nous recommandons 1’homologation d’autres produits a base d’azoxystrobine, pour la

lutte contre la rayure réticulée de I’orge.

Vu la réduction de sensibilité qui a été remarquée chez certains de nos isolats a 1’égard des
IDMs, leur utilisation seul favoriserait encore cette réduction de sensibilité et doit étre évitée.
Ainsi, nous préconisant de toujours les utilisé en mélanges avec un produit Qol et/ou un ISDH.
L’utilisation des mélanges a base de Qol, ISDH, ainsi que I’association de I’un de ces deux
groupes avec un IDM est fortement recommandé, afin d’assurer une meilleure et plus durable

efficacité de ces trois groupes chimiques.

Etant donné que, les données afférentes aux mutations ponctuelles influencant la sensibilité

aux IDMs chez P. teres sont maintenant disponibles, une étude moléculaires des isolats ayant
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montré des sensibilités réduites aux trois fongicides IDM testés s’impose. Il serait aussi tres
intéressant d’étudier 1’influence des autres mécanismes (non liés aux mutations ponctuelles)

induisant des résistances aux fongicides, chez P. teres.

Malgré les importants dégats causés par la rayure réticulée de 1’orge, les études portant sur
les différents aspects de la maladie (épidémiologie, diagnostic, surveillance, lutte, incidence et
répartition) et sur la caractérisation de son agent causal P. teres, restent insuffisantes en Algeérie.
Elles doivent étre entreprises plus souvent et d’une maniére plus étendue touchant la totalité

des zones céréaliéres.

Egalement, les études de sensibilité aux fongicides, ainsi que la surveillance continue des
résistances, semblent étre négligées et devraient avoir plus d’attention dans les études liées a la
protection des cultures en Algérie. Ces pratiques devraient aussi s’étendre également aux autres
agents pathogénes des céréales en Algérie. Ceci permettrait d’avoir une meilleure
compréhension de la situation globale actuelle, et d’optimiser ainsi des programmes de lutte
contre les maladies fongiques, en assurant une durabilité de I’efficacité des groupes chimiques

utilisés.
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1. Composition et préparation des milieux de culture utilises
Milieu PDA (Potatoes Dextrose Agar)

Pomme de terre................ooooeiiis 200g.
Glucose......oovvviiiiiiiiiiii, 20g

AT . i 20g

Eau distillée..............cooeiiiiiin.n. gsp 1000 ml

Autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

Milieu YBA (Yeast Bacto Acetate) doublement concentré

Extraitde levure....................ooeeee. 20g
Bacto Peptone.............ccoooiiin, 20g
Acétate de sodium........................... 409
Eau distillée.............ccoovviiiiiiiiini, gsp 1000 ml

Autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

MilieuV8-PDA : Pomme de terre 200 ¢

Glucose ...c.ovviviiiiii 20g

AGar. .o 20g

CaCO3. 3g

Jus V8 L 150 ml

Eaudistillée ............ccooeviiiiiiinn, gsp 1000 ml (=850 ml).

Autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

Préparation du Jus V8 :

v" 1 cuillére a soupe d’huile d’olive
1 cuillére a soupe de miel

5 tomates de grand calibre

Y oignon

2 gousses d’ail

1 betterave hachée

1 carotte

2 petits concombres hachés

NN N N R N NN

Y4 verre de Persil haché le tout mixé a ’aide d’un mixeur.
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Milieu POA (Peanut Oat Agar)

Extrait de feuille d'arachide................ 50g
Flocons d'avoine.................ccoeeennnnen. I5¢g
AaT. . e, 20g
Eau. ..o 500 ml

Autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

Coulé en raison de 15mL par boite de Petri (une couche fine de milieu)

Milieu inoculation de P. teres

Extraitde malt ............................ 25¢g
Gélatine ........coooveviiiiiiii 25¢g
Eau......oooooiii gsp 1000 ml

Gélatine est dissoute dans de 1’eau chaude.

2. Tableaux annexes
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2. 1. Collection des isolats P. teres constituée durant la saison agricole 2015/2016

Tableau : Codes des 212 isolats utilisés, leurs origines, année d’isolement et forme de P. teres
(Ptt ou Ptm) détectée par PCRs.

Codes Wilayas Localités Année * Forme de

d’isolats d’isolement P. teres
1 Pt1l Alger Oued Semar (Champ 1) 2015 NFNB
2 Pt2 Alger Oued Semar (Champ 1) 2015 NENB
3 Pt3 Alger Oued Semar (Champ 1) 2015 NFNB
4 Pt4 Alger Oued Semar (Champ 1) 2015 NENB
5 Pt5 Alger Oued Semar (Champ 1) 2015 NENB
6 Pt6 Alger Oued Semar (Champ 2) 2015 NFNB
7 Pt7 Alger Oued Semar (Champ 2) 2015 NFNB
8 Pt8 Alger Oued Semar (Champ 2) 2015 NENB
9 Pt9 Alger Oued Semar (Champ 2) 2015 NENB
10 Pt10 Alger Oued Semar (Champ 2) 2015 NFNB
11 Pt 11 Alger Oued Semar (Champ 3) 2015 NFNB
12 Pt12 Alger Oued Semar (Champ 3) 2015 NFNB
13 Pt13 Alger Oued Semar (Champ 3) 2015 NENB
14 Pt14 Alger Oued Semar (Champ 3) 2015 NFNB
15 Pt15 Alger Oued Semar (Champ 4) 2015 NFNB
16 Pt215 Alger Oued Semar (Champ 4) 2015 NFNB
17 Pt216 Alger Oued Semar (Champ 4) 2015 NFNB
18 Pt16 Alger CNCC (Lot de grains 1) 2016 NENB
19 Pt17 Alger CNCC (Lot de grains 1) 2016 NENB
20 Pt18 Alger CNCC (Lot de grains 1) 2016 NENB
21 Pt19 Alger CNCC (Lot de grains 1) 2016 NENB
22 Pt20 Alger CNCC (Lot de grains 2) 2016 NENB
23 Pt21 Alger CNCC (Lot de grains 2) 2016 NENB
24 Pt22 Alger CNCC (Lot de grains 2) 2016 NENB
25 Pt23 Alger Oued Semar (Champ 5) 2015 NFNB
26 Pt24 Alger Oued Semar (Champ 5) 2015 NFNB
27 Pt25 Alger Oued Semar (Champ 5) 2015 NFNB
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28

Pt26

Alger Oued Semar (Champ 5) 2015 NFNB
29 Pt27 Alger Oued Semar (Champ 5) 2015 NFNB
30 Pt28 Alger Oued Semar (Champ 5) 2015 NFNB
31 Pt29 Alger Oued Semar (Champ 5) 2016 NFNB
32 Pt30 Alger ENSA (Genotype 1) 2016 NFNB
33 Pt31 Alger ENSA (Genotype 1) 2016 NFNB
34 Pt32 Alger ENSA (Genotype 1) 2016 NFNB
35 Pt33 Alger ENSA (Genotype 2) 2016 NFNB
36 Pt34 Alger ENSA (Genotype 2) 2016 NFNB
37 Pt35 Alger ENSA (Genotype 2) 2016 NFNB
38 Pt36 Alger ENSA (Genotype 3) 2016 NFNB
39 Pt37 Alger ENSA (Genotype 3) 2016 SFNB
40 Pt38 Alger ENSA (Genotype 3) 2016 SEFNB
41 Pt39 Alger ENSA (Genotype 3) 2016 SFNB
42 Pt40 Alger ENSA (Genotype 4) 2016 NFNB
43 Pt41 Alger ENSA (Genotype 4) 2016 NFNB
44 Pt42 Alger ENSA (Genotype 5) 2016 SFNB
45 Pt43 Alger ENSA (Genotype 5) 2016 SFNB
46 Pt44 Alger ENSA (Genotype 6) 2016 NFNB
47 Pt45 Alger ENSA (Genotype 6) 2016 NFNB
48 Pt230 Alger ENSA (Genotype 6) 2016 NFNB
49 Pt46 Alger ENSA (Genotype 7) 2016 SFNB
50 Pt47 Alger ENSA (Genotype 7) 2016 SFNB
51 Pt48 Alger ENSA (Genotype 7) 2016 SFNB
52 Pt49 Alger ENSA (Genotype 8) 2016 SFNB
53 Pt50 Alger ENSA (Genotype 8) 2016 SFNB
54 Pt51 Alger ENSA (Genotype 9) 2016 NFNB
55 Pt52 Alger ENSA (Genotype 9) 2016 NENB
56 Pt53 Alger ENSA (Genotype 9) 2016 NENB
57 Pt54 Alger ENSA (Genotype 9) 2016 NFNB
58 Pt188 Alger ENSA 2017 NFNB
59 Pt189 Alger ENSA 2017 NFNB
60 Pt190 Alger ENSA 2017 NFNB
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61

Pt191

ENSA

Alger 2017 NFNB
62 Pt192 Alger ENSA 2017 SFNB
63 Pt55 Alger Bouchaoui 2016 NFENB
64 Pt56 Alger Bouchaoui 2016 NFENB
65 Pt58 Alger Bouchaoui 2016 NFENB
66 Pt59 Alger Bouchaoui 2016 NFENB
67 Pt222 Alger Bouchaoui 2016 NFENB
68 Pt223 Alger Bouchaoui 2016 NFNB
69 Pt60 Béjaia Oued Ghir 2016 NFNB
70 Pt61 Bejaia Oued Ghir 2016 NENB
71 Pt62 Béjaia Oued Ghir 2016 NFNB
72 Pt63 Béjaia Oued Ghir 2016 NFNB
73 P64 Béjaia INRAA 2016 NENB
74 Pt65 Béjaia INRAA 2016 NENB
75 Pt66 Béjaia Ifnayen (Champ 1) 2016 NFNB
76 Pt67 Bejaia Ifnayen (Champ 1) 2016 NENB
77 Pt68 Bejaia Ifnayen (Champ 1) 2016 NENB
78 Pt69 Béjaia Ifnayen (Champ 2) 2016 NFNB
79 Pt70 Bejaia Ifnayen (Champ 2) 2016 NENB
80 Pt71 Bejaia Ifnayen (Champ 2) 2016 NENB
81 Pt73 Béjaia Ifnayen (Champ 3) 2016 NENB
82 Pt74 Bejaia Ifnayen (Champ 3) 2016 NENB
83 Pt75 Bejaia Ifnayen (Champ 4) 2016 NENB
84 Pt76 Béjaia Ifnayen (Champ 4) 2016 NFNB
85 Pt77 Béjaia Ifnayen (Champ 5) 2016 SENB
86 Pt78 Béjaia Ifnayen (Champ 5) 2016 SENB
87 Pt79 Béjaia Ifnayen (Champ 5) 2016 SENB
88 Pt203 Béjaia INRAA 2016 NENB
89 Pt204 Béjaia INRAA 2016 NENB
90 Pt205 Béjaia INRAA 2016 NENB
91 Pt80 Bouira Sour El Ghozlane 2016 NENB

(Champl)

92 Pt81 Bouira Sour El Ghozlane 2016 NFENB
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(Champl)

93

Pt82

Bouira

Sour El Ghozlane

2016 NFNB
(Champl)
94 Pt83 Bouira Sour El Ghozlane 2016 SENB
(Champ?2)
95 Pt84 Bouira Sour El Ghozlane 2016 SENB
(Champ?2)
96 Pt85 Bouira Sour El Ghozlane 2016 SENB
(Champ?2)
97 Pt86 Bouira Houachria 2016 SENB
98 Pt87 Bouira Houachria 2016 SENB
99 Pt88 Bouira Houachria 2016 SENB
100 Pt90 Bouira AinBessem 2016 SENB
101 Pt91 Bouira AinBessem 2016 SENB
102 Pt217 Bouira Sidi Khelifa 2016 NFNB
103 Pt218 Bouira Sidi Khelifa 2016 NFNB
104 Pt219 Bouira Sidi Khelifa 2016 NFNB
105 Pt92 Boumerdes Zemmouri (Champ 1) 2016 NENB
106 Pt94 Boumerdes Zemmouri (Champ 1) 2016 NENB
107 Pt95 Boumerdes Zemmouri (Champ 2) 2016 NENB
108 Pt96 Boumerdes Zemmouri (Champ 2) 2016 NENB
109 Pt97 Boumerdes Zemmouri (Champ 3) 2016 NENB
110 Pt98 Boumerdes Zemmouri (Champ 3) 2016 NENB
111 Pt99 Boumerdes Zemmouri (Champ 3) 2016 NENB
112 Pt100 Boumerdes Isser-Teliss 2016 NFNB
113 Pt102 Boumerdes Isser-Teliss 2016 SENB
114 Pt103 Boumerdes Isser-Teliss 2016 SENB
115 Pt104 Boumerdes Isser-Bouchakour 2016 SENB
116 Pt105 Boumerdes Isser-Bouchakour 2016 SENB
117 Pt106 Boumerdes Isser-Bouchakour 2016 SENB
118 Pt107 Boumerdes Theénia 2016 NENB
119 Pt108 Boumerdes Thénia 2016 NFNB
120 Pt110 Boumerdes Thénia 2016 NFNB
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121

Pt111

Boumerdés

Corso

2016 NFNB
122 Pt112 Boumerdes Corso 2016 NFNB
123 Pt113 Boumerdes Cap Djinet 2016 SENB
124 Pt114 Boumerdes Cap Djinet 2016 SENB
125 Pt115 Boumerdes Cap Djinet 2016 SENB
126 Pt116 Boumerdes Cap Djinet 2016 SENB
127 Ptll7 Tizi Ouzou Draa El Mizan 2016 NFNB
128 Pt118 Tizi Ouzou Draa El Mizan 2016 NENB
129 Pt119 Tizi Ouzou Draa El Mizan 2016 NENB
130 Pt121 Tizi Ouzou Draa El Mizan 2016 NFNB
131 Pt122 Tizi Ouzou Draa El Mizan 2016 NENB
132 Pt123 Tizi Ouzou Draa El Mizan 2016 NENB
133 Pt126 Tizi Ouzou Assi Youcef (Champ 2) 2016 NENB
134 Pt129 Tizi Ouzou Assi Youcef (Champ 2) 2016 NENB
135 Pt130 Tizi Ouzou Assi Youcef (Champ 3) 2016 NENB
136 Pt131 Tizi Ouzou Assi Youcef (Champ 3) 2016 NENB
137 Pt132 Sétif Ksar El Abtal (Champ 1) 2016 NENB
138 Pt133 Sétif Ksar El Abtal(Champ 1) 2016 NENB
139 Pt135 Sétif Ksar EI Abtal (Champ 1) 2016 NENB
140 Pt136 Sétif Ksar El Abtal (Champ 1) 2016 NENB
141 Pt137 Sétif Ksar El Abtal (Champ 2) 2016 NENB
142 Pt138 Sétif Ksar El Abtal (Champ 2) 2016 NENB
143 Pt139 Sétif CNCC (cv.Saida) 2016 NENB
144 Pt140 Sétif CNCC (cv.Saida) 2016 NENB
145 Pt141 Sétif CNCC (cv.Saida) 2016 NENB
146 Pt142 Sétif CNCC (cv.Tichedrett) 2016 NENB
147 Pt143 Sétif Dréa El Miad 2016 NENB
148 Pt144 Sétif Dréa El Miad 2016 NENB
149 Pt231 Sétif Ain Oulmene 2016 SENB
150 Pt232 Sétif Ain Oulmene 2016 SENB
151 Pt233 Sétif CNCC (cv.Tichedrett) 2016 NENB
152 Pt227 Sétif Draa El Miaad 2016 NENB
153 Pt228 Sétif Kasr el abtal (Champ 2) 2016 NFENB
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154

Pt145

Tipaza

Garman

2016 NFNB
155 Pt146 Tipaza Garman 2016 NFNB
156 Pt147 Tipaza Garman 2016 NFNB
157 Pt148 Tipaza Sidi Rached 2016 NFENB
158 Pt149 Tipaza Sidi Rached 2016 NFNB
159 Pt150 Tipaza Oued Bourkika 2016 NENB
160 Pt151 Tipaza Oued Bourkika 2016 NFNB
161 Pt152 Tipaza Hadjout 2016 SENB
162 Pt153 Tipaza Hadjout 2016 SENB
163 Pt154 Tipaza Ahmar EI Ain 2016 SENB
164 Pt206 Tipaza Ahmar El Ain 2016 SENB
165 Pt208 Tipaza German 2016 NFNB
166 Pt209 Tipaza Oued Bourkika 2016 NENB
167 Pt155 Ain Defla Bni Meghenem 2016 NFNB
168 Pt157 Ain Defla Bni Meghenem 2016 NENB
169 Pt158 Ain Defla Bni Meghenem 2016 NFNB
170 Pt159 Ain Defla Mekhatria (Champ 1) 2016 NFNB
171 Pt160 Ain Defla Mekhatria (Champ 1) 2016 NENB
172 Pt161 Ain Defla Mekhatria (Champ 2) 2016 SENB
173 Pt162 Ain Defla Mekhatria (Champ 2) 2016 SENB
174 Pt224 Ain Defla Mekhatria (Champ 2) 2016 SENB
175 Pt225 Ain Defla Mekhatria (Champ 2) 2016 SENB
176 Pt163 Blida Amroussa 2016 SENB
177 Pt164 Blida Amroussa 2016 SENB
178 Pt165 Blida Faculty of biology 2016 NENB
179 Pt166 Blida Faculty of biology 2016 NENB
180 Pt226 Blida Faculty of biology 2016 NFNB
181 Pt167 Constantine El Khroub (V.Saida 183) 2016 NENB
182 Pt168 Constantine El Khroub (V.Saida 183) 2016 NENB
183 Pt169 Constantine El Khroub (V.Saida 183) 2016 NFNB
184 Pt170 Constantine El Khroub (V. Hamra) 2016 NENB
185 Pt171 Constantine El Khroub (V. Hamra) 2016 NENB
186 Ptl72 Constantine El Khroub (V. Hamra) 2016 NFNB
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187

Pt175

Ain-Témouchent

Ain-Témouchent

2016 NFNB
188 Ptl76 | Ain-Témouchent Ain-Témouchent 2016 NFNB
189 Ptl77 | Ain-Témouchent Ain-Témouchent 2016 NFNB
190 Pt178 Tlemcen Tlemcen (Wheat) 2016 NFENB
191 Pt179 Tlemcen Tlemcen (Wheat) 2016 NENB
192 Pt180 Tlemcen Tlemcen (Wheat) 2016 NENB
193 Pt181 Tlemcen Tlemcen (Wheat) 2016 NFENB
194 Pt182 Tlemcen Tlemcen (Wheat) 2016 NENB
195 Pt183 Tlemcen Tlemcen (Wheat) 2016 NENB
196 Pt184 Sidi-Bel-Abbes Sidi-Bel-Abbes 2016 NENB
197 Pt185 Sidi-Bel-Abbes Sidi-Bel-Abbes 2016 NENB
198 Pt186 Sidi-Bel-Abbes Sidi-Bel-Abbes 2016 NENB
199 Pt187 Sidi-Bel-Abbes Sidi-Bel-Abbes 2016 NENB
200 Pt193 Biskra Biskra 2016 NFNB
201 Pt195 Médéa Berrouaghia 2016 NFNB
202 Pt196 Médéa Berrouaghia 2016 NENB
203 Pt197 Médéa Berrouaghia 2016 NENB
204 Pt198 Médéa Ain EI Melh 2016 NENB
205 Pt199 Médéa Ain El Melh 2016 NENB
206 Pt200 Médéa Ain El Melh 2016 NENB
207 Pt201 Médéa Ain EI Melh 2016 NENB
208 Pt210 Tiaret Hamadia 2016 NENB
209 Pt211 Tiaret Hamadia 2016 NFNB
210 Pt212 Tiaret Hamadia 2016 NFNB
211 Ptl74 | Oum El-Bouaghi Oum El-Bouaghi 2016 NENB
212 Pt221 | Oum El-Bouaghi Oum El-Bouaghi 2016 SFNB

* NFNB = Net Form of Net Blotch, SFNB = Spot Form of Net Blotch

2. 2. Isolats de P. teres pour lesquels la variabilité morphologique, le pouvoir pathogene,
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et la sensibilité aux fongicides ont été évalués

Tableau : Codes et formes des isolats utilisés lors des tests fongicides, test de croissance, test

d’agressivité et test de pouvoir de sporulation.

Isolats Forme Test de Test Pouvoir de Test
croissance d’agressivité | sporulation | Fongicides
mycélienne

Pt33 Ptt + + + +
Pt129 Ptt + + + +
Pt66 Ptt + + + +
Pt80 Ptt + + + +
Pt117 Ptt + + + +
Pt152 Ptm + + + +
Pt166 Ptt + + + +
Pt74 Ptt + + + +
Pt63 Ptt + + + +
Pt87 Ptm + + + +
Pt115 Ptm + + + +
Pt172 Ptt + + + +
Pt38 Ptm + + + +
Pt104 Ptm + - - -

Pt181 Ptt + + + +
Pt135 Ptt + + + +
Pt58 Ptt + - - +
Pt162 Ptm + + + +
Pt102 Ptm + + + +
Pt169 Ptt + + + +
Pt176 Ptt + + + +
Pt142 Ptt + + + +
Pt164 Ptm + + + -

Pt145 Ptt + + + -

Pt97 Ptt + + + +
Pt112 Ptt + - - +
Pt154 Ptm + + + +
Pt148 Ptt + + + +
Pt123 Ptt + + + +
Pt79 Ptm + + + +
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Pt215 Ptt + + + -
Pt199 Ptt + + + -
Pt195 Ptt + - - +
Pt185 Ptt + + + +
Pt209 Ptt + + + +
Pt91 Ptm + + + +
Pt64 Ptt + + + +
Pt108 Ptt + + + +
Pt232 Ptm + + + -
Pt143 Ptt + + + +
Pt21 Ptt + + + +
Pt107 Ptt + + + -
Pt125 Ptt + + + +
Pt228 Ptt + + + +
Pt217 Ptt + + + +
Pt92 Ptt + + + -
Pt157 Ptt + + + +
Pt01 Ptt + + + +
Pt192 Ptm - - - +
Pt137 Ptt + + + -
Pt174 Ptt + - - -
Pt196 Ptt - - - +
Pt61 Ptt - - - +
Pt119 Ptt - - - +
Pt90 Ptm - - - +
totale 50 totale 45 totale 45 totale 45

*(+) Isolat testé, (-) Isolat non test

2. 3. Résultats du test de pouvoir de sporulation
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Tableau : Codes, formes des isolats utilisés, nombre de spores/10ul (moyenne + écart type) et
nombre de spores/ml/mm? obtenues pour chacun des 45 isolats testés.

Isolats | Forme | Moyenne Moyenne Isolats | Forme | Moyenne Moyenne
(spores/10ul) | spores/ml/mm? (spores/10pul) | spores/ml/mm?
+ET +ET

Pt145 Ptt 39,11+ 23,71 | 138 Pt199 Ptt 19,56+4,50 69

Pt123 Ptt 23,56+12,80 | 83 Pt117 Ptt 14,00+6,49 50

Pt176 Ptt 55,22+25,48 | 195 Pt63 Ptt 19,22+9,14 68

Pt154 Ptm 28,89+12,27 102 Pt66 Ptt 16,45+8,01 58

Pt169 Ptt 33,11+2,50 117 Pt129 Ptt 45,56+24,78 | 161

Pt91 Ptm 31,00+2,18 110 Pt157 Ptt 22,34+5,51 79

Pt64 Ptt 111,56+0,77 | 395 Pt38 Ptm 29,56+6,73 105

Pt185 Ptt 2,00+0,88 7 Pt74 Ptt 31,22+13,24 | 110

Pt108 Ptt 03,78+4,14 332 Pt181 Ptt 38,11+18,17 | 135

Pt164 Ptm 42,89+31,86 | 152 Pt166 Ptt 31,0045,93 110

Pt215 Ptt 19,56+17,72 | 69 Pt135 Ptt 18,67+10,14 | 66

Pt142 Ptt 147,66+70,60 | 523 Pt172 Ptt 49,78+41,29 | 176

Pt79 Ptm 2,00+1,33 7 Pt33 Ptt 34,67£22,43 | 123

P1148 Ptt 168,45+51,30 | 596 Pt115 Ptm 9,22+6,74 33

Pt209 Ptt 0,67+0,88 2 Pt80 Ptt 14,55+11,71 | 51

Pt232 Ptm 3,56+1,02 13 Pt87 Ptm 0,55+0,69 2

Pt97 Ptt 60,55+21,15 | 214 Pt162 Ptm 4,45+2,04 16

Pt107 Ptt 82,11+40,31 | 291 Pt102 Ptm 3,89+1,71 14

Pt143 Ptt 52,11+12,34 | 184 Pt01 Ptt 15,55+0,19 55

Pt228 | Pit 60,66+23,80 | 215 Pt92 Ptt 38,33+12,49 | 136

Pt217 Ptt 12,33+4,62 44 Pt152 Ptm 7,44+3,98 26

Pt125 | Ptt 49,78+5,98 176 Pt137 | Ptt 19,89+8,92 70

Pt21 Ptt 40,45%2,27 143

2. 4. Résultats du test d’agressivité
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Tableau : Wilayas, codes, formes des isolats utilisés et degrés d’attaque obtenue pour chacun
des 45 isolats Algériens testés.

Forme « P. t. teres »

Forme « P. t. teres »

Forme « P. t. maculata »

o = | 5 = | s s

a 5 | o 5 | O &
< < <

Tipaza Pt209 | 6,89 Constantine Pt169 | 9,22 | Sétif Pt232 | 3,56

Bouira Pt217 | 7,33 | Alger Pt215 | 9,22 Bouira Pt87 | 3,67

Béjaia Pt66 | 7,78 | Boumerdés Pt117 | 9,22 | Alger Pt38 | 6,78

Setif Pt142 | 8,11 | Boumerdés Pt107 | 9,33 | Boumerdés | Pt102 | 6,78

Setif Pt228 | 8,33 | Setif Pt137 | 9,33 | Bouira P91 | 7,44

Tipaza Pt148 | 8,44 | Constantine Pt172 | 9,33 | Tipaza Pt152 | 8,00

Béjaia Pt74 | 8,44 | Alger P21 |9,44 Béjaia Pt79 | 8,00

Tizi-Ouzou | Pt129 | 8,56 Béjaia Pt64 | 9,67 Boumerdés | Pt115 | 8,11

Tlemcen Pt 181 | 8,56 Boumerdes Pt108 | 9,67 | Ain-Defla | Pt162 | 8,22

Sétif Pt135 | 8,78 | Médéa Pt199 | 9,67 | Blida Pt164 | 8,33

Tizi-Ouzou | Pt125 | 8,89 | Bouira Pt80 | 9,67 | Tipaza Pt154 | 8,33

Boumerdés | Pt97 |9 Ain-Témouchent | Pt176 | 9,78

Blida Pt166 |9 Sidi-Bel-Abbés Pt185 | 9,78

Tizi-ouzou | Pt123 | 9,11 Ain-Defla Pt157 | 9,78

Setif Pt143 | 9,11 | Alger Pt33 |9,78

Béjeia Pt63 |9,11 | Alger Pt01 |9,78

Tipaza Pt145 | 9,22 Boumerdes Pt92 | 9,89

2. 5. Résultats du test de la croissance mycélienne
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2.5. 1. Tableau : Wilayas, codes, formes des isolats utilisés, rayon de la croissance mycélienne
journaliere (mm) pour les 6 jours de croissance et diamétre total des colonies au 6eme jour de
mesure (mm).

(B} [<B] [<B] (b} (D] [<B] —

[&] (&) (&) [&] (] (] >

c c c c c c $ o

bt s s bt a b L =

a B~ 8 o 8 ~| 8~ 8~ =8

o = © &| © &£l © E S E| © E| 8%

S E CE|SE SE|SE|SEl 873
. I3 85 85 83|83 85| 23
S - & c 5| € ©f € 8] € © c ©| € o @ 2
g g E| S8 s sas8s e sfEsE
= o) S F o £ o £ < £ < £ © £ 8 3 £
= 2 L | 4 &) & % | xh| b O8&
Tipaza Pt152 | Ptm | 3,67 6,17 |[5,83 |517 7,33 4,33 71
Bouira Pt87 | Ptm | 4,17 6 7,33 |6,17 4,33 6 74
Boumerdés | Pt115 | Ptm | 4,17 55 55 5,5 3,33 5,17 64,34
Alger Pt38 | Ptm |5 583 |6 6,5 9,83 6,33 84,98

Boumerdés | Pt104 |Ptm | 533 [6,83 |7,17 |6,33 7,83 6,17 |85,32

Ain-Defla Pt162 | Ptm | 3,67 583 1683 |6,33 4,67 8,17 77

Boumerdeés | Pt102 | Ptm | 3,67 517 |6,67 |6,17 5,67 9 78,7
Blida Pt164 | Ptm | 3,67 517 195 8,17 5,33 6,17 | 82,02
Tipaza Pt154 | Ptm | 3,67 533 [9,17 |8,17 7,33 2,83 |79
Béjaia Pt79 | Ptm |3,33 |583 |783 |85 7,5 533 |82,64
Bouira Pt91 | Ptm | 4,17 6,5 8,33 |8 6,67 5,67 | 84,68
Sétif Pt232 | Ptm | 533 |7,67 |7,67 |8 6,83 4,5 86
Béjaia Ptl74 | Ptt |45 7,5 6,83 | 8,67 5 567 |82,34
Alger Pt33 |Ptt |533 |567 |867 |95 8,17 2,33 |85,34
Tizi-Ouzou |Pt128 |Ptt |483 |683 |783 |7,67 10,33 |2 84,98
Béjaia Pte6 |Ptt |433 |733 |783 |8 9,17 3 85,32
Médéa Pt80 |Ptt |55 6,17 917 |7,33 9 2,33 |85
Alger Pt117 | Ptt | 4,67 6,67 |8 8,33 9,33 2,67 |85,34
Blida Pt166 | Ptt | 4,17 6,83 |9,67 |6,83 9,67 2,67 | 85,68
Béjaia Pt74 | Ptt |583 |55 8,17 |8,33 9,17 2,83 | 85,66
Béjaia Pt63 | Ptt |3,83 |65 8,33 |7,33 9,83 4,17 | 85,98
Sétif Pt72 | Ptt | 5,67 6,33 |8,33 |7,67 7,67 4,33 |86
Tlemcen Pt181 |Ptt |483 |7,17 |7,83 |8,17 9 2,83 | 85,66
Sétif Pt135 |Ptt |5 7,33 | 7,67 |85 8,5 2,83 | 85,66
Alger Pth8 |Ptt 483 |6,67 |75 8,83 8,83 3,17 | 85,66
Tipaza Pt169 | Ptt | 3,67 6,5 8,83 19,33 5,83 5,67 | 85,66

Ain- Ptl76 | Ptt | 3,33 6,5 917 |10 7,17 383 |86
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Temouchent

Sétif Pt142 | Ptt |4,33 |567 |10 7,83 6,83 5 85,32
Boumerdes | Pt145 | Ptt | 4 6,83 |8,17 9,83 5,67 3,5 82
Boumerdes | Pt97 |Ptt |433 |567 |10 7,5 8 4,33 | 85,66
Boumerdes | Pt112 |Ptt |[483 |55 8,67 |8,83 5,17 6,67 | 85,34
Tipaza Pt148 | Ptt | 3,33 |65 8,17 | 7,17 7,83 567 |83,34
Tizi-Ouzou | Pt123 | Ptt | 5,17 517 |9 8,5 6,67 517 | 85,36
Constantine | Pt215 | Ptt | 4,17 6,83 | 7,67 |8,83 6,83 533 |85,32
Bouira Pt199 | Ptt | 4 7,5 7,83 | 8,17 6,67 533 |85
Médéa Pt195 | Ptt | 3,17 7 8,67 6,17 11 3,17 84,36
Sidi-Bel- Pt185 | Ptt | 4,17 6,5 8,67 |9,17 6 5 85,02
Abbas

Tipaza Pt209 | Ptt | 3,5 6,83 |8 8,33 7,67 4,33 |83,32
Béjaia Pt64 |Ptt |483 |55 7,83 |7,83 6,33 567 |81,98
Boumerdes | Pt108 | Ptt | 4,67 8 7,5 9 6,67 4,17 | 86
Sétif Pt143 | Ptt | 5,67 6,33 |85 8,33 6,33 4,83 | 85,98
Alger Pt20 | Ptt | 4,17 6,83 |9 7,83 6,33 5,83 | 85,98
Boumerdeés | Pt107 | Ptt | 4,5 733 |9 8,67 7,5 3 86
Tizi-Ouzou | Pt125 | Ptt | 3,67 7 8,67 |8 7 533 |8534
Sétif Pt228 | Ptt | 5,17 55 10 7,83 7,33 4,17 | 86
Bouira Pt217 |Ptt |3,33 |6,67 |883 |8,83 7,33 4,83 | 85,64
Boumerdeés | Pt92 |Ptt |233 |783 |583 |75 7,5 6,33 | 80,64
Alger Pt157 | Ptt |25 7,5 567 |77 7,33 6,5 79,34
Alger PtO1 | Ptt | 3,67 517 |6 5,83 7,17 6,67 | 75,02
Constantine | Pt137 |Ptt |25 5 567 |65 7,67 8,17 |77

2. 5. 2. Tableau :

chacune des formes Ptm et Ptt et pour chaucun des 6 jours de mesures.

Moyennezécart type de la croissance mycélienne journaliere (mm) pour

Jour de mesure Ptm (moyennex ET) | Ptt (moyennex ET)
jour 1 4,15+0,70 4,27+0,89
jour 2 5,99+0,73 6,53+0,78
jour 3 7,32+1,26 8,19+1,10
jour 4 6,92+1,17 8,11+0,94
jour 5 6,39+1,79 7,62+1,42
jour 6 5,81+1,64 4,46+1,48

2. 6. Détails des résultats obtenus lors de I’évaluation in vitro de P’efficacité des fongicides
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Tableau : Valeurs des CEsp obtenues pour chaque traitement fongicide testé et pour chacun des
45 isolats Algériens étudiés.

z £ S 2 E g

e _ |5 8.8 |8 |8

> | 2L s g2 181 181 |85
5 |3 selfelge felce |2
L = < = a = w < = a = L =
Pt87 0,015 0,013 0,118 0,291 0,194 0,027

Pt152 0,024 0,007 0,166 0,145 0,105 0,023

Pt90 0039 |0026 |0187 |0385 |0430 |0,022

Pt192 0,027 0,017 0,215 0,253 0,146 0,025

PI1 0,041 0,015 0,142 1,217 0,149 0,022

Ptm  [Pti54 |0025 |0010 0072 |0119 |0090 |0,044
Pt115 0,027 0,011 0,132 0,187 0,205 0,019

Pt38 0,017 0,005 0,012 0,052 0,092 0,015

Ptl62 0021 |0010 |0236 |0444 |0142 |0,008

Pt102 0,011 0,009 0,091 0,206 0,086 0,020

Pt79 0,012 0,003 0,188 0,310 0,123 0,017

Pt33 0,021 |0008 [0008 |0026 |0032 0,031

Pt58 0,015 0,005 0,007 0,034 0,050 0,036

Pt80 0,017 0,009 0,030 0,098 0,071 0,055

Pt97 0,014 |0005 [0035 |0064 |0056 |0,029

Pt135 0,018 0,006 0,044 0,091 0,102 0,040

Pt142 0,027 0,007 0,009 0,034 0,040 0,084

Pt169 |0018 [0009 |0039 |0068 |0060 | 0,042

Pt195 |0021 |0008 |0050 |0081 |0099 |0,062

Pt196 0,028 0,008 0,010 0,031 0,059 0,027

P209 0028 |0008 [0010 |0037 |0081 |0,070

Pt217 0,019 0,008 0,040 0,063 0,084 0,055

Pt228 0034 |0006 [0010 |0049 |0056 |0,035

Pt129 0,015 0,016 0,022 0,076 0,196 0,034
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Ptt

Pt123 0,009 0,007 0,002 0,032 0,049 0,013
Pt117 0,013 0,009 0,104 0,133 0,061 0,026
Pt157 0,024 0,011 0,121 0,136 0,099 0,414
Pt176 0,016 0,016 0,084 0,204 0,169 0,054
Pt185 0,041 0,024 0,125 0,275 0,204 0,042
Pt125 0,027 0,014 0,037 0,078 0,178 0,043
Pt166 0,029 0,017 0,152 0,307 0,212 0,041
Pt148 0,028 0,014 0,099 0,206 0,192 0,064
Pt01 0,029 0,018 0,052 0,113 0,105 0,034
Pt61 0,010 0,002 0,260 0,277 0,307 0,016
Pt21 0,005 0,011 0,059 0,315 0,249 0,037
Pt108 0,012 0,018 0,012 0,084 0,125 0,041
Pt112 0,025 0,014 0,193 0,297 0,273 0,033
Pt143 0,013 0,007 0,070 0,251 0,065 0,058
Pt119 0,024 0,013 0,015 0,049 0,099 0,076
Pt64 0,038 0,023 0,026 0,113 0,227 0,098
Pt74 0,014 0,008 0,228 0,370 0,210 0,042
Pt172 0,018 0,010 0,087 0,252 0,155 0,054
Pt66 0,025 0,013 0,133 0,216 0,250 0,034
Pt63 0,016 0,004 0,054 0,134 0,181 0,021
Pt181 0,013 0,006 0,005 0,034 0,045 0,032

2. 7. Détails des résultats obtenus lors de I’évaluation in planta de Defficacité des

fongicides
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AZOXYSTROBINE

% Inhibition

Pti57 P42  Pt1830  Pt1804  Pti746  Ptl685  Pt1669  Pt1900
0gma/ha 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
28 g m.a/ha 6360 7287 7093 7619 6237 2647 3768 7531
83 g m.a/ha 7510 8837 8256 7802 8315 4608 4348 8148
250 g m.a./ha 9,80 9302 9225 9011 = 8566 5098 5362 9321
FLUXAPYROXAD % Inhibition
Pt157 P42  Pt1830  Ptl804  Pti746  Ptl685  Pt1669  Pt1900
0gma/ha 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
14 g m.a/ha 7510 86,82 7984 8535 8746 8235 31,88 3889
42 gm.a/ha 8027 8992 9109 9194 9104 8725 5362 4444
125 g m.a/ha 955 9612 9845 9817 9785 10000 7971 8025
% Inhibition
EPOXYCONAZOLE
Pt157  Pt142  Pt1830  Pt1804  Ptl746  Pt1685  Pt1669  Pt1900
0gm.a/ha 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
14 g m.a/ha 1954 6899 3411 8,42 10,39 6,86 0,00 2593
42 gm.a/ha A044 8295 2442 4,76 6,81 2157 4638 41,36
125 g m.a/ha 5077 8992 3708 2125 2294 5098 7536 62,96

3. Composition des solutions utilisées lors de I’extraction de ’ADN
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3. 1-Solution EDTA (0.5 M, pH=8) (solution stock)
18,61g pour.........ocvvvveiinninnn... 100 ml
Ajuster le pH en utilisant des pastilles de NAOH.

3.2-Solution de lyse : (50mM Tris-base, pH=7,4, 50mM EDTA, 1 % SDS, Proteinase K

200ug/ml)

STriS-base ..o 0,6057g
-EDTA (0.,.5M) oo, 10ml
SSDS lg
-Eau distillée complétée ....................... 98ml

Apres filtration et autoclavage la proteinase K serra ajoutée
-Protéinase K (10mg/ml) : 2ml (le volume serra précisé plus tard et serra ajoutée apres

autoclavage).

3.3-Solution de précipitation (Acétate de sodium 3M) :
-Acétate de sodium ...............ooeeiinnn. 24, 609¢g
-Eaudistillée ... 100ml

Microfiltration et autoclavage.

3.4-Solution de TE (Tris 10mM, EDTA 1mM)

STTIS o 0, 06g
-EDTA (0,5M). e 0, 1 ml
-Eau distillée ... 50ml
-pH : 8

Faire une microfiltration et autoclaver.

3. 5-Solution de TAE (50X) (2M Tris, 0.05 M EDTA, 1M acide acétique, pH=8)

STriS-Dase ..o 121 g
-Acide acétique .......ooeiiiiiiiii 28, 55ml
-EDTA (0,5M)...viiiiiiiiieeieee, 50ml
-Eau distillée ...........ooooiiiiii 500 ml
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4 : Exemples de pyrogrammes pour le cas de la mutation F129L :

4. 1. Résultats des pyrogrammes obtenus dans le cas de témoin négatif sans ADN (NTC)
et de témoin sensible non-mutant (sens control PT).

AQ Pyrogram Feport Fun: 170928 Pymte F129L Imene 52-97

Well: Al Well: A2

Agsay: Pymte DTE. F129L Asgsay: Pymte DTR F129L

Sample [D: NTC Sample ID: NTC

Sequence to analyze: Sequence to analyze:

TICTGICS AC‘TGGG'ITACC AACATAGCCCAAA TICTG/C/ACTGGGTTACCAACATAGCCCAAAL

AQ Pyrogram Report Bun: 170928 Pymte F129L Imene 52-97

Well: Bl Well: B2

Agsay: Pymte DTE. F129L Asgsay: Pymte DTE.F129L

Sample ID: sens control PT ... Sa.mple]:D sens control PT ...

Sequence to analyze: Sequence to analyze:
TICTGCACTGGGETTACCAACATAGCCCAAA T/ICTG/C/ACTGGGTTACCAACATAGCCCAAA

Az 0% R
- £y |C: 100% C: 4§ | C: 100%
T: SER |5 0% I: S&%| Gz 0%
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4. 2. Résultats des pyrogrammes obtenus dans le cas de témoin résistant porteur de la
mutation F129L (res control) et d’un exemple choisi parmi les isolats Algériens testés
(Pt67) montrant I’absence de la mutation F129L.

AQ Pyrogram Report Fun: 170922 Pymte F1201 Imene 52-97

Well: C1
Assay: Pymte DTR F129L
Sample ID: res control

Sequence to analyze:
TICTGC/ACTGGGTTACCAACATAGOCCAAA

Bt

Well: C2

Assay: Pymte DTE. F129L

Sample ID: res contral

Sequence to analyze:
TICTG/C/ACTGGGTTACCAACATAGCCCAAA

) EE
C: L) O 1 C: 28| oo 1008
O e I: 24 | B 0%
5 15_ .........................................................................................
|| S PP T PP P LR P EP P 1| O
L T N L .o O l _____________________
O I-J\—|I |.l = O T
E S5 G6CTOGA E 5 6CT
3
Well: C5 Well: Cé
Assay: Pymte DTR F1291L Assay: Pymte DTR F129L
Sample ID: Pt 67 Sample ID- Pf&7

Sequence to analyze:
TICTGCACTGGGTTACCAACATAGCCCAAA

ROt |

o ik Cz 1408
Te 1208 | C. DN

Sequence to analyze:
T/ICTG/C/ACTGGGTTACCAACATAGCCCAAA

ot
o0t J:: 10¥
T: 10%He: bt

ES GCTGACATGTATC
3 10
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5. Analyse statistique

5. 1. Pouvoir de sporulation : comparaison entre les isolats par I’analyse statistique réalisée a
travers le test de Kruskal-Wallis (alternative non paramétrique de ’ANOVA)

Récapitulatif du test Kruskall-Wallis pour échantillons

indépendants
N total 135
Statistiques de test 117,7792
Degré de liberté 44

Sig. asymptotique (test
,000

bilatéral)

a. Les statistiques de test sont réglées pour les ex aequo.

Récapitulatif du test d'hypothése

Hypothése nulle Test Sig. Décision
1 La distribution de NOMBRE DE ) ) R
R Test Kruskall-Wallis pour Rejeter les hypothéses
SPORES/MM? est la méme sur les ] . o ,000
o échantillons indépendants nulles.
catégories de ISOLAT.

Les significations asymptotiques sont affichées. Le niveau de signification est de ,050.

5. 2. Pouvoir de sporulation: comparaisons entre les deux formes Ptt et Ptm par I’analyse
statistique réalisée a travers le test de Mann-Whitney (alternatif non paramétrique du T-test)

Récapitulatif du test U de Mann-Whitney pour échantillons

indépendants
M total 45
Ll de Mann-Whitney 76,000
W ode Wilcoxon 142,000
Statistiques de test 76,000
Erreur standard 37,854

Statistiques de test

standardisées -2.832
Sig. asymptotigue (test

bilatéral) 003
Sig. exacte (test bilatéral) 003
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Récapitulatif du test d'hypothése

sur les catégories de Forme.

echantillons indépendants

Hypothese nulle Test Sig. Decision
La distribution de - i S
SpareDans1cm? est la m&me Test L de Mann-\Whitney pour 0032 Rejeter les

hypothéses nulles.

Les significations asymptotiques sont affichées. Le niveau de signification est de 050,
a. La signification exacte est affichée pour ce test.

5. 3. Degrés d’attaque : comparaison entre les isolats par ’analyse statistique réalisée a
travers le test de Kruskal-Wallis (alternative non paramétrique de PANOVA)

a. Comparaison entre les isolats Ptt :

Récapitulatif du test Kruskall-Wallis pour échantillons
indépendants

I total
Statistiques de test
Degré de liberté

Sig. asymptotique (test
hilatéral)

102
f9.699%
33

000

a. Les statistiques de test sont réglées pour les ex asquo.

Récapitulatif du test d'hypothése

Hypothese nulle Test Sig. Decision
La distribution de Degés )
d'Agressivité des isolats Pt estla Test Kruskall-Wallis pour REJEtE[ les
. ) . . . L 000 | hypotheses
meme surles categories de echantillons independants
nulles.
Isolats Ptt.

Les significations asymptotiques sont affichées. Le niveau de signification est de .050.

b. Comparaison entre les isolats Ptm :

Récapitulatif du test Kruskall-Wallis pour échantillons
indépendants

M total
Statistiques de test
Deqré de liberté

Sig. asymptotigue (test
hilatéral)

33
26.794°
10

003

a. Les statistiques de test sont réglées pour les ex aequo.
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Récapitulatif du test d'hypothése

Hypothese nulle Test Sig. Decision
L.E' d|_st|'|pu_t|9n de_Degres . . _ Rejeter les
d'agressivite des isolats Ptm est la Test Kruskall-Wallis poul .
. ) S . i L 003 | hypotheses
meme sur les categories de Isolats echantillons indépendants nulles
Ptrm. )

Les significations asymptotiques sont affichées. Le niveau de signification est de 050,

5. 4. Croissance mycélienne : comparaison entre les diametres de croissance mycélienne des

isolats (au 6°™ jour) par I’analyse statistique réalisée a travers le test de Kruskal-Wallis

(alternative non paramétrique de ’ANOVA)

Récapitulatif du test Kruskall-Wallis pour échantillons indépendants

N total 150
Statistiques de test 126,3252
Degré de liberté 49
Sig. asymptotique (test
bilatéral) 000
a. Les statistiques de test sont réglées pour les ex aequo.
Récapitulatif du test d'hypothese
Hypothése nulle Test Sig. Décision
1 La distribution de Croissance totale
Test Kruskall-Wallis pour Rejeter les

catégories de isolat.

(au 6™ jour) est la méme sur les

échantillons indépendants

,000

hypothéses nulles.

Les significations asymptotiques sont affichées. Le niveau de signification est de ,050.
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5. 5. Croissance mycélienne : comparaison entre les diametres de croissance myceélienne des isolats (du
1°" au 5™ jour) par I’analyse statistique réalisée a travers le test de Kruskal-Wallis (alternative non
paramétrique de ’ANOVA)

Tests statistiques™"
CroissanceT
jour jour2 joura jourd jours jourg otale
Khi-deux 127315 | 105128 | 121,689 | 107,867 | 114186 | 115474 126,325
ddl 45 49 49 48 49 44 44
Sig. asymptotique ,ooo ,ooo Rulul ooo ,ooo ,0oo ,0oo

a. Test de Kruskal Wallis
h.%ariable de regroupement : VARDOO001

5. 6. Croissance mycélienne : comparaisons entre les deux formes Ptt et Ptm par I’analyse

statistique réalisée a travers le test de Mann-Whitney (alternatif non paramétrique du T-test)

Récapitulatif du test d'hypothése
Hypothese nulle Test Sig. Décision
La distribution du 1* jour est laméme sur | Test U de Mann-Whitney pour ,501 Garder les
les catégories de forme. échantillons indépendants hypothéses nulles.
La distribution du 2¢™ est la méme sur les Test U de Mann-Whitney pour ,040 Rejeter les
catégories de forme. échantillons indépendants hypothéses nulles.
La distribution du 3®™ est la méme sur | Test U de Mann-Whitney pour ,026 Rejeter les
les catégories de forme. échantillons indépendants hypothéses nulles.
La distribution du 4™ Jour est la méme Test U de Mann-Whitney pour ,006 Rejeter les
sur les catégories de forme. échantillons indépendants hypothéses nulles.
La distribution du 5éme Jour est la méme Test U de Mann-Whitney pour ,048 Rejeter les
sur les catégories de forme. échantillons indépendants hypothéses nulles.
La distribution du 6™ Jour est la méme Test U de Mann-Whitney pour ,015 Rejeter les
sur les catégories de forme. échantillons indépendants hypothéses nulles.
La distribution de la croissance totale du Test U de Mann-Whitney pour ,002 Rejeter les
6 Jour est la méme sur les catégories de | échantillons indépendants hypothéses nulles.
forme.
Les significations asymptotiques sont affichées. Le niveau de signification est de ,050.
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6. Reésultats de corrélations non paramétriques (Test Rho de Spearman)

6. 1. Cas des isolats Ptit :

Corrélations

Pouvoir de Croissance [Sévérité de la
sporulation mycélienne |maladie
Pouvoir de  Coefficient de
) ) 1,000 ,324 -0,011
sporulation  corrélation
Sig. (bilatéral) 0,061 0,952
N 34 34 34
Croissance Coefficient de
. . 0,324 1,000 -0,172
mycélienne  corrélation
Sig. (bilatéral) 0,061 0,332
G N 34 34 34
S
5 Sévérité de  Coefficient de
g ) ] -0,011 -0,172 1,000
N la maladie  corrélation
(]
'g Sig. (bilatéral) 0,952 0,332
<
4 N 34 34 34
6. 2. Cas des isolats Ptm :
Corrélations
Pouvoir de Croissance Sévérité de la
sporulation mycélienne maladie
Pouvoir de Coefficient de
] ) 1,000 ,182 ,522
sporulation corrélation
Sig. (bilatéral) ,593 ,100
N 11 11 11
Croissance Coefficient de
. ) ,182 1,000 -,330
mycélienne corrélation
Sig. (bilatéral) ,593 ,322
S N 11 11 11
S
@ Sévérité de la  Coefficient de
L . . ,522 -,330 1,000
%) maladie corrélation
(]
g Sig. (bilatéral) ,100 ,322
<
a4 N 11 11 11
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7. Résultats du Test-t bilatéral, comparant les moyennes des CEso obtenues pour les isolats de Ptt et les isolats Ptm, pour chacun des six
traitements fongicides testés

Test de Levene sur
I'égalite des variances Test t pour égalité des moyennes
Différence
Sig. Différence|  errewr Intervallz d= confiance
F Big. t ddl (bilatéral) | movenns | standard | dela différence 395 %
EC50 Hypothése d
AZOXYSTROBINE  |osioncs tontes 145 706|968 43 339 002938| 003036 003185 005061
H haze d
‘_ﬁ’:f:c:_ s 887 14576 389| 002038 003312 -o004124| 010000
LOG (EC50 Hypothése d
L e OBINE s 005 947|303 43 761\ 02495 08168 13973 18970
Hypothése d
o e 287| 15430 78| L02495|  0sess|  -1s001| 20992
EC50 H haze d
FLUXAPYROXAD  |o e ot 287 595 3,890 42 000| 0889953 ,0228270| 0429284| 1350621
Hypothése d
\':if;{:r ‘iﬂ{:;ialﬂ' 43890 17983 L0 0885953 0202727 0464010( 1313885
LOG (EC50 Hypothése d
O eo0) LE e 557 460| 3,101 43 003|  3s008| 12258 13288 &272
Hypothése d
e 3,117 17,130 008|  3s008| 12182 12300 63716
EC50 Hypothése d
EPOXICONAZOLE  |osioncas tontes 5,886 020|  -3.710 42 001|-,0222364 ,0059931| -,0343310] -,0101417
H haze d
\-ﬂcn- i.ncial:- -5,201) 36,887 L00) - 0222364 0042757 0308007 -, 013572
LOG (EC50 Hypothése d
e e OLE s 4431 041 1312 43 197 12038 pe17e| 06473 30331
Hypothése d
o e 1538 23213 137|  .1203%|  07s24|  -04138| 28216
* %ila Sig. du test levene est = 0,05 on prend en considération la Sig, (bilatéral) de 1'hypothése de variances
inégales pour interprété les résultats du Test-t
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Résumé

La rayure réticulée de I’orge est I’'une des maladies foliaires les plus communes en Algérie. Elle est
causée par le champignon Pyrenophora teres qui peut se présenter en deux formes pathogénes ;
Pyrenophora teres f. teres et P. teres f. maculata. Une prospection des différentes zones céréaliéres du
pays réalisée sur les cultures d’orge durant deux campagnes agricoles, a permis d’obtenir 212 isolats
provenant de 42 localités dans les 17 Wilayas prospectées. Une identification moléculaire réalisée sur
I’ensemble des isolats a permis d’établir I’'importance des deux formes Ptt et Ptm, ainsi que leur
répartition géographique en Algérie. Les résultats ont indiqué que Ptt était la forme la plus dominante.
La comparaison entre ces résultats et ceux de 1’évaluation symptomatologique, a permis de conclure que
cette derniére était moins précise et moins concluante. La caractérisation culturale de 50 isolats (38 Ptt
et 12 Ptm) représentatifs de la collection en considérant plusieurs traits culturaux, a montré 1’existence
de quatre couleurs distinctes de colonies, et de trois morphotypes, se distinguant par la texture et I’aspect
de leur mycélium. Nos observations nous ont permis de constater que les caractéres culturaux examinés,
n’étaient pas associés a 1’origine géographique des isolats et qu’ils ne permettaient pas de différencier
entre les deux formes Ptt et Ptm. L’agressivité de ces isolats, a été évaluée par 1’étude in-vitro, de trois
traits importants ; a savoir le taux de sporulation, la sévérité de la maladie, ainsi que le taux de la
croissance mycélienne. Les résultats obtenus ont mis en évidence I’existence d’une différence trés
hautement significative entre les isolats étudiés pour le taux de sporulation, et celui de la croissance
mycélienne. La sévérité de la maladie notée suite a I’inoculation de 45 isolats (34 Ptt et 11 Ptm) a la
variété Saida, nous a permis de constater une prédominance des isolats notés tres agressifs. La sensibilité
de la population algérienne de P. teres aux trois groupes de fongicides : les Inhibiteurs Externes de la
Quinone (Qols), les Inhibiteurs de la Succinate Déshydrogénase (ISDHs) et les Inhibiteurs de la
Démeéthylation (IDMs), a aussi été évaluée par : I’analyse des génes cibles pour 212 isolats par
pyroséquencage (dans le cas des Qol et ISDH), les tests de sensibilité in vitro en utilisant des tests de
microtitration pour six fongicides (azoxystrobine, pyraclostrobine, fluxapyroxad, époxiconazole,
tébuconazole et propiconazole) et par les tests de sensibilité in planta sous serre pour trois fongicides
(azoxystrobine, fluxapyroxad, époxiconazole). Les résultats ont montré, 1’absence de toutes les
mutations (testées) liée aux résistances aux Qols ou aux ISDHs. De méme, ils ont révélé que le
pyraclostrobine et I'azoxystrobine, du groupe des Qols, possédaient les meilleures efficacités in vitro,
alors qu’in planta le fluxapyroxad avait la meilleure performance. La comparaison entre les valeurs des
CEsp de chacune des formes (Ptt et Ptm), a pu mettre en évidence des différences significatives entre

leurs sensibilités dans le cas des traitements au fluxapyroxad, a I’époxiconazole et au tébuconazole.

Mots clés : Orge ; Pyrenophora teres f. maculata ; Pyrenophora teres f. teres ; Rayure réticulée ;
Sensibilité aux fongicides.



Summary

Net blotch of barley is one of the major leaf spot diseases in Algerian fields; it is caused by the
fungus Pyrenophora teres, which occurs in two forms, P. teres f. teres (Ptt) and P. teres f. maculata
(Ptm). A survey in barley growing areas was carried out during two growing seasons, allowed us to
get 212 isolates, sampled across 42 locations in 17 provinces. A molecular analysis conducted in all
isolates led to establish the importance of the two forms Ptt and Ptm, as well as their geographic
distribution in Algeria. The results showed that Ptt is the dominating type of net blotch. A comparison
between these results and those of symptoms-based identification concluded that the last method is
less precise and less conclusive than the molecular one. The cultural characterization of 50 isolates
(38 Ptt and 12 Ptm), through several cultural characters, showed four distinct colony colors, and three
morphotypes distinguished by the texture and aspect of their mycelium. Our observations allowed us
to note that the cultural characters were not associated to the geographic origins of the isolates, and
that they did not allow the distinction between the two forms Ptt and Ptm. Their aggressiveness was
also assessed in vitro, using three important traits; sporulation rate, disease severity, and mycelial
growth rate. The results highlighted a highly significant difference among studied isolates, including
the sporulation rate and mycelial growth. The disease severity recorded, resulting from inoculation
of the 45 isolates (34 Ptt and 11 Ptm on the susceptible variety Saida, enabled us to note a
predominance of very aggressive isolates. The sensitivity of the Algerian population of P. teres to the
three groups of fungicides; Quinone outside inhibitors (Qols), Succinate dehydrogenase inhibitors
(SDHIs) and Demethylation inhibitors (DMIs), was also evaluated through, target gene analysis for
212 isolates using pyrosequencing (in case Qols and SDHISs), in vitro sensitivity tests using microtiter
test for six fungicides (azoxystrobin, pyraclostrobin, fluxapyroxad, epoxiconazole, tebuconazole and
propiconazole), and in planta sensitivity tests under glasshouse conditions for three fungicides
(azoxystrobin, fluxapyroxad, epoxiconazole). Results show the absence of all tested mutations
conferring Qols or SDHIs resistances. Then that the pyraclostrobin and azoxystrobin belonging to the
Qol group, were the most efficient fungicides in vitro, whereas fluxapyroxad displayed the best
disease inhibition in planta. The comparison of ECso values recorded for each form of net blotch,
showed significant difference in efficiency of fluxapyroxad, epoxiconazole and tebuconazole

treatments.

Key words: Barley; Net blotch; Pyrenophora teres f. maculata; Pyrenophora teres f. teres;

Sensitivity.
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