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Introduction

Les céréales occupent une place primordiale dans I’alimentation humaine : leurs grains ainsi
que leurs dérivees, constituent I’alimentation de base dans beaucoup de pays, particuliérement en
Afrique du Nord (Djermoun, 2009). Par voie de conséquent, elles ont un intérét particulier dans

les programmes de recherches agronomiques a I'échelle mondiale.

Le blé est parmi les céréales les plus cultivées et consommées dans le monde ; il constitue la
premiére ressource en alimentation humaine et la principale source d’énergic et de protéines.
L’importance des surfaces consacrées a cette culture sur la planéte dépassent celles de toutes les
autres cultures. 1l occupe une superficie mondiale d’environ 217 millions d’hectares avec une
production de 765 millions de tonnes en 2020 (USDA, 2020). Sa demande devrait augmenter a
un taux de 1,6 % par an jusqu'en 2050 en raison de l'accroissement de la population et de la

prospérité (Singh et al., 2016).

En Algérie, les deux espéces de blé (blé dur et blé tendre) sont les plus importantes, elle
s’étend sur presque 2 Mha. En dépit d’une demande accrue en blé qui représente une composante
majeure dans I’alimentation humaine et animale, 1’ Algérie enregistre chaque année un déficit de
production qui étatit a I"ordre de 3,9 Million de tonnes en 2019 et un rendement moyen
d’environ 19 Q/ha. La production du blé reste toujours faible, trés irréguliere et insuffisante pour
couvrir les besoins nationaux en consommation. Des besoins comblés chaque année par des
importations ; le blé reste ainsi toujours le premier produit agricole importé (Kellou, 2008 ;
Kheyar et al., 2007 ; Bessaoud et al., 2019). La faible production du blé est due a divers stress
abiotiques ou biotiques ; les plus importants sont les pratiques culturales, les aléas climatiques,
les adventices, les insectes et les maladies. Ces contraintes peuvent affecter a la fois la qualité et
la quantité du blé produit. En effet, en Algérie, les stress biotiques, et plus précisément les
maladies, constituent 1’un des facteurs limitant et dépressif sur cette culture, et entrainent chaque

année des pertes économiques importantes (Aouali et Douici-Khalfi, 2009).

Ainsi, de nombreuses maladies foliaires ont été observées sur la culture du blé, notamment
celles causées par les champignons. Les prospections réalisées ont montré 1’existence abondante
de la tache auréolée qui est largement distribuées dans les régions cérealieres (Benslimane,
2012 ; Bendif, 1994).

La maladie de la tache auréolée, appelée également la tache bronzée ou ‘‘tan spot”’ pour les
anglo-saxons, qui est causée par le champignon Pyrenophora tritici-repentis Drechs.
(anamorphe : Drechslera tritici-repentis (Sacc.) Shoem.), est I'une des principales maladies
foliaires du blé dans le monde ; elle cause des pertes de rendement au champ qui peuvent

atteindre 50 % sous certaines conditions (Rees et Platz, 1983 ; Shabeer et Bockus, 1988), ce qui
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a attiré 1’attention de plusieurs équipes de recherche, dont les travaux de recherche ont débuté
durant les années 70s aux USA et en Australie. Toutefois, la découverte d’une toxine spécifique

a I’hote a été trés décisive pour 1’évolution des recherches relatives a ce pathosystéme.

La maladie du tan spot présente deux symptdmes distincts, la nécrose et la chlorose, sur les
cultivars de blé sensibles. Ces symptdmes sont induits par la synthése de trois toxines spécifiques
a I’hdte : Ptr ToxA, Ptr ToxB et Ptr ToxC. La synthése de ces toxines est sous le controle des
genes de virulence ToxA, ToxB et ToxC respectivement ; seuls ToxA et ToxB ont été jusqu’a
présent clonés, étudiés et caractérisés. Selon les recherches, ce champignon comporte huit races

réparties a travers le monde ; leur classification est basée sur la production de ces trois toxines.

Les stratégies de gestion des maladies et des parasites du blé comprennent I’utilisation de la
résistance de 1’hote, les produits chimiques, les pratiques culturales, la lutte biologique et la
gestion intégrée des maladies (Singh et al., 2016). Le moyen de lutte le plus approprié et le plus
durable, reste toutefois 1’utilisation de variétés resistantes. La recherche de sources de résistance
a I’égard des populations pathogénes locales est donc primordiale. La complexité de la structure
des populations pathogénes dans les champs algériens, impose une recherche ciblée des sources
de résistance qui prend en considération le type de races présent, et la prépondérance de celles-ci.
En Algérie, 6 races ont été signalées (1, 4, 5, 6, 7 et 8) avec prédominance de la race 1
(Benslimane et al., 2011), un représentant typique du gene de virulence ToxA. La race 5 est
également retrouvée (Lamari et al., 1995 ; Benslimane et al., 2011) et 1’Algérie fait partie des
rares régions dans le monde ou elle a été identifiée, il s’agit du représentant typique du gene de
virulence ToxB. En absence de variété résistantes connues et en raison de la grande sensibilité
des variétés communément cultivées a la maladie en Algérie, la nécessité de focaliser une
recherche de sources de résistance a I’égard de ces deux races nous a semblé une priorité en

Algérie.

Cependant la sélection et I'utilisation efficace des génotypes résistants, nécessitent une bonne
connaissance de I’agent causal, de sa diversité et de celle des facteurs de virulence de 1’agent
causal. Parmi les facteurs de virulence chez le P. tritici-repentis, le géne ToxA, est I’un des deux
genes de virulence chez cette espéce clonée et bien caractérisé. ToxA semble étre trés conservé
chez les isolats collectés a partir de différentes régions géographiques du monde (Ballance et al.,
1996 ; Friesen et al., 2006 ; Oliver et Solomon , 2008). Les résultats de ces travaux et jusqu’au
moment du début de ceux de cette these, ont montré qu’il n’y avait aucune variabilité de ce géne,
toutefois, ces travaux n’ont pas inclus les régions importantes de production des céréales qui sont
I’ Afrique du Nord et le Moyen Orient. La proximité de 1’ Afrique du Nord et du Moyen Orient,

du croissant fertile, nous laisse supposer que les populations pathogénes auraient connues une
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évolution différente. Par voie de conséquences les facteurs de virulence auraient connus une
diversité plus importante que celle déja décrite, basée uniquement sur 1’é¢tude des populations

pathogenes d’ Amérique du nord et d’ Australie.

ToxA pourrait présenter une variation dans les régions d’Afrique du nord et du moyen orient,
notamment en Algérie. Les conséquences d’une telle situation seraient trés importantes sur le
pathosysteme, augmentent sa complexité et les dégats dont la maladie est a ’origine. En effet,
une variabilité au niveau du géne peut induire I’apparition de nouvelles toxines et/ou de
nouvelles races non encore identifiées, et orienterait ainsi, nécessairement notre controle de cette
maladie sur des bases nouvelles. Ainsi, L’efficacité de 1’utilisation des variétés résistantes a cette
maladie doit impérativement respecter le type de facteurs de virulence présents dans la région de

culture.

C’est dans cette problématique que s’inscrit notre travail qui s’est fixé comme
objectifs principaux ; L’étude de la variabilit¢ du géne de virulence ToxA chez une collection
d’isolats de P. tritici-repentis originaires d’Afrique du Nord (Algérie et Tunisie) et du Moyen
Orient (Syrie), et la recherche de sources de résistance a 1’égard des deux races 1 et 5, aussi bien

pour le blé dur que le blé tendre.

A cet effet, la réalisation de nos objectifs a nécessité de poursuivre la démarche scientifique
suivante :
1. Une prospection des différentes zones céréaliéres du pays et une collecte d’échantillons de blé
dur et de blé tendre présentant les symptdmes typiques de la maladie.
2. L’isolement du champignon et la constitution d’une collection d’isolats algériens de P. tritici-
repentis, ajoutée a une autre collection d’isolats algériens, tunisiens et syriens déja préte depuis
des travaux anterieurs.
3. La caractérisation morphologique et physiologique de I’ensemble des isolats algériens obtenus
suite aux isolements.
4. L’étude de la diversite génétique de ces isolats de P. tritici-repentis en utilisant les marqueurs
SCoT (Start Codon Targeted) et SSR (Simple Sequence Repeat).
5. L’étude de la variabilité du géne de virulence ToxA chez une collection d’isolats de P. tritici-
repentis originaire d’Afrique du Nord (Algérie et Tunisie) et du Moyen Orient (Syrie).
6. La recherche des sources de résistance a 1’égard des races 1 et 5, aussi bien chez le blé dur que le

blé tendre, en conditions contrélées, puis en plein champ pour confirmation.
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11.1. La maladie du Tan spot

C’est une maladie foliaire du blé connue aussi sous le nom de la maladie de la tache auréolée
ou la maladie de la tache bronzée. Elle est économiquement importante, surtout dans les régions
productrices de blé dans le monde (Hosford, 1982). Elle peut induire des pertes qui sont dues
généralement a la réduction de la surface photosynthétique des feuilles ; ces pertes peuvent
atteindre 50 %, elles varient selon le génotype du blé, la virulence de 1’agent pathogéne, le stade
de croissance et I’environnement favorables pour le développement de la maladie (Rees et Platz,
1983). Bien que des pertes d'environ 15 % soient plus courantes (Moffat et Santana, 2018).
L’effet sur le rendement étant le plus important lors du remplissage du grain, en particulier si les

feuilles supérieures sont touchées (Moffat et Santana, 2018).

L’agent pathogéne responsable de la maladie a été signalé pour la premiere fois en 1850 en
Allemagne sur Agropyron repens (Diedicke, 1902), mais il a été signalé pour la premiere fois sur
le blé au Japon (Nisikado, 1928) et peu apres au Canada (Conners, 1937) et en Inde (Mitra,
1934). Par la suite, la maladie a été observée en Australie, aux Etats-Unis et dans de nombreux
autres pays producteurs de blé (De Wolf et al., 1998 ; Rees et Platz, 1983). Bien que la maladie
ait été observée sur le blé dans les années 1920, elle n'a pas été considérée comme une maladie
majeure ou une menace potentielle pour la production de blé avant les années 1970 (De Wolf et
al., 1998 ; Hosford, 1982 ; Moreno et al., 2012).

11.1.1. Symptomatologie de la maladie

Initialement, le champignon produit des taches nécrotiques de forme ovale avec un halo
chlorotique centré par une petite tache noire sur les feuilles des génotypes de blé sensibles (Fig.
1.A) (De Wolf et al., 1998 ; Engle et al., 2004). Au fur et a mesure de la progression de la
maladie, ces taches augmentent de taille et peuvent s unir pour former de larges plages jaunatres,
induisant ainsi la mort des feuilles par la suite (Fig. 1.B et 1.C) (Engle et al., 2004 ; Moffat et
Santana, 2018). L’attaque de cette maladie est particulierement sévére sur les feuilles &gées ; des
feuilles entieres, des épis et des plantes entieres peuvent également étre touchés (Moffat et
Santana, 2018).

Il peut infecter les graines de blé pendant le stade de remplissage des grains, généralement
aprés de longues périodes d’humidité élevée (Schilder et Bergstrom, 1994). Les graines infectées
présentent des taches de coloration rouges (Moffat et Santana, 2018) ou roses (Fernandez et al.,
1994) qu’on appelle communément « red smudge » (Fig. 2.A). Cette coloration peut affecter la

qualité du grain, et provoque le déclassement des céréales sur le marché (Schilder et Bergstrom,
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1990 ; Fernandez et al., 1994). L’infection des graines peut également apparaitre sous forme
d’un symptome connu par la nomination de « black point of wheat » (Francl et Jordahl, 1992),

celui-ci est exprimé par de petits points noirs recouvrant la graine (Fig. 2.B et 2.C).

A la maturité de la culture, le champignon envahit les tiges (chaumes) ou il produit de

minuscules structures fructiferes noires appelées pseudotheces (Fig. 3) (Wegulo et al., 2006).

Figure 1 : Symptémes typiques du Tan Spot. A : taches nécrotiques sur feuilles (Wegulo et al.,
2006) ; B : Union des lésions formant de larges plages jaunes sur le limbe foliaire (McMullen,

2003) ; C : Taches noires visibles au niveau les Iésions (Moffat et Santana, 2018).

Figure 2 : Symptdmes typiques du tan spot sur les graines de blé. A : coloration rougeatre ou
rosatre Red smudge (McMullen, 2003) ; B et C : black point sur les graines de blé (De Wolf,
2008).
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Figure 3 : Chaumes de blé montrant la formation des pseudothéces (Moffat et Santana, 2018).

11.1.2. Histologie du processus d’infection

Le taux de germination des conidies et la formation de l'appressorium dépendent des

conditions environnementales (Amaike et al., 2008).

Au printemps, les ascospores de P. tritici-repentis tombent sur la feuille de blé, chaque
conidie germe pour donner naissance a plusieurs tubes germinatifs qui forment par la suite des
appressoria au niveau des cellules épidermiques et stomatiques (Dushnicky et al., 1998). A partir
de chacun de ces appressoria un hyphe se développe et pénetre les cellules épidermiques, et par
la suite se développe vers les autres couches de cellules du mésophile en colonisant les espaces
intercellulaires (Lamari et Bernier, 1989a). Une fois dans les cellules, des phytotoxines agissent
sur les différents organites cellulaires (Lamari et al., 1995) (Fig. 4).

Au cours du processus de pénétration fongique, la pression mécanique et les réactions
enzymatiques sont impliquées. L'ensemble du processus de pénétration est normalement terminé
dans les 3 heures qui suivent I’arrivée de la spore a la surface de la feuille (Dushnicky et al.,
1996). Le processus d'infection des semences est semblable a celui des feuilles. Cependant, aprés
I’infection, le champignon a accés a la graine suite a I’infection de 1’épi via la glume, le lemme

ou la paléole (Schilder and Bergstrom, 1994).
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Figure 4 : Schéma d’une section transversale dans une feuille de blé illustrant le processus
d’infection (Wegulo, 2011). AS : une ascospore en germination ; GT : Tube germinatif ; AP :
Appressorium ; PP : Hyphe de pénétration ; ST : Stomates ; ST : le phénomene peut se produire
aussi bien au niveau de la surface foliaire supérieure qu’inférieure; IM: Mycélium a

développement intercellulaire.

11.2. L’agent causal de la tache auréolée

L’Agent causal de la tache auréolée du blé est le champignon Pyrenophora tritici-repentis
(Died.) Drechs. dont 1’anamorphe est Dreschlera tritici-repentis (Died.) Shoemaker (sym.
Helminthosporium tritici-repentis (Died)) (Hosford, 1982 ; Dubin, 1983). Le P. tritici-repentis
est communément abrégé en Ptr. Il a été isolé la premiere fois par Diedicke a partir de
Agropyron repens en Allemagne et déterminé initialement comme Pleospora trichostoma et par
la suite il I’a nommé Pleospora tritici-repentis (Diedicke, 1904). Puis il a été isolé a partir du blé
en 1928 par Nisikado (Nisikado, 1928).

11.2.1. Position taxonomique
Le champignon P. tritici-repentis (Died) Drechs., est classé dans le regne des Fungi, division
des Eumycota, subdivision des Ascomycota, classe des Dothideomyceétes, sous-classe des
Pleosporomycetidae, ordre des Pleosporales, la famille des Pleosporaceae (MycoBank, 2021 ;
Ainsworth et al., 1973).

11.2.2. Biologie du champignon
Le P. tritici-repentis est un ascomycéte homothallique (Momeni et al., 2014), donc les deux
formes de reproductions sont présentes et connues chez ce champignon. L’une est sexuée par la
production d’ascospores et 1’autre asexuée par la production de conidies.
La forme asexuée ou I’anamorphe est D. tritici-repentis (Died.) Shoem. Pendant cette phase,
le champignon produit des conidiophores de couleur brun foncé, cylindriques, droits, cloisonnes,

a une base gonflée, et mesurent 10-400 um x 6-8 pum (Schilder and Bergstrom, 1993). Les
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conidies sont de couleur grise jaunatre pale, cylindriques, mesurent 80-170 um x 12-24 um, elles
sont subhyalines possedent 1 & 9 cloisons transversales, elles mesurent 80 a 250 um de longueur,
14 a 20 um de diametre (la partie la plus large) et 2 a 4 um de diametre a la base (Zillinsky,
1983) (Fig. 5.A) (Zillinsky, 1983). La cellule apicale a la forme d’un céne au sommet arrondi, ce
qui lui donne l'aspect d'une téte de serpent (Zillinsky, 1983) (Fig. 5.B).

La forme sexuée ou le téléomorphe est P. tritici-repentis (Died.) Drechs.. Elle constitue la
source d’inoculum primaire par la production d’ascospores. Les ascospores sont produites dans
des asques a I’intérieur d’un pseudothéce (Summerell et Burgess, 1989). Les pseudothéces sont
noirs, en saillie, ornés de poils situés autour d'un court col mesurant de 200-700 um x 0,2-0,35
mm, elles se développent sur les vieux chaumes de blé (Pfender et al., 1988) (Fig. 3).

Les ascospores matures sont brun jaunatre, ovoides, munies de trois cloisons
transversales, et d'une ou de deux longitudinales. Elles mesurent 40-60 um de long et 18-25 um
de large (Zillinsky, 1983) (Fig. 5.C et 5.D).

CJ) \ U
<\ \
Figure 5: Morphologie de l'agent causal du tan spot Pyrenophora tritici-repentis. Phase

asexué : A : conidies (Zillinsky, 1983); B : cellule apicale de la conidie. Phase sexuée : C : asque

mature contenant 8 ascospores (Benslimane, 2014) ; D : ascospore mature (Benslimane, 2014).

11.2.3. Gamme d’héte
La gamme d’hotes est essentiellement la liste des especes de plantes qui peuvent étre

parasitées par ce champignon (Dinoor, 1974).

P. tritici-repentis, en plus de son hote principal, posséde une large gamme d’hote composée
d’au moins 26 especes de graminées (Krupinsky, 1992a). En effet , ce champignon a été isolé
d'un certain nombre d'autres espéces dont I'orge (Hordeum vulgare), I'avoine (Avena sativa) et le
seigle (Secale cereale), ainsi que d'autres especes comme Alopecurus arundinaceus, Andropogon
gerardi, Avenafatua, Avena sativa, Bromus inermis, Dactilys glomerata, Echinochloa sp.,

Elymus innovatus, Hordium vulgare, Lolium perenne, Phalaris arundinaceae, qui peuvent servir

10
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de sources d'inoculum (Dreschler, 1923 ; Hosford, 1971 ; Howard et Morrall, 1975 ; Farr et al.,
1989 ; Krupinsky, 1992a, b ; Ali et Francl, 2003). Krupinsky (1992a) a pu isoler 62 isolats de P.
tritici-repentis de 25 espéces de graminees et ils étaient tous pathogénes sur le blé. Les mémes
résultats ont été trouvés par Krupinsky (1992b) qui a pu isoler 87 isolats a partir de différentes
especes de graminees et d'orge. Lorsque leur pathogénicité a été évaluéee sur le blé, la variation
de leur agressivité a indiqué que d'autres hotes pourraient étre une source potentielle de variation

génétique dans la population de I'agent pathogéne (Krupinsky, 1992b).

Dans une autre étude réalisee par Ali et Francl (2001), dix isolats de P. tritici-repentis ont été
obtenus a partir de I'orge, et ont été tous caractérisés comme étant de race 1.

11.2.4. Epidémiologie
Le cycle de la tache auréolée du blé, implique les deux modes de reproduction sexuée et
asexuée. La phase sexuée est caractérisée par la production d’ascospores (Schilder et Bergstrom,

1992), la phase asexuée est caractérisee par la production de conidies.

P. tritici-repentis survit entre deux saisons de cultures en se développant saprophytiquement
sur les chaumes de blé sous forme de pseudothéces, contenant les ascospores matures
(Krupinsky, 1992b). Il infecte ainsi les feuilles des jeunes plantes a proximité (Ciuffetti et al.,
2014), les résidus de culture, les graminées spontanées et les graines infestées (Schilder et
Bergstrom, 1990). La production des pseudotheces semble étre dépendante des conditions de
I’environnement ; des conditions d’humidité optimale avec des températures modérées (15-18
°C) sont nécessaires pour la maturation des pseudotheces, et pour la production optimale

d'ascospores (Pfender et al., 1988).

Au printemps en présence de I’humidité, ces pseudothéces liberent les ascospores (Hosford,
1971). lIs sont dispersées dans les cultures a longue distance par le vent et la pluie, (Schilder et
Bergstrom, 1992) pouvant ainsi parcourir jusqu'a 200 km (De Wolf et al., 1998). Elles sont a
I’origine d’épidémie localisées et de la propagation de la maladie (Schilder et Bergstrom, 1992).
Ainsi, les épidémies sont caracterisées par une infection primaire par les ascospores (Krupinsky,
1982 ; Moffat et Santana, 2018). Les feuilles inférieures, plus matures, sont généralement
infectées en premier, ensuite la maladie progresse, pour affecter les feuilles supérieures et les

gaines foliaires lorsque les conditions sont favorables (Moffat et Santana, 2018).

Cette infection primaire par les ascospores est suivie par plusieurs infections secondaires
provoquées par les conidies (Ciuffetti et al., 2014 ; Moffat et Santana, 2018). La sporulation, la

germination des conidies et l’infection des tissus sont conditionnées par I’humidité, la
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température, la lumicére, I’age de la plante ou la position des feuilles, le génotype de 1’hote et la

virulence de I’isolat (Ciuffetti et Tuori, 1999).

Méme si les infections foliaires sont les plus courantes (Moffat et Santana, 2018), P. tritici-
repentis peut étre transmis par la semence ; lorsque la graine est contaminée, le pourcentage du
passage du champignon a la nouvelle plantule est presque de 100% (Schilder et Bergstrom,
1992). Toutefois le développement de 1’épidémie du Tan spot par cette derni¢re voie, n’est pas
connue (Fernandez et al., 1998), la transmission du champignons serait limitée uniquement au

coléoptile et non pas aux feuilles (Fernandez et al., 1996).
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Figure 6 : Cycle biologique de Pyrenophora tritici-repentis (Ciuffetti et al., 2014).

11.2.5. Différentes races du pathogene

Initialement, les isolats de P. tritici-repentis ont été classés par Lamari et Bernier (1989b) en
4 pathotypes basés sur deux symptomes distincts ; la nécrose (nec+) et la chlorose (chl+). Les
isolats étaient ainsi désignés comme pathotype 1 (nec+chl+), pathotype 2 (nec+chl-), pathotype 3

(nec-chl+), et pathotype 4 (nec-chl-).

Par la suite, Lamari et al. (1995) ont proposé un systéeme de classification fondé sur la notion
de race, ou les pathotypes 1 a 4 étaient désignés comme les races 1 a 4. Les huit races
actuellement connues (Lamari et al., 1995 ; Lamari et al., 2003 ; Lamari et Strelkov, 2010)
peuvent étre identifiées tout comme dans la premiére classification par la réaction des isolats sur
la gamme différentielle, composée de quatre génotypes de blé tendre ; Glenlea, 6B365, 6B662 et

Salamouni, selon le type de lésions (Lamari et Bernier, 1991) comme indiqué dans le tableau I.
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Tableau I : Réaction de la gamme différentielle vis-a-vis des huit races de P. tritici-repentis.

Races
Génotype
1 2 3 4 5 6 7 8
Glenlea S (N) S (N) R R R R S(N) S (N)
6B662 R R R R S(C) S s s
6B365 S (C) R S(C) R R S(C) R S(C)
Salamouni R R R R R R R R

S(N) : Sensible avec développement de nécrose. S(C) : Sensible avec développement de

chlorose. R : Résistant

Toutefois, comme le génotype Salamouni est résistant a tous les isolats de P. tritici-repentis,
les réactions de trois génotypes (Glenlea, 6B662, 6B365), seules sont effectivement efficaces
pour la classification de ces isolats. Ce systeme a €té adopté par la plupart des équipes de
recherches a travers le monde, et est aujourd’hui largement utilisé. Deux autres génotypes de blé
dur ont été proposés pour étre ajouter a cette gamme ; il s’agit de la variété Coulter et la lignée
4B1149 (Lamari et al., 2003 ; Benslimane et al., 2011).

La classification est basée, ainsi sur la présence des différents effecteurs nécrotrophes (NE :
necrotrophic effectors), connus comme toxines spécifiques a I’hote (host selective toxins : HST),
et produites par les isolats de P. tritici-repentis (Faris et al., 2013). Celles-ci ont été décrites et
désignées par : Ptr ToxA, Ptr ToxB et Ptr ToxC (Orolaza et al., 1995 ; Ciuffetti et al., 1998 ;
Effertz et al., 2002). Ces toxines sont en effet responsables de I’apparition des deux symptomes
de nécrose et/ou de chlorose dans I’interaction blé/P. tritici-repentis (Ballance et al., 1989 ;
Orolazaet al., 1995 ; Zhang et al., 1997 ; Effertz et al., 2002).

Cependant, la classification actuelle en race pourrait connaitre une révision comme I’ont
suggeré plusieurs auteurs, en raison de I'existence possible de nouvelles races et de nouvelles
toxines non identifiés autres que les Ptr ToxA, Ptr ToxB et Ptr ToxC (Moffat et al., 2014 ; Guo
et al., 2018). Il existe en effet des rapports préliminaires sur 1’existence probable d’autres races
(Ali et al., 2002 ; Moreno et al., 2008 ; Ali et al., 2010 ; Benslimane et al., 2011 ; Guo et al.,
2018).

Plusieurs études menées sur la variation physiologique des populations de P. tritici-repentis

ont observe une grande diversité dans la structure en races de différents pays (Ali et Francl,
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2002 ; Lamari et al., 2003 ; Sarova et al., 2005 ; Engle et al., 2006 ; Moreno et al., 2008 ;
Lepoint et al., 2010 ; Benslimane et al., 2011 ; Gamba et al., 2012 ; Aboukhaddour et al., 2013 ;
Mikhailova et al., 2014 ; Abdullah et al., 2017a, b ; Kamel et al., 2019). La race 1 et la race 2
sont les races prédominantes dans le monde (Lamari et al., 1998 ; Ali et Francl, 2003 ; Friesen et
al., 2005 ; Singh et al., 2007 ; Leisova-Svobodova, 2010 ; Gamba et al., 2012 ; Aboukhadour et
al., 2013). Les Races 3 et 4 sont peu fréquentes (Lamari et Bernier, 1989c ; Ali et Francl, 2003 ;
Engle et al., 2006). La race 5 a été observée pour la premiére fois en Algérie (Lamari et al.,
1995) ; elle a également été observée aux Etats-Unis d’Amérique (Ali et al., 1999) et au Canada
(Strelkov et al., 2002), en Syrie et en Azerbaidjan (Lamari et al., 2005b), puis récemment elle a
été retrouvée en Tunisie et au Maroc (Gamba et al., 2017 ; Kamel et al., 2019). La race 6 n’a été
rapportée jusqu’a aujourd’hui qu’en Afrique du nord (Strelkov et al., 2002 ; Benslimane et al.,
2011 ; Gamba et al., 2017 ; Kamel et al., 2019). Les races 7 et 8 se sont avérées communes dans
les régions du Caucase et du Croissant fertile (Lamari et al., 2003), et en Afriqgue du Nord
(Benslimane et al., 2011 ; Gamba et al., 2017 ; Kamel et al., 2019).

En Afrique du Nord, la structure des populations pathogenes en races de P. tritici-repentis a
été précédemment étudiée aussi bien en Algérie, en Tunisie et au Maroc (Benslimane et al.,
2011 ; Gamba et al., 2017 ; Kamel et al., 2019 ). En Algérie, ou les races 5 et 6 avaient été les
seules détectées lors d’une étude réalisee en 1993 (Lamari et al., 1995), Benslimane et al.
(2011) ont pu identifier 6 races présentes dans ce pays qui sont les races 1, 4, 5, 6, 7 et 8. Au
Maroc, Gamba et al. (2017) ont pu identifier 4 races, 1, 5, 6 et 7 de ce champignon, avec une
prévalence des deux races 5 et 6. Enfin en Tunisie, trés récemment, les races 2, 4, 5, et 7 ont été
retrouvées (Kamel et al., 2019).

11.2.6. Toxines produites par P. tritici-repentis

Généralement, les toxines sont produites par des agents pathogenes nécrotrophes bactériens et
fongiques (Alfano et Collmer, 1996). Elles sont habituellement divisées en deux groupes : i) les
toxines non spécifiques de I’hote (NHST = non host selective toxins) auxquelles de nombreuses
espéces végétales sont sensibles ; ii) les toxines spécifiques de 1’hdte (HST= host selective
toxins), molécules qui ne sont toxiques que pour I'néte (Friesen et al., 2008). Ces derniéres sont
appelées aussi des effecteurs nécrotrophes (NE : necrotrophic effectors) (Kariyawasam et al.,
2016).

La sensibilité a ces toxines est limitée a des génotypes spécifiques de I'néte (Friesen et al.,

2008). Les interactions entre ces toxines et leurs hétes sont trés specialisees, et opposées a
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I'interaction classique du gene pour gene ou la sensibilité/susceptibilité est habituellement

conférée par un seul gene dominant (Wolpert et al., 2002).

Jusqu'a présent, au moins trois toxines specifiques produites par P. tritici-repentis ont été
décrites et désignées Ptr ToxA, Ptr ToxB et Ptr ToxC (Orolaza et al., 1995 ; Ciuffetti et al.,
1998 ; Effertz et al., 2002). Les symptdmes de nécrose et/ou chlorose résultent de I'activité de
ces trois toxines, elles sont produites de maniere différente par les races de P. tritici-repentis, et
sont des facteurs de pathogénicité (Orolaza et al., 1995 ; Ciuffetti et al. 1997 ; Wolpert et al.,
2002 ; Friesen et al., 2008 ; Ciuffetti et al., 2010) ou de virulence (Friesen et al., 2003). Ces 3
toxines sont responsables du bouleversement des mécanismes de résistance de I'h6te conduisant

a des symptomes de maladie sur les cultivars de blé sensibles (Faris et al., 2013).

Trois races (2, 3 et 5) produisent une seule toxine spécifique ; la race 2 produisant la Ptr
ToxA, la race 3 produisant la Ptr ToxC et la race 5 produisant la Ptr ToxB (Ballance et al., 1989 ;
Orolaza et al., 1995 ; Effertz et al., 1998). Trois autres races (1, 6 et 7) produisent chacune deux
toxines spécifiques ; la race 1 produisant la Ptr ToxA et la Ptr ToxC, la race 6 produisant la Ptr
ToxB et la Ptr ToxC et la race 7 la Ptr ToxA et la Ptr ToxB (Lamari and Bernier 1989b ;
Ballance et al., 1989 ; Effertz et al., 1998 ; Effertz et al., 2002 ; Strelkov et al., 2002). Les isolats
de la race 8 produisent toutes les trois toxines spécifiques (la Ptr ToxA, la Ptr ToxB et la Ptr
ToxC) (Lamari et al., 2003) ). Tandis que les isolats qui appartiennent a la race 4 ne produisent

pas de toxines connues, et sont considérés comme non pathogénes (Lamari et Bernier, 1989c).
11.2.6.1. La toxine Ptr ToxA

C’est la premiére toxine identifiée, isolée et caractérisée (Ballance et al., 1989 ; Tomas et al.,
1990 ; Tuori et al., 1995 ; Zhang et al., 1997). La Ptr ToxA est une protéine synthétisée par voie
ribosomique, d’une masse de 13,2 kDa (Ballance et al., 1989 ; Tomas et al., 1990). Elle est
présente chez environ 80 % des isolats de P. tritici-repentis collectés dans le monde (Friesen et
al., 2006 ; Oliver et Solomon, 2008). La Ptr ToxA est codé par un gene nommeé ToxA (Ciuffetti
et al., 1997). Le clonage de ce géne a réveélé qu'il code pour une proprotéine de 19,7 kDa, qui
subit un traitement protéolytique pour donner la toxine mature (Ballance et al., 1996 ; Ciuffetti et
al., 1997).

Le géne ToxA contient deux introns ; I'intron 1 (55 nucléotides) est situé dans la sequence
leader 5', et I'Intron 2 (50 nucléotides) est situe dans la région qui code le domaine C-terminal
(Ciuffetti et al., 1997). Les deux introns sont petits, comme c'est typique des génomes fongiques
(Gurr et al., 1987). L’intron 1 posséde des jonctions d’épissage typique ; 5' (-GT) et 3' (AG-),

comme celles rencontrées chez les eucaryotes. Cependant I'intron 2, possédant les jonctions 5' (-
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AT) et 3' (AC-), manque des deux séquences consensus (Ciuffetti et al., 1997). Le géne ToxA
semble étre un géne a copie unique qui est absent chez les isolats non producteurs de la toxine
(Ballance et al., 1996 ; Ciuffetti et al., 1997). Des génes ToxA tres similaires sont également
présents chez I’espece Parastagonospora nodorum (Friesen et al., 2006 ; Stukenbrock et
McDonald, 2007), et Bipolaris sorokiniania (McDonald et al., 2017). La grande variation de ce
géne chez P. nodorum, bien qu’il soit trés conservé chez P. tritici-repentis, reste le principal
support de 1’hypothése de son acquisition par ce dernier a partir de P. nodorum (Oliver et
Solomon, 2008 ; McDonald et al., 2017).

La sensibilité aux toxines suit un modele, qui est l'inverse de celui du géne pour gene ;
I'absence de nécrose (résistance) est le résultat de la non-reconnaissance, tandis que la présence
de nécrose (sensibilite) est due a la reconnaissance de la toxine (Strelkov et Lamari, 2003). La
sensibilité du blé a la toxine Ptr ToxA est conditionnée par un seul géne dominant localisé sur le
chromosome 5BL (Faris et al., 1996 ; Stock et al., 1996), nommeé Tsn1l (Faris et al., 2010).

Lors de I'exposition au produit du gene ToxA, les génotypes de blé qui possedent le géne de
sensibilité Tsnl expriment une nécrose (Faris et al., 1996 ; Gamba et al., 1998 ; Anderson et al.,
1999 ; Faris et al., 2010). Durant cette interaction, la toxine Ptr ToxA se trouve localisée au
niveau du cytoplasme et des chloroplastes, cette nécrose va entrainer une réduction de la
photosynthése, ce qui a un impact directe sur la production céréaliere (Manning et al., 2007).
Inversement, chez les cultivars insensibles, la toxine est incapable de passer de l'espace
apoplastique aux cellules mésophylliennes (Day et al., 2015). Cependant, le fait de forcer I'entrée
des toxines dans les cellules des feuilles, entraine une toxicité a la fois pour les cultivars
résistants et sensibles, donc l'intériorisation de ces toxines est nécessaire pour la sensibilité
(Manning et al., 2007). Quoique, l'interaction ToxA-Tsnl soit un aspect principal dans les
programmes d'amélioration de la résistance a la maladie du Tan spot (See et al., 2018). Faris et
al. (2010) ont confirmé que le réle du géne Tsnl lui-méme, n’est pas la reconnaissance. Selon
ces auteurs, il serait plutoét impliqué dans I’initiation de la signalisation moléculaire, permettant
de faciliter I'importation de la toxine Ptr ToxA dans les cellules du mésophile.

Le transfert du gene ToxA de P. tritici-repentis dans des isolats avirulents, les rends virulents
(Ciuffetti et al., 1997). Toutefois, le réle de ToxA dans I'apparition de la maladie n'est pas bien
défini (See et al., 2018). Il est possible que la relation entre ToxA et la sensibilité a la maladie ne
dépend pas seulement de l'interaction ToxA-Tsnl, mais aussi 1’interactions d'autres effecteurs et

leurs genes de sensibilité présents chez le blé (See et al., 2018).
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11.2.6.2. La toxine Ptr ToxB

La toxine Ptr ToxB est la deuxiéme toxine isolée et caractérisée (Ciuffetti et al., 2010). La Ptr
ToxB est une petite protéine d'une masse de 6,6 kDa, qui induit une chlorose sur les génotypes
de blé sensibles (Strelkov et al., 1999 ; Martinez et al., 2001). Elle est produite essentiellement
par les races 5, 6, 7 et 8 (Orolaza et al., 1995 ; Strelkov et al., 1999 ; Lamari et al., 2003). La Ptr
ToxB est stable a la chaleur jusqu'a 55 °C (Orolaza et al., 1995).

Peu d’information ont été fournies sur le mode d'action de la Ptr ToxB (Strelkov et Lamari,
2003), elle semble impliquer dans la photooxydation de la chlorophylle liée a la lumiere,
probablement par une inhibition directe ou indirecte de la photosynthese (Kim et al., 2010).
Cette toxine induit également la dégradation de la chlorophylle dans les génotypes de blé
sensibles, ce qui entraine l'apparition du symptéme de chlorose (Pandelova et al., 2012). Les
études de localisation par fluorescence de la Ptr ToxB, suggérent qu'elle reste dans I'apoplaste
chez les génotypes de blé sensibles et insensibles, ce qui indique qu’elle pourrait agir comme un
effecteur extracellulaire (Figueroa et al., 2015). La capacité de production de la Ptr ToxB est une
condition suffisante pour la pathogeénicité chez P. tritici-repentis, ceci confirme le réle de cette
toxine dans la compatibilité entre le champignon et les différents génotypes du blé (Kim et al.,
2014). Ptr ToxB ne semble pas contrbler les fonctions biologiques vitales, mis a part son réle
dans la pathogénése (Strelkov et Lamari, 2003).

La Ptr ToxB est codée par le gene ToxB, qui code une préproprotéine de 87 acides aminés, a
’origine d’une protéine mature de 64 acides aminés apres clivage du peptide signal (Martinez et
al., 2001 ; Figueroa-Betts et al., 2011). Ce gene comprend un cadre de lecture ouvert (Open
Reading Frame : ORF) de 261 pb (Martinez et al., 2001 ; Strelkov, 2002). Contrairement au géne
ToxA, ce géene présente des homologues retrouvées chez des races autres que celles connues
pour produire la Ptr ToxB, comme le cas des races 3 et 4 (Faris et al., 2013). Parmi ces derniers,
toxb qui présente une similarité de 86 % au gene ToxB, son ORF code une préprotéine avec un
peptide signal de 23 acides aminés ((Martinez et al., 2004).

Une comparaison des séquences d’acides aminés des produits de ToxB actif et de toxb inactif,
montre 13 acides aminés différents entre les deux protéines, et un acide aminé supplémentaire
dans la region C-terminale du toxb (Figueroa-Betts et al., 2011). toxb, a été cloné et comparé
avec six loci de ToxB d’un isolat de la race 5. Les six copies avait toutes des ORF identiques et
codaient donc la méme forme de la Ptr ToxB (Martinez et al., 2001). De méme, la séquence
désignée toxb de l'isolat de la race 4 SD20 (South Dakota, USA), partagait 86 % d'identité avec
ToxB (Martinez et al., 2004).
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L’activité de la Ptr ToxB native, de la toxine modifiée, ainsi que du produit du gene toxb
modifie, a été comparée par leur infiltration au cultivar Katepwa reconnu pour sa sensibilité a
I’égard de la Ptr ToxB (Figueroa Betts et al., 2011). Ces derniers auteurs ont démontré que les
deux premiéres protéines provoquaient 1’apparition de chlorose de la méme facon, alors que la
troisieme n’induisait aucun symptome.

Par ailleurs selon Pandelova et al. (2012), I’apparition des symptomes est plus rapide en
présence du géne ToxA, comparé a celle de ToxB. Ceci peut étre expliqué par la différence lors
de I’activation des processus spécifiques a 1I’expression de chaque géne (Pandelova et al., 2012)

Enfin, il a été constaté que I’interaction spécifique du P. tritici-repentis avec l'orge, était
médiée par la Ptr ToxB qui induit une chlorose (Aboukhaddour et Strelkov, 2016). Toutefois les
symptdmes induits sur I'orge étaient plus faibles que ceux sur le blé, et une concentration plus
élevée de la toxine était nécessaire pour les induire (Aboukhaddour et Strelkov, 2016 ; See et al.,
2019). La spécificité entre le P. tritici-repentis et I'orge était évidente, puisque la chlorose se
développait sur certains génotypes d'orge mais pas sur d'autres (Aboukhaddour et Strelkov,
2016).

11.2.6.3. La toxine Ptr ToxC

La toxine Ptr ToxC cause également la chlorose, qui est généralisée, comme observée chez la
lignée 6B-662 (Strelkov et Lamari, 2003), et non localisée comme dans le cas de la Ptr ToxB,
observée chez la lignée 6B-365.

La Ptr ToxC a été partiellement purifiée (Effertz et al., 2002). Son analyse a indiqué qu’elle
n'est pas de nature protéique, mais semble plut6t étre une molécule polarisée, non ionique, de bas
poids moléculaire (Effertz et al., 2002). Les données concernant la nature exacte de cette toxine
restent encore non disponibles (Lamari et Strelkov, 2010) et le/les géne(s) responsable(s) de sa
production n’est/ne sont pas encore cloné(s) (Faris et al., 2013). Toutefois, les analyses
génétiques ont montré qu’elle est un facteur de pathogénicité important associé au
développement de la maladie de la tache auréolée (Lamari and Bernier, 1991 ; Faris et al., 1997 ;
Gamba et al., 1998 ; Effertz et al., 2002).

En plus de la race 1, la toxine Ptr ToxC est également produite par les races 3, 6 et 8 (Gamba
et al., 1998 ; Strelkov et al., 2002 ; Effertz et al., 2002 ; Lamari et al., 2003). Récemment, une
activité de la Ptr ToxC a été rapportée dans les secrétions des spores en germination, chez un
isolat de la race 3 de P. tritici-repentis (Tran et al., 2017).

Il est trés probable que P. tritici-repentis produise d’autres toxines en plus des trois décrites
(Faris et al., 2013). Des études ont suggéré 1’existence d'autres toxines spécifiques a 1’hote

(Andrie et al., 2007 ; Ali et al., 2010). De méme, les travaux de Guo et al. (2018), ont montré
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que le pathosysteme P. tritici-repentis-blé n'était pas seulement basé sur les trois interactions de
sensibilité connues, mais implique probablement des interactions supplémentaires.

Enfin, il est & rappeler que comme les toxines spécifiques a I'nte sont le plus souvent
reconnues par des génes de sensibilité spécifiques dominants chez I'hdte pour provoquer la
maladie, I'observation des résistances récessives est une autre indication que des interactions
supplémentaires hote-toxines spécifiques a I'hbte s’effectuent dans ce pathosysteme (Faris et al.,
2013).

11.2.7. Variabilité du P. tritici-repentis
11.2.7.1. La variabilité physiologique ou pathogénique

Des variations de virulence et/ou d'agressivité dans la population de P. tritici-repentis ont été
souvent signalées. Ces résultats ont été obtenus a l'aide d'échelles d'évaluation quantitatives
(nombre et taille des Iésions et/ou surface foliaire nécrosée) et qualitatives (type de lésions de

nécrose et/ou de chlorose) (Lamari et Bernier, 1989c ; Schilder et Bergstrom, 1990).

Par ailleurs et selon Lamari et al., (2003), la capacité de chaque isolat de P. tritici-repentis a
induire les symptomes de nécrose et de chlorose montre I’existence d’une variation
physiologique de cet agent pathogene. L'induction de ces deux symptémes est le résultat
d'interactions spécifiques entre des isolats de I'agent pathogéne et des lignées/cultivars de blé
sensibles (Lamari et al., 2003).

Cette variabilité est le plus souvent évaluée depuis les années 90 de facon qualitative. En
effet, Lamari et Bernier (1989b) ayant constaté que des isolats pouvaient induire des symptdmes
sur des génotypes de blé sensibles de maniere différentielle ; ils ont regroupé les isolats en 4
pathotypes. Bien qu'utile, ce systétme de classification basé sur les symptdbmes ne pouvait
distinguer que quatre types de virulence. Une limite qui a été mise en évidence par
I'identification d'isolats Algériens qui ne pouvait provoquer que la chlorose, mais qui était
différente de celle produite par le pathotype 3 (Lamari et al., 1995).

Ainsi et afin de remédier a ce probleme, Lamari et al. (1995) ont proposé un systeme de
classification basé sur les races. Dans ce systeme, les isolats sont classés sur la base de leurs
modeles de virulence sur un ensemble d'hétes différentiels. Au total, huit races ont été identifiées
a ce jour et numérotées de 1 a 8 (Lamari et al., 2003) ; toutes les races sont virulentes sur au
moins un des cultivars de la gamme différentielle a I'exception de la race 4, qui représente des
isolats avirulents. Le site de la réaction des différentes races sur les hotes, est médité par I'action

de toxines spécifiques de I'hbte.
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Depuis que le systeme de classification de race, basé sur le type de la lésion chez P. tritici-
repentis, a été établi (Lamari et al., 1995), plusieurs études ont été menées pour détecter la
variation dans les populations de P. tritici-repentis (Lamari et Bernier, 1989b ; Ali et Francl,
2002 ; Lamari et al., 2005b ; Friesen et al., 2005 ; Sarova et al., 2005 ; Engle et al., 2006 ; Singh
et al., 2007 ; Benslimane et al., 2011 ; Gamba et al., 2012 ; Aboukhaddour et al., 2013). Ces

travaux ont rapportés la variabilité des populations quant a leurs compositions en races.
11.2.7.2. Variabilité génétique

La variabilité des agents pathogenes des plantes est un probleme majeur dans la lutte contre
les maladies, et la connaissance de la variabilité génétique est essentielle pour mettre au point
des pratiques de gestion durables, y compris le développement de génotypes résistants (Stakman,
1957), pour cela, l'utilisation d'outils moléculaires est utile et recommandée (Williams et al.,
1990).

Chez P. tritici-repentis, la variabilité génétique est importante et courante (De Wolf, 1998).
Plusieurs travaux ont examiné la diversité génétique des isolats de différentes races. Ainsi, le
nombre haploide de chromosomes et la taille de ces derniers se sont avérés variables, aussi bien
au sein des différentes races qu'entre celles-ci ; dans ce contexte 47 isolats de P. tritici-repentis

ont été regroupés en 29 caryotypes différents (Aboukhadour et al., 2009).

Des études antérieures ont utilisé des marqueurs moléculaires pour évaluer la diversité des
isolats de P. tritici-repentis provenant de divers endroits géographiques ; elles ont le plus souvent
mis en évidence une grande variabilité moléculaire. Ces marqueurs ont compris I'amplification
aléatoire d'ADN polymorphe (RAPD : Randomly Amplified Polymorphism DNA) (Dos Santos
et al., 2002 ; Singh et Hughes, 2006 ; Mironenko et al., 2007), le polymorphisme de longueur
des fragments amplifiés (AFLP : Amplified Fragment Length polymorphisme) (Leisova et al.,
2008 ; Benslimane et al., 2013), le polymorphisme de longueur des fragments de restriction
(RFLP : Restrection Fragments lenght polymorphism) (Faris et al., 1997), et les interséquences

simples répétés (ISSR : Inter-Simple Sequence Repeat) (Moreno et al., 2008).

La plupart des analyses n'ont révélé aucune relation significative entre les polymorphismes de
I'ADN et l'origine géographique ou la classification en race (Aboukhadour et al., 2009 ; Dos
Santos et al., 2002 ; Mironenko et al., 2007 ; Singh et Hughes, 2006 ; Friesen et al., 2005 ;
Benslimane et al., 2013). Ainsi, Leisova et al. (2008), lors d’une étude de la diversité d’une
collection de 100 isolats de différentes origines (la République tchéque, la République slovaque,
la Russie, le Canada, les Etats-Unis et I'Argentine) ont montré que la variabilité génétique était

indépendante de la classification en race ou de 1’origine géographique, a 1'exception de la race 4.
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Dans d’autres travaux réalisés par Aboukhadour et al. (2011) pour 1’évaluation du niveau de
la diversité génétique d’une collection de 80 isolats de différentes origines (le Canada,
I’ Azerbaidjan, 1’ Algérie et la Syrie) par des marqueurs SSR (Simple Sequence Repeat), il a été
possible de regrouper les isolats étudiés en 4 population distinctes selon leur origine
géographique. Les mémes auteurs ont observé une nette différenciation génétique entre les
isolats non producteurs de Ptr ToxA (races 3, 4, 5 et 6) par rapport aux isolats producteurs de
celle-ci (races 1, 2, 7 et 8), et ils ont conclu que les races 1 et 2 étaient plus étroitement liées aux

races 7 et 8, mais plus eloignées des races 3 et 5.
IL.3. La relation du géne pour géne dans I’interaction blé/P. tritici-repentis

Une interaction compatible entre les agents pathogenes nécrotrophes et le blé, implique la
reconnaissance des toxines spécifiques a 1’hote par le produit d'un gene de sensibilité de I'hote,

qui finit par provoquer une réaction de sensibilité de la plante hote (Faris et al., 2013).

Lamari et al. (2003) ont proposé I’existence d’une relation « géne-pour-géne » dans
I’interaction blé/P. tritici-repentis. Dans cette interaction, le produit du géne d’avirulence du
pathogéne est reconnu par le produit du gene de résistance de 1’hote (Ciuffetti et al., 2014). Cette
relation se présente comme une image renvoyée par un miroir du modele classique de la relation

« géne-pour-gene » qui a été mis en évidence grace aux travaux de Flor (Flor, 1971).

Il est a rappeler qu’un niveau de complexité supplémentaire existe dans I'interaction « géene-
pour-géne » dans le cas de la production des toxines spécifique a 1’h6te (HST ou NE : effecteurs
nécrotrophes), qui ont été principalement décrites chez des Dothideomycétes nécrotrophes
(Friesen et al., 2008).

Comme tous les autres champignons nécrotrophes, P. tritici-repentis agit par la production
d’effecteurs nécrotrophes (NE), (Kariyawasam et al., 2016). Dans ce cas, le succés de I’infection
(réaction de compatibilité) est conditionné par une interaction entre une toxine produite par le
pathogéne (produit d’un géne) et un gene (récepteur) de sensibilité présent chez la plante hote ;
cette relation spécifique est qualifiée de « géne-pour-géne inversé » (Friesen et al., 2008 ; Liu et
al., 2019). Elle correspond a la réaction d’incompatibilité dans le modele de Flor (1956) (Singh
etal., 2010 ; Faris et al., 2013) (Fig. 7). Par conséquent, la résistance dans le pathosystéeme blé/P.
tritici repentis résulte de 1’absence d’un géne de sensibilité plutét que de la présence d’un géne
de résistance (Singh et al., 2010). A titre d’exemple, afin de permettre la colonisation de 1’hdte,
la toxine Ptr ToxA, produite par le champignon, interagit avec une protéine de sensibilité chez le
blé, produit du gene Tsnl (Faris et al., 2010). En revanche, si I'agent pathogéne ne produit pas

d’effecteurs, ou si I'hdte ne posséde pas le géne de sensibilité correspondant, une interaction
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incompatible se produit et entraine a une résistance (Faris et al., 2010).

Par conséquent, la résistance dans le cas des champignons nécrotrophes est généralement
récessive et due a l'absence de reconnaissance des effecteurs par I'ndte (Kariyawasam et al.,
2016). Trois interactions ont été identifiées dans le pathosystéme bIé/P. tritici-repentis, Ptr
ToxA/Tsnl, Ptr ToxB/Tsc2 et Ptr ToxC/Tscl (Ciuffetti et al., 2010 ; Faris et al., 2013), dont
I'interaction Ptr ToxA-Tsnl1 conduit a la nécrose, tandis que les deux autres, Ptr ToxB/Tsc2 et Ptr

ToxC/Tscl, conduisent a la chlorose (Kariyawasam et al., 2016).
11.4. Les moyens de lutte contre P. tritici repentis

De nombreuses méthodes de lutte sont disponibles pour la gestion de la tache auréolée du blé,
toutefois, une seule méthode assure rarement une protection totale. Afin de réduire le risque
d'épidémies de la tache auréolée et l'utilisation de pesticides, il est important d'adopter une
gestion intégrée adéquate, qui combine les moyens de contrdles culturaux, chimiques,

biologiques et génétiques (Perello et al., 2003, 2008 ; Simon et al., 2011).
11.4.1. La lutte culturale

Elle est basée sur 1’application des pratiques culturales adéquates ; plusieurs travaux ont
démontré en effet que la perte de rendement causée par les maladies des taches foliaires peut
varier considérablement en fonction des pratiques culturales.

Des pratiques culturales telles qu’un travail du sol de conservation, des rotations de cultures
courtes, une culture continue du blé et surtout, la culture de cultivars tres sensibles, peuvent

augmenter 1’incidence de la maladie (Ciuffetti et al., 1999).

L’¢élimination ou la diminution de I’inoculum primaire est une stratégie importante dans la
lutte contre la maladie du Tan spot (Mc Mullen, 2003) ; la destruction des chaumes et des résidus
de cultures infectées par 1’enfouissement, contribue a cette action (McMullen, 2003 ; Moffat et
Santana, 2018). Les épidémies de la tache auréolée ont été en effet associées a la paille de blé
infectée qui est considérée comme la principale source d’inoculum (Sutton et Vyn, 1990). De
méme qu’aux cycles répétés de production de conidies sur les tissus foliaires malades (Schilder
et Bergstrom, 1992).
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Modeéle classique du géne pour géne Modeéle inversé du géne pour géne (toxines

(Flor). spécifiques a 1I’hote).
Interaction entre un effecteur d’un Interaction entre le géne de sensibilité de
pathogéne biotrophe (Avr) et le géne I'néte (S) et la toxine du pathogene
de résistance de I’héte (R). nécrotrophe (Tox) (cas blé-P. tritici-repentis).

Figure 7 : Comparaison des interactions génétiques qui se produisent dans le modele classique
du «géne-pour-gene » et le modéle «inverse du géne-pour-géne » impliquent les toxines

spécifiques a I’hote (Faris et al., 2013).

Par ailleurs, il est également tres recommandé de pratiquer des rotations culturales (Duveiller
et al., 2007), ou de changer complétement le champ, par un autre présentant un risque moindre
de maladie (Moffat et Santana, 2018). Le bl¢ ne doit pas étre cultivé plus d’une année sur trois
sur la méme parcelle, cette derniere doit &tre occupée entre temps par une culture non héte du P.

tritici-repentis (Summerell et Burgess, 1989).

L'emplacement du champ, la topographie et la direction du vent dominant, doivent egalement
étre pris en considération, car I'ensemencement sous le vent d'un champ ayant des antécédents de
tache auréolée, peut présenter un risque élevé de maladie ; les conidies peuvent en effet parcourir
jusgu'a 200 km (De Wolf et al., 1998). Le travail réduit du sol est a éviter, car il a été démontré

qu’il était a I’origine de 1’augmentation de la gravité de la tache auréolée (Bankina et al., 2018).

Il est recommand¢ également d’éviter les semis produisant une densité de végétation
excessive (Hershman et Vincelli, 1997). De méme que, le maintien d’une semence de qualité,
exempte de pathogenes, avec une bonne germination et une bonne vigueur, est également un

élément important d'un programme holistique de gestion des maladies (Moffat et Santana, 2018).
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La fertilisation azotée, sous sa forme ammoniacale, semble réduire le développement des
lésions provoquées par le Tan Spot (Krupinsky et Tanaka, 2001). La fertilisation potassée
(Sharma et al., 2005), et I’application foliaire de micronutriments (Bore, Manganése et Zinc), ont

également montreé leur efficacité dans la réduction de la sévérité de la maladie.
11.4.2. La lutte chimique

L'application d'un fongicide foliaire a permis d'augmenter considérablement le rendement du
blé (Bhatta et al., 2018). En outre, le traitement des semences peut s’avérer comme un moyen
utile dans le cadre d’une lutte intégrée (Duveiller, 2004). Ainsi, Evans et al. (1999) ont constaté
gu'en Oklahoma, la tache auréolée réduisait les rendements de 15 % dans les parcelles inoculées,
par rapport aux parcelles traitées avec le fongicide. Au Mexique ; Villareal et al. (1995) ont
constaté que le rendement était inférieur de 43 % dans les parcelles non traitées par rapport a

celles traitées avec un fongicide.

Cette application est rentable lorsque les génotypes sensibles sont plantés dans des conditions
environnementales favorables au développement de la maladie (Wegulo et al., 2011). Wegulo et
al. (2009) ont indiqué que l'application de fongicides a permi d'éviter des pertes de rendement
pouvant atteindre 42 %, causées essentiellement par la tache auréolée et la tache

helminthosporienne (spot blotch) sur le blé d'hiver.

Les travaux de Bhatta et al. (2018) ont montré que 1’application d’un fongicide foliaire,
(Prosaro 421 SC [Bayer Crop Science, Leverkusen, Allemagne]: prothioconazole +
tébuconazole), a augmenté le rendement en grains, la teneur en protéines des grains, le poids des
graines, le poids volumétrique du grains, la vigueur des feuilles et la surface des feuilles jusqu'a
42 %, 1 %, 16 %, 6 %, 48 % et 35 %, respectivement.

Pour garantir 1'efficacité d’un fongicide, I'application doit étre réalisée avant l'apparition des
symptdmes de la maladie. L’optimisation des méthodes appliquées selon les conditions locales
de I'utilisateur sont indispensables ; celui-ci devant tenir compte des variétés cultivées, des
fongicides utilisés, et des conditions environnementales qui peuvent affecter I’efficacité du

traitement (Bockus, 1998).

Enfin, le rapport colt/bénéfice doit étre pris en compte lors de I'application du fongicide, car
des prix du blé bas et/ou des colts d'application élevés, peuvent annuler tout bénéfice du
resulatant du traitement fongicide, méme lorsque les niveaux de maladie sont élevés (Wiik et
Rosenqvist, 2010 ; Wegulo et al., 2011).
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11.4.3. La lutte biologique

La lutte biologique est la lutte qui implique l’utilisation de microorganismes antagonistes
(Bockus, 1998), elle a été étudiée ces dernieres années pour minimiser l'utilisation de produits
chimiques (Perello et Dal Bello 2011).

Plusieurs champignons et bactéries ont été décrits comme possédant cette propriété
d’antagonisme a 1’égard de ce pathogéne. Ainsi, Trichoderma harzianum, T. aureoviride et T.
koningii inhibent la croissance de P. tritici-repentis in vitro, et réduisent significativement la

sévérité de la maladie in vivo (Perello et al., 2003).

Les travaux de Larran et al. (2016) ont montré que T. hamatum, Penicillium sp., Bacillus sp.
et Paecilomyces lilacinus, ont réduit de maniére significative le diamétre de la colonie de I'agent
pathogene. Par ailleurs, Bacillus sp. et Fusarium sp. ont réduit de maniere significative le
pourcentage de germination des spores de P. tritici-repentis de 82 % et 52 % respectivement.

11.4.4. La lutte génétique

La méthode la plus économique et la plus sire pour I'environnement, est 1’utilisation de la
résistance génétique durable (Ciuffetti et Tuori, 1999 ; Shankar et al., 2017 ; Bhatta et al., 2018 ;
Liu et al., 2019), elle constitue une meilleure solution a long terme (Moffat et Santana, 2018).

Le premier objectif pour I'élaboration d'une stratégie de sélection réussie et du développement
de variétés résistantes a la tache auréolée devrait étre selon Ciuffetti et Tuori (1999) et Faris et
al. (2013), i) l'identification du nombre de loci conditionnant la résistance, 1’identification de
leurs relations de dominance, ainsi que celle des liens existant entre ces loci et ii) 1’élimination

des genes de sensibilité aux toxines spécifiques.

De nombreuses sources de résistance ont été identifiées, et considérées comme utiles pour la
poursuite de la découverte de nouveaux genes de résistance, et pour leur incorporation dans les
programmes de sélection du blé (Siedler et al., 1994 ; Chu et al., 2008a, b ; Oliver et al., 2008 ;
Friesen et al., 2008 ; Sillero et Rubiales, 2012). Des génotypes ayant une bonne résistance a P.

tritici-repentis ont été trouvés dans tous les niveaux de ploidie du blé (Singh et Hughes, 2006).

Une réduction de 50 a 75 % de la gravité de la tache auréolée a été signalée en utilisant des
cultivars modérément résistants (Singh et al., 2008a). Dans certaines régions, l'utilisation de
plusieurs lignées, et d'un mélange de cultivars, a également été utilisée pour lutter contre la tache
auréolée (Cox et al., 2004). Sillero et Rubiales (2012), ont évalué 22 lignées de Tritordeum

(croisement entre Hordeum chilense et Triticum sp.) ainsi que leurs parents a 1’égard de trois
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races différentes de P. tritici-repentis ; tous les H. chilense étudiés étaient résistants, alors que la

réponse des blés, variait entre la sensibilité et la résistance élevée.

La transgénique et la modification du génome sont d'autres technologies disponibles pour le

controle génétique des maladies du blé (Singh et al., 2016).

I1.5. Transfert horizontal du géne ToxA chez P. tritici-repentis, une cause de ’émergence

de nouvelles maladies

Le transfert horizontal des genes, est un phénomeéne de transfert non mendélienne de I'ADN
entre les organismes (Keeling et Palmer, 2008). Actuellement, de nombreuses études ont montré
que le transfert horizontal entre les organismes eucaryotes, joue un réle trés important dans
I'adaptation, en particulier dans le cas des microbes qui colonisent un héte commun (Wisecaver
et al., 2014). L'examen du mécanisme possible de transfert met l'accent sur le rdle des
transposons. La mobilisation de I'ADN d'un organisme donneur est beaucoup plus plausible si le
géne est associé a un élément transposable (Oliver et Solomon, 2008 ; Moolhuijzen et al., 2018).
Dans ces cas, la tendance est a I'intégration des transposons au niveau de I'ADN répété (Larrondo
et al., 2007).

L’exemple typique de ce phénomene de transfert horizontal, est le gene de virulence ToxA
qui a été signalé jusqu'a présent chez trois agents pathogenes du blé : Parastagonospora
nodorum, P. tritici-repentis, et Bipolaris sorokiniana (Sarma et al., 2005 ; Stukenbrock et
McDonald 2007 ; Friesen et al., 2006 ; McDonald et al., 2017). Ces trois espéces appartiennent
au méme ordre « les Pleosporales », mais elles sont éloignées par plusieurs millions d'années,

séparant leur spéciation (Grandaubert et al., 2014).

Des études ont permis de mieux comprendre I'histoire évolutive potentielle du géne ToxA. Au
départ, le gene ToxA n'était présent que chez les deux agents P. tritici-repentis et P. nodorum,
cette affirmation est basée sur la présence d’une région homologue de 11 kb au niveau de ToxA
qui aurait été transférée horizontalement de P. nodorum & P. tritici-repentis (Friesen et al.,
2006). La région homologue a ensuite été redéfinie comme une région beaucoup plus grande de

300 kb dans le génome de P. nodorum (Syme et al., 2013).

La preuve que le gene ToxA a été transféré horizontalement a partir de P. nodorum, a été
basée sur une évidence au niveau phylogénique, et au niveau de la population. Ces analyses
révélent en premier que, le gene était présent dans une séquence du genome P. nodorum, mais
absent de tous les autres génomes séquencés et répertoriés dans les bases de données actuelles

(Oliver et Solomon, 2008). Deuxiemement, le gene n'est pas présent dans tous les isolats de P.
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tritici-repentis, ce qui correspond a une acquisition récente (Oliver et Solomon, 2008).
Troisiemement, le schéma de variation de séquences trés élevé du ToxA chez P. nodorum et tres
faible chez P. tritici-repentis, correspond aussi a une acquisition récente (Stukenbrock et
McDonald 2007). En effet une étude portant sur 600 isolats de P. nodorum a réveélé un tres haut
niveau de polymorphisme de séquences dans ce géne, par contre, un seul haplotype a été trouvé
dans 57 isolats de P. tritici-repentis. Ceci correspond a une acquisition récente du géne, et
suggére que P. tritici-repentis est le receveur et P. nodorum est le donneur (Friesen et al., 2008).
Les variations dans les séquences des isolats de P. nodorum est également cohérent avec
I'acquisition de ToxA par cet organisme en Afrique du Sud, probablement lorsque le blé a été
importé pour la premiére fois par les colonisateurs européens (Stukenbrock et McDonald, 2007 ;
Friesen et al., 2008). Enfin, le géne a été associé a un élément transposable (Oliver et Solomon,
2008).

Des épidémies des deux agents pathogénes se produisent chaque année, et les infections
mixtes sur une méme feuille sont courantes, il est donc probable que les deux champignons
entrent régulierement en contact étroit (Friesen et al., 2006). Il est possible que des tubes
d'anastomose conidiaux (CAT) se forment entre ces especes, facilitant ainsi I'échange génétique
(Roca et al., 2005).

Toutefois il est a signaler que Friesen et al. (2006) et Oliver et Solomon (2008) ont supposé
que le géne ToxA a €té transféré a partir d'une troisieme espece non encore découverte, sans étre
en mesure d'identifier d'autres donneurs possibles. McDonald et al. (2013) ont montré gqu'une
troisieme espéce de champignon, Parastagonospora avenaria tritici, contenait le gene ToxA et
ont suggéré qu'il est le résultat probable d’une hybridation interspécifique. De méme, un
homologue de ce géne a été identifié chez le pathogene du mais Cochliobolus heterostrophus
(Lu et al., 2015). Plus récemment, McDonald et al. (2017) ont signalé que B. sorokiniana,
pathogéne de I'orge et du blé, possédait une région de 12 kb homologue au locus ToxA, qui est
presque identique a la région de 11 kb commune chez P. tritici-repentis et P. nodorum. La
présence du gene chez cette espéce a aussi €té rapportée par Friesen et al. (2018).

Pour définir le lieu et I'étendue de chaque événement de transfert horizontal, McDonald et al.,
(2019), ont réalisé un séquencage d'ADN via de grandes lectures (séquencage de 3°M®
géneération). Cela a permi de générer des assemblages de génomes presque complets pour
plusieurs représentants de deux des trois especes, en plus de plusieurs autres assemblages
disponibles (Richards et al., 2018 ; Moolhuijzen et al., 2018). Ces assemblages expliquent le

contexte genomique dans lequel le gene de virulence est situé, et fournissent des indications sur
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les mécanismes potentiels du transfert horizontal des genes, ainsi que 1’historique de leurs
événements (McDonald et al., 2019). Les auteurs donnent la premiere description du ToxA avec
des fonctionnalités de transposon complétes, qu’ils ont appelé ToxhAT. Chez les trois especes,
ToxhAT réside dans une grande région génomique (140 a 250 kb) riche en transposons, qui est
absente des isolats qui ne portent pas le gene. Les mémes auteurs ont démontré également que
ToxhAT a été transféré entre P. tritici-repentis et P. nodorum sous forme de fragment, inclu dans

une grande région d’environ 80 kb qui subit actuellement une désintégration extensive.

La toxine produite par le géne ToxA (Ptr ToxA) n’interagit apparemment qu’avec les lignées
de blé exprimant le gene Tsnl. L’interaction ToXA/Tsnl est fortement associé a la maladie de la
tache auréolée (See et al., 2018). La possibilité d'introduction par inattention de ces lignées, a pu
contribuer a I'explosion de la tache auréolée depuis les années 50 (Lamari et al., 2005a).
Cependant, des lignées de blé sensibles ont été largement plantées depuis la fin du XIXe siecle,
bien avant I'émergence de la maladie. L'apparition de la tache auréolée dans les années 60 et 70,
a coincidé avec la plantation du blé exprimant le géne Tsnl, mais elle ne peut étre une relation de
cause a effet (Oliver et Solomon, 2008).

I1.6. Mécanismes héréditaires de I’interaction blé/P. tritici-repentis

La résistance du blé a la tache auréolée est caractérisée par de petites Iésions brun foncé qui
n‘augmentent pas en taille (Singh et Hughes, 2005), elle a été qualifiée comme étant qualitative
(Duguid and Brdlé-Babel, 2001) ou quantitative (Faris et al., 1997 ; Friesen et Faris 2004).

De nombreux chercheurs ont rapporté que la résistance du blé a la nécrose due a la maladie de
la tache auréolée, est contrdlée par un seul gene récessif (Ciuffetti et al., 1997 ; Anderson et al.,
1999 ; Singh et al., 2006), tandis que la résistance a la chlorose est contr6lée par un seul géne

dominant (Lamari et Bernier, 1991).

L'interaction blé/P. tritici-repentis suit largement le modéle inverse du « gene-pour-gene »,
bien que d'autres mécanismes d'interactions hote-pathogeéne, y compris plusieurs QTL a large
spectre et des genes de résistance récessifs, soient également connus (Singh et al., 2016). La
compréhension de cette interaction et l'identification des QTL pour la résistance a la tache
auréolée, peuvent faciliter le développement de cultivars résistants via des approches de sélection

assistée par marqueurs moléculaires (Liu et al., 2019).

Des genes tels que tsnl, tsn2, tsn3, tsn4, tsn5, tsn6, tsn-synl et Tsn-syn2 sont connus pour

affecter la sensibilité aux toxines et conférer une résistance spécifique a la nécrose (Anderson et
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al., 1999 ; Tadesse et al., 2006a, b), tandis que les génes récessifs tscl et tsc2 conferent une

résistance a la chlorose (Effertz et al., 2002 ; Friesen et Faris, 2004 ; Abeysekara et al., 2010).

Au cours des 20 derniéres années, il a été démontré que la résistance génétique a la tache
auréolée est un complexe, qui implique I'absence de genes de sensibilité de I'hote, de genes de
résistance récessive majeurs, de QTL non spécifique a la race, et d'autres QTL de résistance

autres que les trois genes de sensibilité (Kariyawasam et al., 2016 ; Liu et al., 2017).
11.6.1. Les genes responsables de la sensibilité du blé au P. tritici-repentis

P. tritici-repentis produit trois toxines spécifiques a I’hote décrites et désignées par Ptr ToxA,
Ptr ToxB et Ptr ToxC (Orolaza et al., 1995 ; Ciuffetti et al., 1998 ; Effertz et al., 2002). Ces trois
toxines interagissent avec les produits des genes dominants Tsnl, Tsc2 et Tscl, respectivement
(Cotuna et al., 2015), produisant les 3 interactions connues Ptr ToxA/Tsnl, Ptr ToxB/Tsc2 et Ptr
ToxC/Tscl qui sont a I’origine de nécrose et/ou des chloroses (Lamari et al., 1995 ; Strelkov et
al., 2002 ; Lamari et al., 2005b). Des études évaluant I'action des génes dans des populations
specifiques ont révélé aussi plusieurs génes récessifs de résistance aux taches brunes (Singh et
al., 2006, 2008b ; Tadesse et al., 20064, b, 2008).

Par rapport a l'interaction Ptr ToxA/Tsnl qui entraine une nécrose rapide, les interactions Ptr
ToxB/Tsc2 et Ptr ToxC/Tscl entrainent toutes les deux des réponses chlorotiques plus lentes
chez les lignées de blé sensibles (Corsi et al., 2020). Cependant, plusieurs sources, suggerent que
le pathosysteme et la sensibilité aux toxines, ne reposent pas uniquement sur ces trois
interactions ; I'implication de l'interaction Ptr ToxA/Tsnl dans le développement de la maladie
dépendrait du matériel génétique de I'héte (Faris et Friesen, 2005 ; Chu et al., 2008b ;
Kariyawasam et al., 2016). D’autres travaux ont montré également 1’existence d’autres geéne de
sensibilité a la tache auréolée chez le blé dur autres que ces 3 (Singh et al., 2008c ; Guo et al.,
2018).

11.6.1.1. Le gene Tsnl

Chez le blé, le locus Tsnl confere une sensibilité a la Ptr ToxA a la fois chez P. tritici-
repentis que P. nodorum (Corsi et al., 2020). Les isolats de P. tritici-repentis dépourvus de
ToxA donnent une lésion indistincte sur les génotypes de blé contenant Tsn1l, et les génotypes de
blé dépourvus de Tsnl sont nettement moins sensibles aux races les plus courantes de I'agent
pathogene (Friesen et al., 2006). Tsnl code une protéine prédite contenant des domaines NBS-
LRR (un domaine NB de liaison de nucléotides et un domaine LRR de répétition riche en
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leucine), associés a un domaine de type S/TPK (sérine/thréonine protéine kinase) (Faris et al.,
2010).

Tsnl et tsnl sont deux symboles proposés pour désigner respectivement les alleles dominants
et récessifs, qui conferent la sensibilité aux isolats de P. tritici-repentis induisant la nécrose,

localisés sur le chromosome 5B du blé (Faris et al., 1996 ; Stock et al., 1996).

Les variétés de blé insensibles a la Ptr ToxA présentent principalement une délétion compléte
de Tsnl (Corsi et al., 2020). Toutefois, alors que Tsnl est nécessaire pour la reconnaissance de la
Ptr ToxA, plusieurs études ont fait état de différentes protéines qui rentrent en interaction chez
I'néte (Corsi et al., 2020). Les premiers travaux ont montré que la Ptr ToxA interagit avec la
plastocyanine (Tai et al., 2007) et la protéine ToxABP1 du chloroplaste (Manning et al., 2007),
qui peuvent toutes les deux favoriser 1l'induction d’un stress oxydatif, induisant la production
d'especes oxygenées réactives (ROS = reactive oxygen species), entrainant la mort cellulaire.
Plus récemment, il a été démontré que la Ptr ToxA interagit de maniere trés spécifique avec la
protéine PR-1-5, liée a la pathogénicité chez le blé (Lu et al., 2014). Elle semble jouer un réle

dans la promotion de la nécrose dans les blés contenant le géne Tsnl (Corsi et al., 2020).

Ainsi, deux marqueurs, Xfcp393 et Xfcp394, ont été utilisés et recommandés pour le
diagnostic de la résistance a la Ptr ToxA (Zhang et al., 2009). Récemment, le marqueur Xfcp623

a été proposeé pour le diagnostic (Karelov et al., 2015).

Toutefois, Faris et Friesen (2005), ont identifié un QTL au niveau des chromosomes 1B et 3B
conduisant a une résistance a plusieurs races, diminuant ainsi les effets du géne Tsnl. Dans une
autre étude, Chu et al. (2010), évaluant une population haploide doublée de blé dur sensible a Ptr
ToxA ont trouvé que I’interaction Ptr ToxA/Tsnl n’était pas importante dans le développement
de la maladie. Ces résultats ont été confirmés par les travaux de Faris et al. (2020). De méme,
Kariyawasam et al. (2016) ont identifié un QTL a effet majeur, situé sur le chromosome 3BL qui

avait un effet inhibiteur sur l'interaction Ptr ToxA-Tsn1.
11.6.1.2. Le géne Tsc2

La sensibilité a la chlorose induite par la Ptr ToxB est contr6lée par un seul géne dominant
chez I'n6te (Orolaza et al., 1995), situé sur le chromosome 2B et désigné par 1’appellation Tsc2
(Friesen et Faris, 2004 ; Abeysekara et al., 2010). Friesen et Faris (2004) ont montré que
I'interaction Ptr ToxB-Tsc2 représentait 69 % de la variation de la maladie causée par la race 5.

Les travaux de Faris et al. (1997) et Abeysekara et al. (2010) ont montré que le gene régissant la
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sensibilité au Ptr ToxB, Tsc2, était probablement le méme pour le blé tétraploide et le blé
hexaploide (Faris et al., 2013).

Plus récemment, I'analyse d’un QTL responsable de la sensibilité a la Ptr ToxB et des isolats
de la race 5 a démontré que la sensibilité conférée par le géne Tsc2 joue un rdle important dans la
sensibilité a la tache auréolée dans le blé dur (Virdi et al., 2016).

Jusqu'a présent, le géne Tsc2 n'a pas été cloné et la structure du geéne reste inconnue

(Kariyawasam et al., 2018).
11.6.1.3. Le gene Tscl

Effertz et al. (2002) ont montré que l'insensibilité a la Ptr ToxC, qui coincide avec la
sensibilité a la chlorose induite par de la race 3, était régi par un seul gene. Il est situé sur le

chromosome 1A et désigné par Tscl.

Dans des travaux antérieurs, la résistance a la chlorose causée par les races 1 et 3 (qui
produisent toutes les deux la Ptr ToxC) a été signalée comme contr6lée par un gene dominant
dans certains croisements, et comme partielement dominant dans d'autres (Lamari et Bernier,
1991). Ce qui rejoint les conclusions, des études menées par Singh et Hughes (2006), qui ont
suggeré que la résistance a la chlorose induite par la race 1 était dominante. Il a été cependant
aussi rapporté que la résistance a la chlorose induite par la race 3 était conférée par un géne
récessif (Gamba et al., 1998). Alors que Duguid et Brule-Babel (2001) ont indiqué que I’hérédité
de la résistance a la chlorose induite par les isolats de la race 3, pouvait aller de récessif, a
partiellement dominant, voir complétement dominant, selon la composition génétique des lignées
de blé utilisées. Ces résultats contradictoires sont probablement dus au fait que I'expression de la
chlorose induite par les races 1 et 3 est de nature continue, et influencée par les conditions
environnementales (Strelkov et al., 2002).

Par la suite, des QTLs associés au locus Tscl responsables de la sensibilité a la Ptr ToxC, ont

également été identifiés (Kariyawasam et al., 2016 ; Liu et al., 2017).

Enfin il est a rappeler que, Liu et al. (2017) ont indiqué que le Ptr ToxC-Tscl peut agir de
maniere additive avec le Ptr ToxA-Tsnl dans certains génotypes de blé. Jusqu'a présent, le gene

Tscl n'est pas non plus cloné malgre son importance dans la maladie (Kariyawasam et al., 2018).
11.6.2. La résistance qualitative (monogénique)

Auparavant, les génes responsables de la résistance qualitative n'étaient associés qu'a la
réponse aux filtrats de culture contenant des HST, et les désignations "Tsc" et "Tsn" indiquent les
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HST responsables de la chlorose et de la nécrose respectivement (‘tan spot chlorosis’ et ‘tan spot
necrosis’ HSTs) (Faris et al., 2013). L'identification ultérieure d’autres génes a conduit a la
désignation de plusieurs genes comme Tsn2, Tsn5 (Singh et al., 2006 ; Tadesse et al., 20064, b),
méme Si ces genes n'étaient pas neécessairement associés avec la nécrose causée par une HST.
C'est pourquoi, en 2007, il a été décidé que les genes conférant la résistance qualitative
porteraient la désignation "Tsr" pour tan spot resistance (résistance a la tache auréolée)
(Mclntosh et al., 2008). Les genes portant la désignation "Tsr" sont différents des génes "Tsn"
(Mclntosh et al., 2013).

Dans le systeme de désignation "Tsr", le gene récessif tsrl confere une résistance aux races 1
et 2 (Lamari et Bernier, 1989a, 1991 ; Gamba et al., 1998 ; Singh et al., 2008b), il est localisé sur
le chromosome 5BL (Faris et al., 1996 ; Anderson et al., 1999). Les deux génes tsr2 et tsr5 qui
conferent une résistance a la nécrose causée par les races 3 et 5 respectivement, sont récessifs et
sont situés sur les chromosomes 3BL (Singh et al., 2006 ; Singh et al., 2008b). Deux autres
geénes tsr3 et tsr4 qui conferent une résistance a la race 1, sont aussi récessifs et sont situés sur

les chromosomes 3DS et 3AS respectivement (Tadesse et al., 2006a, b).

D’autres genes contrdlant la résistance ont été rapportés, le géne tsré responsable de la
résistance a la chlorose provoquée par les isolats de la race 5, situé sur le chromosome 2BS
(Singh et al., 2008b). Le géne Tsr7, se trouve dans une région proximale du 3BL, il confere des

niveaux élevés de résistance non spécifique de maniére dominante (Faris et al., 2020).

Les génes Tsr2, Tsr3, Tsr4 et Tsr5 sont des synonymes de Tsn2, Tsn3, Tsn4 et Tsn5
respectivement, alors que Tsc2 est synonyme de Tsr6. Tscl n'a pas encore de synonyme dans la

désignation Tsr en raison de son hérédité inconnue (Faris et al., 2013).
11.6.3. La résistance quantitative

Des etudes ont suggéré que l'interaction blé-P. tritici-repentis semble étre plus complexe que
le modéle inverse du « géne-pour-géne », et elle a été decrite comme polygenique (Lee et
Gough, 1984 ; Ciuffetti et al., 1999). Ainsi, de nombreux loci de caractéres quantitatifs (QTL)
ont été associés a la réaction a la tache auréolée (Kariyawasam et al., 2016 ; Liu et al., 2017 ;
Guo et al., 2018 ; Faris et al., 2020).

Plusieurs QTL, conférant une résistance spécifique ou non spécifique a la race, ont été
identifiés sur presque tous les chromosomes chez le blé (Patel et al., 2013 ; Kariyawasam et al.,
2016 ; Liu et al., 2017). Faris et al. (1997) ont identifie un QTL (QTsc.ndsu-1A) conférant une

résistance aux deux races 1 et 3. Faris et Friesen (2005) ont identifié deux QTL (QTs.fcu-1B et
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QTs.fcu-3B) conférant une résistance a quatre races, 1, 2, 3 et 5. Une résistance controllée par
QTL a été identifiée sur le chromosome 3B, conférant de bons niveaux de résistance a toutes les
races connues de P. tritici-repentis (Kariyawasam et al., 2016).

Des études des QTL dans le blé hexaploide ont montré que l'interaction Ptr ToxA-Tsnl était
importante pour le développement de la tache auréolée (Chu et al., 2008b ; Singh et al.,
2008c ; Liu et al., 2017 ; Kariyawasam et al., 2018).

Kariyawasam et al. (2016) ont identifié une résistance QTL a effet majeur non spécifique a
une race, sur le chromosome 3BL, et ont caractérisé des relations génétiques de ce QTL avec les
interactions, Ptr ToxA/Tsnl et Ptr ToxC/Tscl. Un autre QTL a été détecté a I'extrémité distale du
chromosome 1AS conférant une résistance aux isolats producteurs de Ptr ToxC, une région qui

correspond & I'emplacement connu du locus Tscl (Kariyawasam et al., 2016).

Shankar et al. (2017) ont rapporté que les QTL sur les chromosomes 1A et 2A avaient des
effets majeurs sur la résistance a la tache auréolée, et un effet additif a celui du gene tsnl sur
5BL. Liu et al. (2019) ont évalué quatre populations de blé tétraploide a 1’égard d’un isolat de la
race 2, qui produit la Ptr ToxA ; ils ont trouvé également plusieurs QTL qui peuvent conférer des

niveaux élevés de résistance.

Des études d'association et de cartographie des QTL biparentaux, ont montré que tous les
chromosomes du blé sauf le 6D, sont porteurs de QTL associés a une résistance ou une

sensibilité a la tache auréolée (Kariyawasam et al., 2018).

Les résultats mentionnés montrent le haut niveau de la complexité des interactions blé/P.
tritici-repentis et suggeérent que des genes autres que Tsnl, Tsc2, et Tscl ayant des roles
importants doivent encore étre identifiés (Liu et al., 2019). Cependant, une autre forme de
résistance connue sous le nom de résistance des plantes adultes (APR : Adult-Plant Resistance),
ajoute un niveau de complexité au pathosysteme blé/P. tritici-repentis, qui est également affecté
par le matériel genétique, la variabilité entre les différentes races de P. tritici-repentis, les effets
d'effecteurs multiples, et la présence d'effecteurs non caractérisés (Ali et al., 2002 ; Faris et al.,
2013 ; Manning et al., 2013 ; Dinglasan et al., 2016).

I1.6.4. Sources de résistance chez le blé, a I’égard du P. tritici-repentis

Plusieurs études effectuées fournissent des exemples de bonnes sources de résistance a la
tache auréolée. En effet, de nombreuses études ont été menées pour évaluer des collections de
variétés de blé (Lamari et al., 1991 ; Tran et al., 2017 ; Dinglasan et al., 2018 ; See et al., 2019 ;
Corsi et al., 2020), des accessions d’Aegilops tauschii (Siedler et al., 1994), des parents de blé
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tétraploide (Lamari et al., 1991 ; Chu et al., 2008a), des lignées hybrides (Singh et al., 2008c),
des espéces de blé sauvages et de celles lui étant apparentées (wheat-alien specices) (Oliver et
al., 2008), des lignées de blé hexaploide synthétique (Siedler et al., 1994 ; Friesen et al., 2008),

et des lignés issues de croisement entre des especes d’orge et du bl¢ (Sillero et Rubiales, 2012).

Dans chaque cas, de nombreuses sources de résistance ont été identifiées et considérées
comme utiles pour l'incorporation dans les programmes de sélection du blé, et pour le

développement de la résistance a la tache aureolée.
11.7. Approches moléculaires utilisées pour I’étude des génes de virulence

Toute analyse moléculaire dépend d'un pathosysteme bien caractérisé. Diverses méthodes
comparatives sont disponibles pour I’étude des génes de virulences des champignons
phytopathogénes telles que les marqueurs moléculaires, le sequencage du génome, les analyses

des protéines (protéomique), les éléments transposables...etc.

Le séquengage d’ADN est devenu un outil essentiel en biologie moléculaire (Lamoril et al.,
2008). Plusieurs méthodes sont utilisées ; Next Generation Sequencing (NGS), RNA-sequencing
technology, lllumina sequencing...etc. Actuellement, la technologie de séquencage de I'ARN est
apparue comme une approche rentable dans la détermination de séquences a haut débit pour la
découverte plus rapide de génes fonctionnels (Getachew et al., 2020). Dans ce contexte de
nombreux travaux ont utilisé le séquencage pour I’étude et I’identification des génes de virulence
chez les champignons phytopathogeénes ; le genre Fusarium (Lievens et al., 2009 ; Williams et
al., 2016), le genre Colletotrichum (Bhadauria et al., 2015 ; Baroncelli et al., 2016 ), P. tritici-
repentis (Manning et al., 2013 ; Moffat et al., 2014 ; Moolhuijzen et al., 2018), Leptosphaeria

maculans (Rouxel et Balesdent, 2005).

L'analyse du transcriptome se concentre principalement sur les changements d'expression des
genes chez les individus affectés par rapport aux individus non affectés, mais elle permet
également de comprendre la fonction coordonnée de plusieurs génes en examinant les réseaux de
coexpression (Mehta et al., 2018). L’analyse du transcriptomes a été utilisée pour 1’identification
des genes de virulence chez plusieurs agents pathogénes tels que Sclerotinia sclerotiorum avec
divers hotes (Westrick et al., 2019 ; Chittem et al., 2020), Colletotrichum fructicola (Zhang et
al., 2018) et Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Qin et al., 2017).

Par ailleurs, le clonage sur carte a été une méthode courante pour identifier les génes de
virulence chez les champignons phytopathogénes tels que Magnaporthe grisea (Talbolt et al.,
1993), Cochliobolus sativus (Zhong et al., 2002) et Zymoseptoria tritici (Zhong et al., 2017). La
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disponibilité d'assemblages de génomes de reférence de bonne qualité, de programmes
d'annotation des génes, et de prédiction des génes effecteurs, a également modifiée le clonage sur
carte pour en faire un outil plus puissant d'identification des facteurs/génes de virulence
(Manning et al., 2013 ; Moolhuijzen et al., 2018).

La transformation par Agrobacterium tumefaciens (ATMT) auparavant limitée a la
transformation de I'ADN des plantes, a été realisée pour la transformation de la levure
Saccharomyces cerevisiae (Bundock et al., 1995). Elle a été ensuite, exploitée pour plusieurs
travaux sur les champignons phytopathogénes (Nakamura et al., 2012). L'ATMT génére un
pourcentage élevé de transformants stables et un ADN a copie unique intégrée, ce qui est utile
pour I'isolement des génes marqués (Michielse et al., 2005 ; Frandsen, 2011). Ainsi, la méthode
de PATMT a été utilisée dans de nombreux travaux qui ont étudié les geénes de virulence chez les
champignons phytopathogenes tels que Guignardia citricarpa (Figueiredo et al., 2010),
Helicobasidium mompa (Kano et al., 2011), Curvularia lunata (Liu et al., 2010), Magnaporthe
grisea (Rho et al., 2001), Blastocladiella emersonii (Vieira et Camilo, 2011), Cladosporium

cladosporioides (Zhang et al., 2011).

Il est enfin a signaler que 1’étude des éléments transposables, ainsi que les régions riches en
répétitions, a constitué une approche fructueuse pour 1’étude des geénes de virulence chez les

champignons phytopathogénes ces dernieres annees.

Les champignons phytopathogénes fournissent des exemples éminents d'associations
avantageuses entre des éléments transposables (ET) en évolution rapide, et des génes de
virulence qui provoquent des variations dans les phénotypes de virulence (Moller et
Stukenbrock, 2017). L’association entre régions riches en ET et effecteurs est retrouvée chez la
plupart des especes de champignons filamenteux ou d’oomycétes phytopathogenes ;
Magnaporthe grisea (Orbach et al., 2000), Fusarium (Daviére et al., 2010), Cladosporium
fulvum et Dothistroma septosporum (De Wit et al., 2012), P. tritici-repentis (Manning et al.,

2013) et Blumeria graminis (Hacquard et al., 2013).

Les phénoménes d’invasion/expansion par les ET concourent a des remaniements
chromosomiques et potentiellement a la génération de nouvelles especes (Grandaubert et al.,
2013). Dans le cas de Leptosphaeria maculans, des phénomeénes d’hypermutabilité sont
fréquents et expliquent la rapidité avec laquelle on observe des contournements de résistance
variétale au champ (Grandaubert et al., 2013). Ceci est aussi probable dans de nombreux autres
cas de champignons phytopathogénes pour lesquels les génes codant des effecteurs et/ou des
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geénes d’avirulence, sont localises dans des régions genomiques riches en ET (Grandaubert et al.,
2013)

Dans le cas de L. maculans, chez qui les régions codantes des effecteurs étaient beaucoup plus
proches des ET que d’autres genes (Rouxel et al., 2011), le génome caractérisé par 1’expansion
récente mais massive, de quelques familles d’¢léments transposables. Ceci a sans doute surtout
contribué a la diversification de molécules de type « effecteurs », donc a I’acquisition de
nouvelles spécificités parasitaires (Grandaubert et al., 2013). Ceci a un effet direct sur
I’adaptation aux résistances variétales en favorisant une diversité d’événements mutationnels,
comme il a été constaté chez certains isolats de Magnaporthe oryzae qui s’adaptent rapidement

aux nouveaux genes de résistance du riz (Chuma et al., 2011).

Les régions riches en répétitions contiennent souvent des génes codant pour des protéines
impliquées dans les interactions hote-pathogéne. La plasticité des régions riches en répétitions
affecte I'émergence de la virulence, notamment par l'inactivation des genes, l'altération de la
séquence ou de la structure des génes, et la naissance de nouveaux genes (Raffaele et Kamoun,
2012). Plusieurs travaux antérieurs ont été effectués pour élucider le role de ces régions chez les
champignons phytopathogeénes ; ainsi, Rao et al. (2018) ont montré que ces régions ont été
significativement associées aux effecteurs et aux genes du métabolisme secondaire chez I’agent

pathogene de I’anthracnose du piment, Colletotrichum truncatum.

Des conclusions similaires ont été faites pour d'autres champignons comme Blumeria
graminis et Phytophthora infestans, chez lesquels les protéines sécrétés et les génes effecteurs
étaient étroitement associés a des éléments répétitifs (Derbyshire et al., 2017). La comparaison
des séquences complétes du génome de 15 agents de la famille des Clavicipitaceae a permis de
révéler la présence/absence fréquente de polymorphismes et de variations de séquences dans des
groupes de génes impliqués dans la biosynthése d'alcaloides situés dans des régions riches en
répétitions (Schardl et al., 2013). Chez Sclerotinia sclerotiorum, il a été montré que ces régions
jouent un réle important dans 1’évolution des génes de virulence (Derbyshire et al., 2017). Les
régions riches en répétitions présente un mécanisme de base a I'évolution adaptative (Raffaele et
Kamoun, 2012 ; Croll et McDonald, 2012).

Enfin il est a rappeler, qu’a I'neure actuelle, la PCR quantitative en temps réel est une
méthode spécifique, sensible et reproductible pour la quantification des acides nucléiques tels
que 'ARNm (Bustin, 2002 ; Arya et al., 2005 ; Amaike et al., 2008). Cette méthode a été utilisée
dans plusieurs travaux pour I’étude et la détection des génes de virulence chez les isolats de P.

tritici-repentis (Amaike et al., 2008).
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11.8. Apercus des marqueurs moléculaires utilisés pour I’analyse de la diversité

génétique des champignons phytopathogénes

Les méthodes moléculaires sont universellement applicables et permettent d’explorer le
polymorphisme a différents niveaux (comparaison entre des souches, des especes, des genres,
etc.) (Verscheure et al., 2002). Plusieurs marqueurs moléculaires existent; les SCoT (Start
Codon Targeted), la RFPL (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), 1’amplification des
ITS (Internal Transcribed sequence), la RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), I’AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) et les microsatellites ou SSR (Simple Sequence

Repeat).

Les marqueurs SCoT sont des marqueurs dont le nom fait référence a la fonction de la
séquence ciblée ; ils révelent en effet un polymorphisme ciblé par le codon de départ, il touche la
courte région conservée au niveau des seéquences flanquantes le codon d'initiation de la
traduction « ATG » (Collard et Mackill, 2009). Les marqueurs sont produits par PCR en utilisant
a chaque fois une seule amorce ; les amorces sont congues a partir de la courte région conservée
flanquant le codon d’initiation ATG, qui est conservé pour tous les genes (Collard et Mackill,

2009). Les produits obtenus sont généralement reproductibles (Gorji et al., 2011).

Les microsatellites sont constitués de séquences de dinucléotides, trinucléotides ou
tétranucléotides répétés en tandem (Frisvad et al., 1998). Ces éléments sont uniformément
répartis en plusieurs exemplaires sur I’ensemble du génome d’une espece et présentent un taux
de polymorphisme élevé (Cantarella et D'Agostino, 2015). Ces microsatellites sont tres utilisés
car ils sont trés polymorphes entre les souches, co-dominants, tres informatifs, multi-alléliques,
expérimentalement reproductibles, et transférables entre especes apparentées par rapport a
d'autres marqueurs (Verscheure et al., 2002). En particulier, les SSR sont utiles dans les études
de la diversité ; pour estimer le flux de génes et les taux de croisement ; et dans les études

évolutives, surtout pour déduire les relations génétiques intra-spécifiques (Mason, 2015).

La technique AFLP est basée sur I'amplification sélective par PCR de fragments de restriction
a partir d'une digestion totale de 'ADN génomique (de Vicente et al., 2003). La prise
d'empreintes génétique, implique la révélation d'un ensemble de fragments d'/ADN provenant
d'un échantillon d'ADN spécifique (Vos et al., 1995). L'amplification sélective est réalisée par
I'utilisation d'amorces qui s'étendent dans les fragments de restriction, amplifiant uniquement les
fragments dans lesquels les extensions d'amorces correspondent aux nucléotides flanquant les
sites de restriction (Vos et al., 1995). La méthode permet la co-amplification spécifique d'un
grand nombre de fragments de restriction.
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La technique connue communément par RAPD a été I'une des techniques moléculaires les
plus couramment utilisées pour développer des marqueurs d’/ADN (Senthil et Gurusubramanian,
2011). La RAPD est une modification de la PCR dans laquelle une amorce oligonucléotidique
unique, courte (10 bases de long) et arbitraire, est utilisée. Cette derniére est capable de
s'hybrider, et de s'amorcer a plusieurs endroits du génome produisant ainsi un spectre de produits
d'amplification qui sont caractéristiques de I'ADN matrice (Senthil et Gurusubramanian, 2011).
Les marqueurs RAPD ont trouvé une large gamme d'applications. Ceci est principalement dd a la
rapidité, au colt et a l'efficacité de la technique (Senthil et Gurusubramanian, 2011). Elle
présente également l'avantage qu'aucune connaissance préalable du génome a I'étude n'est

nécessaire (Senthil et Gurusubramanian, 2011).

Les séquences Inter-simple sequence repeats (ISSR) sont des régions du génome flanqué de
séquences microsatellite. L'amplification par PCR de ces régions donne des produits
d'amplifications multiples qui peuvent étre utilisés comme systéme de marqueurs multilocus
dominants (Ng et Tan, 2016). Les marqueurs ISSR sont faciles a utiliser, peu colteux et moins
exigeants sur le plan méthodologique que les autres marqueurs (Ng et Tan, 2015). Les marqueurs
ISSR sont trés polymorphiques et sont utiles pour les études sur la diversité génétique, la
phylogénie, le marquage des genes, la cartographie du génome et la biologie de I'évolution
(Reddy et al., 2002).

La technique RFLP, est basée sur la restriction enzymatique, elle s’agit d’une technique a
travers laquelle les polymorphismes de longueur des fragments de restriction sont identifiés en
utilisant les enzymes de restriction qui coupent I’ADN uniquement sur des sites de restriction
déterminés (Rasmussen, 2012). Apres électrophorese, les fragments séparés sont hybridés avec
un ADN sonde (Hamon et al., 2013). Un polymorphisme de restriction peut aussi étre détecté en
examinant les profils des fragments de restriction généreés suite a la digestion, sans utilisation des
sondes. La restriction enzymatique est souvent pratiquée sur les séquences ITS apres leur
amplification par PCR. En effet, parmi les nombreuses méthodes utilisées par cette technique,
celle de I’utilisation des séquences ITS (Viaud et al., 2000). C’est une méthode sensible et fiable
qui facilite I’identification rapide et facile des espéces fongique. De plus, cette méthode permet

d'étudier en profondeur la diversité des champignons filamenteux (Diguta et al., 2011).
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Les travaux réalisés dand cette these ont été envisagés pour la réalisation de deux principaux
objectifs : (i) I’étude de la variabilité du géne de virulence ToxA chez une collection d’isolats de
P. tritici-repentis originaires d’Afrique du nord (Algérie et Tunisie) et du moyen orient (Syrie),

et (ii) la recherche de sources de résistance a 1’égard des deux races 1 et 5.

111.1. Matériel

Le matériel biologique utilisé lors de ce travail est constitu¢ d’isolats de 1’agent causal de la
tache auréolée, P. tritici-repentis, et de génotypes de blé. Ceux-ci, comportent des lignées

améliorées, des variées locales, ainsi que des variétés homologuées.

111.1.1. Matériel fongique

Durant nos travaux, 213 isolats ont été utilises; ils proviennent de différentes régions

ceréaliéres de 3 pays ; Algérie, Tunisie et Syrie (Annexe 1).

En effet une prospection a été réalisée sur les cultures de blé, durant les deux campagnes
agricoles 2014/15 et 2015/16, dans différentes régions céréalieres d’Algérie. La prospection a
touché aussi bien les cultures de blé dur que celles de blé tendre. Elle a été basée sur
I’observation du symptome typique de la tache auréolée, caractérisé par une nécrose de forme
ovale entourée par une chlorose réguliere. Les feuilles de blé ont été récoltées dans 15 localités
(Alger, Blida, Béjaia, EI-Kseur, Semaoun, Akbou, Oued Ghir, EI-Amra, Ferme expérimentale de
I’ENSA (Beaulieu), Station expérimentale ENSA, Sétif, Oued El-Alleug, Médéa, Oued Smar,
El-Khroub), appartenant a 7 Wilaya (Fig. 8). Suite a cette prospection 87 Isolats ont été obtenus.
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Figure 8 : Régions céréalieres prospectées en Algeérie durant la saison 2014/2015 et 2015/2016.
1: Alger;2:Blida; 3: AinDefla; 4 : Médéa ;5 : Béjaia ; 6 : Sétif ; 7 : Constantine.
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Par ailleurs 66 isolats provenant de différentes régions cérealieres en Syrie ; 44 provenant
d’Algérie et 16 provenant de Tunisie, ont également fait 1’objet de nos travaux. Il s’agit de

collections d’isolats constituées durant des années antéricures (Annexe 1).

De méme, deux souches de référence de P. tritici-repentis ont été utilisées ; il s’agit de la
souche Pti2 (référence pour la race 1) et de la souche DW?7 (référence pour la race 5) ; ils nous
ont été fournis par le Dr. ALI Shaukat., South Dakota State University (SDSU), USA.

111.1.2. Matériel végétal

Cent seize (116) génotypes ont été utilisés pour la recherche de sources de résistance a 1’égard
des deux races 1 et 5 de I’agent causal de la tache auréolée. Le matériel végétal évalué, est
composé de 25 lignées améliorées, 54 variétés locales, 37 variétés homologuées. Les génotypes
ont été fournis par I'Institut National de la Recherche Agronomique d’Algérie (INRAA)
(Annexe 2).

Les lignées ont été sélectionnées dans le cadre du programme national de sélection du blé
mené par le méme institut (INRAA). Ce sont toutes des lignes F7, obtenues par un processus de
selection généalogique en masse (Benbelkacem, données non publiées). Les variétés locales
proviennent de la collection nationale de blé, multipliée par le méme institut. Une partie de ces
dernieres ont été choisies parmi les blés cultivés a Adrar et Tamanrasset (Oumata et al., 2020) ;
les agriculteurs affirment qu’il s’agit de génotypes locaux cultivés depuis longtemps dans cette
région.

Par ailleurs cinq génotypes de blé ont été utilisés lors de 1’identification des races. Quatre
génotypes de blé tendre composants la gamme différentielle standards ; il s’agit de Glenlea,
Salamouni, 6B-662 et 6B-365. A ceux-ci a été ajouté Coulter, qui est une variété de blé dur
(Tableau I1). Les variétés Salamouni et Glenlea ont été aussi utilisés en tant que témoin résistant,

et sensible successivement, lors de la recherche des sources de résistance.

Tableau Il : Type de réaction de la gamme différentielle a 1’égard des huit races connues.

Géﬁi‘t:sz o R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
Glenlea S-N S-N R R R R S-N S-N
6B662 R R R R SCh SCh SCh SCh
6B365 sClc R SClk R R s-Clc R s-Clc

Salamouni R R R R R R R R
Coulter SN SN SN R SN S-N S-N S-N

S-N = sensible avec nécrose induite par la toxine Ptr ToxA ; S-C/b = sensible avec chlorose induite par la toxine Ptr
ToxB ; S-Clc = sensible avec chlorose induite par la toxine Ptr ToxC ; R = résistance.
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111.2. Méthodes
111.2.1. Isolement monospore du pathogene

La méthode utilisée consiste a couper les feuilles infectées en petits fragments de 1 a 2 cm au
niveau de la lésion, et de les plonger directement dans de 1I’hypochlorite de sodium (eau de javel
a 5°) pendant trois minutes pour une désinfection superficielle. Puis les fragments sont rincés
trois fois avec de I’eau distillée stérile ; chaque ringage dure trois minutes, ce qui permet
d’éliminer toutes traces d’eau de javel. Les fragments sont déposés ensuite dans des boites de
Pétri en verre préalablement stérilisées a 150 °C, dans lesquelles un papier buvard humidifié

avec de ’eau distillée stérile a été disposé.

Les boites sont incubées sous lumiére blanche continue pendant 18 h a environ 20 °C, puis a
I’obscurité pendant 24 h a 15 °C. Aprés ’apparition des conidies, elles sont identifiées selon
deux criteres ; (1) la forme et la germination ; le genre Drechslera est caractérisé par des
conidies cylindriques pouvant germer a partir de n’importe quelle cellule. (2) la forme de la
cellule apicale de la conidie ; I’agent causal Drechslera tritici-repentis est reconnu par sa cellule
apicale en forme de téte de serpent. Ces conidies sont par la suite récupérées séparément et
aseptiquement sous loupe binoculaire, a 1’aide d’une pipette Pasteur étirée finement, puis
déposées sur un milieu de culture V8-PDA (Jus V8 : 150 ml, agar 2 %, pomme de terre 20 %,

CaCOs : 3 g), dont la préparation est indiquée en Annexes 3 et 4.
111.2.2. Conservation en disques de gélose séchés

Des disques sont prélevés a partir d’une colonie de P. tritici-repentis bien développée sur
milieu V8-PDA, indemne de toutes contaminations. Ils sont déposés dans de nouvelles petites
boites de Pétri stériles, celles-ci sont laissées sous une haute a flux laminaire pendant toute la
nuit. Les disques ainsi desséchés, sont récupérés le lendemain dans des tubes Eppendorf de 2ml,
préalablement stérilisés & 1’autoclave, et enfin conservés a -18 °C. Toutes ces étapes ont été

réalisées dans des conditions d’asepsie.
111.2.3. Caractérisation morphologique des isolats

Afin de vérifier la présence d’une variabilité morphologique chez le P. tritici-repentis, les 76
isolats algériens obtenus lors de nos prospections ont été repiquées individuellement sur milieu
PDA (Annexe 5) et incubées a 1’obscurité a 20 °C pendant une semaine. Des fragments de 6 mm
de diameétre ont été prélevés a partir de la périphérie des colonies, et repiqués dans des boites

contenant du milieu PDA fraichement préparé. Les boites ont éte incubées a 20 °C en l'obscurité,
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puis les caractéres macroscopiques (couleur et texture du mycélium, couleur du pigment produit
et formation de secteurs) de chaque colonie ont été enregistrés au bout de 7 jours. Le milieu PDA
a été choisi pour cette étape car il est couramment utilisé pour I’isolement et la croissance de

nombreux champignons.
111.2.4. Etude de la croissance mycélienne des isolats

La croissance radiale des cultures a été déterminée sur milieu PDA, & 25 °C, et sous obscurité.
Cette température a été choisis car elle a été déterminée comme optimale pour la croissance de P.
tritici-repentis (Benslimane et al., 2017). A partir de chaque isolat obtenu par culture monospore
et cultive préalablement sur milieu PDA, un disque de 6 mm de diamétre a été prélevé a partir de
la périphérie de la colonie est déposé au centre d’une boite de Pétri, contenant un milieu PDA, le
mycelium vers le bas. Des mesures quotidiennes de la croissance radiale des colonies ont été
réalisées pendant 7 jours sous une loupe binoculaire étalonnée. La mesure de la croissance des
colonies a été estimée a partir du moment ou le mycélium commence a coloniser la périphérie du
disque. La moyenne des deux rayons opposes de la colonie, et développés a partir du disque a été
évaluée. Trois répétitions ont été effectuées pour chaque isolat. Les valeurs moyennes ont été
utilisées pour effectuer I'analyse statistique a travers le test de Kruskal-Wallis (alternative non
paramétrique de I’ANOVA) a l'aide du logiciel SPSS (Version 23.0)

111.2.5. Evaluation du pouvoir de sporulation des isolats in vitro

L’intensité de la sporulation des différents isolats obtenus durant les saisons 2014-2015 et

2015-2016, a été évaluée.
111.2.5.1. Induction de la sporulation

La production de spores a été realisee comme décrit par Lamari et Bernier (1989c). Un disque
de 6 mm de diamétre a été préleve a partir de la périphérie d’une culture monospore et déposé au
centre d’une boite de Pétri de 9 cm contenant un milieu V8-PDA fraichement préparé. Les boites
ont été incubées a I’obscurité a environ 22 °C pendant 5 jours jusqu’a I’obtention d’une colonie
dont la croissance atteint 2 cm du bord de la boite. Ensuite, le mycélium a été rabattu, en utilisant
le fond d’un tube a essai passé a la flamme au préalable. Les boites ont été incubées sous lumiére
blanche continue pendant 18 h & environ 20 °C, puis a I’obscurité pendant 24 h a environ 15 °C.

Trois répétitions ont été effectuées pour chaque isolat.
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111.2.5.2. Préparation des suspensions de spores

Apreés la formation des spores observées sous une loupe binoculaire, un disque de 6 mm a été
prélevé de chacune des boites a 1’aide d’un emporte-piece. Il a été introduit dans un tube
Eppendorf de 2 ml contenant 1 ml d’eau distillée préalablement stérilisée ; trois répétitions sont
ainsi réalisées. Les tubes sont par la suite vigoureusement agités par un passage au vortex,

pendant 60 secondes.
111.2.5.3. Comptage des spores et analyses statistiques

A partir de chaque suspension, trois préaparations a raison de 10 pl chacune, ont été déposées
sur une lame porte objet, et recouvertes separément par des lamelles; ainsi au total 9
préparations pour chaque isolat ont été utilisées. Le dénombrement des conidies a été possible
suite a I’observation des préparations sous un microscope optique (grossissement 10x10). Cette
observation a été menée soigneusement, de la droite vers la gauche et du haut vers le bas. La
moyenne des spores produites par cm? de culture mycélienne par répétition, et pour chaque isolat
a été considéré. Enfin, et dans le but de comparer entre les isolats, une analyse statistique a été
réalisé a travers le test de Kruskal-Wallis (alternative non paramétrique de ’ANOVA) a l'aide du
logiciel SPSS (Version 23.0)

111.2.6. Analyse de la diversité génétique des isolats P. tritici-repentis par les marqueurs

moléculaires

Afin d'évaluer la diversité génétique présente au sein de la collection de la population
algérienne de P. tritici-repentis, plusieurs marqueurs moléculaires ont été testés, puis deux ont
été utilisés pour I’analyse de la variabilité. L’évaluation a concerné 85 isolats de la collection
constituee lors des prospections effectuées dans les différentes régions céréaliere du pays
pendant les deux campagnes agricoles 2014-2015 et 2015-2016 (Tableau I11).

111.2.6.1. Culture des isolats

A partir de la périphérie d’une culture monospore de chaque isolat, des disques de 6 mm de
diamétre ont eté préleveés et mis en culture dans des flacons en verre stériles de 250 ml, contenant
100 ml du milieu PDB (Potato Dextrose Broth) (Pomme de terre 20 %, glucose 2 %) (Annexe 6).
Les flacons ensemencés ont été incubés pendant 10 a 12 jours sur un agitateur rotatif orbital (150
t/mn) a la température ambiante d’environ 20 °C. Le mycelium des différents isolats, a été
récupéré de chaque flacon par filtration a travers deux couches de papier filtre Whatman 1 (Cat

No 1001 090), puis conservé a -18 °C jusqu’a l'extraction d'ADN.
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111.2.6.2. Extraction d’ADN

L’ADN a été extrait a partir du mycélium des 85 isolats (Tableau Ill) selon le protocole de
Promega (1978) modifié. La préparation des différentes solutions utilisées est detaillée en
Annexe 7.

A cet effet, 200 mg de mycélium lyophilisé de chacun des isolats ont été pesés dans un tube
Eppendorf de 2 ml. Il a été broyé dans de 1’azote liquide en présence de billes d'acier inoxydable
(@ = 5 mm), et moyennant un broyeur de tissus (Tissue Lyser 1l, QIAGEN), pendant 5 min
jusqu’a I’obtention d’une poudre fine. 600 pul de la solution de lyse (50 mM Tris-base pH : 7.4,
50 mM EDTA, 1 % SDS) ont été ajoutée ; puis le contenu du tube a été homogénéisé par un
passage au vortex. Les tubes ont été incubés a 65 °C dans un bain Marie durant 15 mn. La
solution de précipitation des protéines (Acétate de sodium 3 M) a été ajoutée au lysat a raison de
200 pl par tube, ces derniers ont été mélangés avec un vortex durant 20 secondes, puis
centrifugés durant 10 mn a 13000g.

Apres la centrifugation, le surnageant est récupéré dans un nouveau tube de 2 ml, et un
volume égal d’une solution de phénol-chloroforme (50:50) a été ajouté. Le contenu des tubes est
homogénéisé délicatement par inversion des tubes. Aprées une centrifugation a 13000g pendant
10 mn, le surnageant est pipeté délicatement pour éviter de récupérer les protéines, et transféré
dans un nouveau tube de 1,5 ml. Un volume égal de chloroforme est alors ajouté au surnageant
récupére, et le contenu du tube est délicatement mélangé par inversion de celui-ci. Apres une
centrifugation a 13000g durant 10 mn, le surnageant est pipeté délicatement et transféré dans un

nouveau tube dans lequel I’ADN sera précipité.

L’ADN est précipité, en ajoutant 600 ul d’isopropanol froid au surnageant transféré ; ces
tubes sont homogénéisés en les inversant délicatement, puis ils ont été incubés a 4 °C pendant 30
mn. Les tubes sont centrifugés a 13000g pendant 5 mn, le culot d’ADN formé précipite, et
I’alcool composant le surnageant est jeté, puis I’ADN est lavé deux fois avec de 1’Ethanol a 70%
(500 ul dans chaque tube). Aprés une derniere centrifugation pendant 5 mn a 13000g, les tubes
contenant uniquement le culot d’ADN, sont déposés sur du papier absorbant sur la paillasse a la

température ambiante, afin de permettre I’évaporation totale de 1’Ethanol.

Apres le séchage de ’ADN, il est dilué¢ dans 100 pl de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH :

8). Les ADN sont conservés au congélateur jusqu’a leur utilisation.
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Tableau I11 : Isolats de P. tritici-repentis utilisés pour 1’¢tude de la diversité génétique.
N° isolat N° Isolat N° Isolat N° isolat
1 Ptr 16.1.1 23 Ptr 16.8.3 45 Ptr 16.16.1 67 Ptr 16.24.1
2 Ptr 16.1.2 24 Ptr 16.9.1 46 Ptr 16.16.2 68 Ptr 16.24.2
3 Ptr 16.1.3 25 Ptr 16.9.2 47 Ptr 16.16.3 69 Ptr 16.24.3
4 Ptr 16.2.1 26 Ptr 16.9.3 48 Ptr 16.17.1 70 Ptr 16.25.1
5 Ptr 16.2.2 27 Ptr 16.10.1 49 Ptr 16.17.2 71 Ptr 16.25.2
6 Ptr 16.2.3 28 Ptr 16.10.2 50 Ptr 16.17.3 72 Ptr 16.25.3
7 Ptr 16.3.1 29 Ptr 16.10.3 51 Ptr 16.18.1 73 Ptr 16.25.4
8 Ptr 16.3.2 30 Ptr 16.11.1 52 Ptr 16.18.3 74 12.4
9 Ptr 16.3.3 31 Ptr 16.11.2 53 Ptr 16.19.1 75 12.6
10 Ptr 16.4.2 32 Ptr 16.11.3 54 Ptr 16.19.2 76 12.21
11 Ptr 16.4.3 33 Ptr 16.12.1 55 Ptr 16.19.3 77 17.8
12 Ptr 16.5.1 34 Ptr 16.12.2 56 Ptr 16.20.1 78 5.3
13 Ptr 16.5.2 35 Ptr 16.12.3 57 Ptr 16.20.2 79 5.11
14 Ptr 16.5.3 36 Ptr 16.13.1 58 Ptr 16.20.3 80 7.9
15 Ptr 16.6.1 37 Ptr 16.13.2 59 Ptr 16.21.1 81 13.13
16 Ptr 16.6.2 38 Ptr 16.13.3 60 Ptr 16.21.2 82 16.2
17 Ptr 16.6.3 39 Ptr 16.14.1 61 Ptr 16.21.3 83 16.5
18 Ptr 16.7.1 40 Ptr 16.14.2 62 Ptr 16.22.1 84 16.7
19 Ptr 16.7.2 41 Ptr 16.14.3 63 Ptr 16.22.3 85 90.2
20 Ptr 16.7.3 42 Ptr 16.15.1 64 Ptr 16.23.1
21 Ptr 16.8.1 43 Ptr 16.15.2 65 Ptr 16.23.2
22 Ptr 16.8.2 44 Ptr 16.15.3 66 Ptr 16.23.3

111.2.6.3. Evaluation de la qualité et de la quantité de I’ADN extrait

La quantité et la qualité de I’ADN extrait ont été évaluées successivement par le dosage au

NanoDrop, et électrophorése sur gel d’agarose. Les dosages au NanoDrop permettent de mesurer
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a la fois la concentration et la pureté de I’ADN ; la concentration est donnée directement, alors
que la présence des proteines a été vérifiée par la valeur du rapport Do260/Do280 nm. Cette
valeur doit étre comprise entre 1,8 et 2 ; un rapport inférieur a 1,8 indique la présence de

protéines.

Le test de qualité a consisté en la réalisation d’une électrophorése sur un gel d’agarose de
0,8 % dans un tampon de TAE 1X (2M Tris-base, 0.05M EDTA, 1M acide acétique, pH : 8). Le
tampon de révélation RedSafe est ajouté apres refroidissement du flacon a raison de 5 pl par 100
ml de gel, puis le gel est coulé. Par la suite, 5 pl de I'ADN de chaque échantillon est mélangé
avec 2 pl du tampon de charge (20 mM Tris-HCI, pH : 8.4, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,), le tout
est dépose dans les puits confectionnés dans le gel. Les échantillons sont enfin exposés a un
champ électrique de 100 V pour migration pendant 20 min. Apres la fin de la migration, le gel
est exposé aux lumiéres Ultraviolets pour la visualisation. L’intégrité de 1’ADN et I’absence de

dégradation sont Vérifiées par ’absence de Smear.

La concentration des ADN extraits a été ajustée a 10 ng/ul, pour toutes les réactions

d’amplification effectuées.

111.2.6.4. Sélection des marqueurs moléculaires utilisés lors ’analyse de la diversité

génétique

Plusieurs marqueurs moléculaires ont été testés a savoir : ITS, ISSR, RAPD, RFLP, SCoT et
SSR, I’objectif étant de choisir les marqueurs adéquats, pour I’étude envisagé et qui montrent le

plus de polymorphisme.

Les amorces utilisées pour chaque marqueur ainsi que leurs séquences respectives, de mémes
que les enzymes de restriction testés sont présentés en Annexes 8 et 9. Ainsi, de nombreuses
optimisations ont été réalisées pour assembler les meilleures conditions des réactions PCR
effectuées pour chaque marqueur. Les optimisations réalisées n’ont concerné que quelques
échantillons seulement, ils ont été vérifies par I'électrophorése sur gel d'agarose. Ces
optimisations ont touché différents parametres : la température d’hybridation, le nombre de
cycles d’amplification pendant les réactions PCR, et la concentration d’ADN utilisée dans le

mélange réactionnel.

Le marqueur ayant montré un niveau de polymorphisme élevé, a été choisi pour étre appliquer
sur I’ensemble de la collection. Parmi tous les marqueurs testés, seuls deux marqueurs ont donné
des polymorphismes recherchés, il s’agit des marqueurs SCoT et SSR. Ceux-ci ont été par la

suite appliqués sur toute la collection pour 1’évaluation de la diversité¢ génétique existante.
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111.2.6.5. Analyse de la diversité génétique par les marqueurs SCoT (Start Codon

targeted)

Les marqueurs SCoT sont des marqueurs appelés suivant leur fonction, polymorphisme ciblé
par le codon de départ, qui est basé sur la courte région conservee dans les genes entourant le
codon de départ (ou d'initiation) de la traduction « ATG » (Collard et Mackill, 2009). Les
marqueurs d'ADN sont produits par amplification en chaine par polymérase (PCR) en utilisant
des amorces uniques qui sont congues a partir de la courte région conservée flanquant le codon
de départ de (ATG) qui est conservé pour tous les genes (Collard et Mackill, 2009). Les produits

obtenus sont généralement reproductibles (Gorji et al., 2011).

A. Mélange réactionnel

Les réactions d’amplifications ont été réalisées avec le Kit COSMO PCR Master Mix, de
Willowfort qui contient les composants suivants : la Taq Polymérase, MgCl225 mM, les dNTPs
et le tampon (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT and glycerol).
Chaque réaction PCR a été préparée dans un volume de 10 pl, comme indiqué dans le tableau
V.

Tableau IV : Composition du volume réactionnel utilisé lors des amplifications.

Composant Volume (ul) Concentration
COSMO Master Mix 5 /
Amorces (10uM) 1 0.1-0.2 uM
ADN 1 10 ng/ul
EDS 3 /

B. Amorces

Les amorces des marqueurs SCoT utilisées pour cette étude, et leurs séquences respectives,

sont indiquées dans le tableau V.

Le programme utilisé a consisté en une dénaturation initiale a 94 °C pendant 2 min, suivie par
35 cycles composés chacun d’une dénaturation a 94 °C pendant 30 secondes, une hybridation a
50 °C pendant 40 secondes et une élongation a 72 °C pendant 50 secondes. Ces cycles ont été
suivis par une élongation finale a 72 °C pendant 7 min. Les amplifications ont éte réalisées a
I'aide d'un thermocycleur 2720 Applied Biosystems, USA. La séparation des produits PCR, et
leur visualisation ont été effectuée par électrophorése sur gel d'agarose de 2 % selon la méthode
décrite au chapitre 11.2.6.3.
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Tableau V : Amorces SCoT utilisées pour I’étude de a diversité génétique.

Amorce Séquence

SCoT 3 5...CAACAATGGCTACCACCG...3’
SCoT 5 5’...CAACAATGGCTACCACGA...3’
SCoT 16 5’...ACCATGGCTACCACCGAC...>’
SCoT 22 5°...AACCATGGCTACCACCAC...3’
SCoT 28 5’...CCATGGCTACCACCGCCA...>’
SCoT 33 5...CCATGGCTACCACCGCAG...>’
SCoT 35 5’...CATGGCTACCACCGGCCC...>’
SCoT 36 5°...GCAACAATGGCTACCACC...3>

111.2.6.6. Analyse de la diversité génétique par les marqueurs SSR (simple Sequence

Repeat)

Les microsatellites sont constitués de séquences de dinucléotides, trinuclétides ou
tétranucléotides répétés en tandem (Frisvad et al., 1998 ; Cantarella et D'Agostino, 2015). Ces
éléments sont uniformément répartis en plusieurs exemplaires sur I’ensemble du génome d’une
espece et présentent un taux de polymorphisme élevé (Cantarella et D'Agostino, 2015). Ces
microsatellites sont trés utilisés pour 1’étude de la diversité génétique car ils sont trés
polymorphes entre les souches, co-dominants et tres reproductibles par rapport a d'autres
marqueurs (Verscheure et al., 2002 ; Cantarella et D'Agostino, 2015).

A. Mélange réactionnel

Les réactions d’amplifications ont été réalisées avec le Kit COSMO PCR Master Mix, qui
contient les composants suivants : la Tag Polymérase, le tampon, MgClz, les dNTPs, et le
tampon (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT and glycérol). Le
protocole adopté pour chaque réaction PCR a eté préparé dans un volume de 10 ul, comme
indiqué dans le tableau ci-dessous (Tableau VI).

Tableau VI : Composition du volume réactionnel utilisé lors des amplifications.

Composant Volume (ul) Concentration
COSMO Master Mix 5 /
Amerces (10uM) 1 0.1-0.2 uM
ADN (10 ng) 1 10 ng/ul
EDS 3 /
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B. Amorces SSR utilisées, leurs séquences respectives et leurs températures
d’hybridation

Les amorces des marqueurs SSR utilisées pour cette étude, sont celles rapportées par

(Hudcovicova et al., 2015), pour la détection de la diversité génétique chez P. tritici-repentis.

Leurs séquences respectives, les motifs répétés amplifiés, ainsi que la température d’hybridation

nécessaire a chaque couple d’amorces, sont indiquées dans le tableau VII.

Tableau VII : Amorces SSR utilisées pour la détection de la diversité génétique.

.. Forward/ . Température

Amorce  Motif Reverse Sequence d’hybridation
5.. TCAAGCTTTGCTTGGTGTTG...3’

DTR4 (TC)y 60 °C
5’...GGAATTTTAGTAACCGTCGG...3’
5’...AGCCTATGCGACCCTAACCT...3’

DTR5 (CT)n 60 °C
5’...TCCAATCCCAGCGTATCCGA...3’
5°...CTCGCTGCAGGATCATTCTT...3’

DTR6 (GCC)n 60 °C
5’...ACGATCCGATCCCCACGAAT...3’
5°...AGGCCTGCGAGATACCCTAT...3’

DTR7 (ATT)x 60 °C
5°...ACTGAACCACCATAGTTCGC...3’
5°...CAGACGCCAAAACGTTTACA...3’

DTR8 (CA)n 60 °C

R 5... TTCTAGGGTTTCGACTGCTT...3’
5’...AAAGTGGTATAACCCGACAGG...3’

DTR9 (AT)n 60 °C

R 5’...TGATTACCCACCGACTTTGC...3’
5... TTGGAATGTCTGAAAGACTAGGAA...3’
DTR10 (TA)n 59°C
R 5’...AAAATACGATCCAAGACATTGGTAC...3’
5’...CCGCCAACTCTTCTGAACTC...3’
DTR11 (CG)n 59°C

R 5°...CTGGACCACGATATCCGAGC...3’
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Le programme utilisé lors des amplifications, a consisté en une dénaturation initiale a 94°C
pendant 3 min suivie par 35 cycles, composé chacun d’une dénaturation a 94 °C pendant 30
secondes, hybridation pendant 30 secondes, et une élongation a 72 °C pendant 40 secondes. Ces
cycles ont éte suivis par une élongation finale a 72 °C pendant 10 min. Les amplifications ont été

réalisées a l'aide d'un thermocycleur « 2720 d'Applied Biosystems, USA ».

C. Séparation des produits amplifiés sur gel de polyacrylamide

La séparation des produits d’amplification a été réalisée sur un gel de polyacrylamide a 9 %.
Ce type de gel possede plusieurs avantages, les plus importants sont : la finesse, la résolution et
la bonne séparation des bandes de faible poids moléculaire. La préparation du gel nécessite elle-
méme la préparation de plusieurs solutions composantes (Annexe 10). Pour préparer 100 ml de

gel, les volumes des composants sont comme suit :

Eau distillée stérile 30 ml
Solution de polyacrylamide 20 ml
TBE (10X) 7 ml
APS (10 %) 900 pl
TEMED 50 pl

Les solutions APS et TEMED ont été ajoutées en dernier ; ces deux solutions ont été utilisées
pour la polymérisation du gel. Avant que le gel ne soit gélifié, il a été coulé entre deux plaques
de verres. Les plagues de verre ont été installées au préalable cote a cote en insérant les deux
entretoises entre elles, qui ont été correctement serrées avec le joint en silicone pour éviter toute
fuite. Apres gélification d’environ 15 minutes, les pinces a ressort et le joint en silicone ont été
retirés. Le gel ainsi préparé a été placé dans la cuve avec le tampon de migration TBE 1X (2M
Tris-base, 1 M Acide Borique, 0,5 M EDTA, pH : 8.0), et le peigne a été enleve.

Les échantillons ont été déposés dans les puits au sommet du gel a raison de 7ul, puis un
courant continu de 200 volts est exercé pour la migration des echantillons. Le marqueur de poids

moléculaire 100bp DNA Ladder ; de la société Vivantis, a été utiliseé.

D. Visualisation des produits amplifiés (SSR)

La révélation est possible en plongeant le gel dans une solution de SafeRed a raison de 5
de SafeRed mélangé dans 400 ml d'eau distillée pendant 5 minutes. A la fin de cette période, le

gel est exposé aux lumiéres UV pour visualiser les produits d’amplification obtenus.
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111.2.6.7. Analyse des données générées par les marqueurs moléculaires

A. Collecte des données et construction de la matrice binaire

Les images des gels de migration obtenus par les marqueurs SCoT ont été analysées en ayant
recours au logiciel Image Lab (version 6.0.1). Ce dernier a permis d’obtenir pour chaque ADN
étudié, le nombre de bandes révélées par chaque amorce ainsi que la taille de chacune de ces
bandes. Les données ainsi obtenues ont été transformées en matrice binaire dans laquelle la
valeur 1 correspond a la présence d’une bande et la valeur 0 a son absence. Les images des gels
de migration obtenues par les marqueurs SSR ont été analysées visuellement, les données ont été

également transformees en matrice binaire (1,0).

B. Analyse hiérarchique

La classification hiérarchique (Hierarchical Cluster Analysis (HCA)) (Ward, 1963), est une
méthode mathématique de classification non supervisée qui permet de grouper des profils selon
leur ressemblance statistique. Les données réunies dans la matrice binaire ont fait 1’objet d’une
analyse hiérarchique en utilisant le programme PAST (Paleontological Statistics) version 1.91.
Le coefficient de Jaccard (Legendre et Legendre, 1998) a été choisi pour 1’évaluation de la
similarité. Ce coefficient a été choisi car il considére que I’absence d’un fragment dans deux
profils n’implique pas de ressemblance entre les individus concernés. La mesure de similarité
entre profils ne tient donc compte que des fragments communs. En effet, la double absence d’un
fragment peut avoir des causes tres différentes, alors que la double présence implique
nécessairement une ressemblance entre les deux individus. Un dendrogramme a été généré a
I’aide de la méthode Unweighted Pair Group Method ; choisie car elle a éte utilisée dans la
majorité des études génétiques concernant les champignons phytopathogénes. Nous avons
également inclus une analyse Bootstrap comportant 1000 replicats qui permet d’estimer la
robustesse des nceuds de 1’arbre généré. Par conséquent les grandeurs indiquées aux nceuds de
chaque clade, représentent les valeurs de Bootstrap. Par ailleurs une matrice de similarité a été

obtenue, celle-ci a permis de calculer le pourcentage de similarité entre chaque paire d’isolats.

C. Polymorphism information content (PIC)

Le PIC a été évalué pour chague marqueur Scot et SSR, via le programme iIMEC (Online

Marker Efficiency Calculator) (https://irscope.shinyapps.io/iMEC/) selon Amiryousefi et al.

(2018). Il permet une estimation de la force de discrimination d’un locus. Sa valeur est comprise

entre 0 (monomorphisme) et 1 (alléle trés hautement discriminant).
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111.2.7. Etude de la variabilité génétique du gene ToxA

Le gene de virulence ToxA controle la synthese de la toxine Ptr ToxA, responsable des
Iésions nécrotiques chez les génotypes de blé sensibles, sa séquence est reconnue pour étre tres
conservée. L’objectif de cette partie de nos travaux est de rechercher une éventuelle variabilité

de ce géne chez I’agent de la maladie du tan spot.
111.2.7.1. Culture des isolats et extraction de PADN

Les isolats ont été mis en culture comme indiqué dans le chapitre 111.2.6.1.

A. Extraction d’ADN

L’ADN a été extrait a partir du mycélium de 96 isolats préparés comme indiquer, et de 118
isolats collectés durant des années antérieurs et dont le mycélium lyophilisé a été conservé
depuis 2006 a -78 °C. L’extraction de I’ADN a ét¢é réalisée selon le protocole de Promega (1978)
modifié.

A cet effet, 200 mg de mycélium lyophilisé de chacun des isolats ont été pesés dans un tube
Eppendorf de 2 ml, puis broyés dans de ’azote liquide en utilisant des micros pillons jusqu’a
I’obtention d’une poudre fine. Une autre méthode a été aussi utilisée, il s’agit de mettre le
mycélium frai récolté de chacun des isolats dans un tube Eppendorf de 2 ml contenant du verre

broyé stérilisé, le mycélium est ensuite broyé en utilisant des micros pillons.

600 pl de la solution de lyse (50 mM Tris-base pH : 7.4, 50 mM EDTA, 1 % SDS, protéinase
K: 200 pg/ml) a été ajoutée ; puis le contenu du tube a été homogénéisé par un passage au
vortex. Les tubes ont été incubés a 65 °C dans un bain Marie durant 15 mn. Par la suite 2,5 pl (1
mg/1 ml) d’ARNase sont ajoutés au lysat cellulaire, les échantillons ont été mélangés en
inversant les tubes, et incubés a 37 °C durant 15mn. La solution de précipitation des protéines
(Acétate de sodium 3 M) a été ajoutée au lysat a raison de 200 pl par tube, ces derniers ont été

mélangés avec un vortex durant 20 secondes, puis centrifugés durant 10 mn a 13000g.

Apres la centrifugation, le surnageant est récupéré dans un nouveau tube de 2 ml, et un
volume égal d’une solution de chloroforme a été ajouté. Le contenu des tubes est homogénéisé
par inversion des tubes. Apres une centrifugation a 13000g pendant 10 mn, le surnageant est
pipeté délicatement pour éviter de récupérer les protéines, et transféré dans un nouveau tube de
1,5 ml. La précipitation de I’ADN, son lavage, son séchage puis sa dilution dans la solution TE,

ont éte réalises tel que décrit au chapitre 111.2.6.2.
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B. Evaluation de la quantité et de la qualité de ’ADN extraite

La quantit¢ d’ADN est déterminée par des lectures de la densité optique (Do) au
spectrophotometre. Pour cela, nous avons préparé une dilution pour chaque échantillon ; 5 pl
d’ADN ont été mélangés avec 995 ul de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH : 8) pour un volume
total de 1000 ul (1 ml), apres agitation, la lecture est réalisée. La qualité de I’ ADN est vérifiée tel

que décrit dans la section 111.2.6.3.
111.2.7.2. Amplification par PCR des génes ToxA

Dans le but de détecter le géne de virulence ToxA chez les 214 échantillons d’ADN nous
avons utilisé la technique PCR avec un couple d’amorces spécifiques. Les concentrations ont été
ajustées a 50 ng/ul. L’ADN extrait a partir de la souche de référence Pti2 qui représente la race 1
a été utilisé comme témoin positif pour la présence de ToxA, lors de 1’évaluation sur le gel

d’agarose.

A. Mélange réactionnel

Les réactions d’amplification pour la recherche du gene de virulence ToxA, ont été réalisées
dans un volume réactionnel de 25 pl, le protocole adopté pour chaque réaction est indiqué dans
le tableau VIII.

Pratiquement, le mélange réactionnel pour 1’ensemble des échantillons est préparé dans un
tube a part puis réparti a raison de 24 ul pour chaque tube. Les ADN utilisés sont au préalable
préparés a raison de 1 pl dans des tubes pour PCR de 250 pl, de méme que 1 ul d’eau distillée

stérile a fait office de témoin négatif.

Tableau VIII : Mélange réactionnel utilisé lors des amplifications des génes pour chaque
échantillon.

Composant Volume (ul) Concentration

Eau 12,5 /

Tampon (X5) 5 X1

dntp (10mM) (A, G, C, T) 2,5 0,25 mM

Amorce R (10uM) 1,5 0,5mM

Amorce F (10uM) 1,5 0,5 mM

Taq polymerase 1 1U

ADN 1 50 ng/ul
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B. Amorces utilisées

Le couple d’amorces TASIF (5-CGTTCTATCCTCGTACTTC-3") et TAS5S2R (5'-
GCATTCTCCAATTTTCACG-3") a été¢ utilis¢ pour amplifier le gene ToxA. L’amplifiant
correspond a une séquence de 573pb égal a presque la totalité de la région codante (Andrie et al.,
2007).

C. Programme d’amplification

Les amplifications ont été réalisées avec le Thermocycleur Biometra (Montréal Biotech) en
suivant le programme décrit par Andrie et al. (2007), et modifié par Benslimane (2018). Celui-ci
correspond a une dénaturation de 1 minute a 94 °C, suivie de 34 cycles comportant les étapes
suivantes : 45 secondes de dénaturation a 94 °C, 30 secondes a 58 °C pour la phase
d’hybridation, et enfin 1 minute d’élongation a 72 °C. Les amplifications sont terminées par un

traitement de 7 minutes a 72 °C pour 1’élongation finale.

D. Visualisation des produits PCR

Les fragments amplifiés ont été visualisés par électrophorese sur gel d’agarose a 1,5% dans

un tampon TAE (2 M Tris-base, 1 M Acide acétique, 0.5 M EDTA, pH : 8).

A cet effet, nous avons déposé 10 ul de produit PCR, mélangé avec 5 pl de tampon de charge
(Glycérol : 2 ml; Bleu de bromophénol : 0,01 g ; eau distillée : 3 ml), dans chaque puits. Le
dernier puit est réservé au marqueur de poids moléculaire, dans lequel nous avons déposé 3 ul de
ce dernier. La migration est effectuée dans un tampon TAE (1X) sous un courant de 90 Volts,
jusqu’a ce que le front de migration arrive a 1cm de I’extrémité du gel. Le Bromure d’Ethidium
incorporé au gel d’agarose lors de sa préparation, permet de visualiser sous lumiere UV

(Ultraviolette) les fragments amplifiés.
111.2.7.3. Séquencage des produits d’amplification

Afin de Vérifier la présence possible de variations chez le géne ToxA, un séquencage de la
totalité du géne a été réalisé chez des isolats ayant montré sa présence. A cet effet, 25 isolats ont
été choisis de facon aléatoire ; 22 isolés collectés en Algeérie (Ptr 1, Ptr 52, Ptr 56, Ptr 61, Ptr 63,
Ptr 72, Ptr 76, Ptr 78, Ptr 16.1.1, Ptr 16.1.2, Ptr 16.2.1, Ptr 16.2.2, Ptr 16.3.1, Ptr 16.3.2, Ptr
16.5.1, Ptr 16.5.3, Ptr 16.25.2, 1 7.8, 7.9, 16.2, 16.5, 16.7), 2 collectés en Syrie (82.5, 82.6), et 1
collecté en Tunisie (Ptr TN 1.6).
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Le séquencage des deux brins «sens » et «anti-sens » a été effectué ; il a été réalisé au
« Centre for Crop and Disease Management », Department of Environment and Agriculture,
Curtin University, Australia.

111.2.7.4. Analyses des sequences obtenues

La qualité des séquences extraites sous format FASTA a partir des chromatogrammes, a été
verifiée par le logiciel Chromas version 2.6.5. La séquence de référence correspondante du gene
ToxA a ¢été obtenue a partir des banques génomiques de NCBI. Aprés 1’obtention des
compléments de I’inverse des séquences anti-sens moyennant le programme « DNA Sequence
Reverse Complement Tool », un alignement multiple a été réalisé sur la totalité des sequences
des brins codants, des brins anti-sens et celle de référence, en utilisant le programme Jalview,
version 2.11.1.4 (Waterhouse et al., 2009).

Aprés avoir détecté un haplotype différent chez 2 isolats suite a une variation observée, une
rétrospective permettant de réunir les haplotypes de ToxA connus, a été réalisée. Ces haplotypes
ont été décrits chez P. tritici-repentis, ou chez d’autres espéces apparentées. Un alignement des
séquences a été alors réalisé, et ce afin de comparer I’haplotype identifié¢ chez ces deux isolats

aux autres déja connus.
111.2.8. Identification du type de races des isolats ayant montrés une variation de ToxA

Les 2 isolats 17.9 et 17.8, dont la séquence de ToxA a présenté une variation, ont fait 1’objet
d’une étude de détermination des races ; pour cela une gamme différentielle composée de cing

génotypes de blé a été inoculée.
111.2.8.1. Préparation des plants

La gamme d’héte différentielle utilisée est composée des 4 génotypes de blé tendre
composants la gamme différentielle standard ; Glenlea, 6B365, 6B662 et Salamouni (Lamari et
Bernier, 1989c), auxquels a été ajouté le cultivar Coulter. Ce dernier a été utilisé en raison de la
réaction différentielle qu’il a montré a I’égard de certains isolats algériens (Benslimane et al.,

2011).

Cinq a six graines de chacun des génotypes, ont été plantées dans des terrines (30x30x15 cm)
contenants 1/3 de terre, 1/3 de sable et 1/3 de terreau. Les différents composants ont été stérilisés
au préalable. Dans chaque terrine, le lit de semi a été partagé en cinq parties, permettant de

recevoir les graines des 5 genotypes ; 3 repétitions ont été ainsi préparées pour chaque isolat
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inoculé. Les semis ont été maintenus dans une chambre de croissance a une temperature environ
18 °C (nuit) et 20 °C (jour) avec une photopériode de 18 h. Les plants ont été arrosés selon les

besoins. Apres la levée, trois plants par génotype, ont été conservés pour 1’inoculation.
111.2.8.2. Préparation de I’inoculum

Les conidies ont été produites sur V8-PDA comme décrit par Lamari et Bernier (1989c), tel

que rapporté dans le chapitre 11.2.5.1.

Les conidies formées sont récoltées en frottant délicatement la colonie avec la boucle d’une
anse d’ensemencement bactérienne. La colonie est recouverte au préalable avec de I’eau distillée
stérile. Les spores sont récupérées grace au ringcage de la colonie avec de 1’eau distillée stérile.
Lors de la préparation de I’inoculum, les solutions de spores contenues dans des Erlenmeyers,
sont maintenues dans un bac a glace, afin d’inhiber la germination des spores jusqu’au moment
de I’inoculation. La concentration des suspensions de spores ont été ajustées avec de 1’eau
distillée stérile a 3500 spores/ml. Enfin, du Tween®20 (Monolaurate de Polyoxyéthyléne

Sorbitol) a été ajouté, a raison d’une goutte par 100 ml de suspension.
111.2.8.3. Inoculation

L’inoculation a été réalisée au stade deux feuilles. Les plantules de blé ont été inoculées avec
la suspension de spores jusqu'au ruissellement, en utilisant un pulvérisateur manuel. Aprés
I'inoculation, ces plantules ont été placées sous conditions d’humidité continue pendant 24

heures a environ 20 °C et une photopériode de 18 h lumiere.

L’humidité continue est assurée par le maintien des terrines dans des sacs en plastiques
transparents fermés, dans lesquels de ’air a été introduit, et dont le fond a été remplis d’eau.
L’eau a ¢ét¢ également pulvérisée a I’intérieur, sur les parois des sacs, a des périodes réguliéres.

Un thermomeétre a été installé dans la chambre de culture pour contrdler la température.

Les plants ont été évalués pour leur réaction a la maladie aprés 6 jours d’l'inoculation en
utilisant un systeme de classification des races basé sur le profil de virulence, développé par
Lamari et al. (1995), auquel la variété Coulter a été ajoutée tel recommandé par Benslimane et
al. (2011) (Tableau I1).
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111.2.9. Analyse de la réaction de la variété Glenlea aux filtrats de culture des isolats

ayant montré une variation du géne ToxA

Afin de vérifie 'impact de la variation retrouvée sur I’expression et 1’activité de la toxine Ptr
ToxA, les filtrats de culture des isolats 17.9 et 17.8, ont été testés sur les feuilles de la variété
Glenlea. La variété Glenlea a été choisie en raison de sa réaction de sensibilité connue (nécrose)
a I’égard de la race 1 (Lamari et Bernier, 1989b, c¢) ce qui indique la présence du gene de

sensibilité Tsnl (Faris et al., 1996 ; Stock et al., 1996).
111.2.9.1. Préparation des filtrats de culture

Les filtrats de culture ont été produits suite a la culture des deux isolats, dans un milieu Fries

(Tomas et Bockus, 1987), dont la composition pour 1 litre d’eau distillée stérile est la suivante :

NH4 Tartrate d’ammonium 50
NH4NOs3 Nitrate d’ammonium 1g
M gS0O47H20 Sulfate de Magnésium Hydraté 059
KH2PO4 Potassium phosphate monobasique 1,39
K2HPO4 Potassium phosphate dibasique 2,60
Sucrose 3049
Extrait de levure 1g

Cette composition est additionnée de 2 ml d’une solution d’¢léments minéraux composée de :

CuCl2 6H20 Chloride de cuivre 80 mg
H2Mo O4 Acide Molybdique 34 mg
MnCI24H20 Chloride de Manganése 72 mg
CaCl, 2H20 Chloride de Calcium 07 mg
H20 1000 mi

A cet effet 3 a 5 disques de 6 mm de diamétre prélevés a partir d’une culture sur milieu V8-
PDA, ont été transférés dans des Erlenmeyer de 250 ml contenant 40 ml de milieu Fries. Trois
répétitions ont été préparées pour chacun des deux isolats, de méme que pour I’isolat Pti2
(souche de référence pour la race 1). Le filtrat de culture de la souche de référence a été utilisé
comme témoin positif, alors que trois flacon non inoculés, contenant que le milieu Fris ont été
utilisés comme témoin négatif. Les flacons d'Erlenmeyer ont été incubés a I'obscurité pendant 21

jours a 20 °C. Apres cela, les cultures ont été filtrées avec du papier Whatman 1 (Cat No 1001
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090), puis avec un filtre Millipore de 0,2 um. Les filtrats de culture ont été conservés a -18 °C

jusqu'a leur utilisation.
111.2.9.2. Infiltration des feuilles de blé

Les Plants préparés comme décrit précédemment (chapitre 111.2.8.1), ont été infiltré au
stade deux feuilles. La deuxiéme feuille au niveau de 3 plants, ont été infiltrées individuellement
avec 20 ul de chacun des 3 filtrats de culture. Le milieu de culture Fries, incubé dans les mémes
conditions que les cultures fongiques, a été également infiltré de la méme facon & un méme
nombre de feuilles, il représente le témoin négatif. La zone foliaire infiltrée était marquée avec
un marqueur noir permanant non toxique, pour faciliter sa distinction pendant 1’évaluation de la
réaction. La reéaction des feuilles infiltrées ont été évaluées aprés 7 jours, pour noter la

présence/absence de nécrose au niveau de la zone infiltrée.

111.2.10. Recherche des sources de résistance a I’égard de la race 1 et de la race 5 de P.

tritici-repentis par inoculation artificielle

Afin de rechercher des sources de résistance a 1’égard des deux races ; races 1 et race 5, 116
génotypes de blé fournis par I'Institut National de la Recherche Agronomique d'Algérie
(INRAA) (Annexe 2), ont été évalués, pour leur réaction aux deux races, en conditions contrélés.
Les génotypes résistants ont été réévalués une seconde fois, dans un deuxieme essai dans les
méme conditions ; et ce pour la confirmation de leur résistance a la maladie. Enfin, ces

génotypes résistants ont été sélectionnés pour un essai en plein champ.
111.2.10.1. Evaluation de la réaction a la maladie sous conditions controlées

Les plants de blé ont été préparés et maintenus dans les conditions décrites précédemment
(111.2.8.1). Cinq a six graines de chaque génotype ont été plantées dans un pot et placées dans la
chambre de croissance pendant 12 jours. Trois répetitions ont été effectuées pour chaque
génotype.

La préparation de I’inoculum des deux isolats des deux races 1 et 5 a été réalisée selon la
méme méthode décrite précédemment (chapitre 111.2.5.1 et 111.2.8.2). L’inoculation a été
réalisée selon la méme méthode décrite précédemment (111.2.8.3). En raison des limites de
I'espace disponible dans la chambre de culture, les génotypes ont été divisés en lots de 25 a 30

génotypes par inoculation (75 a 90 pots/isolat/inoculation).
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La réaction de la plante a été notée apres 6 jours, selon une echelle de 1 a 5 rapportée par
Lamari et Bernier (1989c). Cette échelle est basée sur le type de lésions observées sur la plante
(Tableau IX).

Tableau IX : Echelle d’évaluation des réactions du blé a I’égard du P. tritici-rpentis.

Score Type de symptomes Type de réaction

Petites taches marron foncées a noir .
1 e Résistant = R
Aucun halo jaunatre

Petites taches marron foncée a noir L, L.
2 X , , Modérément Résistant = MR
tres peu de chlorose ou nécrose foncée

Petites taches marron foncé a noir entourées de Modérément Résistant a
3 halo chlorotique ou nécrotique distincte Modérément Sensible =
Les Iésions ne coalisent pas MR/MS

petites taches marron foncé a noir entourées de
4 halo chlorotique ou nécrotique distincte Modérément Sensible = MS
Les lésions coalisent

Les petites taches marron foncé a noir peuvent ou
pas étre visibles.

La majorité des lésions se réunissent en une seule
zone chlorotique ou nécrotique.

Sensible =S

111.2.10.2. Essai de confirmation des réactions de résistance

Les génotypes qui se sont avérés résistants a la tache auréolée, ont été inoculés et évalués
pour une deuxieme fois dans les mémes conditions décrites précédemment. Ces génotypes sont
ceux dont la réaction a été évaluée a un score de 1 (résistant) ou 2 (modérément résistant). Ainsi,
pour la premiére réaction (score 1) : 7 génotypes a 1’égard de la race 1 et 12 génotypes a 1’égard
de la race 5. De méme que pour la seconde réaction (score 2) : 6 génotypes a 1’égard de la race 1

et 8 génotypes a I’égard de la race 5, ont été réévalué. Soit un total de 33 génotypes.
111.2.10.3. Evaluation de la réaction a la maladie en plein champs

Les génotypes révélés résistants lors des essais précédents ont été évalués en plein champ, a
la station expérimentale de I’Ecole Nationale Supérieure d’ Agronomie (ENSA), durant la saison
agricole 2018-2019. Deux essais separés ont été réalisé ; le premier a réunis 7 génotypes

sélectionnés résistants a 1’égard de la race 1, et le second 13 génotypes résistants a I’égard de la

race 5 (Tableau X).
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Tableau X : Génotypes de blé évalués en plein champs.

Génotype Pédigrée Espéce Origine
BD 5 ICD99-0027-C-0AP-14AP-AP-9AP-AP BD Algérie/ICARDA
T. POLONICUM x Z. Bouteille Sélection dans la population locale BD Algérie
Génotypes évalués SIGUS Ter-1/3/Stj3//Bcr/Lks41CD1036-T-0AP-9AP-AP-5AP-AP BD Algérie/ ICARDA
pour la réaction a TELL 76 BD Algérie
Pégard de la race 1 CIRTA HEDBA-03 / GDO VZ 619 BD Algérie
Beltagy-3 ICD97-0396-T-1AP-AP-5AP-0AP-16AP-AP BD ICARDA
Miki 3 ICD94-0994-C-10AP-0AP-2AP-0AP-9AP-0TR BD Algeria
BD 3 Mgnl3/Aghrass2ICD99-0015-C-9AP-AP-21AP-AP BD Algérie/ICARDA
CDSS06Y00816T-0TOPB-61Y-0M-8Y-1M-0Y BD Algérie/CIMMYT
CDSS07Y00046S-099Y-099M-18Y-2M-04Y-0B BD Algérie/CIMMYT
OUED ZENATI 368 Sélection dans la population locale BD Algeérie/CIMMYT
BELIOUNI Sélection dans la population locale BD Algérie/CIMMYT
Génotypes évalués CIRTA Hedba3/GDO VZ 619 BD ITGC/ Algérie
pour la réaction a SIGUS Ter-1/3/Stj3//Bcr/Lks41CD1036-T-0AP-9AP-AP-5AP-AP BD ICARDA/Algérie
Pégard de la race 5 SIMETO Capeiti x Valvona BD IEC (Italie)
Ofonto Adamello x Appulo BD IEC (Italie)
CAPEITI 8 BD Italie
HOGGAR JO’S”’/AA”’S”’//fg”’S’CM 9799CM 9799 BD Algérie/ CIMMYT
Miki 3 ICD94-0994-C-10AP-0AP-2AP-0AP-9AP-0TR BD Algérie
ADJINI Variété locale BD Algérie
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A. Installation des essais

Le semis a été réalisé durant la campagne agricole 2018/2019, au niveau de la station
expérimentale de '"ENSA. Le précedent cultural est une jachere, sinn, la parcelle est utilisée
chaque année pour des essais sur les cultures céréaliere, notamment le blé. Chaque essai a été
effectué selon un protocole expérimental en Criss-Cross (Fig. 9). Chaque essai a été réalisé avec

trois blocs séparés d’un métre chacun, et chaque bloc est subdivisé en deux sous-blocs.

Le bloc est subdivisé en deux sous blocs, permettant d’inoculer une partie de la micro-
parcelle et de traiter la seconde partie par un fongicide. Cette subdivision est concrétisée lors des
traitements, par I’installation d’un film plastique d’une hauteur de 1,5 m au centre de la micro-
parcelle, qui la partage en deux sous micro-parcelles. Au niveau de chacune des micro-parcelles,
ont été installées 8 lignes de semis séparées 1’une de I’autre par une distance de 20 cm. Le semi a

été réalisé manuellement a raison de 25 graines par ligne (Fig. 9).

Des desherbages manuels ont été effectués lorsqu’il a été nécessaire au cours de 1’essai. Une
fertilisation a été apportée deux fois, suivant les besoins de la culture par 1’utilisation de I’engrais
NPK sous la formule 15-15-15. La premiére, le jour du semis (mois de Décembre) et la seconde

au stade tallage (mois de Février).
B. Traitements fongicides préventifs

Les traitements fongicides utilisés ont été effectués selon la dose prescrite par le fabriquant et
cela pour les deux essais. Deux traitements ont été réalisés, moyennant deux produits ; OPUS
appliqué au stade fin tallage-début montaison a dose de 0.8 I/ha, et PROSARO appliqué au stade
épiaison a la dose de 0.8 I/ha (Tableau XI). Seule une des deux sous micro-parcelle préparée
pour chague génotype a été traitée, ce qui fait une dose de 0,8 ml pour chaque sous micro-

parcelle.

Tableau XI : Caractéristiques des fongicides utilisés.

Non . . . .

commercial Matiere active Formulation Composition DAR*
Epoxiconazole, fongicide .

OPUS de synthese, famille des suspension 125 g/I‘ 28 jours

: concentrée d’époxiconazole

triazoles
z;gtg:gggn%ﬁilghga?tl||e concentre 125 g/l de

PROSARO ) ! - . prothioconazole, 125 35 jours
tébuconazole famille des émulsionnable .
triazoles g/l de tébuconazole

* durée avant rémanence

62



Matériel et Méthodes
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Figure 9 : Dispositif expérimental en Criss-Cross. Le bloc est subdivisé en deux sous-blocs. Le

bloc est subdivisé en un nombre de micro-parcelles équivalent au nombre de génotypes évalués,

chacune d’elle a une superficie de 2 m? (2 m X 1 m), espacées de 25 cm. Soit, 8 micro-parcelles

pour le premier essai (Race 1) et 14 pour le second (Race 5), dans lesquels les différents

génotypes ont été affectés aléatoirement.
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C. Préparation de I’inoculum et inoculation

L’inoculum a été préparé selon la méthode de Lamari et Bernier (1989c), utilisée lors de
I’évaluation de la réaction en conditions contrélées (Tableau X). Les suspensions des spores ont
été ajustées avec de l’eau distillée stérile a une concentration de 4000 spores/ml, dans un

pulvérisateur manuelle de 10 L.

Une irrigation de la parcelle expérimentale par aspersion a été réalisée avant I’inoculation afin
d’assurer une humidité relative trés élevée. L’inoculation des sous micro-parcelles non traitées
par les fongicides, a été réalisée en fin de journée au stade plein tallage-début montaison (Fig.
10) par pulvérisation de la suspension de spores de P. tritici-repentis. Un plastique couvrant
toutes les parcelles a ét¢ installé suite a I’inoculation, afin de garder une humidité ¢levée durant

24 h, nécessaire a I’infection.

Figure 10 : Essai en plein champ montrant le stade phonologique de la plante (plein tallage-

début montaison), lors de 1’inoculation.

D. Evaluation de la réaction des génotypes inoculés a la maladie

La réaction des plantes a été évaluée a 10 (30 Mars), 20 (10 Avril), 30 (20 Awvril), et 40 jours
(01 Mai) apres l'inoculation, par deux méthodes : (i) I’échelle de 1 a 5 développée par Lamari et
Bernier (1989c), comme décrit précédemment ; les scores de 0-2 sont considérés comme
résistants et de 3-5 sont considérés comme sensibles. (ii) I'estimation du pourcentage de la
surface foliaire couverte par les symptomes sur I’ensemble des feuilles, ainsi que sur I’ensemble

des plants inoculés (0 & 100 %).
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Résultats et Discussion

IV.1. Prospection et construction de la collection

Les prospections réalisées dans 7 wilayas durant les deux campagnes ceréalieres 2014/15 et
2015/16 a travers différentes régions céréaliéres du pays, ont confirme la présence de la tache
auréolée du blé dans toutes les régions prospectées. Celles-ci sont : Alger, Blida, Médéa, Sétif,
Béjaia, Constantine et Ain Defla. Le diagnostic a concerné aussi bien les cultures de blé dur que
celles de blé tendre, il a ét€ basé sur I’observation du symptome typique du Tan Spot, caractérisé
par une nécrose de forme ovale et entourée d’une chlorose réguli¢re. Cela a permis la collecte de
26 échantillons au niveau de 15 localités dans les 7 Wilayas. Par ailleurs, 10 échantillons ont été

collectés dans les champs tunisiens, et nous ont été fournis par Pr. Nasraoui B., INAT, Tunisie.

Les symptdmes observés sur les champs infectés, sont dans la plupart des cas des nécroses
ovales, régulierement entourées d’une chlorose, il s’agit en effet des symptomes typiques du Tan
Spot. Parfois et quand I’attaque est sévére, les taches ovales sont collées les unes aux autres. Des

spores de I’agent causal ont été parfois observées sur les échantillons sous une loupe binoculaire.

La tache auréolée du blé, était présente aussi bien sur les cultures de blé dur que celles de blé
tendre ; plusieurs variétés ont été touchées par ce pathogéne dans les champs visités a savoir,
Hidab (BIlé tendre), Vitron, Waha et Chen’s (blés dur). Les variétés communément cultivées a
savoir, Hidab et Vitron paraissent particulierement sensibles a ce champignon ; durant les deux
campagnes agricoles, ou nos prospections se sont déroulées.

Les isolements effectués suite a 1’incubation des fragments de feuilles infectées en chambre
humide, ont permis d’observer la formation de fructifications au niveau des lésions (Fig. 11.A),

et de confirmer I’identification du champignon.

L’observation sous une loupe binoculaire a permis de constater la présence de conidiophores
relativement longs, non ramifiés, segmentés et de couleur marron foncé (Fig. 11.B), et des
conidies cylindrique (Fig. 11.C) pouvant germer a partir de n’importe quelles cellules, qu’elles
soient apicales, basales ou médianes (Fig. 11.D). Elles mesuraient entre 116 et 217 um de
longueur et entre 15 et 18 um de largeur, de méme qu’elles possédaient un nombre de cloisons
compris entre 5 et 11. La forme de la cellule apicale était trés typique, caractérisée par une forme
conique (forme en téte de serpent) (Fig. 11.E). Lors de la germination de la conidie, il a été
possible d’observer un tube germinatif de croissance latérale. Cette description correspond a
I’espéce Drechslera tritici-repentis (Anamorphe de Pyrenophora tritici-repentis) rapportee par
Gaur et al. (2006), Hunger et Brown (1987), Ellis (1976) et Shoemker (1962).
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Figure 11 : Isolement et identification de 1’agent pathogene P. tritici-repentis. Sous loupe
binoculaire : A : Fructifications au niveau des lésions sur les fragments de feuilles. Sous
microscope optique : B : Conidiophores formés sur les fragments de feuilles ; C : Aspect des
conidies formées ; D : Aspect de la germination des conidies ; E : Cellule apicale de la conidie

en forme de tete de serpent.

Aprés I’isolement monospore, 87 isolats algériens et 10 isolats tunisiens ont été obtenus
(Annexe 1).

Tous les isolats de la nouvelle collection (97 isolats de 2015 et 2016) ont été repiqué sur
milieu V8-PDA, puis conservés par la méthode des disques séchés, dans des tubes de 2 ml a

-18 °C jusqu’a leur utilisation.

Les prospections réalisees dans les différentes régions cérealiéres durant les deux campagnes
céréalieres 2014/2015 et 2015/2016, ont confirmé I’importante présence de la tache auréolée du
blé en Algérie. La maladie a été détectée dans toutes les wilayas prospectées appartenant aux
étages bioclimatiques humide et subhumide de ’est et du centre du pays, ou les conditions
climatiques y sont favorables. Cette maladie exige un climat doux et humide, elle semble

principalement confinée dans le nord-est et le centre du pays.
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Par ailleurs, durant les prospections réalisées a travers les régions céréaliéres, il a été
remarqué sur les cultures de blé la présence d’autres agents pathogénes tels que Pyrenophora
teres (Anamorphe = Dreschlera teres) (Fig. 12). Ce dernier présente des symptdémes qui peuvent

préter a confusion avec ceux induits par le P. tritici-repentis.

Figure 12 : Feuille de blé infectée par Pyrenophora teres.

Le diagnostic a ét¢ confirmé au laboratoire grace aux isolements et 1’observation des
fructifications, qui correspondaient a ceux rapportées par Zillinsky (1983). L’espece
Pyrenophora teres Drechs. (Anamorphe = Drechslera teres (Sacc.) Shoem.), a ainsi été
identifiée grace aux caractéristiques des conidies ; celles-ci sont de couleur marron clair, de
forme droite, cylindrique et arrondie aux deux extrémités. Elles mesurent entre 50,64 et 75,96
pum de longueur et entre 11,51 et 13,81 um de largeur ; chacune des conidies pouvait avoir entre
4 et 6 cloisons (Fig. 13). Sur milieu PDA, la colonie présente une couleur verte et forme des

corémies ; ce dernier caractere est trés specifique du P. teres (Fig. 13).

Figure 13 : Aspects culturaux des colonies et conidies de Pyrenophora teres sur milieu PDA
(anamorphe = Drechslera teres).

68



Résultats et Discussion

IVV.2. Caractérisation morphologique des isolats

Apres ’isolement, les conidies ont été transférées individuellement sur milieu PDA et
incubées a I’obscurité pendant une semaine. Sur milieu PDA, les colonies obtenues présentent un
mycélium soit épais cotonneux souvent blanc (Fig. 14.A), soit tres cotonneux généralement
blanc (Fig. 14.B), parfois pelucheux de couleur souvent vert-gris (Fig. 14.C). 1l a été remarqué
dans la plus part des boites la production dans le milieu d’un pigment vert (Fig. 14.D). Le
vieillissement d’une colonie est caractérisé par 1’apparition d’agrégations constituées de
mycélium de forme sphérique, et de couleur noir (Fig. 14.E). Par ailleurs, 1’apparition de
colonies de couleur orange a été parfois observée durant nos travaux (Fig. 14.F). Ce phénomeéne
est accompagné par une perte de la capacité de sporulation chez I’isolat, il résulte d’un repiquage

répété.
IV.3. Etude de la croissance mycélienne des isolats

L’effet de la température a 25 °C sur la croissance mycélienne des 93 isolats (algériens et
tunisiens) de P. tritici-repentis a été étudié sur milieu PDA. Les moyennes de la croissance
radiale journaliere sont indiquées dans le tableau XII, la Figure 15 et I’annexe 11.

L’analyse des résultats relatifs a la croissance radiale des isolats, a confirmé la croissance de
P. tritici-repentis in-vitro sous cette température (25 °C), avec parfois de grandes variations entre
les différents isolats. La croissance totale enregistrée au bout du 6 jours, est en moyenne de 7,62

cm.

En considérant la moyenne de la croissance journaliére chez 1’ensemble des isolats, nous
constatons un maximum de 6,75 mm/jours enregistré chez 1’isolat Ptr 16.25.3 provenant de
Constantine, et un minimum de 3,67 mm/jours enregistré chez I’isolat Ptr 16.11.2 provenant de
Setif.

La plus faible croissance mycélienne a été enregistrée chez ’isolat Ptr 16.17.3 provenant de
Béjaia, avec un diamétre de la colonie ne dépassant pas les 4,87 cm au bout du 6°™ jour de
croissance. En revanche, 42 isolats de P. tritici-repentis, ont tous atteint le diameétre de
croissance mycélienne le plus important (8,4 cm), avec un recouvrement total de la boite de Pétri
par le mycélium, aprés seulement 6 jours d’incubation. Parmi ces isolats, 3 provenaient d’Ain
Defla, 9 provenaient de Beéjaia, 1 de Sétif, 3 de Blida, 1 de Médéa, 3 d’Alger, 2 de Constantine,
et enfin 2 isolats de Tunisie. Ces reésultats montrent que, malgré la diversité de leurs origines

géographique, ces isolats ont présenté la méme vitesse de croissance mycélienne.
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Figure 14 : Caractéres morphologiques des colonies de P. tritici-repentis montrant différents
aspects culturaux ; A : Mycélium épais cotonneux blanc; B : Mycélium trés cotonneux
généralement blanc ; C : Myceélium pelucheux vert-gris ; D : Pigmentation de couleur verte ;

E : Vieillissement de la colonie ; F : Couleur orange résultante du repiquage répété.
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Tableau XII : Moyennes journalieres de la croissance radiale en millimétres des 93 isolats a la

température de 25 °C.

Isolat Moyenne (mm) Isolat Moyenne (mm) Isolat Moyenne (mm)
Ptr 16.1.1 6,53 Ptr 16.11.3 6,58 Ptr 16.22.1 4,39
Ptr 16.1.2 6,28 Ptr 16.12.1 5,53 Ptr 16.22.2 4,25
Ptr 16.1.3 6,61 Ptr 16.12.2 6,17 Ptr 16.22.3 6,11
Ptr 16.2.1 6,53 Ptr 16.12.3 6,22 Ptr 16.23.1 6,44
Ptr 16.2.2 6,39 Ptr 16.13.1 5,61 Ptr 16.23.2 5,75
Ptr 16.2.3 6,56 Ptr 16.13.2 6,06 Ptr 16.23.3 6,44
Ptr 16.3.1 6,50 Ptr 16.13.3 6,61 Ptr 16.24.1 6,11
Ptr 16.3.2 6,47 Ptr 16.14.1 6,58 Ptr 16.24.2 6,00
Ptr 16.3.3 6,64 Ptr 16.14.2 4,94 Ptr 16.24.3 6,69
Ptr 16.4.2 6,47 Ptr 16.14.3 6,22 Ptr 16.25.1 6,22
Ptr 16.4.3 6,53 Ptr 16.15.1 5,72 Ptr 16.25.2 4,64
Ptr 16.5.1 6,47 Ptr 16.15.2 6,53 Ptr 16.25.3 6,75
Ptr 16.5.2 6,03 Ptr 16.15.3 6,25 Ptr 16.25.4 6,64
Ptr 16.5.3 6,06 Ptr 16.16.1 6,11 12.4 5,14
Ptr 16.6.1 6,44 Ptr 16.16.2 6,64 12.16 6,28
Ptr 16.6.2 6,58 Ptr 16.16.3 6,14 12.21 6,28
Ptr 16.6.3 5,97 Ptr 16.17.1 6,11 17.8 5,44
Ptr 16.7.1 6,58 Ptr 16.17.2 5,25 5.3 4,28
Ptr 16.7.2 5,83 Ptr 16.17.3 3,83 511 6,69
Ptr 16.7.3 6,31 Ptr 16.18.1 6,47 7.9 6,08
Ptr 16.8.1 6,39 Ptr 16.18.2 6,08 13.13 6,64
Ptr 16.8.2 5,64 Ptr 16.18.3 6,58 16.2 4,44
Ptr 16.8.3 5,94 Ptr 16.19.1 6,50 16.5 4,92
Ptr 16.9.1 5,39 Ptr 16.19.2 6,67 16.7 5,06
Ptr 16.9.2 5,83 Ptr 16.19.3 6,69 90.2 4,25
Ptr 16.9.3 6,19 Ptr 16.20.1 6,72 TN 1.6 5,08
Ptr 16.10.1 6,25 Ptr 16.20.2 6,25 TN 2.1 6,58
Ptr 16.10.2 5,50 Ptr 16.20.3 6,67 TN 25 6,64
Ptr 16.10.3 6,31 Ptr 16.21.1 4,81 TN 2.7 5,36
Ptr16.11.1 5,39 Ptr 16.21.2 6,00 TN 2.10 5,64
Ptr 16.11.2 3,67 Ptr 16.21.3 6,00 TN 2.11 5,75
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Résultats et Discussion

La comparaison des moyennes journaliéres des croissances des isolats de P. tritici-repentis, a
montré que la vitesse de croissance des isolats était plus importante pendant les 5 premiers jours,
comparés au 6°™ jour (Tableau XIII).

Tableau X111 : Moyenne + écart type de la croissance mycélienne journaliere (mm) pour chacun

des 6 jours de mesures.

Jour de mesure *Croissance (Moyenne + ET)

ler jour 5.66+1.06
2éme jour 6.49+1.17
3éme jour 6.59+0.97
4eme jour 6.26+0.99
5eme jour 5.30£1.08
6éme jour 4.75+1.46

* Croissance moyennes journaliére = (croissance évalué le jour J) — (croissance évaluée le jour J-1)

La comparaison des croissances mycéliennes moyennes enregistrées pour les 93 isolats de P.
tritici-repentis apres les 6 jours de mesure, a été réalisée par le test Kruskal-Wallis, qui a mis en
évidence une différence tres hautement significative entre les isolats (P < 0,001) (Annexe 12.1).
De méme qu’il a révélé une différence trés hautement significative entre la croissance des isolats

a chaque jour de prise de mesures (P < 0,001) (Annexe 12.2).
IV.4. Evaluation du pouvoir de sporulation des isolats in vitro

Le pouvoir de la sporulation des 93 isolats (algériens et tunisiens), a été étudié sur milieu V8-
PDA. Les moyennes du nombre de spores/cm? de culture fongique des 93 isolats, sont indiquées
dans le tableau XIV et la Figure 16.
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Tableau XIV : Pouvoir de sporulation in vitro des 93 isolats exprimé par le nombre de

spores/cm? de culture fongique.

Isolat Sporulation Isolat Sporulation Isolat Sporulation
(spore/cm?) (spore/cm?) (spore/cm?)
Ptr16.1.1 22883 Ptr16.11.3 3145 Ptr 16.22.1 5229
Ptr 16.1.2 4522 Ptr 16.12.1 5111 Ptr 16.22.2 3381
Ptr 16.1.3 1809 Ptr 16.12.2 9672 Ptr 16.22.3 4915
Ptr 16.2.1 12346 Ptr 16.12.3 6212 Ptr 16.23.1 1392
Ptr 16.2.2 13643 Ptr 16.13.1 2870 Ptr 16.23.2 2988
Ptr 16.2.3 10852 Ptr 16.13.2 2320 Ptr 16.23.3 4482
Ptr 16.3.1 8728 Ptr 16.13.3 1258 Ptr 16.24.1 2516
Ptr 16.3.2 15688 Ptr 16.14.1 9947 Ptr 16.24.2 5701
Ptr 16.3.3 11638 Ptr 16.14.2 3971 Ptr 16.24.3 5111
Ptr 16.4.2 2988 Ptr 16.14.3 9436 Ptr 16.25.1 5583
Ptr 16.4.3 1573 Ptr 16.15.1 3303 Ptr 16.25.2 8099
Ptr 16.5.1 13486 Ptr 16.15.2 2634 Ptr 16.25.3 3499
Ptr 16.5.2 3657 Ptr 16.15.3 6605 Ptr 16.25.4 5858
Ptr 16.5.3 10655 Ptr 16.16.1 4246 12.4 5072
Ptr 16.6.1 6291 Ptr 16.16.2 2123 12.6 28466
Ptr 16.6.2 12228 Ptr 16.16.3 8335 12.21 14430
Ptr 16.6.3 5701 Ptr16.17.1 8925 17.8 5269
Ptr 16.7.1 4679 Ptr 16.17.2 13093 5.3 31297
Ptr 16.7.2 15845 Ptr 16.17.3 21113 5.11 16553
Ptr 16.7.3 5976 Ptr 16.18.1 5701 7.9 18047
Ptr 16.8.1 13250 Ptr 16.18.2 3263 13.13 12424
Ptr 16.8.2 4757 Ptr 16.18.3 3814 16.2 8335
Ptr 16.8.3 6959 Ptr 16.19.1 15098 16.5 7785
Ptr 16.9.1 15924 Ptr 16.19.2 2674 16,7 14941
Ptr 16.9.2 8060 Ptr 16.19.3 10262 90.2 2674
Ptr 16.9.3 25792 Ptr 16.20.1 3853 TN 1.6 8296
Ptr 16.10.1 9593 Ptr 16.20.2 3735 TN 2.1 12582
Ptr 16.10.2 4718 Ptr 16.20.3 3774 TN 2.5 30904
Ptr 16.10.3 11874 Ptr16.21.1 2202 TN 2.7 15098
Ptr16.11.1 15688 Ptr 16.21.2 4010 TN 2.10 12346
Ptr 16.11.2 10498 Ptr 16.21.3 2438 TN 2.11 17496
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L’analyse des résultats relatifs au pouvoir de sporulation des 93 isolats, a confirmé que le P.
tritici-repentis pouvait sporuler abondamment in-vitro sur le milieu utilisé ; de grande variation
entre les différents isolats ont été remarquées (Annexe 13). En considérant les moyennes des
taux de sporulation chez I’ensemble des isolats, un maximum de 31297 spores/cm? a été
enregistré chez ’isolat 5.3 provenant de Blida. En revanche, un minimum de 1258 spores/cm? a

été enregistré chez I’isolat Ptr 16.13.3 provenant également de Blida.

L’analyse des résultats du pouvoir de sporulation des 93 isolats de P. tritici-repentis, a montre
une grande variabilité entre les isolats provenant de différentes régions, mais aussi entre ceux
originaires d’'une méme région. Ceci révele que '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 par le test Kruskal-Wallis. Les résultats obtenus
ont mis en évidence une différence tres hautement significative entre les isolats (P = 0,000)
(Annexe 13.1).

La recherche de corrélations entre les deux paramétres utilisés (le taux de sporulation in-vitro
et le taux de la croissance), via le test Rho de Spearman a révélé la présence d’une corrélation

positive entre ces derniers (Annexe 14).
Discussion

Les critéres étudiés pour la caractérisation des isolats, a savoir les caractéres culturaux des
colonies, leur croissance journaliere radiale mycélienne, et le pouvoir de sporulation, ont mis en
évidence une variabilité morphologique et physiologique chez les isolats de P. tritici-repentis
collectés en Algérie et en Tunisie. Chez les populations fongiques, la diversité est en effet la

norme, tandis que l'uniformité est I'exception (Lilly et al., 1951).

La variabilitt morphologique observée dans la collection d’isolats étudiés, pourrait étre
attribuée aux interactions entre l'information génétique (les isolats d'une méme espece différant
les uns des autres dans leur composition génétique), et les conditions environnementales, telles
que les différences climatiques et édaphiques dans les zones d’ou les isolats ont été obtenus
(Poloni et al., 2009).

Nombreux chercheurs ont observé une variation de la couleur et de la morphologie des
colonies chez P. tritici-repentis, ainsi que chez d’autres populations d’especes du méme genre,
collectés dans différentes régions géographiques du monde. Ainsi, Hunger et Brown (1987), Dos
Santos et al. (2002) et Benslimane (2017) ont étudié les isolats de P. tritici-repentis, McDonald
(1967) et Frazzon et al. (2002) ont étudié des isolats de P. teres, et ont observé une variation

morphologique significative, basée sur les couleurs des colonies mycéliennes. Des résultats
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similaires ont été rapportés par Zaamoum (2007), Benslimane (2002) et Christensen et Graham
(1934) lorsqu'ils ont étudié les isolats de P. graminea. De méme, Boungab (2013) a trouvé une
grande variabilité morphologique suite & une étude portée sur 60 isolats de P. teres originaires de
I’Ouest du pays. Ses résultats ont permis de distinguer quatre morphotypes, et ont montré que

cette variabilité n’est pas associée a la diversité géographique des isolats.

Enfin il est a rappeler que Hosford (1971) a observé que les isolats de P. tritici-repentis
perdaient leur pouvoir de sporulation lorsque la culture devenait de couleur orange, en raison du
repiquage fréquent sur milieu PDA. Ces observations ont également été confirmées par
Benslimane et al. (2017), pour le méme champignon, et par Lammari (2021) chez ’espéce

apparentée P. teres.

La variabilité morphologique a été également trouvée dans plusieurs autres populations de
champignons phytopathogénes. Chez un pathogéne appartenant a un genre apparenté a celui
étudié dans nos travaux, Poloni et al. (2009) ont analysé 35 isolats de Bipolaris sorokiniana
provenant de différents pays (Brésil, Danemark, Bangladesh, Vietnam et Mexique). Les isolats
ont montré une grande variabilit¢ morphologique, et ont été regroupés en cing morphotypes
différents. Chez Mycosphaerella graminicola, une étude sur 18 isolats provenant de la
république tchéque, a montré qu’il y avait une grande variabilit¢ de la morphologie, et la

coloration des colonies (Vechet et Vydrova, 2011).

Les caractéeres morphologiques quantitatifs ont toujours été une partie importante des
descriptions des especes. lls peuvent, suite a un échantillonnage et une analyse rigoureux, étre
utilisés pour distinguer entre les espéces apprenantes a un méme groupe phylogénétique
(Luckow, 1995).

L’¢étude de la croissance mycélienne des différents isolats de la collection pathogéne réunie, a
aussi mis en évidence, a travers notamment la diversité observée, des données intéressantes
relatives aux potentialités de ce pathogéne a se répondre dans nos champs a travers les régions
prospectees. De méme, que des données utiles a considérer, pour la gestion de la maladie, et
I’utilisation des génotypes adéquats en culture. En effet la croissance est une caractéristique
importante qui permet au champignon d'utiliser les nutriments des tissus infectés. Loughman et
Deverall (1986) ont rapporté lors d’une étude réalisée 3 a 4 jours apres l'inoculation, qu’une
croissance intercellulaire rapide des hyphes de P. tritici-repentis a été observée chez un cultivar
de blé sensible, qui a formé une masse de mycélium significativement plus grande, par rapport a

la croissance du mycélium formé chez un cultivar résistant.
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Conformément aux résultats obtenus dans le présent travail, dans une étude préliminaire
menée sur des isolats de P. tritici-repentis, Kader et al. (2009) ont aussi trouvé des variations
importantes de la croissance, et de la sporulation.

Enfin une variabilité du potentiel de sporulation entre les isolats de la collection a été
nettement observé ; des données également d’intérét certain. Le nombre de conidies produites
par un isolat est un caractére d'aptitude important dans I'épidémiologie des maladies, (Hunger et
Brown, 1987 ; Rodriguez et Bockus, 1996). Les résultats obtenus dans cette étude montrent des
localités qui pourraient étre a risque épidémiologique variables. Méme si nous considérons ces
données préliminaires, il serait intéressant d’analyser ce paramétre a 1’avenir suivant les régles
d’échantillonnage et d’analyse adéquates, permettant les conclusions escomptées. Une variation
de la production des conidies chez les isolats de P. tritici-repentis, a la fois sur les milieux de
cultures, et sur les cultivars de blé, a été aussi rapportée par plusieurs travaux ultérieures (Hunger
et Brown, 1987 ; Rodriguez et Bockus, 1996).

Les conidies, produites sur I'hote, facilitent l'infection secondaire ce qui augmente
I’agressivité de la maladie dans les champs (Mundt, 2009). Ceci est d’autant plus vraie dans le
cas de la tache auréolée ; il s’agit en effet d’'une maladie polycyclique, qui se manifeste de
maniére répétée (Rodriguez et Bockus, 1996). Les résultats obtenus permettent d’avoir une idée
préliminaire quant a I’effet de la présence de ces isolats dans les champs de blé en Algérie.
Toutefois, I'étude de la sporulation in vitro ne tient pas compte de I'effet de la physiologie et de
I'interaction de I'néte, ni des effets complexes du génotype de blé, de la position des feuilles, de

I'isolat fongique, de la période humide, etc. (Cox et Hosford, 1987 ; Hosford et al., 1990).

Par conséquent, il serait intéressent dans le future de compléter la présente étude par une autre
sur des feuilles de blé in vivo. Ceci apportera une meilleure aide pour prévoir les épidémies de
cette maladie. Dans le pathosystéme du mais/Bipolaris maydis, Nelson et Tung (1973) ont trouvé
une relation positive entre la sporulation sur I'hdte et la gravité de la maladie. Par ailleurs, la
sporulation sur le tissu de I'hdte fournit également un moyen pour évaluer la résistance de I'h6te a

I’égard de I’agent pathogene (Riaz et al., 1991).

IV.5. Analyse de la diversité génétique des isolats de P. tritici-repentis par les marqueurs

moléculaires
IV.5.1. Evaluation de la qualité et de la quantité de I’ADN extrait

L’ensemble des échantillons d’ADN extraits de la collection ont fait I’objet d'une évaluation

de la concentration et la pureté a I'aide d’un NanoDrop. Les concentrations obtenues sont jugées
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appréciables, il en est de méme pour leur qualité, puisque nous avons noté un rapport
Do260/D02go Satidefaisants quant a 1’absence de proteines. La qualité des ADN extraits a
également été vérifiée par une migration sur gel d’agarose a 0,8 % ; les résultats obtenus ont
montré des bandes claires pour I’ensemble des échantillons ce qui indique la présence d’ADN de
bonne qualité. L’extraction a été répétée pour les isolats qui ont montré de faibles bandes, des

rapports Do2so/D02go inadéquat (inférieur a 1) ou des concentrations tres faibles (inférieur a 100
ng/ul).

IVV.5.2. Sélection des marqueurs moléculaires pour I’analyse de la diversité génétique

Afin d’étudier la diversité génétique, plusieurs marqueurs moléculaires ont été testes ; a savoir
ITS, ISSR, RAPD, RFLP, SCoT et SSR. Les résultats ont été vérifiés sur gel d'agarose a une
concentration de 1,5 % (ISSR et RAPD) ou de 2 % (ITS, RFLP et SCoT).

Sur les 15 combinaisons de marqueurs ITS testées, 8 (ITSIXITS2, ITS1xITS4, ITSIXITS15,
ITS2xITS5, ITS3xITS4, ITS3XITS15, ITS4AXITSS et ITS5xITS15) avaient révélés des bandes
d’intensité uniforme. Toutefois aucun polymorphisme n’a été révélé, aussi bien pour 1’essai sur 2

isolats, que celui sur 6 isolats, provenant de régions différentes (Fig. 17).

ITS (1x2) ITS (1x4) M ITS (1x15)
3 815313747 3 815313747! 1 3 § 15 31 3747

- - - Ny N — \—r — —
= .
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3 8 15313747 3 8 15313747, 3 8§ 15 31 37 47
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Figure 17 : Visualisation des produits PCR sur gel d’agarose 2 % apres amplifications par les
marqueurs ITS. 3-47 : Isolats de P. tritici-repentis ; ITS1-ITS15 : Amorces ; M : Marqueur de
poids moléculaire (marqueur d’ADN de 100 bp, Vivantis Company).

Les PCR réalisées avec les 9 marqueurs ISSR n’ont permis aucune amplification, alors que
les résultats obtenus avec les 4 amorces RAPD, ont révélé une amplification avec une seule des
amorces testées. Ceci, chez un seul échantillon, qui a montré une bonne bande unique. Les

résultats n’ont pas été meilleurs lorsque différentes concentrations d’ADN ont été utilisées.
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Concernait les optimisations de la RFLP, parmi les 3 enzymes de restriction testés sur les
produits PCR obtenus lors des amplifications des ITS, les résultats ont montré qu'une seule
enzyme de restriction (Hpall) a été active sur les échantillons testés. L'enzyme Hpall a digéré les
produits PCR 4 fois ; ceci est montré par la présence de 3 bandes, de tailles différentes (400, 150
et 50 bp), comparées au profil des échantillons non traités par Hpall, qui n‘avaient qu'une seule

bande 600 bp (Fig. 18). Toutefois aucun polymorphisme n’a été détecté entre les isolats.

3.8 15 8

—— — G, . : o 600 bp
: 500 bp
400 bp

200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

Figure 18 : Visualisation des produits PCR sur gel d’agarose 2,5 % apres digestion. 3-37 :
Isolats de P. tritici-repentis ; Pstl, Hpall, Xbal : Enzymes de restriction ; M : Marqueur de

poids moléculaire (marqueur d’ADN de 100 bp, Vivantis Company).

Les PCR realisées avec les marqueurs SSR, n’ont concerné que 4 échantillons d’ADN de
différentes régions géographiques et 8 amorces. Les résultats obtenus ont montré des bandes
polymorphes de faible intensité, observées pour 2 amorces uniquement (DTR6 et DTR7). Le
reste des amorces n’ont pas donné de polymorphisme recherché. Suite a une optimisation des
conditions d’amplification, il a été conclu que la température optimale d’hybridation pour ces

deux amorces était de 55 °C.

Les PCR réalisees avec les marqueurs SCoT testés, avec différentes taq polymérases, ont
montré que les meilleurs résultats étaient obtenus avec le COSMO master mix selon les volumes
recommandés par le fabriquons. Les amorces sélectionnées, sont SCoT3, SCoT5, SCoT16,
SCoT22, SCoT28, SCoT33, SCoT35, et SCoT36.

Sur la base de ces résultats, nous avons choisi d’appliquer des marqueurs SCoT et SSR, car ce
sont ceux qui ont révélé un polymorphisme via les amorces sélectionnées, ayant amplifiées les

ADN testes. Le protocole du COSMO master mix, a été adopté pour le reste du travail.
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IV.5.3. Analyse de la diversité génétique par les marqueurs SCoT

Suite a la sélection réalisee, 8 marqueurs SCoT ont été employés pour étudier la diversité
génétique d’une population algérienne de 85 isolats de P. tritici-repentis. Aprés I’amplification,
les produits PCR obtenus ont été visualisés sur un gel d’agarose de 2 %. Les résultats obtenus
ont montré que toutes les amorces utilisees ont amplifiées des régions dans les génomes
analysés. Ceci est confirmé par la présence de bandes de différentes tailles (Fig. 19), qui ont
varié entre 370 pb et 2800 pb. Un total de 143 bandes a été détecté ; soit une moyenne d’environ
18 par amorce. Le nombre de bandes par amorce variait de 9 (amorce SCoT5) a 24 (amorces
SCoT22) (Fig. 20).

Nous avons remarqué cependant une absence d’amplification chez les isolats 1, 6 et 13 et ce
pour toutes les amorces testées. De méme dans certains cas, nous avons noté l’absence
d’amplification chez certains isolats pour une ou plusieurs amorces. A cet effet, lors de 1’analyse
statistique des données moléculaires, un pourcentage maximum de 25% des données manquantes

a été admis. Ainsi le nombre d’isolats ayant été considérés dans cette analyse est de 73 isolats.

ERESE ey R e Rl R e e aee e
SCoT 28
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Figure 19 : Visualisation des produits PCR sur gel d’agarose 2 % aprés amplifications par
I’amorce SCoT28. 1-12 : Isolats de P. tritici-repentis; M : Marqueur de poids moléculaire

(marqueur d’ADN de 100 bp, Vivantis Company).
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Figure 20 : Valeurs moyennes du PIC pour chacune des amorces, et nombre de bandes génerées

par chacune d’elles.

Le nombre de loci (bandes) révélé par isolat a varié entre 20 et 76 dont certains étaient plus
fréquents que d’autres dans la population étudiée. En effet, alors que certains se sont révélés
présents chez presque la totalité des isolats étudiés, d’autres n’ont été mis en évidence que chez
un seul isolat. Ainsi, nous pouvons constater par exemple, que les deux marqueurs M91 et M108,
amplifiés respectivement par les amorces SCoT33 de 1945 pb, et SCoT35 de 1680 pb, sont
présents chez 72 isolats étudiés. De méme, trois marqueurs M27, M98 et M100, dont les tailles
sont de 710 pb, 805 pb et 610 pb, mis en évidence par les amorces SCoT5, SCoT22, et SCoT28
respectivement, se sont révélés présents chez 71 isolats. A 1’opposé, 40 marqueurs ne sont
présents que chez un seul isolat de la collection analysée.

Les valeurs du PIC (contenu informatif du polymorphisme) pour chaque marqueur SCoT ont
varié entre 0,363 et 0,486 (Fig. 20). L’analyse de ces valeurs nous a permis de constater que
I’amorce SCoT3, représente une valeur du PIC faible de I’ordre de 0,363, alors que la valeur la
plus élevée 0,486, est celle de I’amorce SCoT16. Une valeur du PIC plus élevée met en évidence
I’importance de 1’amorce en question, car c’est celle qui donne le plus de polymorphisme. C’est

donc celle qui posséde plus de pouvoir discriminent.

L’analyse hiérarchique basée sur la distance génétique exprimée par le coefficient de Jaccard,
met en évidence dix différents ensembles & un niveau de similarité de 50 % (Fig. 21). Le premier
ensemble est formé par 7 isolats. Ces derniers ont été isolés dans la région de Béjaia. Le second
est formé par I’isolat 16.4.3, également de la région de Béjaia. Le troisieme est formé par 7

isolats ; un isolat, Ptr 16.5.3 originaire de Béjaia, et le reste ont été isolés dans la région d’Ain
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Defla. Le quatrieme ensemble est formé par un seul isolat, Ptr 16.8.1, originaire de la région
d’Alger. Le cinquiéme est formé de 16 isolats isolés dans de différentes régions a savoir Alger,
Blida, Sétif. Le sixieme est formé par un seul isolat Ptr 16.14.2 isolé dans la région de Blida. Le
septieme est formé par 22 isolats qui ont été isolés dans 4 différentes régions, Blida, Médéa,
Alger et Béjaia, alors que le huitieme est formé de 11 isolats, isolés dans les régions : Alger,
Blida et Constantine. Le neuviéme est formé d’un seul isolat 5.3 isolé dans la région de Blida.

Enfin le dernier ensemble est formé de 6 isolats originaires des régions d’Alger et Blida.

A Pintérieur de ces différents ensembles, nous pouvons identifier plusieurs groupes a
différents niveaux de dépendance (Fig. 21). Plusieurs isolats peuvent se distinguer a I’intérieur
de ces ensembles, en formant un groupe a part ; tel est le cas de I’isolat 90.2 dans le dernier

ensemble.

Les différents groupements révélés sur le dendrogramme ne peuvent étre expliqués par
I’origine géographique ; nous constatons que des isolats provenant de localités différentes
peuvent étre retrouvés dans un méme ensemble. Cependant des exceptions sont a considérer ; tel
est le cas des 7 isolats, originaires de Beéjaia retrouvés dans un méme groupe a un niveau de
similarité de 50 %, ou encore pour les isolats Ptr 16.4.3, isolé de la région de Béjaia, et 5.3 et Ptr

16.14.2, isolés de la région de Blida ; qui se retrouvent chacun dans des groupes a part.

De méme, ces regroupements ne trouvent pas d’explication lorsque I’espéce de blé a partir de
laquelle les isolats ont été isolés est considérée, puisqu’il est possible de retrouver des isolats
provenant de blé dur qui sont réunis avec d’autres isolés de blé tendre. Tel est le cas des deux
isolats Ptr 16.20.3 isolé de blé dur et I’isolat Ptr 16.21.2 isolé¢ de blé tendre. Nous notons
également que les isolats provenant de la méme Iésion ne se retrouve pas rassemblés au méme

niveau. C’est le cas des deux isolats Ptr 16.8.1 et I’isolat Ptr 16.8.2 (Fig. 21).

L’indice de Jaccard a permis d’évaluer le degré de similarité existant entre chaque paire des
différents individus de la population pathogéne analysée. Sa valeur a varié entre 5,56 % et 98,55
% (Annexe 15), ce qui indique une diversité trés importante du pathogéne. L’isolat 5.3 qui s’est
distingué lors de I’analyse hiérarchique, présente des valeurs d’indice de Jaccard faibles, avec les
autres individus de la population analysée. Elles sont comprises entre 5,56 % de similarité avec
I’isolat Ptr 16.14.2 et 23,33 % de similarité avec Ptr 16.8.1, ce qui confirme la différence de cet

isolat par rapport aux autres.
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Figure 21 : Dendrogramme généré sur la base des distances de similarité de Jaccard montrant la classification hiérarchique de I’ensemble des isolats

de la collection analysée.

84



Résultats et Discussion

Le test de Bootstrap genéré lors de la classification hiérarchique, révelent des valeurs
comprises entre 23 et 100 %. Toutefois nous avons noté que plus que la moitié des individus de
la population sont supérieures & 80 % ; les nceuds affectés par ces valeurs, traduisent une

meilleure robustesse des branches concernées.
IV.5.4. Analyse de la diversité génétique par les marqueurs SSR

Huit marqueurs SSR ont été utilisés pour étudier la diversité génétique de 85 isolats de P. tritici-
repentis. Apreés I’amplification, les produits PCR obtenus ont été visualisés sur un gel de
polyacrylamide de 9 % (Fig. 22). Les résultats obtenus ont montré que seules 2 amorces ont
permis I’amplification de plusieurs régions dans les ADN analysés, et elles ont révélé un
polymorphiques, a travers 17 bandes détectées (Fig. 22). Le nombre de bandes par amorce variait
de 2 (amorces DTR6), & 15 (amorce DTR7). Etant donné le faible nombre d’amorces ayant
permis d’amplifier les ADNs étudiés, les résultats obtenus par les marqueurs SSR, n’ont pas été
analysés separément. Ils ont été réunis avec les résultats obtenus par les marqueurs SCoT, dans

une matrice globale binaire (1,0) pour une seconde analyse de la diversité.

Ay F 5 £ 9% & B % 4 F 8.8 8 v £ % K> 7 23 KR

:-:5;‘ = B :
M 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48| M,
: 2 S
3 1]

k{f M}g—nki"“lilz é,-: [ . f,L?. = -o

: L s i BB s S N

Figure 22 : Visualisation des amplicants générés par 1’amorce DTR7 sur gel de polyacrylamide
a9 %. 1-12: Isolats de P. tritici-repentis; M : Marqueur de poids moléculaire (marqueur
d’ADN de 100 bp, Vivantis Company).

IV.5.5. Analyse globale de la diversité génetique par les marqueurs SCoT et SSR

L’ensemble des résultats obtenus chez 76 isolats par les deux marqueurs SCoT et SSR, ont
permis de réaliser une nouvelle analyse a travers laquelle 160 bandes amplifiées ont été utilisés.

Ainsi leur nombre considéré dans cette analyse par isolat, a varié entre 20 et 76.
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La comparaison entre les valeurs du PIC (contenu informatif du polymorphisme) pour chaque
marqueur (8 SCoT et 2 SSR), a permis de mettre en valeur celui qui possédait le meilleur
pouvoir discriminant (Fig. 23). Ces valeurs ont varié entre 0,353 et 0,521. Leur analyse nous a
permis de constater que 1’amorce DTR7 représente une valeur du PIC faible de I’ordre de 0,353,
alors que la valeur du PIC la plus élevée 0,521 est retrouvée chez I’amorce DTR6. Une valeur du
PIC plus élevée montre I’importance de son pouvoir discriminent, car elle révele le plus de

polymorphisme possible entre les génomes analyses.

nombre de bandes
SCoT 36 * 21
S5CoT 35 | J,m_.r_ | 1 7
SCoT 33 | IE-uJ | 16
SCoT 28 |—UJN— 21
SCoT 22 q'm; 24
SCoT 16 #W|_ 16
SCoT 5 _|m,l_| 9
SCoT 3 % 19
DTR7 _|5H 15
DTR& #J_ 2
| | | | | |
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50

Figure 23 : Valeurs moyennes du PIC pour chacune des amorces (SCoT et SSR), et nombre de

bandes générées par chacune d’elles.

L’analyse hiérarchique basée sur la distance génétique met en évidence quinze différents
ensembles a un niveau de similarité de 50 % (Fig. 24). Certains réunissent plusieurs isolats, alors
que d’autres un isolat unique. L’ensemble qui est formé par le plus grand nombre d’isolats, est
celui qui réunit 25 isolats : ils ont été isolés dans les régions d’Alger, de Béjaia, de Blida et de
Constantine. Un autre ensemble est formé de 15 isolats de différentes provenances, puis nous
notons un autre, formé par 8 isolats, qui ont été isolés dans 3 différentes régions ; Blida, Médéa
et Béjaia. L’ensemble formé par 7 isolats, regroupe ceux isolés dans la région de Bejaia. Deux
ensembles réunissant 6 isolats ont été retrouveés ; le premier regroupe un isolat Ptr 16.5.3
originaire de Béjaia, et 5 autres isolés dans la région d’Ain Defla, alors que le second, est formé
d’isolats originaires des régions d’Alger et Blida. Le reste des groupes ; a savoir 9 ensembles,
sont formés chacun par un isolat unique, de provenances variées. A I’intéricur des différents
ensembles nous pouvons identifier plusieurs groupes a différents niveaux de dépendance (Fig.
24).
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A travers ’analyse globale, il n’a pas été aussi possible de trouver de corrélation évidente
entre les différents groupements révélés sur le dendrogramme et 1’origine géographique, ou

I’espece de blé a partir de laquelle les isolats ont été isolés.

L’indice de Jaccard a permis d’évaluer le degré de similarité existant entre chaque paire des
différents individus de la population pathogéne analysée. Sa valeur a varié entre 2,86 % et 96,34
% (Annexe 16), ce qui confirme encore une diversité trés importante du pathogéne. L’isolat Ptr
16.8.3 qui s’est distingué lors de 1’analyse hiérarchique, présente des valeurs d’indice de Jaccard
faibles avec les autres individus de la population analysée. Elles sont comprises entre 2,86 % de
similarité avec I’isolat Ptr 16.17.1 et 25 % de similarité avec 5.3, ce qui confirme la différence de

cet isolat par rapport aux autres.

Le Test de Bootstrap a généré lors de la classification de 1’ensemble des individus de la
population, des valeurs comprises entre 23 et 100 %. Toutefois nous avons noté que plus que la
moitié des valeurs de la population sont supérieures a 80 % ; les nceuds affectés par ces valeurs,

traduisent une meilleure robustesse des branches concernées.

Discussion

La diversité génétique de 76 isolats d’une population algérienne de P. tritici-repentis a été
évaluée dans une analyse globale moyennant ensemble des marqueurs SCoT et SSR. Un niveau
élevé de variabilité génétique a été démontré entre les isolats collectés dans différentes régions
céréalieres d'Algérie. Sur I’ensemble des 73 isolats composant la population analysée par les
marqueurs SCoT seuls, 70 haplotypes différents ont été révelé, alors que les marqueurs SSR
seuls, ont révélé la présence de 40 haplotypes différents chez 76 isolats. Ce travail est la
deuxiéme étude de la diversité génétique de la population de P. tritici-repentis en Algérie, apres

une premiere déja réalisée par Benslimane et al. (2013) en utilisant des marqueurs fAFLP.

L’amorce DTR6 amplifiant des régions microsatellites dans le génome, a été la plus
informative puisqu’elle a permis de révéler des loci qui présentent en moyenne la valeur du PIC

la plus élevée et de ce fait, elle présente donc le pouvoir discriminant le plus fort.

Les marqueurs SSR ont été utilisés pour I'étude de la diversité génétique dans les populations
de différentes espéces fongiques, car ils sont hautement polymorphes entre les souches, co-
dominantes et hautement reproductibles par rapport aux autres marqueurs (Hudcovicora et al.,
2015). Les microsatellites sont en effet, la partie du génome fongique qui évolue le plus
rapidement (Linde et al., 2010). Au cours de la derniere décennie, leur utilisation est devenue
fréquente (Adhikari et al., 2008 ; Bogacki et al., 2010 ; Liu et al., 2012 ; Leisova et al., 2014).
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Suite au séquencage du génome de P. tritici-repentis (Broad Institute, 2007 ; Manning et al.,
2013), et le développement d'amorces SSR cartographiés sur différents chromosomes de P. tritici
repentis (Aboukhaddour et al., 2011 ; Gurung et al., 2013), il est devenu possible d'utiliser ce

type de marqueurs pour lI'analyse des populations de ce pathogene.

Les marqueurs SCoT ont été utilisés initialement pour 1’étude de la diversité génétique des
plantes (Collard et Mackill, 2009), puis réecemment chez quelques champignons phytopathogenes
(Nath et al., 2013). Ces marqueurs sont reproductibles et faciles a manipuler (Collard et Mackill,
2009).

L’importante diversité génétique observée, peut étre expliquée par la biologie du champignon,
ainsi que par son épidémiologie. P. tritici-repentis est un champignon homothallique qui se
reproduit & la fois sexuellement et asexuellement. La reproduction sexuée a lieu sur les chaumes
de blé entre les saisons. La reproduction asexuée est prédominante pendant la saison de
croissance sur la culture de blé et se produit en plusieurs cycles (Ciuffetti et Tuori, 1999). Selon
De Wolf et al. (1998) et Schilder et Bergstrom (1995), dans des conditions favorables, les
conidiophores de P. tritici-repentis peuvent se déplacer de 10 & 200 km, I’inoculum et est
également porté par les semences. Il y a donc un mouvement possible de I'inoculum sur de
longues distances. Par conséquent, cette dispersion sur de longues distances et la présence de la
reproduction sexuée peuvent contribuer pas uniquement a la propagation de l'infection, mais
également a une diversité génétique accrue, indépendamment de I'origine géographique ou de la

classification en races (Singh et Hughes, 2006 ; Leisova et al., 2008).

De nombreux facteurs peuvent contribuent également aux changements génétiques au sein
des populations fongiques. Ces facteurs comprennent la mutation, le systeme de reproduction, le
flux ou la migration des genes, la taille de la population et la sélection (McDonald, 1997 ;
McDonald et al., 1989).

Par ailleurs, les graminées sauvages hétes, pourraient également représenter une source
importante de variabilité génétique, car ils peuvent constituer un grand réservoir de nouveaux
biotypes génétiquement différents de ceux qui prévalent dans le blé cultivé (Krupinsky, 1987 ;
De Wolf et al.,, 1998). Or de nombreuses espéces appartenant a cette famille botanique,
reconnues pour étre des hotes naturelles du P. tritici repentis, existent en Algérie et poussent

naturellement a proximité des champs cultivés de ble.

Depuis le début des années 2000, les populations de P. tritici-repentis ont été étudiées a l'aide

de différents marqueurs moléculaires, notamment RAPD (Dos Santos et al., 2002 ; Singh et
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Hughes, 2006 ; Mironenko et al., 2007), AFLP (Friesen et al., 2005 ; Leisova et al., 2008), ISSR
(Moreno et al., 2008a), ITS-RFLP (Lepoint et al., 2010), et SSR (Hudcovicova et al., 2015).

La diversité génétique a été étudiée a partir des populations de diverses provenances. Ces
populations étaient constituées d'isolats provenant d’Amérique du Nord, notamment du Canada et
des Etats-Unis (Friesen et al., 2005 ; Leisova et al., 2008 ; Singh and Hughes 2006) ; d'’Amérique
du Sud, notamment d'Argentine et de Brésil (Friesen et al., 2005 ; Dos Santos et al., 2002 ;
Moreno et al., 2008a); d'Europe, notamment d'Allemagne, de République tcheque, de
République slovaque, de Russie et de Finlande (Friesen et al., 2005 ; Leisova et al., 2008 ;
Mironenko et al., 2007 ; Hudcovicova et al., 2015) et d’Afrique du Nord, notamment du Maroc
et d’Algérie (Gamba et al.,, 2017 ; Benslimane et al., 2013). Les différents résultats et

conclusions rapportées, vont dans le méme sens, que celles auxquelles aboutissent nos résultats.

Dos Santos et al. (2002) ont utilisé des marqueurs RAPD pour évaluer le niveau et la
distribution de la variation génétique au sein des populations de plusieurs régions du Brésil. lls
ont trouvé 45 bandes en utilisant 9 marqueurs RAPD. lls n'ont pas été en mesure d'établir une
relation entre les polymorphismes de I'ADN et les régions géographiques d'ou provenaient les
isolats. Singh et Hughes (2006) ont obtenu des résultats similaires en appliquant la méme

technique pour étudier la diversité de 30 isolats canadiens.

Dans le travail effectué par Aung (2001), I'analyse des marqueurs RAPD a été utilisée pour
montrer une importante différenciation entre les races pathogénes et non pathogeénes, et
également une autre différenciation moins importante mais significative, au sein de la population
pathogéne (races 1, 2, 3, 5 et 6). Dans le deuxieme cas, les différences se sont révélées existées,
d’une part entre les isolats induisant une nécrose (races 1 et 2), et ceux n'induisant pas de nécrose
(races 3, 5 et 6), et d’une autre part entre la race 3 et la race 5, ces races induisent toutes les deux
des formes distinctes de chloroses. Dans ce contexte, Mironenko et al. (2007) ont montré que la
plupart des variations génétiques se produisent au sein des populations (72-75 %) plutét qu’entre
elles (25-28 %).

Gurung et al. (2013) ont observe des résultats similaires en utilisant 12 marqueurs SSR pour
439 isolats de P. tritici repentis provenant de 5 continents. lls ont signalé 25 alléles avec une

moyenne de 3 a 4 alléles par locus.

Dans I’étude menée sur 24 isolats par Hudcovicova et al. (2015) en utilisant les marqueurs

SSR et RAPD, seuls deux isolats n'ont pas été différenciés. L'analyse en composantes principales
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(ACP) cree a partir des donnees RAPD a montré une plus grande variabilité entre les isolats que

celle crée a partir des données SSR (Hudcovicora et al., 2015).

Friesen et al. (2005) ont utilisé les marqueurs AFLP sur des isolats d’Amérique du Nord,
d’Amérique du Sud, et d'Europe. Les résultats obtenus avec seulement deux combinaisons
d'amorces, n'ont montré aucune corrélation entre le regroupement génétique des isolats
fongiques, et leur classification en races, et non plus entre les isolats provenant de régions et
méme de pays éloignés, qui présentaient dans certains cas une grande similarité génétique.
Toutefois en utilisant des marqueurs AFLP, Leisova et al. (2008), ont signalé la distinction de la

race 4, a une distance génétique plus élevée.

Un polymorphisme génétique éleve a été détecté parmi 37 isolats en Argentine par Moreno et
al. (2008b), moyennant cing marqueurs ISSR. Dans cette étude seulement 2 des 37 isolats n'ont

pas été différenciés.

Des niveaux élevés de polymorphisme génétique parmi les isolats de P. tritici-repentis ont été
trouvés avec lutilisation de marqueurs SSR, RAPD, AFLP et ISSR, mais souvent sans
corrélation avec l'origine geographique, la production de toxines, la pathogénicité ou la
classification de la race des isolats (Dos Santos et al., 2002 ; Friesen et al., 2005 ; Singh et
Hughes, 2006 ; Iram et Ahmad, 2007 ; Leisova et al., 2008 ; Moreno et al., 2008 ; Hudcovicova
et al., 2015). Friesen et al. (2005), ont expliqué que cela indique que, dans les populations
sauvages, P. tritici-repentis avait une tendance a se croiser. Selon ces auteurs, cette situation est
le résultat du fait que I'introduction du pathogene et sa propagation sont récentes ou qu'il existe

un flux de génes a travers différentes zones en raison de I'échange de semences.

Cependant, selon Leisova et al. (2008), la similarité génétique révélée par les marqueurs
AFLP peut étre partiellement expliquée par la classification des races, la plante hote et l'origine

géographique. Et que chaque facteur a un impact sur la structure de I'agent pathogene.

La détermination de la variabilité ; notamment la variation génétique des organismes tels que
les champignons phytopathogenes devrait étre une activité permanente pour des programmes de
sélection efficaces. La perte de résistance des cultivars commerciaux, produite par I'émergence
de nouveaux pathotypes inconnus, a été en effet démontrée (Young et Kelly, 1997). Le succes
des programmes locaux de sélection pour la résistance a la maladie, dépend en grande partie

notamment de la connaissance de la variation génétique au sein des populations pathogenes.

Le présent travail a revélé des genotypes de blé dur et de blé tendre utilisés en culture,

sensibles & ce pathogene. De méme qu’il a confirmé une nouvelle fois que la population de cet
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agent pathogene en Algérie est tres diversifiée sur le plan génétique ainsi que sur le plan
morphologique. Comme ce champignon possede les deux types de reproduction, sexuee et
asexuée, le risque qu'il surmonte la résistance de I'hote au fil du temps est encore plus accrue.
D’autant plus que la reproduction sexuée permet de recombiner des génes de virulence nouveaux
avec ceux deja existants, et donc crée de nombreux nouveaux profile de virulence. Dans ce
contexte selon McDonald et Linde (2002) les agents pathogénes qui subissent une recombinaison
réguliere présenteraient des risques plus éleves que les pathogénes qui ne subissent pas ou peu de
recombinaison. La reproduction sexuée, leur permet en effet d'évoluer rapidement pour
surmonter les génes de résistance en réponse a la pression de sélection imposée par les cultivars
résistants, ce qui a été fréquemment signalé dans de nombreux pathosystemes (Linde et al.,
2002).

Par conséquent, I'étude continue de la variabilité génétique des populations d'agents
pathogénes des plantes pourrait probablement conduire a une meilleure gestion des maladies
dans les écosystémes agricoles. Elle est nécessaire pour prendre des décisions appropriées dans
les programmes de sélection, notamment lors du développement de cultivars résistants, de
fongicides efficaces, et d'agents de contrdle biologique. Elle permet en effet d’évaluer la capacité
des pathogénes a répondre rapidement aux changements de I’environnement et surmonter la

résistance de I'hote et les traitements fongicides (Peltonen et al., 1996).
IV.6. Etude de la variabilité génétique du géne ToxA
V1.6.1. Amplification du gene ToxA

Afin de confirmer la présence ou 1’absence du gene ToxA responsables de la synthese de la
toxine Ptr ToxA, ’ADN génomique de I’ensemble des isolats de la collection a été extrait, les
concentrations des ADN et leurs qualites respectives, ont été estimées. La quantité et la qualité
des ADNSs obtenues a chaque extraction sont jugées appréciables pour la plus part des isolats,
puisque nous avons noté dans la plupart des extraits un rapport Do2so/D02s0 compris entre 1.8 et
2. Toutefois quelques valeurs se sont révélées en dehors de cet intervalle, soit inférieur a 1.8

indiguant une présence de protéines, ou supérieur a 2 indiquant la présence d’ARN.

Dans ces cas, certaines étapes de I’extraction ont €té reprises a nouveau sur les échantillons

concernés (Fig. 25).

Ainsi, telle que la montrée la visualisation des ADNs extraits sur gel d’agarose a 0.8 %, les

modifications apportées dans le protocole classique, ont été favorables, et ont permis de faire
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I’extraction d'ADN avec succes, confirmée par la quantité d'ADN fournie, par sa qualité, et par
les PCR effectuées. En effet le verre broy¢ a été utilisé au lieu de 1’azote liquide, et la protéinase

K au lieu du phénol.

Figure 25 : Visualisation des ADNs extraits a partir des isolats de P. tritici-repentis sur gel
d’agarose de 0,8 %.

Les résultats d’amplification du gene étudié¢ sont réunis dans le tableau XV, et représentés a
travers la figure 26. Cette derniére montre une bande & la taille attendue de 573 pb,
correspondante a presque la totalité de la région codante de ToxA.

Les isolats utilisés comme témoins ont montré les résultats attendus ; le témoin positif (la
souche de référence de la racel), a donné des bandes typiques bien claires et intenses apreés
I’amplification de leurs ADN, alors que le témoin négatif n’a donné aucune bande. Ces réactions

confirment la réussite de I’amplification et I’absence de toute contamination.
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Tableau XV : Présentation des résultats obtenus aprés amplification des genes ToxA.

Isolat ToxA Isolat ToxA Isolat ToxA Isolat ToxA Isolat ToxA
Ptr 1 + Ptr 82 + 76.4 - Ptr 16.5.3 + Ptr 16.20.1 +
Ptr 4 + 7.1 - 76.7 - Ptr 16.6.1 + Ptr 16.20.2 +
Ptr 6 + 7.2 - 77.1 - Ptr 16.6.2 + Ptr 16.20.3 +
Ptr 9 + 7.3 + 77.3 + Ptr 16.6.3 + Ptr 16.21.1 +
Ptr 10 + 7.4 - 77.4 - Ptr 16.7.1 + Ptr 16.21.2 +
Ptr 11 + 7.5 + 77.5 - Ptr 16.7.2 + Ptr 16.21.3 -
Ptr 16 + 12.1 - 77.6 + Ptr 16.7.3 + Ptr 16.22.1 +
Ptr 17 + 12.3 - 78.1 - Ptr 16.8.1 + Ptr 16.22.2 +
Ptr 18 + 27.1 + 78.2 - Ptr 16.8.2 + Ptr 16.22.3 +
Ptr 21 + 27.2 - 78.4 - Ptr 16.8.3 + Ptr 16.23.1 +
Ptr 22 + 27.5 - 79.1 + Ptr 16.9.1 + Ptr 16.23.2 +
Ptr 23 + 27.6 - 79.2 + Ptr 16.9.2 + Ptr 16.23.3 +
Ptr 24 + 27.7 + 79.6 - Ptr 16.9.3 - Ptr 16.24.1 +
Ptr 26 + 27.8 + 79.7 - Ptr 16.10.1 + Ptr 16.24.2 +
Ptr 34 + 27.11 - 79.8 + Ptr 16.10.2 + Ptr 16.24.3 -
Ptr 36 + 28.1 + 79.10 - Ptr 16.10.3 + Ptr 16.25.1 +
Ptr 37 + 28.2 - 80.1 - Ptr 16.11.1 + Ptr 16.25.2 +
Ptr 38 + 28.6 - 80.2 - Ptr 16.11.2 + Ptr 16.25.3 +
Ptr 42 + 28.8 - 80.3 - Ptr 16.11.3 + Ptr 16.25.4 +
Ptr 45 + 28.9 - 80.4 - Ptr 16.12.1 + Ptr TN 1.2 +
Ptr 46 + 37.1 - 80.5 - Ptr 16.12.2 + Ptr TN 1.5 +
Ptr 50 + 37.2 - 80.6 - Ptr 16.12.3 - Ptr TN 1.6 +
Ptr 51 + 37.3 - 81.1 + Ptr 16.13.1 - Ptr TN 1.9 -
Ptr 52 + 39.1 - 81.3 + Ptr 16.13.2 + Ptr TN 1.13 +
Ptr 53 + 39.2 - 81.4 + Ptr 16.13.3 + Ptr TN 2.1 -
Ptr 55 + 39.5 + 81.5 + Ptr 16.14.1 + Ptr TN 2.5 -
Ptr 56 + 41.4 + 82.1 + Ptr 16.14.2 + Ptr TN 2.7 -
Ptr 61 + 53.1 - 82.5 + Ptr 16.14.3 + Ptr TN 2.10 -
Ptr 62 + 53.2 - 82.6 + Ptr 16.15.1 + Ptr TN 2.11 -
Ptr 63 + 53.3 - 83.2 - Ptr 16.15.2 + 12.4 +
Ptr 64 + 68.2 - Ptr 16.1.1 + Ptr 16.15.3 + 12.6 +
Ptr 65 + 68.3 - Ptr 16.1.2 + Ptr 16.16.1 + 12.21 +
Ptr 66 + 68.4 - Ptr 16.1.3 + Ptr 16.16.2 + 17.8 +
Ptr 67 + 71.3 - Ptr 16.2.1 + Ptr 16.16.3 + 17.9 +
Ptr 68 + 74.4 - Ptr 16.2.2 + Ptr 16.17.1 + 5.3 +
Ptr 72 + 75.2 - Ptr 16.2.3 - Ptr 16.17.2 - 5.11 +
Ptr 73 + 75.3 - Ptr 16.3.1 + Ptr 16.17.3 - 13.13 -
Ptr 76 + 75.4 - Ptr 16.3.2 + Ptr 16.18.1 + 16.2 +
Ptr 77 + 75.5 + Ptr 16.3.3 + Ptr 16.18.2 + 16.5 +
Ptr 78 + 75.6 + Ptr 16.4.2 + Ptr 16.18.3 + 16.7 +
Ptr 79 + 75.7 + Ptr 16.4.3 + Ptr 16.19.1 + 90.2 -
Ptr 80 + 75.8 + Ptr 16.5.1 + Ptr 16.19.2 +

Ptr 81 + 76.1 + Ptr 16.5.2 + Ptr 16.19.3 +

(+) présence du gene, (-) absence du gene.
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Figure 26 : Visualisation des produits d’amplification du géne ToxA sur gel d’agarose de 1,5 %.

Lors de la visualisation des produits d’amplifications sur gel d’agarose, les bandes observées
ont présenté une intensité évidente chez la plus part des échantillons. Cependant, certains
échantillons ont présenté des bandes d’intensité plus faibles, I’amplification de ces échantillons a

¢té refaite, une a deux fois de plus, afin de s’assurer de la présence du géne.

Les résultats ont montreé la présence du gene ToxA dans presque toutes les zones de culture du
blé échantillonnées, que ce soit en I'Algérie, en Tunisie (I’Afrique du Nord) ou en Syrie (le
Moyen Orient). Sur les 213 isolats testés, 150 isolats (70 %) contenaient le gene ToxA ; 121 (92
%) des 131 isolats prélevés en Algérie, 11 (46 %) des 24 isolats prélevés en Tunisie, et 18 (31 %)
des 58 isolats prélevés en Syrie (Fig. 27). Le gene ToxA est plus fréquent chez les isolats du
Nord de I’ Afrique (85 %) que chez les isolats du Moyen Orient (31 %) (Fig. 27).

Les résultats obtenus suite a la recherche du géne ToxA par PCR, nous ont permis de suggérer
les races auxquelles appartenaient les différents isolats. Ainsi, en considérant la présence du géne
ToxA, les résultats indiquent que les isolats étudiés peuvent appartenir a la race 2 chez qui seule
la toxine Ptr ToxA existe, a la race 1, a la race 7, ou encore a la race 8 chez qui la toxine Ptr
ToxA est présente avec d’autres toxines (Ptr ToxB et/ou Ptr ToxC). Alors que 1’absence de ce
gene indigue que les isolats peuvent appartenir aux races 3, 5 ou 6, chez qui uniquement les deux
toxines Ptr ToxB et/ou Ptr ToxC existent, ou bien a la race avirulente 4 chez qui toutes les

toxines sont absentes.
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Total Algérie

8%

B Présence de ToxA Absence de ToxA M Présence de ToxA Absence de ToxA

Tunisie Syrie

54%
69%

B Présence de ToxA Absence de ToxA m Présence de ToxA Absence de ToxA

Figure 27 : Pourcentage de la présence du gene ToxA chez les isolats des trois pays.

IV.7. Analyse des sequences des genes ToxA chez les isolats sélectionnés.

Dans le but de rechercher la variation du gene de virulence ToxA, ce dernier a été séquencé
dans sa totalité chez 25 isolats isolés a partir des trois pays ; Algérie (22), Tunisie (1) et Syrie
(2). Le séquencage a été réalisé, par le Dr. Caroline MOFAT et son équipe au « Centre for Crop
and Disease Management », Department of Environment and Agriculture, Curtin University,

Australia. Il a concerné les deux brins ; le brin sens et le brin anti-sens.

Une premiére analyse des séquences obtenues a montré la présence d’une variation de ToxA,
uniquement chez 2 isolats parmi les 25 analysés ; Il s’agit des isolats 17.8 et 17.9 provenant de la

région de Blida en Algérie.

L’alignement des séquences obtenues pour ces deux isolats (Fig. 28) avec la séquence de

référence du géne ToxA (AF004369), montre la présence d’une variation située a la position 862
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pb du locus ToxA trouvée dans le génome des deux isolats. Il s’agit d’une substitution unique (G
a A) située sur les deux brins d’/ADN. Cette mutation est considérée comme silencieuse car elle
induit une substitution du codon CGG par le codon CGA.

840 850 . 860 g70 880 . 8g0 Q0o
AF004360 CEICEC CCTACAGEAGCC C CAaACACAAMCAACCCITHARTC
IR CBcec CCTACABGABC R CAATMCACAATCAACCCTABTC
IT8.F ceceC CCTACABGAGC C cAaAlcAacaalcaacccTABTC
I8 F CECGEC CCTACAGBGAGC C cAATCACAATCAACCCTABRTC
I7To F CBlCEC CCTACAGGAGC C caalcacAAlcancccTABTC
162.R CECBcC CCTACAGBGAGC C CAATICACAATCAACCCTARTC
162.F CECcEc CCTACABGAGC ¥ CAATICACAATCAACCCTARTC
165.F CECcec CCTACAGBEABC C CAATCACAATCAACCCTARTC
165.F CECcBec CCTACAGBEABC C CAATCACAATCAACCCTARTC

Figure 28 : Alignement des séquences du géne ToxA chez les isolats ayant montrés une
variation (17.8 et 17.9) au niveau du nucléotide 862, celles de deux isolats sans variations de
ToxA (16.2 et 16.5) et la séquence de référence de ToxA (AF004369).

La traduction des séquences précédentes via le programme Jalview, montre en effet a la
position 180, 1’acides aminé Arginine (R) au niveau des séquences du polypeptide

correspondantes, chez les deux isolats 17.8 et 17.9 (Fig. 29).

AF004369 |Si
I78.F
IT8.R
I79.F
IT9.R

Figure 29 : Alignement des séquences polypeptidiques correspondantes a la toxine Ptr ToxA,

traduites a partir des séquences variantes par rapport a la séquence de référence (AF004369).

Par ailleurs, 1’alignement des séquences variantes du géne ToxA avec les haplotypes de ce
géne déja retrouvés chez P. tritici-repentis, ainsi que ceux retrouvés chez les especes ;
Parastagonospora nodorum (Berk.) Quaedvl., Verkley & Crous, P. avenaria tritici (A.B.
Frank) Quaedvlieg, Verkley & Crous, et B. sorokiniana Bipolaris sorokiniana (Sacc.)
Shoemaker, montre que 1’haplotype identifié chez les deux isolats algériens est nouveau
(Fig. 30). Aucun haplotype connu jusqu’aujourd’hui chez P. tritici-repentis, ni chez les espéces
apparentées ne correspond a la variation découverte a la position 862 du géne ToxA.
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SISD
EF108451 ACCC

I79.F accc
I79R accc

cEc C c ABC
JX997420 AcccC CcEc & C AGC
EF108458 AcCCC CBlc C C ABC
EF108456 ACCC c@lc C CA AGlC
EF108455 AcCCC cElc C C AGlC
EF108454 ACCC cElC B c ABC
JX997421 AcCcCC CEc C C AG|C
EF108463 AcCCC CcEc C C AG|C
EF108357 ACCC CEC C B AGC
EF108461 ACCC CEC C & AGC
EF108459 ACCC c B & AGC
EF108452 ACCC CHEC C & AGC
EF108453 AcCCC CBlc C C AGC
EF108462 ACCC CHEC C & AGC
EF108461 AcCCC CBlc C C ABC
EF108460 B&CCC CEC & c AGlC
JX997416 ACCC cElc C C AGlC
JX997418 ACCC cEc C c AG|C
JX997417 Acc cEc C C AG(C
MT052949 AcccC o < o C cC AGC
MH511823 ACCC CEC C B AGC
AF0O04369 ACCC CHEC & C ABC
KXE816409 ACCC CEC C = AGC
U79662 AcCCC CEC C c AG|C
KXE816408 ACCC CHEC & & AG|C
178 F Bccc cEc C C AG|C
I78 R Accc CcEc C C AG|C

c@Elc C C ABC

cElc C C AGlc

Figure 30 : Alignement des séquences du géne ToxA retrouvées chez les espéces P. nodorum (EF108451 ; EF108458 ; EF108456 ; EF108455 ;
EF108454 ; EF108463 ; EF108457 ; EF108461 ; EF108459 ; EF108452 ; EF108453 ; EF108462 ; EF108460 ; EF108460 ; JX997418 ; JX997417 ;
MH511823) ; P. avenaria tritici (JX997420 ; JX997421) ; Pyrenophora tritici-repentis (AF004369 ; U79662) ; Bipolaris sorokiniana (KX816408 ;
KX816409) et celles retrouvées chez les deux isolats algériens ayant montré une variation de séquence (17.8 et 1.79), mettant en évidences les

différents haplotypes rapportés par rapports a 1’haplotype découvert chez les isolats algériens 17.8 et 17.9.
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Toutefois la substitution unique (G a A) a éte décrite auparavant, mais située a la position 856

du locus ToxA trouvée dans 1’haplotype H3 chez I’espéce P. nodorum.
Discussion

A notre connaissance c’est la premiere étude de la variation du géne de virulence ToxA en

Algérie et la deuxiéme en Afrique du Nord.

La modification de la méthode classique, a permis avec succés I’extraction de I’ADN de
qualité et quantité satisfaisantes, ayant permis les amplifications effectuées. Lors d’une étude
menée sur du sang congelé, Ahmed et al. (1995) ont aussi utilisé la protéinase K, et ont signalé
une augmentation du rendement total ainsi qu'une meilleure pureté de I'ADN extrait. Leurs
résultats ont indiqué que la protéinase K favorise le processus de déprotéinisation. De méme,
Rohland et Hofreiter (2018) lors d’une étude de comparaison de différentes méthodes
d’extraction d’ADN, ont montré que la méthode d’extraction avec ’utilisation de la protéinase K
¢était la plus performante en termes de rendement d’ADN tel que la révélée la quantification
réalisée par PCR quantitative. Ils ont montré également que ’activité de la protéinase K est

favorisée beaucoup plus dans le cas d’une extraction a partir de poudre fine.

L'amplification du géne ToxA, responsable de la synthése de la toxine Ptr ToxA, a montré
que plus de 70 % des isolats analysés possédent le gene ToxA dans leur génome. Ce qui révele la
prédominance de ce géne, et par conseéquent la prédominance des races possédant ce gene dans

ces régions ; a savoir larace 1, la race 2, la race 7 et la race 8.

En Afrique du Nord, la structure des races de P. tritici-repentis a été étudiée, ces travaux ont
montré que les isolats produisant la Ptr ToxA, seule ou en combinaison avec la toxine Ptr ToxB,
sont prédominants dans les champs algériens et tunisiens (Benslimane et al., 2011 ; Kamel et al.,
2019), ils sont cependant rares au Maroc (Gamba et al., 2017). En Syrie, lI'analyse de la présence
des génes ToxA et ToxB par PCR a montré que plus de 50 % des isolats possédaient le géne
responsable de la production de la toxine Ptr ToxA (Benslimane et al., 2014a). De méme la
présence du géne ToxA recherché par PCR a révélé que plus de 82 % des isolats possédaient le
gene en Algérie parmi 55 isolats étudiés (Benslimane, 2012), et 51 % en Tunisie parmi 73 isolats
étudiés (Kamel et al., 2019).

La predominance des isolats possédant le gene ToxA a été egalement rapporté au niveau
mondial. En Europe, une étude menée sur 231 isolats a montré la sa présence chez 83 % des
isolats provenant des pays Baltes et de Romanie (Abdullah et al., 2017a). Aux Etats Unis,

Abdullah et al. (2017b) ont montré la présence du gene ToxA chez les isolats du Dakota du Sud
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avec 86.2 %, 93.8 % et 88.3 % des isolats collectés en 2012, 2013 et 2014 respectivement. Au
Canada, le géne ToxA a été mis en évidence chez 44 (98 %) des 45 isolats testés provenant de la
région d’Alberta (Aboukhaddour et al., 2013).

L’analyse de la diversité des séquences du géne ToxA, sur 25 isolats choisis dans les
populations de P. tritici-repentis provenant des trois pays, qui ont fait objet de cette étude, a
révélé une seule variation de sequence. Elle a été localisée a la position 862 pb du locus ToxA,
chez les génomes de deux isolats 17.8 et 17.9 provenant des zones de culture de blé en Algérie,
échantillonnés a Blida. L’haplotype retrouvé chez ces deux isolats est nouveau, non identifi¢

auparavant.

Les haplotypes déja découverts chez P. tritici-repentis sont peu nombreux ; en effet sur un
total de 26 haplotypes du gene ToxA détectés chez les différentes espéces pathogénes agents
causaux des taches foliaires au niveau mondial, 22 haplotypes (H1 jusqu’a H21 et H*) ont été
retrouvés chez 1’espéce Parastagonospora nodorum (Friesen et al., 2006 ; Stukenbrock et
McDonald, 2007 ; McDonald et al., 2013 ; Kamel et al., 2019 ; Ghaderi et al., 2020 ; Hafez et
al., 2020). L'haplotype H* a été identifié in silico dans un isolat de P. nodorum originaire
d'Australie (Kamel et al., 2019).

Ainsi, chez P. tritici-repentis, seuls trois haplotypes de ToxA précédemment désignés (H14,
H15 et H16) ont été identifiés. L haplotype H16 a été signalé chez 1’isolat canadien 86-124
(Ballance et al., 1996), alors que 1’haplotype H15 était présent chez 1'isolat Pt-1c collecté aux
Etats-Unis (Ciuffetti et al., 1997). Enfin I’haplotype H14 a été trouvé chez 54 isolats originaires
d'Europe, d’Amérique du Nord et d'’Amérique du Sud (Friesen et al., 2006). Récemment H23
(précédemment H15) a été le seul haplotype signalé dans les isolats de P. tritici-repentis de la
province d'Alberta au Canada et de Tunisie (Kamel et al., 2019).

Si les haplotypes du gene ToxA ont été relativement bien explorés chez P. nodorum (Friesen
et al., 2006 ; Stukenbrock et McDonald, 2007 ; McDonald et al., 2013 ; Hafez et al., 2020 ;
Ghaderi et al., 2020), il I’est moins pour 1’éspéce étudiée. En Algérie, @ notre connaissance, il
s'agit de la premiere analyse des hallotypes de ce ToxA chez P. tritici-repentis, et la deuxiéme en
Afrique du Nord apres une premiere effectuée par Kamel et al. (2019) en Tunisie. L’haplotype

retrouvé chez les isolats algériens est nouveau, jamais décrit au paravent.

Par ailleurs chez I’espéce P. avenaria tritici, trois haplotypes, H1, H5 et H15, ont été
identifiés jusqu'a présent (McDonald et al., 2013 ; Ghaderi et al., 2020).

Récemment, un homologue du géne ToxA a été signalé chez 35 isolats de B. sorokiniana
provenant d'Australie (McDonald et al., 2018). L'analyse de la séquence de Bs ToxA a révélé
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deux haplotypes, l'un était identique a celui connu chez P. tritici-repentis (H23), et l'autre
différait par une seule mutation non synonyme (C—G en position 412) et était unique a B.
sorokiniana. En Inde, deux haplotypes de Bs ToxA H23 et/ou H25, ont été détectés chez 70 %
des isolats analysés (Navathe et al., 2019). Ces deux haplotypes étaient similaires aux deux
haplotypes présents dans les isolats de B. sorokiniana provenant d'Australie et des Etats-Unis
(McDonald et al., 2018 ; Friesen et al., 2018).

Les différents haplotypes du ToxA décrits a ce jour chez les quatre espéces pathogenes agents
des tache foliaire des céréales (P. nodorum, P. avenaria tritici, P. tritici-repentis et B.
sorokiniana), ont été utilisés pour illustrer le schéma évolutif de ces especes (Hafez et al., 2020).

Depuis la découverte du ToxA dans le génome de P. nodorum, l'origine évolutive de ce gene
est devenu un sujet tres attractif pour de nombreux chercheurs (Friesen et al., 2006 ; Stukenbrock
et McDonald, 2007 ; Ciuffetti et al., 2010 ; Manning et al., 2013). A ce jour, P. nodorum reste
I'espéce présentant la plus grande diversité de séquences ToxA connue. Cette diversité soutient
I'nypothese selon laquelle le ToxA a eu plus de temps pour accumuler des mutations, et montre
ainsi que ce gene existait depuis beaucoup plus longtemps dans le génome de cet organisme
(Friesen et al., 2006 ; Stukenbrock et McDonald, 2007 ).

Les 22 haplotypes connus jusqu’a présent chez P. nodorum, et I'absence de variation connues
chez I’espéce P. tritici-repentis a I’époque, ont permis de suggérer une introduction tres récente
de ToxA dans le génome de P. tritici-repentis (Friesen et al., 2006 ; Stukenbrock et McDonald,
2007).

Toutefois, Friesen et al. (2006) et Oliver et Solomon (2008) ont supposé que le géne ToxA a
été transféré a partir d'une troisiéme espéce non encore découverte, sans étre en mesure
d'identifier d'autres donneurs possibles. Plus récemment, McDonald et al. (2017) ont signalé que
B. sorokiniana, pathogene de l'orge et du blé principalement, isolé a partir du blé australien,
possédait une région de 12 kb homologue au locus ToxA, qui est presque identique a la région de
11 kb commune, chez P. tritici-repentis et P. nodorum. On se basant sur la séquence du ToxA
identique partagée entre le P. tritici-repentis et un haplotype de B. sorokiniana, McDonald et al.
(2017) ont suggéré que ces régions partageaient une origine évolutive plus proche 1’une de
I’autre, que de P. nodorum. La présence du géne ToxA chez B. sorokiniana a été également

rapportée par Friesen et al. (2018) chez des isolats américains.

Ce transfert a été soutenu par certaines observations sur le terrain dans les champs de blé. En
fait, une infection mixte des pathogénes du blé sur la méme feuille peut se produire ; la présence

des deux pathogeénes P. nodorum et P. tritici-repentis a était signalé plusieurs fois. De méme que

101



Résultats et Discussion

Duveiller et al. (2005), ont montré qu’en Asie centrale la maladie de 1’helminthosporiose est
décrite comme un complexe de maladies composée a la fois de B. sorokiniana et de P. tritici-
repentis. McDonald et al. (2017) a suggéré que cette association étroite offre clairement la
possibilité a ces différents agents pathogenes de se rencontrer et d'échanger potentiellement leur
ADN. La possibilité d'un échange génetique entre les especes par anastomose entre les tubes

germinatifs, a été suggéré (Roca et al., 2005).

Notre étude focalisée sur les populations pathogenes d'Afrique du Nord et du Moyen-Orient, a
montré que le géne ToxA n'est pas complétement conservé ; la variation constatée a partir des
isolats algériens nous a permis de supposer que d'autres variations pourraient &tre mises en
évidence a l'avenir. Ces zones n'ont pas encore été suffisamment étudiées, méme si une
importante variation du pathogéne a été signalée. En effet en Afrique du Nord, et selon la
structure des races des populations analysées de cet agent pathogéne, Kamel et al. (2019) ont
signalé la présence de 4 races (2, 4, 5 et 7) trouvées parmi 72 isolats d’origine tunisiens ; Gamba
et al. (2017) ont signalé la présence de 4 races (1, 5, 6 et 7) parmi 135 isolats d’origine
marocains, et enfin, Benslimane et al. (2011) ont signalé la présence de 6 races (1, 4, 5, 6, 7 et 8)

trouvées parmi seulement 55 isolats en Algérie.

Certaines données révélées en rapport avec les génomes, notamment celui de P. tritici-
repentis laisse envisager la variabilité de ToxA. Dans une large comparaison des génomes de
Dothideomycetes, tout le mécanisme a 1’origine de 1’induction du polymorphisme répété (RIP=
repeat-induced-polymorphism) a été retrouvé, celui-ci est présent chez les trois especes
précédentes (Friesen et al., 2006 ; Ohm et al., 2012). Récemment, McDonald et al. (2019) ont
fait la premiere description de ToxA avec des fonctions de transposon completes. Selon cette
découverte, il existe chez les trois espéces, une grande région génomique (140 a 250 kb) riche en
transposons comportant ToxA ; elle a été nommeée ToxhAT, absente chez les isolats qui ne

portent pas ce gene.

La recombinaison intrachromosomique est également un mécanisme possible pour générer les
polymorphismes observés. Dans de nombreux organismes modeles, tels que la drosophile et les
levures, il a été déja constaté que les délétions importantes étaient facilitées par la recombinaison
entre des séquences répétées disposées en tandem (Kuttler et Mai, 2007 ; Gonzalez et Petrov,
2012). Ce mécanisme est particulierement intéressant dans le contexte du transfert horizontal de
genes, car ces évenements de recombinaison entrainent souvent la formation d'ADN

extrachromosomique circulaire (Moller et al., 2015, Mourier, 2016).
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Aboukhaddour et al. (2009) ont observé un rearrangement chromosomique impliquant une
translocation de ToxA vers un autre chromosome ; ils ont montré que chez au moins un isolat,
ToxA se trouvait sur un chromosome différent de son emplacement chez l'isolat de référence 1C-
BFP. Allant de ¢a, McDonald et al. (2019), ont considéré qu'il est probable que le ToxhAT ou un
segment chromosomique plus important a été transféré, comme cela a été observé chez B.
sorokiniana. Ainsi, les régions codantes individuelles trouvées au niveau de ToxhAT, semblent
faire partie d’¢léments répétitifs chez d'autres Dothideomycetes. Toutefois, ces auteurs n’ont pas
pu statuer sur I’espéce chez qui ToxhAT, aurait pu étre assemblé en une seule unité, avant le
transfert horizontal entre ces trois agents pathogenes du blé. 1ls ont tous de méme rapporté que le
transfert de ToxhAT entre P. tritici-repentis et P. nodorum s'est produit via une grande séquence
(80 kb), qui subit actuellement une importante décomposition, alors que chez B. sorokiniana, le

ToxhAT est mobile a I'intérieur du génome.

La caracterisation des repétitions terminales inversées (terminal inverted repeats: TIR)
conservées de 74 pb dans les trois especes, suggerent fortement que ToxhAT a eu une seule

origine évolutive dans les trois espéces (McDonald et al., 2019).

Il a été démontré préecédemment que le ToxA joue un role dominant dans les maladies du blé
causées par P. nodorum, P. tritici-repentis et B. sorokiniana (Liu et al., 2006 ; McDonald et al.,
2017). L’intérét des auteurs pour ceci est dii au fait que (i) des données montrent que le géne
codant pour la toxine produite, est intégré dans un "élément de pathogénicité" (pathogenicity
element) tres mobile, qui facilite la maladie du blé résultants de trois champignons pathogénes
d'importance mondiale. (ii) de maniére plus pratique, la connaissance intime de I’interaction
gene-pour-gene permet d'apporter des changements immédiats aux stratégies de gestion des

maladies.

Bien que les origines évolutives de ce géne et les mécanismes facilitant son transfert vers de
multiples agents pathogénes du blé restent des questions ouvertes intrigantes, la prévention des
pertes des rendements est indispensable. Pour ceci le retrait de la Tsnl des blés cultivés dans les
cas de maladies pareilles et dans des régions stratégiques, comme 1’ Afrique du Nord et le Moyen

orient, est préconiseé, et aura un effet positif sur la sécurité alimentaire mondiale.

En Algérie, ou la variation des séquences ToxA est identifiée et un complexe de race a été
signalée, des génotypes de blé aux origines génetiques diverses sont cultivés dans les champs,
pour des essais de sélection et de rendement. Il s'agit notamment de nouveaux cultivars, qui ont
exercé une pression de sélection pour maintenir divers facteurs de virulence chez les agents

pathogénes. Ceci est a 1’origine d'apparition probable de mutations dans les genes de virulence,
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permettant aux agents pathogénes de surmonter la résistance de I'n6te. Par conséquence, la veille
continue des modifications des génes de virulence est importante pour déterminer si des

pressions évolutives sont en jeu.

Cette situation dans les cultures de blé est souvent absente dans d'autres régions du monde ou
de grandes populations pathogenes ont été analysées, comme I'’Amérique du Nord, I'Australie ou
I'Europe. En fait, ces régions sont plus connues pour leurs génotypes homogenes cultivés sur de

grandes superficies, dans le cadre d'un systéeme de culture intensif.

En outre, I'Algérie est proche du centre d'origine du blé, qui est par définition les régions ou
est rencontré la plus grande variabilité chez une espece végétale (Harlan, 1987 ; Vavilov, 1951) ;
elle fait partie de la région méditerranéenne qui est reconnue et cartographiée par Vavilov (1951)
comme un centre de diversité du blé dur. A cet effet, I'Algérie est une zone qui doit étre

considérée comme une source potentielle de variation de ce champignon.
IV.8. Identification des races des isolats ayant montré une variation de ToxA

Les réactions des cing génotypes de blé composant la gamme différentielle modifiée, et
utilisée a 1’égard des 2 isolats 17.8 et 17.9, sont rapportées au niveau du tableau XVI.

L’appartenance de chacun des deux isolats aux différentes races est indiquée également.

Aprés 24 h d’incubation a humidité continue, il a été possible de confirmer la réussite de
I’inoculation exprimée par les premicres lésions observées sur les feuilles des plantules
inoculées. Ces lésions se présentent sous forme de taches de dimensions trés réduites, de couleur
verte plus foncée que celles du feuillage, représentant les zones de pénétration du champignon.
Les symptomes du tan spot ont pu étre observés des le troisiéme jour apreés I’inoculation ; leur

notation et la détermination des races ont été effectuées apres sept jours d’incubation.

Les symptdmes observés sont au nombre de deux (Fig. 31). Un premier type représente la
réaction de sensibilité, exprimé chez Glenlea et Coulter, le second représente la réaction de
résistance, observe chez Salamouni, 6B365 et 6B662 sous forme de nécroses de tailles trés

réduites de couleur marron foncé ou noir.

Les deux souches de référence Pti2 et DW7 utilisées comme témoins ont induit a chaque

inoculation les symptémes attendus représentant respectivement les races 1 et 5 (Fig. 31).
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Tableau XVI : Réactions des cinq génotypes de la gamme différenticlle modifiée a 1’égard des 2
isolats et détermination des races correspondantes.

Genotype
Isolate Races
Salamouni Glenlea Coulter 6B662 6B365
17.8 R S (N) S (N) R R 2
17.9 R S (N) S (N) R R 2

|
g
s.‘-g'
T

Figure 31 : Profils de virulence de la race 2 représenté par les symptdémes induits par les 2
isolats 17.8 et 7.9. A : Sensibilité du cultivar Glenlea ; B : Sensibilité du cultivar Coulter ; noter
les lésions avec nécrose auréolée ; C : Résistance du cultivar 6B-365. D : Résistance du cultivar
6B-662 ; E : Résistance du cultivar Salamouni ; notez la présence de petites taches brunes a
noires sur les feuilles.
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Discussion

Les résultats obtenus avec les deux profils de virulence (Tab. XVI), montrent que les 2 isolats
inoculés, provenant tous les deux de la région de Blida, appartiennent a la race 2. C'est le premier

rapport de la race 2 de P. tritici-repentis dans les zones céréaliere en Algérie.

La race 2 n'a jamais été signalée auparavant dans les champs algériens, et la seule recherche
antérieure liee a la distribution des races en Algérie a mis en évidence une structure de
population trés diversifiée, ayant compris la race 7 a Blida (Benslimane et al., 2011). Les mémes
résultats ont révélé I’existence en Algérie de six races distinctes de ce pathogéne, il s’agit des

races 1, 4,5, 6, 7 et 8.

Le déploiement de certaines races par rapport a d’autres est favorisé par plusieurs facteurs
directement lié a la biologie du champignon. La nature homothallique du P. tritici-repentis réduit
les chances de recombinaison et favorise le maintien pendant une longue période pour certaines
races avant 1’apparition d’autres. D’un c6té épidémiologique, ce champignon a la capacité
d’effectuer plusieurs cycles durant la méme saison, par conséquent les races peuvent se

reproduire de la méme fagon et avec un rythme équivalent (Benslimane, 2012).

En effet la race 1 est prédominante a travers le monde ; en Australie (Ali et al. 2006), en
Amérique du Nord, au Moyen Orient et au Caucase (Lamari et al., 1995 ; 1998), en Iran
(Momeni et al., 2014), et en Algérie (Benslimane et al., 2011). Cependant, au cours des deux
dernieres décennies, plusieurs recherches ont montré que la race 2 est l'une des plus
prédominantes au Canada, aux Etats-Unis, en Amérique du Sud, en Australie, en Iran, et dans le
Caucase du Nord (Lamari et al., 1998; Ali et Francl, 2003; Friesen et al., 2005; Lamari et al.,
2005b; Engle et al., 2006; Singh et al., 2007; Ali et al., 2010; Lepoint et al., 2010; Gamba et al.,
2012; Aboukhaddour et al., 2013; Mikhailova et al., 2014; Abdullah et al., 2017b). Cela peut
étre expliqué par I’introduction accidentelle du géne Tsnl, qui confére la sensibilité a la Ptr

ToxA, dans la plupart des génotypes de blé (Lamari et al., 2005b).

La prédominance de la race 1 n’exclue pas complétement la possibilité pour les autres races et
leur prévalence a faible fréquence a été rapportée (Lamari et Bernier, 1989b ; Ali et al., 2003 ;
Lamari et al., 2003 ; Benslimane et al., 2011 ; Sarova et al., 2005).

En Afrique du Nord, il s'agit du deuxiéme rapport de la race 2 suite a une étude publiée par
Kamel et al. (2019), qui a trouvé la race 2 en Tunisie a faible fréquence. Les mémes résultats ont
été trouvé pour cette race en Europe, dans les Caucase et en Asie (Abdullah et al., 2017a ;
Momeni et al., 2014 ; Lepoint et al., 2010 ; Lamari et al., 2005a ; Sarova et al., 2005). En
Australie et en Nouvelle-Zélande une combinaison des deux races 1 et 2 est possible, cette
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conclusion est basée sur la présence de ToxA mais pas de ToxB dans ces régions (Antoni et al.,
2010 ; Weith, 2015).

La race 2 est parmi les races de ce pathogene (avec la race 3 et 5) qui sont considérées comme
les races de base, en raison du fait qu’elles sont capables de produire une seule toxine (Strelkov
et Lamari, 2003). La race 2 est capable de produire uniquement la Ptr ToxA sous le contréle du

gene de virulence ToxA (Strelkov et Lamari, 2003).

En plus des 8 races connues, plusieurs études antérieures, ont fait état de la découverte
d'isolats atypiques dans les populations du P. tritici-repentis. Ces isolats ont la capacité de
provoquer une nécrose sur Glenlea, un génotype porteur de Tsnl, mais ne possedent pas le gene
ToxA (Ali et al., 2010 ; Benslimane et al., 2011 ; Mironenko et al., 2015 ; Abdullah et al.,
2017a ; Kamel et al., 2019 ; Mironenko et al., 2019).

Par conséquent, le systeme blé-P. tritici-repentis est beaucoup plus complexe que ce qui est
actuellement décrit dans la littérature, et beaucoup de travaux supplémentaires sont nécessaires
pour caractériser ce pathosysteme. La mutation trouvee au niveau des séquences du géne ToxA
n’avait aucun effet sur la variation pathogénique des deux isolats. Ceci n’empéche pas que
d’autres mutations peuvent étre présentes dans les populations de de ce pathogéne. Elles peuvent
ainsi causer des variations importantes au niveau des genes, induisant la production possible

d’autres toxines, et par conséquent d’autres races non encore caractérisées.

La classification des races en Afrique du Nord est difficile a attribuer uniquement a la
géographie, mais le nombre de champs échantillonnés, les isolats récupérés et le nombre
d'années d'échantillonnage restent toujours relativement faibles pour établir une conclusion
finale. Un constat commun en Afrique du Nord, est I'absence de la race 3, un producteur de Ptr
ToxC, dans cette région, et cette race cependant était la plus fréquente en Syrie (Lamari et al.,

2005b), toujours vraie a nos jours.
1VV.9. Réaction de la variété Glenlea au filtrat de culture des isolats mutés

L’infiltration du filtrat de culture des deux isolats ayant montrés une variation au niveau du
gene responsable ToxA ainsi que la souche de référence (Pti2) de la race 1 sur les feuilles de la

variété Glenlea a été évaluée.

Toutes les feuilles du cultivar Glenlea infiltrées ont montré la réaction attendue ;
développement d’une nécrose au niveau des zones infiltrées. Ceci est vraie aussi bien pour les

deux isolats analysés, que pour I’isolat de référence (Pti2) (Fig. 32).
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Figure 32 : Réaction du cultivar Glenlea aux filtrats de culture. A et B : Réaction aux filtrats des
deux isolats 17.8 et 17.9 (race 2) ; C : Réaction aux filtrats de Pti2, isolat de référence de la race 1

(témoin positif) ; D : Réaction au milieu de culture Fries (témoin négatif).

Quelques heures apres infiltration, la région concernée des feuilles du cultivar sensible
Glenlea, apparaissait encore d’un vert plus foncé, indiquant une saturation des tissus par le filtrat
de culture. Les symptdmes de nécrose se sont développés dans les zones infiltrées (marquée par
des traits noirs), puis la mort cellulaire était clairement visible des le deuxieme jour apres
I’infiltration. La notation a été effectuée apres 5 jours d’incubation (Fig. 32.A et B). Le méme
symptdme a été observé lors de 1'utilisation du filtrat de culture préparé a partir de 1’isolat de
référence Pti2 (race 1) (Fig. 32.C). En revanche, comme prévu, aucun symptdéme n'a été observé
chez les feuilles du méme cultivar, quand elles ont été infiltrées par le milieu Fries (témoin
négatif) (Fig. 32.D).

Toutes les feuilles de Glenlea ont développé une nécrose (sensibilité) lorsqu'elles ont été
infiltrées avec les filtrats de culture fonfiques. La sensibilité au filtrat de culture indique la
présence de la toxine Ptr ToxA active produite par les isolats 17.8 et 17.9 ; cela confirme que la
variation de séquence nucléotidique rapportée, est une mutation silencieuse. Il a été démontré
que les isolats de P. tritici-repentis qui sécretent de la Ptr ToxA dans I'espace apoplastique des
feuilles de blé infectées induisent la formation de Iésions nécrotiques sur les cultivars qui sont
sensibles a cette toxine (Lamari et al., 1995 ; Ciuffetti et al., 1997).

Les isolats ont été identifiés comme étant race 2, cette race est connue d’induire des nécroses
uniguement (nec* chl’) (Lamari and Bernier, 1989b) par la production de la toxine Ptr ToxA

(Friesen et al., 2002 ) D’effecteur prédominant dans le pathosystéme blé-P. tritici-repentis
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(Friesen et al., 2006). En outre, lors d’une étude menée par Lamari et al. (1995), seuls les isolats
ayant induit une nécrose seule ou celle-ci associée a une chlorose (nec* chl, nec™ chl), ont

produit la toxine Ptr ToxA sur les feuilles du cultivar sensible «Glenlea ».

Par ailleurs, les caractéres analyses (croissance radiale et pouvoir de sporulation) (chapitres
IV.3 et IV.4) ont montré que les isolats ayant montrés une variation, ne sont pas différents de
ceux décrits précédemment pour lesquels aucune variation n'a jamais été rapportée dans le géne
ToxA (Benslimane et al., 2017).

IV.10. Analyse de la réaction des blés a I’égard de la maladie du tan spot

Dans cette étude, nous avons évalué la réaction de 116 génotypes de blé (25 lignées, 54
variétés locales et 37 cultivars) a 1’égard des deux races 1 et 5 de P. tritici-repentis. L'évaluation
de la réaction a la maladie, a d'abord été menée en chambre de culture au stade 2 a 3 feuilles.
Ensuite, le matériel sélectionné résistant, a été évalué une seconde fois en chambre de culture
avec 4 répétitions, et enfin évalué en plein champ pour confirmation. Cependant, en raison de la
mauvaise qualité des graines des deux génotypes ‘‘MIKI 3"’ et <“ADJINI’’, ces deux génotypes

résistants ont été exclus lors de I’évaluation en plein champ.

Les deux cultivars de la gamme différentielle, utilisés comme témoins, ont montré a chaque
fois les symptomes attendus aprés 1’inoculation par les deux races 1 et 5. Le cultivar résistant
Salamouni n’a pas montré de réponse visible au champignon aprés les trois premiers jours
d'inoculation, bien que quelques petites taches brunes foncées a noires, typiques de la résistance,
commencaient & se former sans réaction de nécroses ou de chloroses. Ceci était aussi vrai suite a
I’inoculation par la race 1 que par la race 5 (Fig. 33). Le cultivar sensible Glenlea a également
montré une réaction de résistance en développant de petites taches brunes foncées a noires
typiques de la résistance a la race 5, tandis que sa sensibilité attendue a 1’égard de la race 1 a été
observée par le développement de taches nécrotiques sur ses feuilles (Fig. 33). La réaction
standard de ces deux témoins résistant et sensible, est une assurance quant a la présence des

conditions necessaires et adéquates pour I’expression de la maladie.
1VV.10.1. Evaluation de la réaction a la maladie sous conditions controlées

Apres 24 h d’incubation sous humidité continue, il a été possible de confirmer la réussite de
I’inoculation exprimée par les premicres lésions observées sur les feuilles des plantules
inoculées. Ces lésions se présentent sous forme de taches de dimensions tres réduites, de couleur
verte plus foncée que celles du feuillage, représentant les zones de pénétration du champignon.

Les premiers symptdmes sont apparus 3 jours apres I’inoculation, I’observation et la notation des
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symptoémes se sont poursuivies, jusqu’au 7¢™ jour. A ce moment, la réaction de chaque génotype
a été évaluée.

Des différences significatives ont été révélées dans la réaction des génotypes de blé testées a
I’égard du P. tritici-repentis en chambre de culture. La réaction de chaque génotype est indiquée
en Annexe 17, tandis que les résultats des réactions sont résumés dans la figure 33 et le tableau

XVII. A noter que, dans ce cas, la taille des 1ésions n’est pas prise en considération dans le

systéme de notation adopte.

La comparaison des réactions des genotypes a été réalisée par le test Kruskal-Wallis, qui a
mis en évidence une différence tres hautement significative entre ces réactions (P= 0,000) pour
les deux races 1 et 5 (Annexe 18). L’analyse des résultats a montré que tous les types de
réactions possibles (1, 2, 3, 4 et 5) ont été notés chez les génotypes testés ; résistante (R ; type de
Iésion 1) caractérisée par de petites taches de couleur marron foncé a noir et aucun halo jaunatre.
Modérément résistante (MR ; type de lésion 2), caractérisée par de petites taches marron fonce a
noir avec trés peu de chlorose ou nécrose. Modérément sensible (MS ; type de lésion 4),
caractérisée par de petites tdches marron foncé a noir entourées d’un halo chlorotique ou
nécrotique distinct ; dans ce cas les Iésions coalisaient. Une réaction intermédiaire entre les deux
précédentes, est celle qualifiée de Modérément résistante/Modérément sensible (MR/MS ; type
de Iésion 3) ; elle est caractérisée par de petites tiches marron foncé a noir, entourées d’un halo
chlorotique ou nécrotique distinct, les lésions ne coalisent pas. Et enfin, sensible (S ; type de
Iésion 5), caractériseée par la coalition des lésions en une seule zone nécrotique ou chlorotique
(Fig. 33).

Ainsi, I’évaluation de la réaction des génotypes a 1’égard de la race 1, a montré que la réaction
de type modérément sensible (MS) était la plus rencontrée avec 58 sur 116 génotypes (50 %).
Elle est suivie par la réaction de type sensible (S) avec 37 génotypes sur 116 testés (32 %), suivie
par la réaction de type Modérément résistante/Modérément sensible (MR/MS) avec 8 génotypes
(7 %), puis par la réaction de type résistante (R) avec 7 génotypes (6 %). Enfin, la réaction de
type Modérément résistante (MR) avec seulement 6 génotypes (5 %) (Fig. 34).
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Glenlea

Figure 33 : Types de réactions (type de 1ésions) observées sur les feuilles de blé a I’égard des
races 1 et 5 de P. tritici-repentis. Glenlea : Témoin positif montrant la réaction de sensibilité a la
race 1, exprimée par des nécroses; Salamouni : Témoin négatif montrant la réaction de
résistance aux deux races 1 et 5, exprimée par des taches noires de taille tres réduite; 1 :
Reésistant; 2 : Modérément résistant ; 3 : Modérément résistant/modérément sensible ; 4 :
modérément sensible ; 5 : Sensible.
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Tableau XVII : Types de réactions et nombre de génotypes pour chaque réaction, a 1’égard des deux races 1 and 5 de P. tritici-repentis.

Race 1 (Pti2) Race 5 (DW?7)
Typ_e de Réaction  Nombre des génotypes Total des Typ_e de Réaction Nombre des génotypes Total des
Iésion génotypes Iésion génotypes
Lignées 1 Lignées 3
1 R Variétés 1 7 1 R Variétés 3 15
Cultivars 5 Cultivars 9
Lignées 0 Lignées 1
2 MR Variétés 1 6 2 MR Variétés 2 8
Cultivars 5 Cultivars 5
Lignées 0 Lignées 4
3 MR/MS Variétés 6 8 3 MR/MS Variétés 4 11
Cultivars 2 Cultivars 3
Lignées 16 Lignées 6
4 MS Variétés 29 58 4 MS Variétés 28 42
Cultivars 13 Cultivars 8
Lignées 8 Lignées 11
5 S Variétés 17 37 5 S Variétés 17 40
Cultivars 12 Cultivars 12
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Par ailleurs, 1’évaluation de la réaction des génotypes a I’égard de la race 5 a montré que la
réaction de type modérément sensible (MS) était la plus retrouvée, avec 42 génotypes sur 116
(36 %). Elle est suivie par la réaction de type sensible (S) avec 40 génotypes sur 116 testés (35
%), puis par la réaction de type résistante (R) avec 15 genotypes (13 %), et la réaction de type
Modérément résistante/Modérément sensible (MR/MS) avec 11 génotypes (9 %). Enfin, la
réaction de type Modérément résistante (MR) avec seulement 8 génotypes (7 %) (Fig. 34).

Dans le cas des génotypes résistants, trois jours aprés l'inoculation, de petites taches de
couleur brun foncé a noir sur le site d'infection, sans ou avec peu de chlorose, ont été observées
autour du site d'infection. Six a huit jours apres I'inoculation, ces taches sont restées de la méme

taille et/ou ont 1égérement augmenteé (type de lésions 1 et 2) (Fig. 33).

Cependant, les génotypes de blé sensibles présentaient des lésions nécrotiques, avec parfois
une chlorose autour de la lésion, ce qui est typique de l'interaction positive héte /pathogene
(Fig. 33). Six jours apres l'inoculation, ces lésions ont augmenté en taille. Huit jours apres
I'inoculation, chacun des génotypes sensibles a développé de grandes lésions coalescentes,
typiques de la maladie de la tache auréolée, causées par les deux races 1 et 5, observées aussi
bien chez le blé dur que le blé tendre (Fig. 33).

L’évaluation de la réaction des génotypes a 1’égard de la race 1, a permis de sélectionner 13
génotypes (11 %), dont 1 lignée, 2 variétés locales et 10 cultivars, qui se sont montrés résistants
a modérément résistants (type de Iésion 1 et 2). Alors que 8 génotypes (7 %), dont 6 variétés
locales et 2 cultivars, se sont montré modérément résistants a modérément sensibles (type de
Iésion 3). Le reste des génotypes a savoir 95 (82 %), dont 24 lignées, 46 variétés locales et 25
cultivars, se sont montrés sensibles a modérément sensibles (type de Iésion 4 et 5) (Fig. 33 et
Tableau XVII).

L’¢valuation de la réaction des génotypes a 1’égard de la race 5, a permis de sélectionner 23
génotypes (20 %), dont 4 lignées , 5 variétés locales et 14 cultivars, qui se sont montrés résistants
a modérément reésistants (type de lésion 1 et 2). De méme que la réaction de type modérément
résistant a modérément sensible (type de Iésion 3) a été déterminée chez 11 génotypes (9 %),
dont 4 lignées, 4 variétés locales et 3 cultivars. Le reste des génotypes testés 82 (71 %), dont 17
lignées, 45 variéteés locales et 20 cultivars, se sont montrés sensibles a la race 5 (type de lésion 4
et 5) (Fig. 33 et Tableau XVII).

113



Résultats et Discussion

Race 1

Race 5

Figure 34 : Pourcentages des génotypes notés pour chaque type de réaction.

Nous avons constaté que les génotypes évalués résistants, étaient plus représentés par les
cultivars ; leur nombre est plus important que celui des variétés locales et des lignés. Il est de
I’ordre de 10 (77 %) et 14 (61 %) cultivars résistants a 1’égard des deux races 1 et 5
respectivement. De méme les variétés locales ont été les plus rencontrées parmi le matériel
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vegétal evalué comme sensible : leur nombre est de 46 et 45 variétés pour les races 1 et 5

respectivement ; soit 48 % et 55 % de 1’ensemble des génotypes sensibles.

Enfin, lI'analyse des réactions a montré que parmi les 116 génotypes évalués, seulement 7
génotypes (1 variété locale et 6 cultivars), soit 6 %, sont résistants a la fois aux deux races 1 et 5,
car ils ont développé une réaction correspondante au de type de lésion, 1 a 2 (tableau XVII).
L’analyse a également montré que parmi tous les génotypes testés, 72 génotypes (17 lignées
hybrides, 42 variétés locales et 13 cultivars) soit 62 %, sont sensibles a modérément sensibles a

la fois a ces deux races ; ils ont développeés des types de lésion de 4 a 5.

Les résultats obtenus lors du test de confirmation de la réaction de résistance observee lors de
la premiére évaluation en chambre de culture, moyennant 4 répétitions, ont montré exactement
les mémes réactions de résistance chez tous les génotypes concernés. Ceci est vrai pour la
résistance a I’égard des deux races 1 et 5, aussi bien pour le type de 1ésion 1, que pour le type 2

(résistant et modérément résistante).
1VV.10.2. Evaluation de la réaction a la maladie en plein champs

Les résultats obtenus sont synthétisés dans le Tableau XVIII, et illustrés par la figure 33. Les
premiers symptdmes n’ont été observés sur les plantes évaluées a 1I’égard des deux races 1 et 5
qu’aprés dix et quinze jours d’inoculation, respectivement. Il s'agit de petites taches brunes
fonceées a noires, parfois entourées d'une chlorose réduite, typiques des symptémes de résistance.
Les résultats obtenus ont montré une différence remarquable du temps de réponse des génotypes
inoculés par les deux races ; la réponse a la race 1 était plus rapide, elle s’est exprimée 10 jours

apres I’inoculation, tandis que la réponse a la race 5, s’est exprimée 15 jours apres I’inoculation.

L’évaluation du pourcentage du feuillage sur lequel les Iésions ont été observées, a montré
qu’il n’excédait pas 20 %. Cette valeur n’a été enregistrée que chez quelques génotypes, en
réaction a la race 1. Cependant, pour la plupart des génotypes, la surface des feuilles tachetées, a
été de 5 a 10 % ; les valeurs sont restées les mémes tout au long de la période d'évaluation
(Tableau XVI1II).

A la fin de nos observations, alors que les feuilles étaient encore vertes, la surface de feuilles

malades variait de 5 a 20 %, dans les deux essais.
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Tableau XVIII : Réactions des génotypes de blé a 1’égard des deux races 1 et 5 de P. tritici-
repentis en plein champ.

10 jours 20 jours 30 jours 40 jours

Génotype post-inoculation post-inoculation post-inoculation post-inoculation

Score@ SF (%)® Score  SF(%) Score SF (%) Score SF (%)

Réaction des génotypes a I’égard de la race 1

4 1 10 1 10 12 10 12 10
26 1 20 1 20 1 20 1 20
98 1 10 1 10 1 10 12) 10
99 1 20 1 20 12 20 12 20
103 1 10 1 10 12 10 12 10
107 1 15 1 15 1 20 1 20

Réaction des génotypes a I’égard de la race S

3 1 5 1 5 12 10 12) 10
9 1 5 1 5 1 5 2 10
17 1 5 1 5 1 5 1 5
31 1 5 1 5 1 10 1 10
36 1 5 1 5 1 5 1 5
82 1 5 1 5 1 5 1 5
85 1 5 1 5 1 5 1(2) 5
89 1 5 1 5 1 10 1 10
90 1 5 1 5 1 10 1 10
94 1 5 1 5 1 5 1(2) 5
96 1 5 1 5 1(2) 5 12 10

2L e score selon le type de lésion.
b Pourcentage de feuilles infectées.
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Nos résultats ont montré que les réponses des génotypes aux deux races 1 et 5 dans les
conditions de terrain, étaient semblables a celles observées durant les essais en chambre de
culture. Par conséquent, nous avons confirme en plein champ, les sources de résistance a la tache

auréolée identifiées en conditions controlées.

Enfin les résultats obtenus par le test Kruskal-Wallis, montrent qu’il n’y a pas de différence
significative entre les réactions des différents génotypes, observées aux différentes dates de
notation (P>0,05) (Annexe 19 et 20). Ceci est vrai, aussi bien pour les réactions a 1’égard de la
race 1, que celles a 1I’égard de la race 5. Cela confirme I’homogénéité des réactions de résistance

obtenues du début jusqu’a la fin de I’essai.

Discussion

Notre travail représente la premiére étude consacrée a la recherche des ressources de

résistance a la maladie de la tache auréolée en Algérie.

L’étude d'évaluation de la maladie a d'abord été menée sur des plantules au stade 2 a 3 feuilles
en chambre de culture, ensuite en plein champ pour les génotypes qui ont montré une résistance.
L’inoculation de la plante en conditions contrdlées au stade que nous avons choisis, est souvent
préféré ; ceci permet d’avoir des résultats plus rapides et fiables, et d’éliminer le matériel le plus
sensible avant la confirmation de la résistance au champ (Singh et al., 2012). Les résultats en
conditions contrblées peuvent étre ainsi un indicateur utile lors des essais en plein champ (See et
al.,, 2018). Cet intérét est d’autant plus important, que plusieurs travaux ont montré que la
réaction des plantules de blé a la maladie de la tache auréolée en conditions contrdlées, est
fortement corrélée a celle observée en plein champ (Evans et al., 1999 ; Sarova et al., 2002 ;
Kalia et al., 2018 ; See et al., 2018 ; Dinglasan et al., 2018). En outre, les contraintes de
I’évaluation en plein champ sont nombreuses et influencent I’intensité des attaques, rendant ainsi
I’évaluation compliquée. Elles sont en relation avec la technique d’inoculation utilisée, le
complexe des maladies foliaires, le stade végétatif de la plante, I’organe inoculé et les conditions
environnementales. Afin de diminuer ces contraintes, lors de I’essai en plein champs la réaction
des génotypes de blé a été conduite au stade fin tallage début montaison ; ceci facilite I’infection

des feuilles, et la dissémination de I’inoculum composé d’une suspension de spores.

La sélection a 1’égard de la race 1 de P. tritici-repentis, est un choix basé sur le fait de sa
prédominance dans le monde, notamment en Algérie ou 41 % des isolats ont été retrouvés
appartenir a cette race (Benslimane et al., 2011). Elle est également, le représentant typique de la
toxine Ptr ToxA ; principal facteur de virulence dans le pathosysteme blé/P. tritici-repentis. De

méme notre intérét de trouver des sources de résistance a 1’égard de la race 5, trouve son
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importance dans le fait que I’Algérie fait partie des rares régions du monde ou elle a été
identifiée ; cette race est reconnue et considérée comme une race de base, elle est le représentant

typique de la toxine Ptr ToxB ; second facteur de virulence dans ce pathosystéme.

Dans cette étude nous avons utilisé I'échelle de notation de la maladie largement acceptée ; de
1 a5, elle est basée sur les types de Iésions (Lamari et Bernier, 1989c), la taille de ces derniéres
telle recommandée par certains auteurs comme Dinglasan et al. (2016), n’a pas été prise en
considération. En effet, dans la plus part du temps, la taille des lésions ne donne pas une
estimation réelle de la sensibilité ou de la résistance de la variété. Elle est plutét dépendante du
nombre de spores ayant germées et infectées la feuille de blé. Elle peut étre également le résultat
du nombre de tubes germinatifs produits par chacune des spores ; une spore de P. tritici-repentis
peut germer a partir de la cellule apicale, basale ou latérale, il peut y avoir également une
germination de toutes les cellules. Ces faits sont tres dépendant des conditions du milieu

environnant.

Les observations réalisées sur les plantes inoculées ont permis de constater que comme prévu,
les deux génotypes de blé de la gamme différentielle utilisés comme témoins ; Salamouni et
Glenlea, ont développé des réactions typiques a 1’égard des deux races 1 et 5. Ainsi, le cultivar
Salamouni était résistant aux deux races ; il a été considéré comme une source de résistance a la
tache auréolée et utilisé dans la gamme différentielle comme lignée totalement résistante a toutes
les races de P. tritici-repentis (Lamari et al., 1998). A I’opposé, Glenlea connue pour étre
sensible a la nécrose induite par la race 1 (Lamari et al., 2003) et résistante a la race 5 (Orolaza
et al., 1995), a réagi par des nécroses de forme ovale a la premiére, et par des taches tres réduites
de couleur noir a la seconde. Ces réactions confirment la réussite de d'inoculation vérifiée déja
précédemment par 1’observation des premicres lésions sur les feuilles inoculées, aprés 24 h
d’inoculation. Les symptdmes observés ont été associé a la croissance myceélienne dans les tissus
des feuilles de blé ; la croissance est en effet généralement limitée aux lésions aux premiers
stades de la maladie, méme lorsque la chlorose étendue a affecté presque toute la section de la
feuille (Manning et Ciuffetti, 2015).

Les résultats obtenus montrent une corrélation entre la résistance au stade plantules en
chambre de culture et celle exprimée en plein champ. Des résultats similaires ont été trouvés

chez les variétés de blé de printemps américaines (Tadesse et al., 2011).

Toutefois, bien que les réponses soient similaires, une différence remarquable du temps de
réponse des génotypes inoculés par les deux races a été observée ; la réponse a la race 1 était plus

rapide par rapport a la réponse a la race 5. Ceci trouverait son origine dans la vitesse
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d’expression des deux toxines Ptr ToxA et Ptr ToxB, produites successivement par les deux
races 1 et 5. Les résultats obtenus par Pandelova et al. (2012) ont rapporté que les réponses
induites par la toxine Ptr ToxA, et donc le développement des symptdmes, sont plus rapides et
plus intenses que celles induites par la toxine Ptr ToxB. La différence de temps de réponse aux
toxines pourrait étre expliquée par des différences de perception, ainsi que par des différences
d'activation d'un processus particulier, tel que la biosynthése de I'éthyléne chez la plante
(Pandelova et al., 2012). Selon Pandelova et al. (2012), des réponses plus lentes et dans certains
cas des amplitudes plus faibles dans I'expression génique, conduisent a des changements
biochimiques proportionnellement plus faibles chez les feuilles traitées a la Ptr ToxB. Ceux-ci,
permettent a la plante de maintenir son homéostasie plus longtemps, et par conséquent,
entrainent un développement des symptémes plus lent et moins grave (Pandelova et al., 2012).
Ciuffetti et al. (2010) ont également montré que les réponses de I'néte induites par la Ptr ToxA,
sont plus rapides et conduisent a une nécrose, tandis que les changements induits par ToxB sont

plus lents et entrainent une chlorose.

Nos résultats mettent en évidence des réactions de résistance (type de Iésion 1 et 2) chez
plusieurs génotypes; ce qui nous permet de recommander leur utilisation en culture. Cette
utilisation devra prendre en considération la distribution des races de ce pathogene dans les
champs algériens révélée par Benslimane et al. (2011). Nous avons pu également mettre en
évidence d'autres génotypes qui pourraient étre inclus dans les programmes de sélection, visant a
réunir plusieurs caractéristiques souhaitables, notamment le rendement, I'adaptation aux
conditions climatiques comme la tolérance a la sécheresse, la qualité des grains, les semis tardifs

ou précoces, ainsi que la résistance a la tache auréolée.

A la lumiére des résultats obtenus, nous recommandons les génotypes résistants 4, 26, 98, 99,
103, 111 et 114 avec type de Iésion 1, et les génotypes modérément résistants 37, 106, 107, 109,
112 et 113 avec type de lésion 2, pour la culture dans les régions ou la race 1 est trés répandue a
savoir Tipaza, Ain Defla, Médéa, Alger, Boumerdes, Bouira, Mila, Constantine et Annaba.
Cependant, les génotypes resistants 3, 9, 17, 36, 38, 60, 82, 85, 89, 98, 99, 103, 108, 113 et 114
avec type de lésion 1, et les génotypes modérément résistants 18, 26, 31, 90, 94, 96, 100 et 107

avec type de lésion 2, doivent étre utilisés en culture a Mila et Guelma, ou la race 5 est retrouvée.

La selection et 1’utilisation de ces cultivars contre les deux races 1 et 5 devrait offrir une
résistance suffisante pour minimiser les pertes dues a cette maladie dans les champs algériens.
En effet, afin de surmonter la résistance de ce type de cultivars, le champignon devra produire

une nouvelle toxine. De plus, une mutation inverse impliquant un gain de fonction dans la plante
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hote, permettant I'acquisition d'un récepteur spécifique de la nouvelle toxine, sera également
nécessaire. La probabilité que les deux événements se produisent en méme temps est peu
probable (Singh et al., 2010).

Par contre, les génotypes qui se sont montrés sensibles ou modérément sensibles a I’une des
deux races, doivent étre évités, ou au moins leur utilisation devrait &tre limitée, voir strictement
interdits pour ceux qui sont sensibles a la fois aux deux races. Ceci est préconisé dans toutes les
zones ou les deux races ont été identifiées, en particulier lorsque les conditions favorables au

développement de la tache auréolée sont réunies.

Les genotypes de blé résistants a la fois a la race 1 et a la race 5 (26, 98, 99, 103, 107, 113 et
114), peuvent étre recommandés pour les régions ou les races 6, 7 et 8 ont été signalées ; a savoir
Mascara, Tipaza, Ain-Defla, Blida, Médéa, Alger, Boumerdes, Bouira, Tizi-Ouzou, Béjaia
(Benslimane et al., 2011). Ils peuvent également étre des sources de résistance et étre utilisés
pour développer de nouvelles lignées insensibles a deux ou trois géenes de virulence. Cela permet
de réunir, l'insensibilité & deux ou trois facteurs de virulence Ptr ToxA, Ptr ToxB et Ptr ToxC,
présents chez les races 6, 7 et 8.

Les différentes réactions des génotypes évalués (résistance/sensibilité) peuvent étre
expliquées par des données cytologiques rapportées dans la littérature et relatives au processus
d’infection. De nombreuses études intéressantes ont examiné profondément la germination, la
pénétration et la colonisation du P. tritici-repentis chez des génotypes de blé sensibles et
résistants (Lamari et Bernier, 1989b ; Dushnicky et al., 1998 ; Loughman et Deverall, 1986).
Loughman et Deverall (1986) ont montré que chez un cultivar sensible, les hyphes
intercellulaires émergent de facon plus étendue du site d'infection dans le mésophylle, et forme
des mycéliums significativement plus grands que chez le cultivar résistant. La croissance
intercellulaire rapide est ensuite poursuivie chez le cultivar sensible, mais pas chez le résistant.
Les lésions nécrotiques s’étendent ainsi plus rapidement chez le cultivar sensible a partir du
troisieme jour. Lamari et Bernier (1989b) ont montré que la résistance a la maladie ne s’exprime
qu’apres I’invasion de I’espace intercellulaire du mésophylle par les hyphes fongiques. Ainsi, la

différence de réaction entre les cultivars resistants et sensible n’est visible qu’aprés 48h.

La résistance observée dans le matériel végétal évalué, peut étre expliqué par les interactions
connues dans le pathosystéme blé/P. tritici-repentis. En effet la sensibilité résulte de la présence
chez I’hote d’un récepteur spécifique, 1'absence de ce récepteur conduirait a la résistance. De ce
fait, la race 1 produit les deux toxines Ptr ToxA et Ptr ToxC et la sensibilité & ces deux genes est
régie par les genes Tsnl et Tscl situé sur les chromosomes 5B et 1AS respectivement (Faris et
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al., 1996 ; Anderson et al., 1999 ; Effertz et al., 2002). Alors que, la race 5 produit une seule
toxine Ptr ToxB, et la sensibilité au géne responsable, serait régie par le géne Tsc2 situé sur le
chromosome 2BS (Friesen et Faris, 2004). La reconnaissance de ces toxines par les genes
correspondant, conduit a une interaction compatible exprimée par le développement de la
maladie. Plusieurs études ont montré que ces interactions jouent toutes un réle important dans le
développement de la tache auréolée (Faris et al., 2013 ; Kariyawasam et al., 2016 ; Liu et al.,
2017).

Par ailleurs, les interactions Ptr ToxA-Tsnl et Ptr ToxC-Tscl ont un effet additif sur
I’expression de la maladie lorsque elles se produisaient simultanément (Kariyawasam et al.,
2018 ; See et al., 2018 ; Liu et al., 2017 ). Dans une étude récente, Liu et al. (2017) ont constaté
que les lignées de blé portant un des deux genes de sensibilité Tsnl ou Tsc2, étaient moins
sensibles que celles portant les deux genes. Ceci est conforme a ce qui est connu dans ce type de
pathosysteme ; selon Friesen et Faris (2010), dans le cas des pathogenes nécrotrophes, la partie
des interactions basée sur le modele inverses du « gene pour géne », ont souvent un effet additif
et produisent des différences quantitatives dans le développement de la maladie et les réponses

de résistance.

Dans certain cas, l'interaction Ptr ToxA-Tsnl ne joue que peu ou pas de réle dans le
développement de la tache auréolée, tel qu’il a été rapporté chez le blé dur par Virdi et al.
(2016). De méme, certains travaux décrivent des génotypes sensibles a la race 1 mais insensibles
a la toxine Ptr ToxA (Abdullah et al., 2017), et d’autres sensibles a la race 5 mais insensibles a la
toxine Ptr ToxB de P. tritici-repentis (Abeysekara et al. 2010). Les auteurs suggerent ainsi,
I’existence d'autres facteurs affectant la maladie en plus de l'interaction citée dans le paragraphe
précédent. L'hypotheése, est que d’autres récepteurs protéiques non encore découverts pourraient
étre impliqués ; la différence entre sensibilité/insensibilité, résiderait dans la capacité des
génotypes a laisser pénétrer ces toxines dans leur cellules (Manning et Ciuffetti, 2005 ; Faris et
al., 2013). Faris et al. (2010), ont suggéré que l'insensibilité a la Ptr ToxA peut étre due a
I'incapacite des génotypes de la reconnaitre, a la suite d'une mutation ou une inactivation du géne
Tsnl.

La résistance/sensibilité des génotypes notés dans le présent travail peut avoir une autre
origine. Manning et Ciuffetti (2015), ont prouvé que le développement des symptémes causés
par la Ptr ToxA était épistatiques. Ils ont apporté des données qui suggerent que I'expression de
la Ptr ToxA peut masquer I'expression des symptémes induits par d'autres toxines, au moins dans
certains génotypes de blé (Manning et Ciuffetti, 2015). Ceci semble plus vraisemblable, du fait
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que le déclenchement du gene de sensibilité Tsnl dans certains genotypes, entraine la
suppression d’autres réponses géniques de type résistance, qui peuvent étre nécessaires a

I’expression d’autres symptomes induits (Manning et Ciuffetti, 2015).

L’analyse de I’interaction Ptr ToxB-Tsc2 a également montré que celle-ci, peut jouer un role
important dans le développement de la sensibilité aux isolats de la race 5 de P. tritici-repentis
(Abeysekara et al., 2010 ; Virdi et al., 2016). Le principal locus de sensibilité au produit de
ToxB, le géne Tsc2, a été cartographié sur le bras court du chromosome 2B (Friesen et Faris,
2004 ; Abeysekara et al., 2010). Sa fréquence dans les génotypes d’une région géographique,
peut refléter fortement la présence d'isolats P. tritici-repentis portant le gene ToxB, (Corsi et al.,
2020).

Enfin, dans la troisieme interaction Ptr ToxC-Tscl, le role de la toxine Ptr ToxC dans le
développement de la maladie n'a pas été bien étudié, sauf pour quelques études a travers
lesquelles des QTL ont été mis en évidence, et qui ont suggéré leur important réle (Faris et al.,
1997 ; Effertz et al., 2001, 2002 ; Sun et al., 2010 ; Kariyawasam et al., 2016 ; Liu et al., 2017).
Ainsi, cette importance a été décrite dans le cas du blé tendre (Faris et al., 2013 ; Liu et al., 2017
; Kalia et al., 2018), mais elle n'a pas encore été évaluée pour le blé dur. Elle est aussi vraie pour
les blés d'hiver, avec un effet variable en fonction de la race/isolat utilisé (Kariyawasam et al.,
2016 et 2018).

D’autres travaux ont identifié des génotypes sensibles a la Ptr ToxA mais résistants aux races
1 et 2 (Noriel et al., 2011 ; Liu et al., 2015; Kariyawasam et al., 2016). Cette absence
d'association de l'interaction Ptr ToxA-Tsnl avec la maladie démontre la complexité dans le
pathosysteme blé/P. tritici-repentis, et peut étre due a la présence d'une résistance non spécifique
a la race. Ces faits rappellent que les programmes de sélection visant a développer des blés
résistants a la tache auréolée, ne devraient probablement pas s'appuyer uniquement sur les
réactions aux toxines, comme pratiqué dans plusieurs laboratoires. L’évaluation des réactions
aux différentes races existantes, telle conduite dans le présent travail, nous semble une approche
plus judicieuse. Dans le cas contraire des blés insensibles aux toxines mais qui sont toujours

sensibles a la tache auréolée, pourraient étre sélectionnés.

Par ailleurs, il a été montré que la résistance a la nécrose induite par la race 1 est contrélée par
un méme gene récessif unique a la fois chez le blé dur et le blé tendre (Lamari et Bernier, 1991 ;
Gamba et Lamari, 1998 ; Gamba et al., 1998 ; Singh et Hughes, 2005 ; Singh et al., 2008b). Ce
gene, nommé Tsrl, est récessif (Mclntosh et al., 2008), il est situé sur le chromosome 5BL
(Anderson et al., 1999; Faris et al., 1996; Stock et al.,1996). D’autres travaux ont montré
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I’existence d’autres génes de résistance a la race 1; le géne récessif Tsr3 situé sur le
chromosome 3DS (Tadesse et al., 2006a, 2007) ; le géne Tsr4 chez le cultivar ‘Salamouni’ situé
sur le chromosome 3A (Tadesse et al., 2006b).

Parmi le germplasm évalué dans cette étude, plusieurs génotypes se sont montré modérément
résistants a modérement sensibles (type de lésion 3), ce qui indique que plus d'un géne peuvent
étre impliqués dans le conditionnement de la résistance (Effertz et al., 2001). Dans ce contexte,
la résistance du blé a également été jugée quantitative par plusieurs recherches (Nagle et al.,
1982 ; Elias et al., 1989 ; Faris et al., 1997 ; Effertz et al., 2002 ; Friesen et Faris, 2004). La
résistance quantitative a été qualifiee comme complexe, ne suivant pas une transmission
mendélienne (Nagle et al., 1982), avec un héritage polygénique (Elias et al., 1989). Ceux-ci,
démontrent encore la complexité de la résistance et son interaction avec les conditions

environnementales (Shankar et al., 2017).

Ce type de résistance a été aussi rapporté par Friesen et Faris (2004), qui ont identifié trois
QTL pour la résistance a la race 5 sur les chromosomes 2AS, 4AL et 2BL. Corsi et al. (2020) ont
identifié un QTL a effet mineur sur le bras long du chromosome 2A, différent des QTL
précédemment identifiées, contrélant la sensibilité aux isolats de la race 5. lls sont situés sur le
chromosomes 2BS (Singh et al., 2010), 2AS et 2BL (Friesen et Faris, 2004).

A la lumiére des données précédentes réunis a travers les nombreux résultats recueillent dans
le monde, et étant donné que le pedigree des sources de résistance identifiées dans cette étude
indique qu'elles proviennent de divers origines génétiques (Annexe 2) ; elles pourraient
éventuellement posséder différents genes de résistance. Ces génotypes peuvent étre utilisés dans

le développement de cultivars présentant une résistance large et durable a la tache aureolée.

Il est important de relever dans le contexte des résultats obtenus, que les cultivars de blé
sensibles a la fois aux des races 1 et 5, peuvent étre une source potentielle de survie de celles-ci
dans une région donnée. Ceci met en évidence un danger potentiel supplémentaire de 1’utilisation
d’un tel maternel végétal. Il pourrait rendre la gestion de la maladie plus difficile. En effet la
prolifération des deux races dans un méme champ de blé, voir dans une méme réegion, peut jouer
un rdle important dans le développement de nouvelles races plus virulentes, telles que la race 6
(une combinaison de Ptr ToxB et Ptr ToxC), la race 7 (Ptr ToxA et Ptr ToxB), et la race 8 (Ptr
ToxA, Ptr ToxB et Ptr ToxC). Celles-ci résultent d’une combinaison de la race 1 (Ptr ToxA et Ptr
ToxC) et de la race 5 (Ptr ToxB). Ceci est fort possible, car le champignon P. tritici-repentis est
présent toute I'année sur les résidus de blé, et produit plusieurs cycles asexués durant tout le
cycle végétatif de la plante. La présence de deux races différentes (1 et 5) sur la méme feuille
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et/ou dans différentes plantes au sein du méme champ, offre aussi de nombreuses opportunités au

champignon pour la reproduction sexuée, et conduit a I'évolution d'une nouvelle race.

La sensibilité retrouvée chez plus de 2/3 des génotypes a I’égard de 1’une des deux races (82
% pour la race 1 et 71 % pour la race 5), et plus que la moitié a la fois aux deux races (62 %),
trouve une origine tres probablement dans l'utilisation des génotypes sensibles aux deux races 1
et 5 dans les programmes de sélection de blé. Des observations similaires ont été rapportées par
Lamari et al. (2005) au Canada, lorsque les causes d’une sensibilité accrue des cultivars de blé
canadiens a la race 5 dans les années 1960, avait été étudiée. Ces travaux avaient permis de
remonter jusqu'a un génotype sensible qui avait été fortement utilisé pour développer des
génotypes a haut rendement résistants aux rouilles au Canada et aux Etats-Unis, dans les années
1960.

La présence d'une sensibilité plus ou moins accrue a la race 5 déja signalée dans le monde a
travers plusieurs études, semble surprenante. En effet, la race 5 n'a pas été observée avant 1995,
date a laquelle elle a été signalée pour la premiére fois en Algérie (Lamari et al., 1995), puis dans
d’autres pays d’Asie et d’Amérique du Nord, et bien plus tard dans les autres pays d’Afriques du
nord (Ali et al., 1999 ; Strelkov et al., 2002 ; Lamari et al., 2003 ; Lamari et al., 2005b ;
Benslimane et al., 2011 ; Abdullah et al., 2016 ; Gamba et al., 2017 ; Kamel et al., 2019). Ainsi,
la sensibilité répandue a la race 5 dans les génotypes de blé suggere que la race 5 est présente
depuis bien plus longtemps et peut-étre méme avant la race 1 dans la plupart des régions

céréaliéres.

Le germplasm évalué révele aussi une sensibilité plus importante a 1’égard de la race 1 ; le
nombre de génotypes sensibles a la race 1 (82 %) étaient en effet plus important que celui des
génotypes sensibles a la race 5 (71 %). L'évaluation des genotypes de blé tendre et de blé dur a
I’égard de cette maladie en utilisant les deux races 1 et 5 dans deux études indépendantes menees
par Ali et al. (2008) et Singh et al. (2006a), a également révélé une sensibilité plus élevée a la

race 1.

L’identification des sources de résistance a la maladie de la tache auréolée dans le matériel
végétal évalué a été précédée par plusieurs autres rapports a travers le monde. Rees et Platz
(1990) et Riede et al. (1996) ont évalué une collection de variétés de blé brésiliennes et
chinoises. De méme, Gilchrist (1992) a identifié une résistance dans des lignées brésiliennes,
chinoises et mexicaines. Plus tard, Singh et al. (2006a) ont évalué des cultivars et des lignées de
blé dur et de blé de printemps ; ont trouvé dix génotypes présentant un niveau élevé de résistance

a plusieurs races de P. tritici-repentis, ainsi qu’aux toxines qu’il produit. Une bonne résistance a
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la tache auréolée a également été constatée chez quelques cultivars couramment cultivés au
Danemark (Jorgensen et Olsen, 2007). De méme que chez des blés tendres et des blés durs
provenant d'Afrique, d'Asie, d'Australie, d'Europe, d’Amérique du Nord et d’Amérique du Sud
(Noriel et al., 2011 ; Abdullah et al., 2017 ; Kokhmetova et al., 2017) et chez les accessions
Vavilov du Pakistan, de Russie, et de I'inde (Dinglasan et al., 2018).

Par ailleurs, un niveau élevé de résistance a la tache auréolée associée a d’autres maladies
foliaires du blé a également été mis en évidence par plusieurs auteurs évaluant des génotypes
provenant de différentes origines (Sharma et al., 2004 ; Singh et al., 2006b ; Ali et al., 2007 ;
Oliver et al., 2008 ; Gurung et al., 2009, 2014). L’association de la résistance aux qualités
agronomiques recherchées est aussi possible ; Mergoum et al. (2006) ont pu identifier une lignée
de blé ““ND 735’ qui combine la résistance aux taches auréolées et les rouilles, un niveau
modéré de résistance au Fusarium. Ceci était assicié a de bonnes caractéristiques recherchées

pour la production du pain, et un rendement relativement élevé.

En outre, Ahmadi et al. (2018) a prouvé que des espéces Ssauvages sont une source
exceptionnelle de résistance aux stress abiotiques et biotiques. Dans le cas de la maladie de la
tache auréolée, Chu et al. (2008) ont montré que le blé sauvage (Triticum dicoccoides), est une
bonne source génétique de résistance a la fois a la septoriose et a la tache auréolée. De méme,
Riede et al. (1996) ont signalé des sources de résistance a la tache auréolée chez les lignées

dérivées de 1’espéce Agropyron distichum.

La complexité des populations de P. tritici-repentis en Algérie montre I’importance de
rechercher des sources de résistance a la maladie de la tache auréolée en fonction des races
présentes. L’utilisation de cultivars résistants est en effet le moyen le plus efficace et le plus
économique pour lutter contre les pertes de rendements causees par cette maladie (Zhang et al.,
1997 ; Friesen et Faris, 2004 ; See et al., 2018).
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Le présent travail a permis de faire la lumicre sur I’une des maladies fongiques du bl¢ les plus
fréguemment rencontrée dans les différentes zones céréaliéres du pays. Et ceci en apportant de
précieuses données relatives a la structure de la population de 1’agent causal P. tritici-repentis, a
I’'un de ses facteur de virulence, et aux sources de résistance a son égard disponibles

actuellement dans le pays.

Les résultats obtenus, ont montré la présence de la maladie dans 24 localités prospectées au
niveau de 15 wilayas du pays. 26 échantillons de blé infectés par la maladie nous ont permis de
réunir une collection composée de 75 isolats, a laquelle ont été ajouté 10 isolats provenant
d’échantillons collectés dans les champs tunisiens. Cette nouvelle collection a été ajoutée aux
anciennes collections composées de 128 isolats, venants de 3 trois différents pays ; 1’Algérie, la
Tunisie et la Syrie, pour réunir un total de 213 isolats, utilisés lors de nos travaux.

Les isolats obtenus ont été isolés aussi bien sur les cultures de blé dur que celles de blé
tendre ; parmi les variétés attaquées par le champignon dans les champs visités nous citons
Chen’s, Hiddab, Anza (BI¢ tendre) et Vitron, waha, Bidi 17, Semeto (blé dur). Dans ce contexte,
il est important de noter que les variétés communément cultivées, a savoir, Hiddab et Vitron

paraissent particulierement sensibles a ce champignon.

La caractérisation morphologique de 97 isolats (isolats de 2015 et 2016), a montré 1’existence

d’une variabilité importante entres les isolats.

L’observation des caractéristiques culturaux, a révélé la présence de deux couleurs différentes
de colonies ; blanches ou vertes, et de grouper les isolats étudiés en trois morphotypes on se
basant sur la texture du mycélium. La production d’un pigment vert dans le milieu a été
remarquée pour la plupart des isolats. L apparition d’une couleur orange a ¢été parfois observée
pour certaines colonies accompagnée par une perte de sporulation, liee un repiquage répéte. Ces
observations ont permis également de constater que le classement distingué des isolats, ainsi que
les autres caracteres culturaux examinés (agrégations mycéliennes...etc.), n’était pas associée a

leurs origines géographiques.

L’évaluation de la croissance mycélienne journaliére des colonies, ainsi que du pouvoir de
sporulation a révélé une différence trés hautement significative entre les isolats étudiés. En
considérant la moyenne de la croissance journaliére de 1’ensemble des isolats incubés a 25°C, un
maximum de 6,75 mm/jours et un minimum de 3,67 mm/jours ont été enregistrés. Par ailleurs,
les résultats du pouvoir de sporulation ont permis de constater [’efficacit¢é du jus V8
indispensable a la sporulation préparé au laboratoire ; les résultats de cette étude ont enregistré

un maximum de 31297 spores/ml/cmz?, et un minimum de 1258 spores/ml/cmz.
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Dans ce travail on a également pu isoler le champignon P. tritici-repentis a partir des feuilles
d’orge ceci indique son existence sur orge. Cette présence indique un réservoir potentiel de la
diversification de cette population pathogéne en Algérie, pouvant étre a 1’origine de I’apparition
possible de nouveaux biotypes genétiquement différents de ceux qui existent déja sur le blé. Un

élément a considérer dans I'épidémiologie de la maladie dans la région.

L’analyse de la diversité génétique chez P. tritici-repentis a été effectuée en utilisant deux
marqueurs moléculaires ; les marqueurs SCoT appliqués a 73 isolats et les marqueurs SSR
appliqués a 76 isolats. Sur les différents marqueurs testés appartenant aux deux types, 10 ont été
sélectionnés du fait qu’ils ont permis I’amplification de I’ADN et un produit un plymorphisme.
Ces dernieres ont mis une évidence une grande variabilité génétique au sein de la population
étudiée ; celle-ci a été exprimée par la présence de 70 haplotypes pour les marqueurs SCoT et 40
haplotypes pour les SSR. L’importance de cette diversité a aussi été révélée par les valeurs de

I’indice de similarité de Jaccard qui ont été dans la plupart des cas, faibles.

La recherche de possibles variations dans le gene ToxA, a montre la présence de ce géne chez
150 Isolats; 121 isolats provenant d’Algérie, 11 isolats provenant de Tunisie, et 18 isolats
provenant de Syrie. Ainsi, ce géne était plus fréquent chez les isolats du Nord de I’ Afrique que

chez ceux du Moyen Orient.

Les données révélées par PCR et relatives a la présence ou 1’absence du gene de virulence
ToxA, nous ont permis de supposer le type des races auxquelles appartiennent les isolats a partir
desquels les ADN ont été extraits. lls pourraient étre de la race 2, de la race 1, de la race 7, ou
encore de la race 8, chez qui la toxine Ptr ToxA est présente seule ou avec d’autres toxines (Ptr
ToxB et/ou Ptr ToxC).

Le séquencage du gene ToxA chez 25 isolats a montré la présence de variations chez 2 isolats
de ce champignon. Un haplotype nouveau jamais décrit a été identifié. La variation était a la
position 862 pb de ce locus chez les isolats 17.8 et 17.9, il s’agit d’une substitution unique et
silencieuse, qui substitut le codon CGG par le codon CGA ; les deux codent pour le méme acide

aminé, I’ Arginine.

L’identification des races des isolats ayant montré une variation du gene ToxA, a montré
qu’ils appartiennent a la race 2 ; ceci est la premiére signalisation de la race 2 en Algérie.
L’infiltration du filtrat de culture des deux isolats a la variété sensiblé de référence « Glenlea », a
confirmé la sensibilité de cette derniére au filtrat de culture. Ceci a confirmé la présence de la

toxine Ptr ToxA active ; la variation rapportée au niveau de ToxA étant une mutation silencieuse.
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Enfin , I'analyse de la réaction de 116 génotypes de blés durs et tendres a I'égard de deux
races de référence 1 et 5, a permis de sectionner 30 génotypes de blé (dur et tendre), qui ont réagi
par une résistance ou une résistance modérée. Parmi ceux-ci, 13 génotypes ont montré une
résistance ou une résistance modérée a 1’égard de la race 1, alors que 23 génotypes ont montré
cette réaction a I’égard de la race 5. Ainsi, l'analyse des réactions a montré que seulement 7
génotypes sont résistants a la fois aux deux races 1 et 5. L’analyse a montré également que les
génotypes évalués résistants, étaient plus représentés par les cultivars ; que par les variétés

locales, ou lignés.

Les résultats obtenus ont été confirmé une deuxiéme fois en conditions contréles, puis en
plein champs ; tous les génotypes ont montré exactement les mémes réactions de résistance que

ce soit pour la race 1 ou la race 5.

A la lumiére des résultats obtenus lors de nos travaux, il serait intéressent dans le future de

poursuivre 1’exploration de ce pathosystéme en Algeérie, en abordant les aspects suivants ;

La sporulation des isolats de P. tritici-repentis devrait également étre étudiée sur des feuilles
de blé in vivo ; cela permettra d’initier des études épidémiologique et pourra aider a prévoir les
épidémies.

La sélection de génotypes avec les différents effecteurs au P. tritici-repentis, est une prévision

importante a prendre en compte dans le développement de nouveaux cultivars résistants a

’avenir.

Par ailleurs, les meilleures stratégies pour accroitre la résistance a la grande diversité des
isolats de P. tritici-repentis, impliqueront probablement des approches combinées. A travers
celles-ci, la suppression des loci de sensibilité aux effecteurs, devrait étre complétée par la
cartographie de QTL conferant la résistance a la tache auréolée. L'utilisation de la sélection

assistée par marqueurs moléculaires (MAS=Marker assisted selection) sera trés utile.

Les résultats de cette étude confirme qu'une population diversifiée de P. tritici-repentis existe
sur le blé en Algérie, et ce a travers la découverte egalement de la race 2 pour la premiére, qui
s’ajoute a la complexité de cette population pathogeéne déja connue. Nous pensons que les
informations disponibles sur les populations de P. tritici-repentis dans diverses régions
géographiques céréaliéres d'Algérie sont toujours insuffisantes. Une analyse plus approfondie et
actualisée de la structure de la population du pathogene et de la variation de ses effecteurs, nous

semble nécessaire. Ceci va aider notamment a un meilleur déploiement des génotypes resistants.
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Il est proposé que les nouveaux génotypes sélectionnés, et la méthodologie de sélection
adoptée dans le cadre de ce projet, soient introduits dans les programmes de sélection. L’objectif
étant le développement rapide de variétés présentant des niveaux élevés de résistance, aux stades

de plantules et de plantes adultes.

Compte tenu de sa différenciation symptomatologique difficile entre 1’agent causal du tan
spot et du Parastagonospora nodorum, qui est un autre pathogéne important du blé, et plus
particuliérement lors des premiers stades de I’infection, un test de diagnostic moléculaire, rapide

et précis a différents stades de la vie des plantes, est tres demandé.

La variabilité des isolats de P. tritici-repentis peut étre mieux étudiée en combinant d'autres
parametres, tels, la période de latence, la sensibilité et la résistance aux fongicides...etc. Ceci va

aider a la compréhension des épidémies et la gestion de cette importante maladie.

Enfin, le pathogene doit étre surveillé périodiquement pour tout changement de virulence et
donc, une surveillance de I'évolution de la distribution des races est toujours une action

importante dans la gestion de la tache auréolée.
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Annexes



Annexe 1 : désignation, espéce hote, origine géographique et année d’isolement des isolats

collectés lors des prospections faites a travers les régions céréaliéres des 3 pays.

Code Localité — région Pays | Année| Hote
. : Blé tendre
Ptr 1 Oued Athmania — Mila Hiddab
. Blé dur
Ptr 4 Berboucha — Tipaza Vitron
Ptr 6 Entrée de Djendel — Ain Defla BIé dur
. Blé dur
Ptr 9 Cherchell — Tipaza Vitron
Ble dur
Ptr 10 Oued Smar — Alger Chen’s
: Blé dur
Ptr 11 Oued El-Alleug — Blida Chen’s
. : Blé tendre
Ptr 16 Ahmer EI-Ain — Tipaza Hiddab
. . Blé tendre
Ptr 17 Mouzaia — Blida Hiddab
(- Blé tendre
Ptr 18 El-Harrach — Alger Algérie | 2006 |\ ..\
Ptr 21 El Kseur — Bejaia BIé dur
Ptr 22 Guelma Blé dur
Ptr 23 laazougen —Tizi Ouzou Blé dur
Ptr 24 Laadjel d’laazougen — Tizi Ouzou BI? dur
Vitron
Ble dur
Ptr 26 Maskara Waha
Ptr 34 Tagherzourt — Bouira Blé dur
g Waha
Ptr 36 El-khroub — Constantine Blé dur
Ptr 37 Ibn Ziad — Constantine Blé dur
Ptr 38 Berrouaghia — Médéa Blé tendre




Blé tendre

Ptr 42 Beni Slimane — Médéa
Anza
Blé dur
Ptr 45 Grarem Gouga — Mila
Bidi 17
Ptr 46 Grarem Gouga — Mila BIé dur
Ptr 50 Station ENSA — Alger Blé dur
Semeto
Ptr 51 M’herza — Ain Defla Blé dur
) . . Blé tendre
Ptr 52 Beni Mestina — Constantine Hiddab
. ) Blé tendre
Ptr 53 Ain Sbaa — Bouira Hiddab
Blé tendre
Ptr 55 Oued Smar — Alger Hiddab
Ptr 56 Oued Smar — Alger Blé tendre
Ptr 61 Oued El-Berdi — Bouira Blé tendre
Ptr 62 Ain Laloui — Bouira Blé dur
Ptr 63 Oued El-khal — Bouira Blé tendre
Ptr 64 El-Hachimia — Bouira Blé dur
Ptr 65 Said Abid — Bouira Blé dur
Ptr 66 Said Abid — Bouira Blé tendre
Ptr 67 Tipaza BIé dur
Ptr 68 Tipaza . Blé dur
Algérie | 2007
Ptr 72 Area 4 — Boumerdes Blé dur
Ptr 73 Ahmer ElI-Ain — Tipaza Blé dur
Ptr 76 Ahmer EI-Ain — Tipaza Blé dur
Blé tendre
Ptr 77 Oued Smar — Alger
Hiddab
Blé tendre
Ptr 78 Oued Smar — Alger Hiddab
Ptr 79 Oued Smar — Alger Blé tendre

Hiddab




Ptr 80 Ain Bessem — Bouira Blé tendre
Ptr 81 Ain Bessem — Bouira Blé tendre
Ptr 82 Ain Bessem — Bouira Blé tendre
7.1 Syrie Blé
7.2 Syrie Blé
7.3 Syrie Blé
7.4 Al-Ghab — Hama Blé
7.5 Syrie Blé
12.1 Hama Blé
12.3 Syrie Blé
27.1 Syrie Blé
27.2 Al-Ghab—Hama Blé
27.5 Syria Blé
27.6 Syrie Blé
271.7 Syrie Blé
27.8 Al-Ghab — Hama Syrie | 2011 Blé
27.11 Al-Ghab — Hama Blé
28.1 Syrie Blé
28.2 Al-Ghab — Hama Blé
28.6 Al-Ghab — Hama Ble
28.8 Al-Ghab — Hama Blé
28.9 Al-Ghab — Hama Ble
37.1 Ras Al-Ine — Alkamichli — Al-Hasakah Ble
37.2 Ras Al-Ine — Alkamichli — Al-Hasakah Blé
37.3 Ras Al-Ine — Alkamichli — Al-Hasakah Ble
39.1 Ras Al-Ine — Alkamichli — Al-Hasakah Blé
39.2 Syrie Blé
39.5 Syrie Blé




Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

Blé

41.4 Syrie
53.1 Syrie
53.2 Syrie
53.3 Syrie
68.2 Al-Ghab — Hama
68.3 Al-Ghab — Hama
68.4 Al-Ghab — Hama
71.3 Syrie
74.4 Syrie
75.2 Al-Ghab — Hama
75.3 Al-Ghab — Hama
75.4 Al-Ghab — Hama
75.5 Syrie
75.6 Al-Ghab — Hama
75.7 Al-Ghab — Hama
75.8 Al-Ghab — Hama
76.1 Al-Ghab — Hama
76.4 Al-Ghab — Hama
76.7 Syrie
77.1 Al-Ghab — Hama
77.3 Al-Ghab — Hama
77.4 Al-Ghab — Hama
77.5 Al-Ghab — Hama
77.6 Syrie
78.1 Syrie
78.2 Syrie
78.4 Syrie
79.1 Syrie

Blé

Blé




79.2 Syrie Blé
79.6 Syrie Blé
79.7 Al-Ghab — Hama Blé
79.8 Syrie Blé
79.10 Syrie Blé
81.1 Tunisie Blé
81.3 Tunisie Blé
81.4 Tunisie BIé
81.5 Tunisie Blé
82.1 Tunisie Blé
82.5 Tunisie Blé
82.6 Tunisie Blé
83.2 Tunisie Blé
80.1 Tunisie Blé
80.2 Tunisie Blé
80.3 Tunisie Blé
Tunisie
80.4 Tunisie Blé
80.5 Tunisie Blé
80.6 Tunisie Blé
12.4 Alger Blé
12.6 Alger Ble
12.21 Alger Blé
17.8 Blida Blé
5.3 Blida Algérie | 2015 Blé
511 Blida Blé
7.9 Blida Blé
13.13 Alger Blé
16.2 Blida Blé
16.5 Blida Blé




16.7 Blida Blé
90.2 Alger Blé
Ptr 16.1.1 Béjaia — site 1 — spore 1 Blé
Ptr 16.1.2 Béjaia — site 1 — spore 2 Blé
Ptr 16.1.3 Béjara — site 1 — spore 3 Blé
Ptr 16.2.1 El-Kseur — Béjaia — site 1 — spore 1 Blé
Ptr 16.2.2 El-Kseur — Béjaia — site 1 — spore 2 Blé
Ptr 16.2.3 El-Kseur — Béjaia — site 1 — spore 3 Blé
Ptr 16.3.1 El-Kseur — Béjaia — site 2 — spore 1 Blé
Ptr 16.3.2 El-Kseur — Béjaia — site 2 — spore 2 Blé
Ptr 16.3.3 El-Kseur — Béjaia — site 2 — spore 3 Blé
Ptr 16.4.2 Semaoun — Béjaia — site 1 — spore 2 Blé
Ptr 16.4.3 Semaoun — Béjaia — site 1 — spore 3 Blé
Ptr 16.5.1 Semaoun — Béjaia — site 2 — spore 1 Blé
Ptr 16.5.2 Semaoun — Béjaia — site 2 — spore 2 Blé
Ptr 16.5.3 Semaoun — Béjaia — site 2 — spore 3 Blé
Algérie
. . Ble dur
Ptr 16.6.1 El-Amra — Ain Defla — site 1 — spore 1 .
Vitron
Ptr 16.6.2 El-Amra — Ain Defla — site 1 — spore 2 BI? dur
Vitron
Ptr 16.6.3 El-Amra — Ain Defla — site 1 — spore 3 Bl_e dur
Vitron
Blé dur
Ptr 16.7.1 El-Amra — Ain Defla — site 2 — spore 1
Waha
BIé dur
Ptr 16.7.2 El-Amra — Ain Defla — site 2 — spore 2
Waha
BIé dur
Ptr 16.7.3 El-Amra — Ain Defla — site 2 — spore 3
Waha
Ptr 16.8.1 Ferme expérimentale ENSA — Alger —site 1 — Blg dur
spore 1 Vitron
Ptr 16.8.2 Ferme expérimentale ENSA — Alger —site 1 — Blé dur

spore 2

Vitron




Ferme expérimentale ENSA — Alger —site 1 —

Ptr 16.8.3
spore 3

Ptr 16.9.1 Ferme expérimentale ENSA — Alger — site 2 —
spore 1

Ptr 16.9.2 Ferme expérimentale ENSA — Alger —site 2 —
spore 2

Ptr 16.9.3 Ferme expérimentale ENSA — Alger — site 2 —
spore 3

Ptr 16.10.1 Station ENSA — Alger — spore 1

Ptr 16.10.2 Station ENSA — Alger — spore 2

Ptr 16.10.3 Station ENSA — Alger — spore 3

Ptr16.11.1 Nord of Sétif — spore 1

Ptr 16.11.2 Nord of Sétif — spore 2

Ptr 16.11.3 Nord of Sétif — spore 3

Ptr 16.12.1 Nord of Sétif — spore 4

Ptr 16.12.2 Nord of Sétif — spore 5

Ptr 16.12.3 Nord of Sétif — spore 6

Ptr 16.13.1 Oued El-Alleug — Blida — site 1 — spore 1

Ptr 16.13.2 Oued El-Alleug — Blida — site 1 — spore 2

Ptr 16.13.3 Oued El-Alleug — Blida — site 1 — spore 3

Ptr 16.14.1 Oued El-Alleug — Blida — site 2 — spore 1

Ptr 16.14.2 Oued El-Alleug — Blida — site 2 — spore 2

Ptr 16.14.3 Oued El-Alleug — Blida — site 2 — spore 3

Ptr 16.15.1 Akbou — Béjaia — site 1 — spore 1

Ptr 16.15.2 Akbou — Béjaia — site 1 — spore 2

Ptr 16.15.3 Akbou — Béjaia — site 1 — spore 3

Ptr 16.16.1 Médeéa — site 2 — spore 1

Blé dur
Vitron

Blé dur
Vitron

Blé dur
Vitron

Blé dur
Vitron

Blé dur
Vitron

Blé dur
Vitron

Blé dur
Vitron

Blé
Ble
Blé
Blé
Blé
Blé
Blé
Blé
Blé
Blé dur
Chen’s
Blé dur
Chen’s
Blé dur
Chen’s
Blé
Blé
Blé

Blé dur
Vitron




Ptr 16.16.2 Médeéa — site 2 — spore 2

Ptr 16.16.3 Médea — site 2 — spore 3

Ptr 16.17.1 Oued Ghir — Béjaia — site 1 — spore 1
Ptr 16.17.2 Oued Ghir — Béjaia — site 1 — spore 2
Ptr 16.17.3 Oued Ghir — Béjaia — site 1 — spore 3
Ptr 16.18.1 Oued Ghir — Béjaia — site 2 — spore 1
Ptr 16.18.2 Oued Ghir — Béjaia — site 2 — spore 2
Ptr 16.18.3 Oued Ghir — Béjaia — site 2 — spore 3
Ptr 16.19.1 Oued Ghir — Béjaia — site 3 — spore 1
Ptr 16.19.2 Oued Ghir — Béjaia — site 3 — spore 2
Ptr 16.19.3 Oued Ghir — Béjaia — site 3 — spore 3
Ptr 16.20.1 ITGC Oued Smar — Alger — site 1 — spore 1
Ptr 16.20.2 | ITGC Oued Smar — Alger — site 1 — spore 2
Ptr 16.20.3 ITGC Oued Smar — Alger — site 1 — spore 3
Ptr 16.21.1 | ITGC Oued Smar — Alger — site 2 — spore 1
Ptr 16.21.2 ITGC Oued Smar — Alger — site 2 — spore 2
Ptr 16.21.3 ITGC Oued Smar — Alger — site 2 — spore 3
Ptr 16.22.1 ITGC Oued Smar — Alger — site 3 —spore 1
Ptr 16.22.2 ITGC Oued Smar — Alger — site 3 — spore 2
Ptr 16.22.3 ITGC Oued Smar — Alger — site 3 — spore 3
Ptr 16.23.1 ITGC Oued Smar — Alger — site 4 — spore 1
Ptr 16.23.2 | ITGC Oued Smar — Alger — site 4 — spore 2

Blé dur
Vitron

Blé dur
Vitron

Blé
Blé
Blé
Blé
Blé
Blé
Blé
Blé
Blé

Blé dur
Vitron

Blé dur
Vitron

Blé dur
Vitron

Blé tendre
Hiddab

Blé tendre
Hiddab

Blé tendre
Hiddab

Blé tendre
Hiddab

Blé tendre
Hiddab

Blé tendre
Hiddab

Blé dur
Vitron

Blé dur
Vitron




Ptr 16.23.3 ITGC Oued Smar — Alger — site 4 — spore 3
Ptr 16.24.1 | ITGC Oued Smar — Alger —site 5 — spore 1
Ptr 16.24.2 ITGC Oued Smar — Alger — site 5 — spore 2
Ptr 16.24.3 ITGC Oued Smar — Alger — site 5 — spore 3
Ptr 16.25.1 El-Khroub — Constantine — spore 1

Ptr 16.25.2 El-Khroub — Constantine — spore 2

Ptr 16.25.3 El-Khroub — Constantine — spore 3

Ptr 16.25.4 El-Khroub — Constantine — spore 4

Ptr TN 1.2 Tunisie

Ptr TN 1.5 Tunisie

Ptr TN 1.6 Tunisie

Ptr TN 1.9 Tunisie

Ptr TN 1.13 Tunisie Tunisie
Ptr TN 2.1 Tunisie

Ptr TN 2.5 Tunisie

Ptr TN 2.7 Tunisie

Ptr TN 2.10 Tunisie

Ptr TN 2.11 Tunisie

Blé dur
Vitron

Blé
Blé
Blé
Blé dur
Blé dur
Blé dur
Blé dur
Blé
Blé
Blé
Blé
Blé
Blé
Blé
Blé

Blé
Blé

Annexe 2 : Lignées hybrides, variétés locales et populations de blé testées et leur origine.

N° Génotype Espece Origine Pedigree
Lignées hybrides
1 BD 01 = Msbl-1/Quarmal BD ICARDA ICD
5 BD 02 = Ter-2/3/HFN94-8/Mrb5//Zna- BD Algérie / ICD00-1090-T-
1 ICARDA 2AP-AP-2AP-TR

Algérie / ICD99-0015-C-

3 BD 3 = Mgnl3/Aghrass2 BD g 9AP-AP-21AP-
ICARDA AP




Algérie /

ICD99-0027-C-

4 BD 5 = Mrf1/Stj2//Bcrchl BD 0AP-14AP-AP-
ICARDA OAPAD
LD357E/2*TC60//JO69/3/FGO/4GTA/
5/SRN_1/6/TOTUS/7/ENTE/MEXI_2// CDSS04Y 00755
HUI/4/YAV_1/3/LD357E/2*TC60//J0 T-0TOPB-12Y-
; 69/8/SOMBRA_20/9/JUPARE C 8D Algérie/ | oM-06Y-1M-1Y-
2001/10/SOMAT 3 CIMMYT 0B
IPHAX_1//ITILO 1
JLOTUS_4/11/SOOTY_9 /RASCON
_37 /IWODUCK/CHAM _3
BCRIS/BICUM//LLARETA INIA/3/
DUKEM_12/ 2*RASCON_21/4/ Algérie %Dozzcg\gggijz
6 | SORA/2*PLATA_12//SOMAT 3/3/ BD CIMMYT 10V O1M.04Y
AJAIA_12/F3LOCAL(SEL.ETHIO.13 B
5.85)//PLATA 13
;| MINIMUS/COMB.DUCK 2//CHAM_ | Algérie /
3/3/RCOL*2/4/SOMAT_4/INTER_8 CIMMYT
PLATA_7/ILBOR_1/SOMAT _3/3/CA Algérie CDSS04Y00053
8 BECA_2/PATKA_4//ZHONG BD CIMMyT | S13Y-OM-06Y-
ZUO/2*GREEN_3 4M-1Y-0B
ALTAR 84/STINT//SILVER_
45/3/GUANAY
J4/GREEN_14//YAV_10/AUK/10/CM
H79.959/CHEN//SOOTY_9/RASCON Algérie CDSS06Y00816
9 | 37/9/USDA595/3/D67.3/RABI//CRA/ | BD CMMyT | T-OTOPB-6LY-
4/ALO/5/HUI/YAV_1/6/ARDENTE/7/ OM-8Y-1M-0Y
HUI/YAV79/8/POD_9/11/RCOL//SHA
G_23/LAPDY_25/4/ARMENT//SRN_3
INIGRIS_4/3/CANELO 9.1
MINIMUS_6/PLATA_16//IMMER/3/S
OOTY_9/RASCON_37/10/PLATA_10
/6/MQUE/4/USDAS73//QFN/AA_T7/3/
ALBA-D/5/AVO/HUI/7/
PLATA 13/8/ THKNEE_11/9/
10 CHEN/ALTAR 84 /3/ 8D Algérie / %Dozz(g\gggﬁ”z
HUI/POC//BUB/RUFO/4/ CIMMYT | o 0av.0B
FNFOOT/11/
ECO/CMH76A.722//BIT/3/ALTAR
84/4/
AJAIA_2/5/KJOVE_1/6/MALMUK_1/
SERRATOR 1
11 | SILK_3/DIPPER_6/3/ACO89/DUKEM | gp Algérie/ | cDSS07Y00046
_4//5*ACO89/4/PLATA_7/ILBOR_1// CIMMYT S-099Y-099M-




SOMAT _3/5/LLARETA INIA/
YEBAS_8 /3/MINIMUS_6/
PLATA 16
/NMMER/4/D86135/AC0O89
/IPORRON_4/3/SNITAN

18Y-2M-04Y-0B

SOOTY _9/RASCON_37/[JUPARE C Aagrio) | CDSS06B00183
12 2001/3/SOOTY_9 BD CII\?IMYT 5-099Y-099M-
JRASCON_37//SOMAT 3.1 5Y-2M-04Y-0B
SORA/2*PLATA_12//SOMAT _3/6/C
HEN_1/TEZ/3/GUIL//CIT7L/CII/4/SO
RA/PLATA_12/5/STOT//ALTAR
84/ALD /7/ TECA96/TILO 1
J8IGUAYACAN INIA//YUAN_1/ Algérie/ | CDPSS06800304
13 BD 5-099Y-099M-
GREEN_18/3/ CIMMYT | 2 iv.08
SOOTY_9/RASCON_37/5/DUKEM_1
5
/3/BISU_1/PLATA._16//RISSA/4/SOO
TY_9/RASCON_37
SOOTY _9/RASCON_37//[JUPARE C - CDSSO6B00162
14 2001/3/ BD Algérie / S-099Y-099M.-
SOOTY_9/RASCON_37//GUAYACA CIMMYT
- . 19Y-2M-04Y-0B
N INIA
SOOTY _9/RASCON_37//SOMAT 3.1
/3/SOOTY_9/RASCON_37//STORLO Aggria) | CDSSO7Y00802
15 | M/4/SOOTY 9/RASCON_37//GUAY | BD CII\?IMYT D-099Y-099M-
ACAN NIA/3/SOOTY_9/RASCON 2Y-4M-04Y-0B
_37// LLARETA INIA
PLATA_7/ILBOR_1//SOMAT 3/3/S0
L6 | RAV2*PLATA 12/SRN_3INIGRIS 4/ | Algérie / %Dosgzcg\gggtﬁz
4/BCRIS/BICUM//LLARETA INIA/3/ CIMMYT | o oav.o8
DUKEM_12/2*RASCON_21
SILK_3/DIPPER_6/3/ACO89/DUKEM
_4//5*ACO89/4/PLATA_7/ILBOR_1//
SOMAT 3/5/LLARETA Aggrie) | CDSS07Y00046
17 INIA/YEBAS_8 BD CI&MYT S-099Y-099M-
/3/MINIMUS_6/PLATA_16/IMMER/ 18Y-2M-04Y-0B
4/D86135/ACO89//PORRON_4/3/SNI
TAN
SOOTY _9/RASCON_37//SOMAT 3.1
/3/SOOTY_9/RASCON_37//STORLO
M/4/SOOTY 9/RASCON._37//GUAY Algérie/ | GPSSU7Y00802
18 AN BD Sy | D-099Y-099M-
2Y-4M-04Y-0B

INIA/3/SOOTY_9/RASCON_37//LLA
RETA INIA




SIMETO/3/SORA/2*PLATA_12//SRN

1o | 3/NIGRIS_4/5/TOSKA_26/RASCON | Algerie] | 008 O
_37//SNITAN/4/ARMENT//SRN_3/NI CIMMYT | orvon
GRIS_4/3/CANELO_9.1
PH896-21/5/HUBEI/SOOTY_9/

RASCON_37/3/

,p | 2*SOOTY_9/RASCON_S7/4/S00TY_ | Algerie | CDSNTE 00D
9/RASCON_37/6/1A.1D 5+1- CIMMYT | 08
06/3*MOJO//RCOL/4A/ARMENT//

SRN_3/NIGRIS_4/3/CANELO_9.1

ARMENT//SRN_3/NIGRIS_4/3/CANE Aasriel | Lo
21 | LO_S.1/4ITOSKA 26/RASCON 37//s | BD | Saie | (07 o7 o0

NITAN/5/PLAYERO o
ADAMAR_15/ALBIA_L/ALTAR
84/3/SNITAN

/4ISOMAT_4/INTER_8/5/SOOTY_9/R

ASCON_37/6/BICHENA/AKAKI_7/4/

LIS_8/FILLO_6/3/FUUT/HORA/IOR/ Agrie/ | CDSS11Y00230

22 | S/YAZI_LAKAKI_4/SOMAT 3/3/A | BD | 90C" | S-099Y-040M-
UK/GUIL//GREEN/7ITOPDY_18/FOC 22Y-0M-06Y-0B
HA_L//ALTARBA/3/AJAIA_12/F3LOC

AL
(SELETHIO.135.85)/PLATA_13/4/S
0
GODRIN/GUTROS/DUKEM/3ITHK
NEE_11/4/DUKEM_L//PATKA_7/YA nesrie | Lo,

23 | ZIUSIPATKA TIYAZI_USIAJAIA L | BD | S8 | o e

2/F3LOCAL(SEL.ETHIO.135.85)//PL 0B
ATA_13/3/ADAMAR

AJAIA_12/F3LOCAL(SELETHIO 13

5.85)//PLATA_13/3/SOMBRA_20/4/S

NITAN/5/SOMAT_4/INTER_8/10/AD

L4 | AMAR_IS/ALBIA_I/ALTAR - Algerie | (OP0Y S
84/3/SNITAN/9/USDA595/3/ CIMMYT MOy
D67.3/RABI//CRA/4/ALO/S/HUIY A
V_1/6/ARDENTE/7/HUI/Y AV79/8/PO

D_9
BICHENA/AKAKI_7/4/LIS_8/FILLO_
6/3/FUUT/HORA/IOR/S/Y AZI_1IAK

»5 | AKI_4/SOMAT 3/3/AUK/GUILIIGR | Algérie /
EEN/6/RASCON_33/TISOMA_2/3/CA CIMMYT

NELO_8//SORA/2*PLATA._12/4/SOM
AT 4/INTER 8




Variétés locales

Sélection dans

26 T. POLONICUM x Z. Bouteille BD Algérie les populations
locales
Sélection dans
27 MOHAMED BEN BACHIR BD Algérie les populations
locales
Sélection dans
28 MONTPELLIER BD Algérie les populations
locales
29 HEDBA-03 BD Algérie Polonicum x ZB
Sélection dans
30 BIDI 17 BD Algérie les populations
locales
Sélection dans
31 OUED ZENATI368 BD Algérie les populations
locales
Sélection dans
32 USDA 7317 BD Algérie les populations
locales
33 DJENNAH-KHETIFA BD Tunisie/ Ancienne
Algérie population locale
34 GUEMGOUM RKHEM BD Algérie Ancienne
population locale
Sélection dans
35 GLOIRE DE MONT GOLFIER BD Algérie les populations
locales
Sélection dans
36 BELIOUNI BD Algérie les populations
locales
37 Senatore-capelli BD Italie Varieté italienne
38 Adjini BD Algérie Variété locale
39 Longlois BD Algérie Variété locale
40 A 06 : AANI AMELAL BT Adrar (Algérie) Population
41 A 11 : BEL MABROUK BT Adrar (Algérie) Population
42 A 13 : BEL MABROUK BT Adrar (Algérie) Population
43 A 15: BEL MABOUK BT Adrar (Algérie) Population




44 A 16 : BEL MABROUK BT Adrar (Algérie) Population
45 AL9: BELMI\{IQABIESXK et OUM BT Adrar (Algérie) Population
46 A 22 : CH’GUIRA BT Adrar (Algérie) Population
47 A 24 : CHOUITAR BT Adrar (Algérie) Population
48 A 26 : ELFARH BT Adrar (Algérie) Population
49 A 32 : FARINA BT Adrar (Algérie) Population
50 A 33 : FARINA BT Adrar (Algérie) Population
51 A 35: HAMRA BT Adrar (Algérie) Population
52 A 36 : HAMRA BT Adrar (Algérie) Population
53 AST: HAMMR:BL%%QTIA etBEL BT Adrar (Algerie) Population
54 A 40 : LAHMIRA BT Adrar (Algérie) Population
55 A 45 : OUM M’RAKBA BT Adrar (Algérie) Population
56 A 46 : OUM M’RAKBA BT Adrar (Algerie) Population
57 A 50 : GUEMH BT Adrar (Algérie) Population
58 A 51 : GUEMH BT Adrar (Algérie) Population
59 A 52 : SEBAGA BT Adrar (Algérie) Population
60 A54:TAZI BT Adrar (Algérie) Population
61 A56: TAZI BD Adrar (Algérie) Population
62 A57:TAZI BD Adrar (Algérie) Population
63 A58:TAZI BD Adrar (Algérie) Population
64 A60: TAZI BD Adrar (Algérie) Population
65 A 64 : HAMRA BT Adrar (Algérie) Population
66 A 6577

67 A 66 : MOUMNA BT Adrar (Algérie) Population
68 A 67 : CHATER BT Adrar (Algérie) Population
69 A 68 : HAMRA BT Adrar (Algérie) Population
70 T 14 : BOURBAA BT T"’(‘Z‘%“érf::et Population
71 T 15: BOURBAA/BAIDA BT Tamanrasset Population

LAKHFIFA

(Algérie)




Tamanrasset

72 T 17 : CHOUITAR BT (Algérie) Population
73 T28:A28:ELHAMRA BT Adrar (Algérie) Population
74 T 35 : MANGA gT | lamanrasset Population
(Algérie)
75 T 36 : MANGA gT | |amanrasset Population
(Algérie)
76 T 40 : MANGA gT | lamanrasset Population
(Algérie)
77 T41:A41: MANGA BT Adrar (Algérie) Population
78 T 47 : MANGA gT | lamanrasset Population
(Algérie)
79 T 53 : GUEMH gT | |amanrasset Population
(Algérie)
Cultivars
CDSS05B00021
80 Achouri = Mrf1/Stj2//Gdr2/Mgni1 BD Ii’?igﬁl S-52Y-0M-4Y -
g 2M-0Y
81 Icarasha*2 = Stj3//Bcr/lks4/3/Ter-3 BD ICAR,D.A/
Algérie
82 CIRTA = Hedba3/GDO VZ 619 BD | ITGC (Algérie)
83 BENI MESTINA = Lahn/Ch1.2003 BD ICXAI\;%:\/ ICD92-DNA111
84 WAMHBI = Waha/*2Bidil7 BD Algérie
_ i ICARDA/ ICD1036-T-0AP-
85 SIGUS = Ter-1/3/Stj3//Bcr/Lks4 BD Algéric | OAP-AP-5APAP
BOUSSELLAM = Algérie ICD86-0414-
86 Heider/Marte//Huevos de Oro BD /ICARDA ABL-OTR-4AP-
OTR-14AP-OTR
87 WAHA= BD Algérie / CM17904-3M-
Plc‘S’/Ruft//Gta’’S’’/3/Rolette CIMMYT 1Y-1M-0Y’
ICD97-0396-T-
88 AIN LEHMA=Beltagy”3” BD Ii’?igﬁl 1AP-AP-5AP-
g OAP-16AP-AP
89 SIMETO = Capeiti x Valvona BD IEC (ltalie)
90 Ofonto BD IEC (Italie) Adamello x

Appulo




ICD94-0918-C-

91 Targui = Ammar-6 BD C%I I\e{IriYeT/ 12AP-0AP-6AP-
g OAP-3AP-0AP
92 MEXICALI (ACSAD 65) BD CIMMYT
CD 26406-3B-
93 CHEN’S’ BD CIMMYT 2Y-9Y-OM-3Y-
OB
94 CAPEITI 8 BD Italie
95 JORI C69 BD CIMMYT
HOGGAR =JO’S”’/AA*’S”’//fg”’S”’= Algérie /
% (VITRON) BD CIMMYT CM 9799
97 Beni Mestina = Lahn/Ch1.2003 BD Algérie ICD92-DNA111
B : ICARDA/ ICD1036-T-0AP-
98 SIGUS = Ter-1/3/Stj3//Bcr/Lks4 BD Algérie 9AP-AP-5AP-AP
99 TELL 76 BD Algérie
100 GDO VZ 469/J0’S”’X 61.130- BD CYMMIT CM 470-1M-3Y-
Lds=Stk>’S’’= TASSILI =RABI/FG (Mexique) OKB
101 INRAT 69 BD Tunisie
102 | Wahbi =BIDI 17/ WAHA /I BIDI 17 BD Algérie
103 | CIRTA =HEDBA-03/GDO VZ 619 BD Algérie
104 COCORIT C71 BD CYM.MIT
(Mexique)
105 SAHEL BD Algérie
106 ZB/FG BD Algérie
ICD97-0396-T-
107 Beltagy-3 BD ICARDA 1AP-AP-5AP-
0AP-16AP-AP
108 Tell BD Algérie
109 INRAT 69 BD Tunisie
. : Jordanian
110 Haurani BD Jordanie
landrace
111 Triticum turgidum BD ICARDA Wild Relative
112 Triticum dicoccum BD ICARDA Wild Relative
113 Setifis= Ofanto/Bousselam BD Algérie




ICD94-0994-C-
114 Miki 3 BD Algérie 10AP-0AP-2AP-
0AP-9AP-0TR
115 Megress= Ofanto/Waha//MBB BD Algérie
116 Tadjdid = Ofanto/Bousselam’s BD Algérie

Annexe 3 : Composition du jus V8.

L’huile d’olive :

Tomate :
Oignon :
Ail :
Betterave :

Carotte :

Concombre :

Persil :

Miel :

Annexe 4 : Composition du milieu V8-PDA.

Jus V8:

Pomme de terre :

Agar :
CaCO3:

Eau distillée :

1 cuillere a soupe

5 (grandes)

1/2

2 gousses
1

1

1/4 de verre (haché)

1 cuillere a soupe

150 ml
2009
209
39

complétée jusqu’a 1000 ml

Annexe 5 : Composition du milieu PDA.

Pomme de terre :

Glucose :

Agar :

Eau distillée :

2 petits

2009
209¢
209¢

complétée jusqu’a 1000 ml




Annexe 6 : Composition du milieu liquide PDB.

Pomme de terre : 2009
Glucose : 20 g
Eau distillée : complétée jusqu’a 1000 ml

Annexe 7 : Solutions d’extraction d’ADN.

Annexe 7.1 : Solution EDTA (Stock).

EDTA (0,5 M, pH : 8) : 18,61 g

Eau distillée : complétée jusqu’a 100 ml

Annexe 7.2 : Solution de lyse (Tris-base 50 mM, EDTA 50 mM, 1 % SDS, Protéinase K).

Tris-base (50 mM) : 0,6057 g

EDTA (0,5 M, pH: 8) : 10 ml

SDS (1 %) : lg

Protéinase K (200 pg/ml) : 2ml

Eau distillée : complétée jusqu’a 100 ml

Annexe 7.3 : Solution de précipitation.

Acétate de sodium (3 M) : 24,609 g

Eau distillée : complétée jusqu’a 100 ml

Annexe 7.3 : Tampon TE (Tris-base 10 mM, EDTA 1 mM, pH : 8).

Tris-base : 0,06 g
EDTA (0,5M,pH: 8): 0,1 ml
Eau distillée : complétée jusqu’a 50 ml

Annexe 7.3 : Tampon TAE (50X) (Tris-base 2M, Acide Acétique 1M, EDTA 0,05M, pH : 8)
Tris-base : 121g

Acide acétique (1 M) : 28,55 ml
EDTA (0,5 M, pH : 8) : 50 ml

Eau distillée : complétée jusqu’a 500 ml



Annexe 7.4 : Solution de rincage.

Ethanol : 70 %

Annexe 8 : Les amorces utilisées et leurs séquences respectives.

Marqueur Amorce Sequence
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC
ik ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
ITS 15 TCCTCCGCTTATTGATATG
807 AGA GAG AGA GAG AGA GT
810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC
ISSR 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC
857 ACA CAC ACA CAC ACA CYG
HB 9 N 31 GTGTGTGTGTGTGG
HB 12 N 31 CAC CACCACGC
HB 14 N 31 CTC CTCCTC GC
OPI-01 ACCTGGACAC
OPI-06 GGGAATTCGG
RAPD
OPF-12 ACGGTACCAG

OPF-16 GGAGTACTGG




Annexe 9 : Les enzymes de restriction et leurs sites de reconnaissance successifs.

Enzyme Site de reconnaissance
EcoRl G"AATTC
Pstl CTGCA"G
Hpall C"CGG
Xbal T"CTAGA

Annexe 10 : Composants du gel de polyacrylamide.

Annexe 10.1 : Solution d’acrylamide 30% (stock)

Acrylamide en poudre : 290 g
Bisacrylamide en poudre 109
Eau distillée : Complétée jusqu’a 1000 ml

Filtration et conservation a 1’obscurité a 4°C.

Annexe 10.2 : Tampon TBE (10X stock)

Tris-base : 108 g

Acide borique : 559

EDTA (0.5M, pH: 8) : 40 ml

Eau distillée : Complétée jusqu’a 1000 ml

Annexe 10.3 : APS (Ammonium PerSulfate) 10 %

Ammonium Persulfate : 0,29

Eau distillée ; 2ml

Le mélange est préparé dans un tube, aprés que le melange soit bien dissout par un passage au
vortex, il est conservé a 4°C.



Annexe 11: Origine et codes des isolats utilisés, rayon de la croissance mycélienne
journaliére (mm) pour les 6 jours de croissance et diametre total des colonies au 6éme jour

de mesure (mm).

b} b} D D b} b} S
(] (] [&] [&] (] (&) % B |
S~ | 8|88 l8E|lgel°S
0 2E|2E|2E |25 25 2E wme
< 3 cElec|ec|ec|ec|ec|ges
b (&) (&) (&] (&] o (&)
= 2 |s3 e3|s3|ed |82 83 |55E
c . c g c g c g c 2 c g c .2
o |95 o5 o5 o5 o5 S S
> > N > M > < >0 > © = O
T T T T T T [alirs
o o o o o o o
Béjaia Ptr 16.1.1 6,83 7,5 6,67 6,5 6 3,67 84
Béjaia Ptr 16.1.2 6,17 8,17 6,5 6,5 7 1,33 84
Béjaia Ptr 16.1.3 7 8 8 7,33 | 4,33 3 84
Béjaia Ptr 16.2.1 6,5 7,5 7,33 6,83 6 3 84
Béjaia Ptr 16.2.2 6,5 8 6,83 | 7,33 5 2,67 84
Béjaia Ptr 16.2.3 6,5 8,17 6,83 6,67 55 3,67 84
Béjaia Ptr 16.3.1 6 6,33 7,17 6,5 7 4 84
Béjaia Ptr 16.3.2 4,67 | 683 | 7,67 8 4 5,33 83,33
Béjaia Ptr 16.3.3 7 6,17 8 5,67 6 5 84
Béjaia Ptr 16.4.2 6,67 7 6,83 6,17 583 | 4,33 84
Béjaia Ptr 16.4.3 55 6,5 7,33 7,17 5,17 55 84
Béjaia Ptr 16.5.1 6,83 8 7,33 7 5,83 1,83 84
Béjaia Ptr 16.5.2 4,67 6 6,83 6,5 5,67 6,5 76,33
Bejaia Ptr 16.5.3 4,5 7 7,33 6,67 5,33 55 77,67
Ain Defla Ptr 16.6.1 6,33 7,5 6,5 6,33 517 | 4,83 83,33
Ain Defla Ptr 16.6.2 6,17 7,67 7,33 6,83 | 4,67 | 4,83 84
Ain Defla Ptr 16.6.3 5,83 55 6,83 7 4,67 4 80
Ain Defla Ptr 16.7.1 7,83 6,33 7 6,67 5,83 3,83 84
Ain Defla Ptr 16.7.2 6 533 | 6,83 | 6,83 5,5 4,5 74,67
Ain Defla Ptr 16.7.3 6,33 6,83 7 6,83 5,17 4,5 80,67




Alger Ptr 16.8.1 6,33 | 7,33 | 7,33 7 4,5 5,17 81,33
Alger Ptr 16.8.2 3,83 8 483 | 4,83 7 5,33 71,33
Alger Ptr 16.8.3 5,83 8,5 6,83 | 6,33 | 517 3 76
Alger Ptr 16.9.1 517 | 583 | 517 5 6,67 4,5 70,33
Alger Ptr 16.9.2 4,83 7,5 6,5 5,67 6,5 4 73,33
Alger Ptr 16.9.3 6,17 | 8,17 6,5 6,5 6,33 3,5 80
Alger Ptr 16.10.1 8 7,33 6,5 6 583 | 3,83 80
Alger Ptr 16.10.2 583 | 517 | 6,17 5,5 5,5 4,83 72
Alger Ptr 16.10.3 5,17 | 583 | 7,67 6,5 583 | 6,17 80,33
Sétif Ptr16.11.1 5,67 | 5,67 7 6,5 3,5 4 70,33
Sétif Ptr16.11.2 | 4,33 | 4,83 | 2,83 3 433 | 2,67 49,33
Sétif Ptr 16.11.3 5,5 6,67 | 7,33 7 6,33 | 4,67 84
Sétif Ptr 16.12.1 35 | 533 | 6,33 6 6,33 | 5,67 70
Sétif Ptr 16.12.2 35 | 533 | 6,33 6 6,33 | 3,33 78
Sétif Ptr 16.12.3 7,5 6,33 | 7,67 | 7,33 | 433 | 2,83 82
Blida Ptr16.13.1 | 4,33 6 6,83 | 6,5 55 4,5 70
Blida Ptr16.13.2 | 533 | 533 | 683 | 65 45 | 7,83 76,67
Blida Ptr 16.13.3 7 6,33 7 6,83 | 583 | 4,67 84
Blida Ptr 16.14.1 6,5 7 6,67 6,67 | 4,67 6 84
Blida Ptr 16.14.2 6 5,17 5,17 5,33 4 4 65,67
Blida Ptr 16.14.3 5 7,67 | 6,67 | 6,33 5 5,33 79,33
Bejaia Ptr 16.15.1 4,5 6,5 583 | 6,67 | 517 | 5,67 70,67
Bejaia Ptr 16.15.2 6,5 7,17 7,5 6,5 5,5 4 84
Béjaia Ptr 16.15.3 5,67 6 7,67 | 6,17 | 517 | 6,17 78,33
Médeéa Ptr 16.16.1 6,33 5,5 7,83 7,17 | 4,67 5,17 77,67
Médéa Ptr 16.16.2 6,17 | 6,17 7,5 6,5 5,5 6 84
Médéa Ptr16.16.3 | 567 | 533 | 6,83 7 567 | 6,33 78
Béjaia Ptr16.17.1 5,17 6 6,83 7 5 6,67 77,33




Béjaia Ptr 16.17.2 65 | 583 6 65 | 433 | 2,33 67,33
Béjaia Ptr 16.17.3 5,67 4,17 4 4 3,83 1,33 48,67
Béjaia Ptr 16.18.1 733 | 817 | 833 | 283 | 7,17 | 3,33 82
Béjaia Ptr 16.18.2 7,17 7,33 7 7,17 3,67 2,5 77,33
Béjaia Ptr 16.18.3 | 4,33 7 6,67 | 683 | 617 | 6,83 82,67
Béjaia Ptr 16.19.1 7,83 6,5 8 7,83 | 5,33 1,5 84
Béjaia Ptr 16.19.2 5 6,5 6,67 | 6,83 6,5 6,5 84
Béjaia Ptr 16.19.3 55 75 | 633 | 6,83 6 6 84
Alger Ptr 16.20.1 6,5 9,5 6 5,17 6,5 4,67 84
Alger Ptr 16.20.2 6,5 6,33 | 7,17 7 4,83 | 5,33 79,33
Alger Ptr 16.20.3 6,67 | 6,17 | 7,33 | 7,17 | 583 | 4,83 84
Alger Ptr16.21.1 4,83 4,5 5,33 5 4,5 4,67 60,67
Alger Ptr 16.21.2 6,67 5,17 7,5 7 4 5,67 76,67
Alger Ptr 16.21.3 5,83 5,5 7 6,33 | 567 | 5,67 77
Alger Ptr16.22.1 | 333 | 45 | 533 | 533 | 333 | 45 55,33
Alger Ptr 16.22.2 4 5,83 5 483 | 7,83 | 2,67 53,33
Alger Ptr 16.22.3 5 6,33 | 7,33 | 7,17 | 517 | 5,67 77,33
Alger Ptr 16.23.1 567 | 883 | 7,17 | 6,67 | 467 | 4,33 81,33
Alger Ptr 16.23.2 5,33 5,67 6,17 5,5 4,67 7,17 71,67
Alger Ptr 16.23.3 5 7,33 7 6,5 4,83 | 6,67 81,33
Alger Ptr 16.24.1 533 | 5,83 7 7 5,5 5,67 76,33
Alger Ptr 16.24.2 6,5 7,5 7 7,67 | 3,67 | 3,67 74,67
Alger Ptr 16.24.3 4,67 | 583 | 7,67 | 7,67 | 533 7 84
Constantine | Ptr 16.25.1 5,67 7,5 6,33 6,5 55 5,17 78
Constantine | Ptr 16.25.2 4,83 6 5 4,33 3,5 4,17 62
Constantine | Ptr 16.25.3 567 | 7,83 | 6,17 | 583 | 9,67 | 3,33 84
Constantine | Ptr 16.25.4 7,5 7,5 8,17 | 6,33 | 6,17 | 2,17 84
Alger 12.4 4,17 | 517 | 583 | 5,67 4,5 5,5 64
Alger 12.16 533 | 7,17 | 7,33 6,5 9,5 5,83 79
Alger 12.21 5,67 7 6,17 | 6,83 6 6 78




Blida 17.8 4,83 6,5 6,67 7 4 3,67 69,33
Blida 5.3 4,17 4 5 517 | 3,83 3,5 53,67
Blida 5.11 567 | 683 | 7,33 | 667 | 6,33 | 7,33 84
Blida 7.9 5,83 7 6,67 | 683 | 433 | 5,83 78
Alger 13.13 6,67 | 7,33 | 6,83 7,5 533 | 6,17 82,67
Blida 16.2 3 4 5 5,17 | 417 | 5,33 56,67
Blida 16.5 4,83 4,5 5,67 | 517 | 4,83 4,5 61,67
Blida 16.7 433 | 517 | 483 4,5 533 | 6,17 64
Alger 90.2 4 6 483 | 433 | 2,67 | 3,67 56,67
Tunisie TN 1.6 5,17 4,5 6,67 | 467 | 417 | 533 67,33
Tunisie TN 2.1 6,5 7,67 6 6,17 6 7,17 84
Tunisie TN 2.5 6 8,33 | 6,67 | 533 | 6,83 | 6,67 84
Tunisie TN 2.7 567 | 492 | 475 | 6,83 4,5 5,5 69,67
Tunisie TN 2.10 5,67 7 5,67 5 5 5,5 71,67
Tunisie TN 2.11 533 | 567 | 6,17 55 4,67 | 7,17 71,67

Annexe 12 : Analyse de la variance pour DPeffet de la température sur la croissance

mycélienne des isolats de P. tritici-repentis.

Annexe 12.1 : Croissance mycélienne (totale) : Comparaison entre les diametres de croissance

mycelienne totale des isolats par 1’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
Statistiques de test

Degré de liberté

Sig. asymptotique (test bilatéral)

279)
2431279
92

,000

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



Récapitulatif du test d"hypothese

catégories de isolats.

échantillons indépendants

Hypothése nulle Test Sig. Décision
1 |Ladistribution roissan . .
a distributio . de croissance Test Kruskall-Wallis pour Rejeter les
totale est la méme sur les ,000

hypothéses nulles.

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

Annexe 12.2 : Croissance myceélienne (jours) : Comparaison entre les diamétres de croissance

mycélienne des isolats (du 1% au 6°™ jour) par 1’analyse statistique réalisée a travers le test de

Kruskal-Wallis (alternative non paramétrique de ’ANOVA).

Tests statistiques P

croissance
leme jour | 2eme jour |3eme jour | 4eme jour | 5eme jour | 6eme jour totale
Khi-deux 224,364 236,743 204,967| 189,158 183,393 209,226 243,127
DdlI 92 92 92 92 92 92 92
Sig.
: ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
asymptotique

a. Test de Kruskal Wallis

b. Variable de regroupement : isolats

Annexe 13 : Analyse de la variance pour le pouvoir de la sporulation des isolats de P. tritici-

repentis.

Annexe 13.1 : Comparaison entre les isolats par 1’analyse statistique réalisée a travers le test de

Kruskal-Wallis (alternative non paramétrique de I’ANOVA)

Récapitulatif du test Kruskall-Wallis pour échantillons indépendants

N total 279
Statistiques de test 234,6424
Degré de liberte 92
Sig. asymptotique (test bilatéral) ,000

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



Récapitulatif du test d"hypothese

Hypothese nulle

Test

Sig. Décision

La distribution de Nombre de
Spores/mm2 est la méme sur les

catégories de isolats.

Test Kruskall-Wallis pour 000
échantillons indépendants|

Rejeter les
hypothéses nulles.

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

Annexe 14 : Résultats de corrélations non paramétriques (Test Rho de Spearman)

Corrélations

moyenne de la|  moyenne du
croissance pouvoir de
mycélienne sporulation
(mm) (spores/ml/mm?)
moyenne de la croissance Coefficient de corrélation 1,000 -,1257
mycélienne (mm) ] o
Sig. (bilatéral) ,037,
N 279 279
=
% moyenne du pouvoir de  Coefficient de corrélation -,125" 1,000
& sporulation ) o
ﬁ (spores/ml/mm?) Sig. (bilatéral) ,037
E N 279 279
[
*. La corrélation est significative au niveau 0,05 (bilatéral).



Annexe 15 : Matrice de similarité de Jaccard pour les marqueurs SCoT




Annexe 16 : Matrice de similaritée de Jaccard pour les marqueurs SCoT et SSR

iz




Annexe 17 : Réaction de 116 génotypes de blé (25 lignées hybrides, 54 variétés et 37 cultivars) a

I’égard des deux races 1 et 5 de Pyrenophora tritici-repentis sous conditions contrélées.

Race 1 (Pti2) Race 5 (DW?7)
senenpe T%Ei%ge Réaction Tﬁ;gﬁ)ge Réaction
Lignées hybrides
1 4 Modérément Sensible 5 Sensible
2 4 Modérément Sensible 5 Sensible
3 4 Modérément Sensible 1 Résistant
4 1 Résistant 5 Sensible
5 4 Modérément Sensible 5 Sensible
o | s s | e
7 4 Modérément Sensible 3 hlfﬂocgjcférfémnf:r:tzéesrgz?g
8 4 Modérément Sensible 5 Sensible
9 5 Sensible 1 Sensible
10 5 Sensible 5 Sensible
11 5 Sensible 4 Sensible
12 5 Sensible 5 Sensible
13 4 Modérément Sensible 4 Moderément Sensible
14 4 Modérément Sensible 5 Sensible
15 4 Modérément Sensible 5 Sensible
16 5 Sensible 4 Moderément Sensible
17 4 Modérément Sensible 1 Résistant
18 4 Modérément Sensible 2 Modérément Résistant
19 4 Modérément Sensible 4 Modérément Sensible




20 Modérément Sensible Moderément Sensible

21 Modérément Sensible Modérément Sensible

22 Sensible Sensible

23 Sensible Sensible

24 Modérément Sensible Modé,r é,m ent RésisFant/
Modérément Sensible

25 Modérément Sensible Modé,r é,m ent Résis?ant/
Moderément Sensible

Variétés locales

26 Résistant Modérément résistant

27 Modérément Sensible Sensible

28 Modérément Sensible Modérément Sensible

29 Sensible Modeérément Sensible

30 Sensible Modeérément Sensible

31 Modérément Sensible Modérément Résistant

32 Modérément Sensible Modérément Sensible

33 Modérément Sensible Sensible

34 Sensible Modeérément Sensible

35 Sensible Sensible

36 Sensible Résistant

37 Modérément Résistant Sensible

38 Sensible Résistant

39 Modérément Resistant/ Modérément Sensible

Modérément Sensible
40 Modérément Sensible Moderément Sensible
41 Modérément Sensible Moderément Résistant/

Modérément Sensible




42 Modérément Sensible Moderément Sensible
43 Modérément Sensible Modérément Sensible
44 Modérément Sensible Modérément Sensible
45 Modérément Sensible Moderément Sensible
46 Modérément Sensible Modé,r é,m ent RésisFant/
Modeérément Sensible
47 Modérément Sensible Modérément Sensible
48 Modérément Sensible Sensible
49 Sensible Modeérément Sensible
50 Modérément Sensible Sensible
51 Sensible Sensible
52 Modérément Sensible Sensible
53 Modérément Sensible Modeérément Sensible
54 Modérément Sensible Sensible
55 Sensible Sensible
56 Modérément Sensible Sensible
57 Modélré,ment Résis'_[ant/ Modé,ré,ment RésisFant/
Modérément Sensible Modeérément Sensible
58 Modérément Résis?ant/ Modérément Résis?ant/
Modérément Sensible Moderément Sensible
59 Sensible Sensible
2 e
61 Modérément Sensible Moderément Sensible
62 Modérément Sensible Moderément Sensible
63 Modérément Sensible Modeérément Sensible

64

Modérément Sensible

Modérément Sensible




65 4 Modérément Sensible 4 Moderément Sensible
66 3 Modé,r é,m ent RésisFant/ 4 Moderément Sensible
Modérément Sensible

67 4 Modérément Sensible 5 Sensible

68 5 Sensible 5 Sensible

69 5 Sensible 4 Modérément Sensible

70 4 Modérément Sensible 4 Modérément Sensible

71 4 Modérément Sensible 5 Sensible

72 5 Sensible 4 Modeérément Sensible

73 5 Sensible 4 Modeérément Sensible

74 4 Modérément Sensible 5 Sensible

75 5 Sensible 4 Modérément Sensible

76 5 Sensible 5 Sensible

77 5 Sensible 4 Modeérément Sensible

78 4 Modérément Sensible 4 Modeérément Sensible

79 4 Modérément Sensible 4 Modérément Sensible

Cultivars

80 4 Modérément Sensible 5 Sensible

81 4 Modérément Sensible 4 Modeérément Résistant

82 5 Sensible 1 Résistant

83 4 Modérément Sensible 5 Sensible

84 4 Modérément Sensible 5 Sensible

85 4 Modérément Sensible 1 Résistant

86 4 Modérément Sensible 4 Moderément Sensible

87 4 Modérément Sensible 3 Modé,r é,m ent Résis?ant/
Modérément Sensible

88 3 Modérément Reésistant/ 5 Sensible

Modérément Sensible




89 5 Sensible 1 Résistant

90 4 Modérément Sensible 2 Modérément Résistant

91 5 Sensible 4 Moderément Sensible

92 4 Modérément Sensible 4 Moderément Sensible

93 5 Sensible 4 Modérément Sensible

94 5 Sensible 2 Modeérément Résistant

95 4 Modérément Sensible 5 Sensible

96 5 Sensible 2 Modeérément Résistant

97 5 Sensible 4 Modérément Sensible

98 1 Résistant 1 Résistant

99 1 Résistant 1 Résistant

100 4 Modérément Sensible 2 Modeérément Résistant

101 5 Sensible 4 Modérément Sensible

102 ° Sensible 3| Niodérément Somsible

103 1 Résistant 1 Résistant

104 5 Sensible 5 Sensible

105 4 Modérément Sensible 3 Modé,r é,m ent RésisFant/
Modeérément Sensible

106 2 Modérément Résistant 4 Modeérément Sensible

107 2 Modérément Reésistant 2 Modérément Résistant

108 5 Sensible 1 Résistant

109 2 Modérément Résistant 5 Sensible

110 4 Modérément Sensible 5 Sensible

111 1 Reésistant 5 Sensible

112 2 Modérément Résistant 5 Sensible

113 2 Modérément Résistant 1 Résistant

114 1 Résistant 1 Résistant

115 5 Sensible 5 Sensible

116 3 Modérément Reésistant/ 5 Sensible

Modérément Sensible




Annexe 18 : Analyse de la variance pour la réaction des différents génotypes a 1’égard des deux

races 1 et 5 de P. tritici-repentis par le test non paramétrique Kruskal-Wallis.

Réaction Race 1

Réaction Race 5

Khi-deux 334,042 347,000
Ddl 115 115
Sig. asymptotique ,000 ,000

Annexe 19 : Analyse de la variance pour la réaction des 6 génotypes résistants a I’égard de

la race 1 de P. tritici-repentis par le test non paramétrique Kruskal-Wallis.

30 Mars 219 10 Awvril 2019 20 Avril 2019 01 Mai 2019
Khi-deux ,000 ,000 6,800 11,333
Ddl 5 5 ) )
Sig. asymptotique 1,000 1,000 ,236 ,057

Annexe 20 : Analyse de la variance pour la réaction des 11 génotypes résistants a I’égard de

la race 5 de P. tritici-repentis par le test non paramétrique Kruskal-Wallis.

30 Mars 2019 10 Avril 2019 20 Avril 2019 01 Mai 2019
Khi-deux ,000 ,000 12,366 15,019
Ddl 10 10 10 10
Sig. asymptotique 1,000 1,000 ,261 ,131




Cereal Research Communications
https://doi.org/10.1007/5s42976-021-00161-1

ORIGINAL PAPER q

Check for
updates

Reaction of Algerian and international germplasm of wheat
against races 1 and 5 of Pyrenophora tritici-repentis the causal agent
of tan spot

Noureddine Ouaar'® - Abdelkader Benbelkacem? - Pawan Kumar Singh? - Sabrina Oumata* - Hamida Benslimane®

Received: 9 January 2021 / Accepted: 12 March 2021
© Akadémiai Kiad6 Zrt. 2021

Abstract

Tan spot caused by Pyrenophora tritici-repentis is an important foliar disease of wheat that can causes high yield losses. In
Algeria, tan spot is widely present on both durum and bread wheat, the pathogen population structure was founded to be
complex and showed a high molecular diversity. Among the various control measures, the most efficient and sustainable
approach is the deployment of resistant cultivars. In this study, available germplasms of wheat, including 25 inbreeding lines,
54 landraces, and 37 cultivars were evaluated against races 1 and 5. Reaction of the 116 genotypes was initially evaluated
under controlled conditions in seedling stage, and then the observed resistant genotypes, were evaluated in field in order to
confirm their reaction against each race. Our results showed that a total 13 genotypes including inbreeding lines, landraces
and cultivars showed resistant or moderately resistant reaction to race 1, while 23 genotypes, showed resistant response to
race 5. However, only 1 landrace and 6 cultivars were resistant to both races 1 and 5. Genotype-resistant response in field in
adult plant was similar to one recorded on growth room. These results have allowed us to recommend cultivation of some
cultivars, according to races prevalent in Algerian regions, as well as recommending breeders to use the resistant sources
in their breeding programs. For our knowledge, this is the first report of germplasm evaluation against tan spot disease in
Algeria, and the first report of identification of resistant resources to this disease.

Keywords Breeding - Race 1 - Race 5 - Resistance - Tan spot - Wheat

Introduction

< Noureddine Ouaar

n.ouaar@edu.ensa.dz The fungus Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs.

(anamorph: Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoem.)
Phytopathology and Molecular Biology Laboratory, causes tan spot of wheat (Shoemaker 1962). Being endemic
Department of Botanic, National High College to major wheat growing areas worldwide, tan spot is a dev-
of Agriculture, 1, Avenue Pasteur, Hassan Badi, El-Harrach, . . 1 . R
Algiers, Algeria astating disease in wheat (Triticum aestivum L.) and durum
(T. durum L). In favorable weather conditions, it can cause
yield losses of up to 50% (Rees and Platz 1983; Shabeer and

Unité de Recherche de Constantine, Institut National de la
Recherche Agronomique d’Algérie, Station ITGC, El-khroub,

Algeria Bockus 1988).

3 International Maize and Wheat Improvement Center When P. tritici-repentis infects susceptible wheat germ-
(CIMMYT), Carretera México-Veracruz Km. 45, El Batdn, plasm, necrotic or chlorotic symptoms are induced due to
Texcoco, C.P. 56237, México the interaction of host-selective toxins produced by differ-

4 Division des Ressources Phytogénétiques, Institut National ent races (Lamari and Bernier 1989a; Strelkov et al. 1999;
de la Recherche Agronomique d’Algérie, Avenue des fréres Lamari et al. 2003) which function as virulence factors
Oudek, Hassan Badi, El-Harrach, Algiers, Algeria (Lamari and Bernier 1989b; Orolaza et al. 1995; Effertz

°  Integrative Improvement of Crop Production Laboratory et al. 2002). Today, three host-specific toxins, Ptr ToxA, Ptr

(Amélioration Intégrative des Productions Végétales ToxB and Ptr ToxC, have been identified and characterized
C2711100), Department of Botanic, National High College ’

of Agriculture, 1, Avenue Pasteur, Hassan Badi, El-Harrach, in the 8 known races. Ptr ToxA induces necrosis on sen-
Algiers, Algeria sitive wheat cultivars (Ballance et al. 1989; Toma’s et al.
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1990; Zhang et al. 1997). It is produced by races 1, 2, 7 and
8 (Lamari et al. 2003), so by approximately 80% of iso-
lates (Oliver and Solomon 2008). Ptr ToxB is responsible
of chlorosis symptoms in sensitive wheat genotypes, and it
was identified in isolates of races 5 (Orolaza et al. 1995), 6,
7 and 8 (Strelkov and Lamari 2003). While Ptr ToxC causes
extensive chlorosis, it was found to be produce by races 1,
3, 6 and 8 (Strelkov and Lamari 2003).

Currently, there are three known effector-dominant sus-
ceptibility gene interactions: ToxA-Tsnl, which induces
necrotic symptoms, ToxB-Tsc2 and ToxC-Tsc!, both caus-
ing chlorosis symptoms (Faris et al. 2013). The ToxA—Tsnl
interaction is the best-characterized host—effector interaction
identified in wheat (Moffat et al. 2014). According to Lamari
et al. (2003), this interaction follows an inverse gene-for-
gene model; genotypes without the 7sn/ gene are insensitive
to the toxin (Lamari and Bernier 1991; Faris et al. 1996;
Gamba et al. 1998; Anderson et al. 1999; Friesen et al.
2003). However, Adhikari et al. (2009) hypothesize that
recognition of ToxA via Tsnl may activate important genes
involved in both the host defense response and signaling
pathways. In the same way, Chu et al. (2010) have specu-
lated that recognition of ToxA by Tsnl leads to downstream
signaling even though Ptr ToxA itself does not directly inter-
act with Tsnl. Although Tsnl confers sensitivity, it contains
domains such as S/TPK and NBS-LRR, which are common
features of resistance genes (Chu et al. 2010). The Ptr ToxB-
Tsc2 interaction has been explained as much as 69% of the
variation in disease caused by race 5 (Friesen and Faris
2004). Therefore, a compatible Tsc2-Ptr ToxB interaction
plays a major role in the development of tan spot (Abey-
sekara et al. 2010).

In Algeria, where wheat is the most important cereal
grown and consumed, as well as where this crop is a basis
of diet and a main source of energy and protein, tan spot
has become one of the most damaging diseases (Hamadache
2013). Its damages are severe in durum wheat, while they
are significant in bread wheat (Sayoud and Benbelkacem
1996). Severity and incidence of this disease is high in
coastal areas, average in interior plains and low in high lands
(Sayoud et al. 1999). Races 1 and 7 of P. tritici-repentis are
predominant in this country, and a complex race structure
has been observed (Benslimane et al. 2011; Benslimane
2018). However, the main cultivars used are very susceptible
to tan spot disease, and no resistant resource was identified
until now.

In the context of an integrated plant disease management
strategy, a combination of several tools for disease control
is necessary. In the case of tan spot, using resistant wheat
cultivars in combination with appropriate crop rotation is the
best option for sustainable management this disease. Fur-
thermore, it is the most economical and environmentally
safe means of disease control. For this purpose, breeding

@ Springer

for resistant wheat cultivars should be one of the main
objectives in tan spot management strategy, which need to
conduct a disease evaluation for germpalsm including elite
breeding lines, landraces, cultivars, which could harbored
a new resistant resources. However, evaluation of wheat
germplasm for resistance to leaf spot diseases in the field
is complicated by competition between other leaf-spotting
pathogens (Engle et al. 2006). In addition, mixed infection
of leaf spot pathogens that produce similar lesions making
it difficult to evaluate reaction of genotypes to individual
races or pathogens causing leaf spots (Ali et al. 2007). A
high correlation between reaction of wheat to tan spot in
controlled conditions and in field was previously reported
(Evans et al. 1999; Sarova et al. 2002). For this purpose,
the current research was conducted in both control and field
conditions; its main objective is to evaluate seedling reac-
tion of available germplasm, against race 1 and race 5 under
growth room conditions. The observed growth room resist-
ant genotypes against each race were then evaluated in field.

Materials and methods
Growth room evaluation
Plant materiel

One hundred sixteen (116) genotypes including 25 inbreed-
ing lines; 54 landraces; and 37 cultivars were selected for
this study, they were provided by the National Institute of
Agronomic Research of Algeria (INRAA) (Online Resource
1). All inbreeding lines and cultivars are durum wheat, while
landraces include durum wheat as well as bread wheat. The
inbreeding lines were selected among the national program
for wheat breeding conducted by the National Institute of
Agronomic Research of Algeria. They are all advanced lines
later than F, generation, obtained through a modified bulk
method process. Landraces cultivars are provided from the
national wheat collection, seed multiplication was carried
by the same institute. Among them, 40 landraces were cho-
sen among wheat used in Algerian oases, located in Adrar
and Tamanrasset departments (South of Algeria). Farmers
assume that they are landraces grown since along time in this
area; they prefer to cultivate them because of their ability to
face local constraints conditions, their grain characteristics
and grain end-use (Oumata et al. 2020). These genotypes
showed interesting agronomics characters as a good produc-
tive and tillering, late maturing, high spike fertility, beauti-
ful light yellow grain and resistant to wind (Oumata et al.
2020). As a potential germplasm which could be included
in the breeding programs, diseases reaction should be evalu-
ated. Salamouni was used as a resistant control because its
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insensitivity against all known Ptr toxins, and Glenlea as
sensitive control; they were included in all tests.

Seedlings production

Seedlings were grown in pots containing each one a mix-
ture of soil, sand and peat (1/3, 1/3, 1/3). Five to six seed
were planted in each pot and placed in growth room; at two
leaves stage, thinning was conducted, and three plants were
kept for inoculation. Seedlings were maintained under 18 h
photoperiod and at 22/20 °C (day/night) temperature. Each
genotype was replicated three times. Seedlings were watered
and fertilized as needed.

Inoculum preparation

For this purpose, two isolates from the referential races pro-
vided by Dr S. Ali, SDSU, Brookings, USA, were used;
Pti2 (race 1) and DW7 (race 5). Conidial suspension of the
isolates of the two races 1 and 5 were produced on V8-PDA
as described by Lamari and Bernier (1989a). A disk of 5 mm
in diameter was removed from the periphery of the colony
of each isolate and placed in the center of Petri dishes con-
taining V8-PDA medium. The dishes were incubated in
the dark at about 22 °C for 5 days until the mycelia reach
up to 2 cm from the Petri dishes edges. The plates were
then flooded with distilled sterile water, and the mycelium
was flattened with the bottom of a flamed test tube, and the
excess water was removed. Cultures incubation was ensured
by the alternation of continuous white light for 18 h at about
20 °C, then in the dark for 24 h at 15 °C. To harvest conidia,
cultures were flooded with sterilized distillated water, then
removed from conidiophores using a wire loop; suspension
was finally poured in a sterile Erlenmeyer, which they were
plunged in ice. Inoculum concentration was adjusted to
3.5 x 10° conidia/ml with sterile distilled water. One drop
of Tween 20 (polyoxyethylene sorbitan monolaurate) was
added per 100 ml of spore suspension.

Inoculation

Wheat seedlings were inoculated at two—three leaf stage;
plants were sprayed with the spore suspension until run-
off, using a hand sprayer. Plants inoculated by each of the
two races were separated from each other. After inocula-
tion, plants were maintained under moisture saturation
(80 to 100%) for 24 h in growth room. The moist cham-
bers were provided through keeping each pot, into a sealed
plastic bags, into which air was blown and distillated water
was sprayed. The mist was maintained inside of the bag,
by spraying water when needed. Then bags were removed
and plants were set under 18 h photoperiod and at tempera-
ture of 22/20 °C (day/night). For confirmation purpose,

genotypes found to be resistant against each race were inocu-
lated together a second time with four replications for each
treatment.

Plants reaction evaluation

Plant reaction was rated after 6 to 8 days, according to a
scale of 1 to 5 reported by Lamari and Bernier (1989a). This
scale based on lesion type to categorize host reactions to P.
tritici-repentis was rated numerically as follows: 1 =Small
dark brown to black spots without any surrounding chlorosis
or tan necrosis (resistant); 2 =small dark brown to black
spots with very little chlorosis or tan necrosis (moderately
resistant); 3 =small dark brown to black spots completely
surrounded by a distinct chlorotic or tan spot necrotic ring;
lesions generally not coalescing (moderately resistant/ mod-
erately susceptible); 4 =small dark brown or black spots
completely surrounded with chlorotic or tan spot necrotic
zones; some of the lesions coalescing (moderately suscep-
tible); and 5 =the dark brown or black centers may or may
not be distinguishable; most lesions consist of coalescing
chlorotic or tan necrotic zones (susceptible). Infected seed-
lings rated of 1-2 are considered as resistant, while 3-5
are susceptible (Lamari & Bernier 1989a). A unique score
was attributed for the three inoculated seedlings for each
replicate, when inbreeding lines, cultivars and landraces
were assessed for disease. However, a score was attributed
for each seedling when landraces from south regions were
assessed; mean value of each replicate was then calculated.

Data analysis

Wheat reactions against two races 1 and 5, were analyzed
using Kruskal-Wallis test (one-way ANOVA on ranks). Sta-
tistical analysis was conducted using SPSS software (IBM,
SPSS, Statistics, version 23.0.0.0).

Field conditions evaluation

Responses of genotypes rated 1 or 2 under controlled condi-
tions were evaluated to artificial inoculation of races 1 and
5 under field conditions, over 2018/19 season, at the experi-
mental station of the National High College of Agriculture
(E.N.S.A), Algiers. Two separate trials were conducted: the
first included seven selected genotypes (4, 26, 98, 99, 103,
107 and MIKI 3) against race 1; the second included 13
genotypes (3, 9, 17, 31, 36, 82, 85, 89, 90, 94, 96, MIKI 3
and ADJINI) used against race 5.

Seedling and fungicides treatments

The experimental design was a Criss-Cross/split plot with
three randomized blocks, separated by an alley 1 m wide.
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Each block was subdivided into number of plots equiva-
lent to the number of genotypes evaluated which are ran-
domly assigned. Plots were separated from each other by
a blank row of 25 cm, each plot has an area of 2 m? (8
rows X 1 mx0.25 m spacing), and it consisted of eight rows,
which were 1 m long. Each row was hand sown with 25
wheat seed. The subplots were sprayed with propiconazole
(Tilt, Bayer, Germany) or with conidia of P. tritici-repentis.
A plastic film of 1.5 m high was placed at the midpoint of
the plot when fungicide was applied to prevent the fungicide
from drifting onto the tan spot—inoculated subplot. Fungi-
cide was sprayed twice in each trial, using hand-sprayer
according to the dose recommended by the manufactory.
Treatments were applied 3 weeks from each other, at early
tillering stage and two days before inoculation, respectively.

Inoculum preparation and inoculation

Inoculum was prepared according to Lamari and Bernier
(1989a), as described above; then, spore suspensions were
adjusted using sterile distilled water to a concentration of
4% 10° spores/ml, in a 10 1 hand-sprayer. Irrigation of the
experimental plots was carried out before inoculation to
ensure high relative humidity in the field. Inoculation of
untreated subplots with fungicides was carried out at the
end of the day before sunset, at the tillering stage (26-29)
and Stem elongation (30-32) (Zadoks et al. 1974). Finally,
a plastic covering over all the plots, at 1 m height from the
soil, was installed following inoculation, in order to keep a
high humidity for at least 18 h after inoculation, which is
needed for infection.

Plants reaction evaluation

Plant reaction was rated 10, 20, 30 and 40 days after inocu-
lation on the penultimate leaves, using two scales. Disease
symptoms were evaluated as reported by Lamari and Bernier
(1989a) according to lesion type, from 1 to 5 as described
above. Moreover, the percent of the diseased leaves area
covered by tan spot symptoms was recorded.

Results

In this study, we evaluated the reaction of 116 wheat geno-
types: including 25 inbreeding lines; 54 landraces; and 37
cultivars, against race 1 and race 5. Cultivar Salamouni was
used as resistant check, while Glenlea was used as suscepti-
ble check. Disease evaluation experiments were conducted
firstly on seedlings at two-leaf stage in the growth room.
Then, material assessed resistant was evaluated on field for
confirmation. However, because of poor seeding of MIKI 3
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and ADIJINI, these two resistant genotypes were excluded,
when material were re-evaluated in field conditions.

Growth room conditions evaluation

After 24 h of incubation under continuous humidity, it was
possible to check the infection success, which was expressed
by small lesions on the inoculated leaves. Very small dark
green spots that shown conidial germ tubes cuticular pen-
etration, characterized these lesions. The first symptoms
have been developed 3 days post inoculation, but reaction
assessment of plants was done after 6 to 8 days. The resistant
cultivar Salamouni showed relatively little visible response
to the fungus after first 3 days inoculation, although some
small dark brown to black spots typical of resistance were
beginning to form with no necrosis or chlorosis reaction,
both to race 1 and 5 (Fig. 1). The sensitive cultivar Glenlea
also showed resistance reaction by developing small dark
brown to black spot reaction to race 5, while its reaction to
race 1 showed a tan necrosis on its leaves (Fig. 1).

The reaction of each genotype is reported on (Online
Resource 2), while all results are summarized in Table 1.
Among the germplasm evaluated, in case of resistant geno-
types, by 3 days post-inoculation, small dark brown to black
spots at the infection site with no or little yellowing/chlorosis
were observed surrounding the infection site or elsewhere
on the leaf. Six to eight days post inoculation, these spots
have remained the same size and/or have slightly increased
(Fig. 1; lesion type 1 and 2). However, the sensitive wheat
genotypes showed necrotic lesions, with sometimes sur-
rounding of tan chlorosis typical of the disease interaction
(Fig. 1) and after six days post inoculation these lesions had
increased in size and severity. Each of the sensitive geno-
types had developed large, severe, coalescing lesions typical
of tan spot disease caused by both of races 1 and 5 at 8 days
post-inoculation, and this was observed for both bread and
durum wheat sensitive genotypes (Fig. 1).

Under the growth room conditions, our results indi-
cate a variation among genotype reactions, against P.
tritici-repentis (Online Resource 2). A Kruskal-Wal-
lis H test showed that there was a statistically significant
difference in score reaction between the different geno-
types; X2 (115)=334,042, p=0.000, for race 1, and X2
(115)=347,000, p=0.000, for race 5. Thirteen (13) inbreed-
ing lines, landraces and cultivars (11%) showed resistant to
moderately resistant reaction to race 1 (lesion type 1-2).
While 8 of them (7%) showed moderately resistant/mod-
erately sensitive (lesion type 3), the rest (82%) showed
sensitive to moderately sensitive reaction (lesion type 4-5)
(Table 1).

On the hand, 23 inbreeding lines, landraces and cultivars
(20%) showed resistance to race 5 (lesion type 1-2), while
the moderately resistant to moderately sensitive (lesion type
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Fig. 1 Range of reactions
(lesion types) induced in

wheat leaves by isolates of
Pyrenophora tritici-repentis.
Glenlea: reaction of the cultivar
Glenlea to race 1 (sensitive),
Salamouni: reaction of the cul-
tivar Salamouni to both races 1
and 5 (resistant), 1: lesion type
1 (resistant), 2: lesion type 2
(moderately resistant), 3: lesion
type 3 (moderately resistant/
moderately sensitive), 4: lesion

type 4 (moderately sensitive), 5:

lesion type 5 (sensitive)

& ,—w

o

s = &

=

Salamouni

Glenlea

Table 1 Lesion types, plant reactions and number of genotypes assessed for each one, against races 1 and 5 of Pyrenophora tritici-repentis

Race 1 (Pti2)

Race 5 (DW7)

Lesiontype = Reaction =~ Number of genotypes Total number  Lesiontype  Reaction = Number of genotypes Total number
of genotypes of genotypes
1 R Inbreeding lines 1 7 1 R Inbreeding lines 3 15
Landraces 1 Landraces 3
Cultivars 5 Cultivars 9
2 MR Inbreeding lines 0 6 2 MR Inbreeding lines 1 8
Landraces 1 Landraces 2
Cultivars 5 Cultivars 5
3 MR/MS Inbreeding lines 0 8 3 MR/MS Inbreeding lines 4 11
Landraces 6 Landraces 4
Cultivars 2 Cultivars 3
4 MS Inbreeding lines 16 58 4 MS Inbreeding lines 6 42
Landraces 29 Landraces 28
Cultivars 13 Cultivars 8
5 S Inbreeding lines 8 37 5 S Inbreeding lines 11 40
Landraces 17 Landraces 17
Cultivars 12 Cultivars 12
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3) reaction to P. tritici-repentis inoculation was determined
in 11 of them (9%). The rest of tested genotypes (71%)
showed an evident susceptibility to race 5 (lesion type 4-5)
(Table 1).

Finally, analysis of reactions reported in Online Resource
2; highlighted, that among the 116 germplasm evaluated,
only 1 landraces and 6 cultivars (6%) are resistant to both
races 1 and 5, as they developed lesion type reaction between
1 and 2 (Table 1).

Field conditions evaluation

Ten- and fifteen-days post inoculation, symptoms were
observed in plants evaluated against race 1 and race 5,
respectively. These, were small dark brown to black spots,
sometime surrounded with a reduced chlorosis, similar to
resistance symptoms, rated 1. After thirty (30) days post
inoculation, some necrosis spots increased in size and
became rated 2 (Table 2). At the end of our observations
while leaves still green, areas of leaves under disease varied
from 5 to 20%, in both trials. Diseased leaves areas have
slightly increased on some genotypes, disease extension did
not increase by more than 5%. However, for the most geno-
types, the diseased leaf area remained the same throughout
the evaluation period (Table 2). Our results showed that
genotype responses to races 1 and 5 in field conditions were

like that observed in greenhouse experiments. Hence, we
identified germplasm showing resistant reaction to tan spot
under seedling reaction in greenhouse.

Discussion

The complexity of the P. tritici-repentis population structure
in Algeria gives the importance of conducting replicated
experiments and analysis, for characterizing national germ-
plasm and select resistant resources. In this study, disease
evaluation was conducted on seedlings at two-leaf stage in
the growth room, then in field. The choice of the two races
was based on the predominance of race 1 (ToxA + ToxC)
worldwide and in Algeria, while race 5 (ToxB) was included
to allow as to evaluate germplasm sensitivity, against the
three virulence factors known. In fact, screening for tan spot
at the seedling stage is often preferred to allow the most
susceptible materials to be discarded before confirmation
of field resistance (Singh et al. 2012).

Our results showed typical known reactions of Glen-
lea and Salamouni to both races, which expressed necro-
sis (Glenlea against race 1) and small black to dark brown
lesions (Salamouni against race 1 and Glenlea and Salam-
ouni against race 5). The two genotypes were used as a check
in all inoculations. In fact, the hexaploid landrace Salamouni

Table 2 Plant wheat reactions

. Genotype 10 days post-inocu- 20 days post-inocu- 30 days post-inocu- 40 days post-
ag.a.m.st races _1 and 5 of P lation lation lation inoculation
tritici-repentis under field
conditions Score? IL (%)® Score 1L (%) Score 1L (%) Score 1L (%)

Reaction of tested genotypes against race 1

4 1 10 1 10 1(2) 10 1(2) 10
26 1 20 1 20 1 20 1 20
98 1 10 1 10 1 10 1(2) 10
99 1 20 1 20 1(2) 20 1(2) 20
103 1 10 1 10 1(2) 10 1(2) 10
107 1 15 1 15 1 20 1 20
Reaction of tested genotypes against race 5

3 1 5 1 5 1(2) 10 1(2) 10
9 1 5 1 5 1 2 10
17 1 5 1 5 1 1 5
31 1 5 1 5 1 10 1 10
36 1 5 1 5 1 5 1

82 1 5 1 5 1 5 1

85 1 5 1 5 1 5 1(2)

89 1 5 1 5 1 10 1 10
90 1 5 1 5 1 10 1 10
94 1 5 1 5 1 5 1(2) 5
96 1 5 1 5 1(2) 5 1(2) 10

4Score according to lesion type

PPercentage of infected leaves

@ Springer



Cereal Research Communications

has been considered a durable tan spot resistance source
and used in the differential set as the line that is univer-
sally resistant to all races (Lamari et al. 1998). Glenlea was
known to be susceptible to race 1 induced necrosis (Lamari
et al. 2003) and resistant to race 5 (Orolaza et al. 1995).

Wheat seedlings disease evaluation has been reported
as an effective strategy for reactions assessment against P.
tritici-repentis (Singh et al. 2012), because the susceptibility
of seedlings is highly correlated with that of the adult plants
in the field (Evans et al. 1999; Sarova et al. 2002; Kalia
et al. 2018). Hence, our results allow us to recommend the
use on cultivation, of some tested genotypes; this should
be conducted according to P. tritici-repentis races distribu-
tion (Benslimane et al. 2011), in Algerian fields. As well as
they highlighted other genotypes which could be included in
breeding programs, aimed to bring together several desirable
traits, including resistance to tan spot.

According to the reactions recorded, only a few elite
breeding lines, landraces and cultivars tested, showed a
moderate to high level of resistance, while most of them
possessed a moderate to high level of susceptibility. Those,
which have shown a high or good level of resistance, rated
1 and 2, should be planted in fields according to races distri-
bution in Algerian wheat growing areas. In fact, they were
selected for several interesting agronomic traits includ-
ing yield, adaptation to climatic conditions as tolerance to
drought, grain quality and late and early sowing. Hence, they
are well adapted to the cereals growing areas in Algeria.
Therefore, we recommend genotypes 4, 26, 98, 99, 103,
111 and 114 rated 1 and genotypes 37, 106, 107, 109, 112
and 113 rated 2 when race 1 has been inoculated (Online
Resource 2), for cultivation in regions of Tipaza, Ain Defla,
Medea, Algiers, Boumerdes, Bouira, Mila, Constantine and
Annaba, where race 1 is highly spread. However, genotypes
3,9,17, 36, 38, 60, 82, 85, 89, 98,99, 103, 108, 113 and 114
rated 1 and genotypes 18, 26, 31, 90, 94, 96, 100 and 107
rated 2 against race 5 (Online resource 2), should be used
in culture in Mila and Guelma, where race 5 was reported
to be predominant. These race-specific resistances consid-
ered as easily detected with specific pathotypes or races of
the pathogen are controlled by genes having major effects
(Singh and Rajaram 2002).

Given the nature of plant—pathogen interaction known
for tan spot disease, the resistance controlled by a major
gene is unlikely to be bypassed as quickly as in a classi-
cal gene-for-gene pathosystem. Indeed, in the P. tritici-
repentis-wheat pathosystem, the interaction follows the
toxin model; to cause disease, each host-specific toxin
must be binded to a specific receptor harbored by the
host. Thus, the sensitivity results from the presence in the
host of a specific receptor, while its absence would lead
to resistance. In order to overcome the resistance of the
cultivars, the fungus will have to produce a new toxin.

Moreover, an inverse mutation involving a gain of function
in the host plant, allowing a specific receptor acquisition
of the new toxin will also needed. The probability that
both events occur at the same time is very unlikely (Singh
et al. 2010). Incorporation of major-type resistance genes
into currently grown wheat varieties seems an appropriate
strategy. However, a survey of races distribution evolution
is always an important action in tan spot management.

In areas where other races are widespread, cultivars
that have race non-specific resistance should be grown;
in fact, race-non-specific resistances operate against all
pathotypes or races (Singh and Rajaram 2002). Faris and
Friesen (2005) suppose that race-non-specific resistance
mechanisms decrease toxin activity in plants and render
them resistant before the manifestation of necrosis by the
toxin.

This will be very useful as races distribution showed that
race 5 is the unique base race occurs in Algeria; while oth-
ers are recombined races. Hence, wheat cultivars resistant
to both race 1 and 5 (26, 98, 99, 103, 107, 113 and 114)
can be recommended for those regions where races 6, 7
and 8 were reported (regions like Mascara, Tipaza, Ain-
Defla, Blida, Medea, Algiers, Boumerdes, Bouira, Tizi-
Ouzou, Béjara) (Benslimane et al. 2011). They also can be
sources of resistance and used to develop new inbreeding
lines that will be insensitive to two or three virulence genes.
This allows bring together, the insensitivity against two or
three virulence factors Ptr ToxA, Ptr ToxB and Ptr ToxC,
harbored by races 6, 7 and 8 successively. In fact, growing
crops heterogeneous for their R (resistant) gene complement
inflicts disruptive selection upon the pathogen population,
reducing the selection pressure against any one avirulence
or combination of avirulence alleles and has been proposed
as a strategy in developed agriculture for controlling crop
diseases by the use of multi lines (Browning and Frey 1969)
or variety mixtures (Wolfe and Barrett 1980). There is con-
vincing evidence that crop heterogeneity for R gene comple-
ment reduces the incidence of disease in modern agricultural
systems (Wolfe and Finck 1997).

Otherwise, the pedigree of resistant sources identified
in this study indicates that they come from diverse genetic
background (Online Resource 1); hence, they may possibly
possess different resistance genes. These genotypes can be
used in gene pyramiding and developing cultivars with broad
and durable resistance to tan spot.

However, genotypes which have been moderately sensi-
tive/sensitive to race 1 and/or race 5 should be avoided in
wheat fields, across these areas, especially where favorite
conditions of tan spot development are combined. If they
will be used for some of their agronomic characters, they
may be a potential source for survival of both races in Alge-
rian fields. Resistance of accessions could be the results
of several causes; in fact both qualitative and quantitative
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resistance types have been reported in the wheat-P. tritici-
repentis system.

However, several genotypes exhibited moderately resist-
ant to moderately susceptible (rate 3), indicating that more
than one gene may be involved in conditioning resistance
to these isolates (Effertz et al. 2001). In this context, wheat
resistance was also found to be quantitative by several
researches (Nagle et al. 1982; Elias et al. 1989; Faris et al.
1997; Effertz et al. 2002; Friesen and Faris 2004), because
the reactions are affected by genotypic backgrounds, vari-
ations in environmental conditions and experimental error
(Faris et al. 2013). It was qualified as complex, do not fol-
lowing a Mendelian transmission (Nagle et al. 1982), with
a polygenic inheritance (Elias et al. 1989). Both authors
group’s studies indicated good heritability of resistance,
which was quantitatively controlled. These resistant geno-
types should be of greater interest because they could be
incorporated into a program to improve resistance to this
disease.

Resistance resources have been reported worldwide and
among diverse materials; Rees and Platz (1990) and Riede
et al. (1996) evaluated a collection of Brazilian and Chinese
wheat varieties; they found that they possess a good resist-
ance to this disease. As well as Gilchrist (1992) reported
resistance to tan spot in Brazilian, Chinese and Mexican
lines. Later, Singh et al. (2006a) evaluated 126 adapted
durum and hard red spring wheat cultivars and breeding
lines from the Prairie region of northern Great Plains of the
United States and Canada found ten genotypes showing high
level of resistance to multiple races of P. tritici-repentis and
their toxins. A good resistance to tan spot has been founded
also among few commonly grown cultivars in Denmark (Jor-
gensen and Olsen 2007), among bread and durum wheat
belonging to 6 continents Africa, Asia, Australia, Europe,
North America and South America (Noriel et al. 2011;
Abdullah et al. 2017; Kokhmetova et al. 2017), and among
Vavilov accessions, including durum and bead wheat, from
Pakistan Russia and India (Dinglasan et al. 2018). Other-
wise, a high level of resistance to tan spot associated to mul-
tiple leaf spot diseases have been also highlighted by several
authors who evaluated germplasm from different sources
(Sharma et al. 2004; Singh et al. 2006b; Ali et al. 2007,
Oliver et al. 2008; Gurung et al. 2009). Additionally, wild
relative species of wheat are an outstanding source of resist-
ance to both abiotic and biotic stresses (Ahmadi et al. 2018).
In the case of tan spot disease, Chu et al. (2008) showed that
wild emmer wheat (Triticum dicoccoides) is a good genetic
source of resistance to tan spot and SNB in wheat as well as
lines derived from Agropyron distichum were found appli-
cable as sources of resistance in resistance breeding (Riede
et al. 1996).

The use of resistant cultivars is the most effective and
economic means to fight against and to reduce yield losses
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caused by tan spot disease (Zhang et al. 1997; Friesen and
Faris 2004; See et al. 2018). This is the first investigation of
resistance resources to tan spot disease in Algeria. Its results
should be a useful tool for a successful cultivars deployment,
according to the race distribution in this country. Otherwise,
they are an interesting data, providing a useful background
for future wheat breeding programs, aimed screening geno-
types for multiple diseases resistance.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s42976-021-00161-1.
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RESUME

La tache auréolée du blé causée par le champignon Pyrenophora tritici-repentis est 1’une des
principales maladies qui sévit dans les régions d’Afrique du Nord et du Moyen Orient. Des
prospections des zones céréalieres en Algérie, réalisées durant les deux campagnes agricoles
2014/2015 et 2015/2016, ont permis de construire une collection de 87 isolats de ce champignon.
La caractérisation morphologique des isolats, a montré le développement d'un mycélium épais
cotonneux ou trés cotonneux, parfois pelucheux, de couleur blanche ou vert-grise, avec
généralement la production dans le milieu d’un pigment vert. L’évaluation du pouvoir de
sporulation, et de la croissance radiale des cultures a la température optimale 25 °C, ont révélé
I’existence d’une différence trés hautement significative entre les isolats étudiés. Le maximum
de croissance radiale journaliére enregistré a été de 6,75 mm, alors que le maximum de
sporulation a été de 31297 spores/ml/cm? respectivement. La diversité génétique de 85 isolats
algériens a été évaluée a l'aide de 8 marqueurs SCoT et 8 marqueurs SSR. Les résultats obtenus
ont révéelé une variabilité génétique importante. Pour les amorces SCoT, toutes ont donné le
polymorphisme recherché avec 143 marqueurs détectées ; le nombre de marqueurs par amorce
variait de 9 a 24 mettant en évidence 70 haplotypes. Cependant, pour les amorces SSR, seules 2
amorces ont été polymorphes, un total de 17 marqueurs a été détecté ; le nombre de marqueurs
variait de 2 a 15 avec révélation de 40 haplotypes. Dans le but de rechercher une possible
variation au niveau de la séquence du gene de virulence ToxA, la collection d’isolats étudiés a
été complétée par d’autres, iSolés lors des campagnes agricoles 2006/2007 et 2010/2011. En plus
des isolats précédents, 44 isolats algériens, 14 isolats tunisiens et 58 isolats syriens, ont été
ajoutés. La recherche de ce gene par PCR chez les 213 isolats, nous a permis de conclure qu’il
est présent chez 150 isolats soit 70 % de ceux étudiés. Le séquencage et 1’alignement des
séquences de ce gene obtenus a partir de 25 isolats choisis parmi ceux des 3 pays, ont montré
clairement 1’existence d’une variation chez deux isolats algériens. Cette dernieére est une
mutation silencieuse au niveau du 180°™ codon, résultant de la substitution d’un seul nucléotide
(G en A). Cette variation nous a permis d’identifier un nouveau haplotype jamais décrit au
paravent chez P. tritici-repentis, ni chez autres espéces possédants ce gene. Les deux isolats
ayant montrés une variation au niveau de ToxA, ont éte identifiés aprés leur inoculation sur une
gamme différentielle, comme appartenant a la race 2 ; il s’agit de la premiére signalisation de
cette race dans les champs algériens. L’infiltration des feuilles de la variété Glenlea (sensible a la
toxine Ptr ToxA, produite par le gene ToxA) par les filtrats de cultures des deux isolats, a
confirmé que la mutation était silencieuse. Enfin une recherche des sources de résistance a
I’égard des deux races 1 et 5 de P. tritici-repentis, a concerné 116 génotypes de blé. L'évaluation
de la réaction a été réalisée en premier sur des plantules sous conditions contrdlées, suite a un
second essai de confirmation de la réaction des génotypes résistants en conditions contrélées,
celle-ci a été confirmée par un essai en plein champ. Les résultats ont montré I’existence de 13
génotypes, résistants a la race 1 et 23 autres résistants a la race 5. Parmi eux, 7 génotypes ont
montré une résistance aux deux races. Il s’agit également du premier rapport de sources de
résistances a cette maladie en Algérie.

Mots clés : Pyrenophora tritici-repentis, ToxA, race, diversité génétique, résistance, Sensibilité.



SUMMARY

Tan spot of wheat caused by the fungus Pyrenophora tritici-repentis is one of the main diseases,
that rampant throughout North Africa and the Middle East regions. Surveys carried out across
cereal growing areas in Algeria during the two growing seasons 2014/2015 and 2015/2016, have
allowed us to get a collection of 87 isolates. The morphological characterization of the isolates,
showed a thick or thick very cottony mycelium, sometimes fluffy. Its color was white or green-
gray color, usually a green pigment is produced in the medium. Sporulation potential evaluation,
as well as, radial growth of the cultures at temperature of 25°C, revealed a very high significant
difference between the isolates. The maximum daily radial growth recorded was 6.75 mm, while
the maximum sporulation was 31297 spores/ml/cm? respectively. The genetic diversity of 85
Algerian isolates was evaluated using 8 SCoT and 8 SSR markers. The results revealed an
important genetic variability. All SCoT primers used, showed polymorphism through 143
markers detected; their number varied from 9 to 24 for each, highlighting 70 haplotypes.
However, only 2 SSR primers were polymorphic showing 17 markers; 2 to 15 for each,
highlighting 40 haplotypes. In order to looking for sequence variations in ToxA virulence gene,
isolates collected during the 2006/2007 and 2010/2011 growing seasons, were added. This
included 44 from Algeria, 14 from Tunisia, and 58 from Syria. PCR conducted on 213 DNA,
showed that 150 isolates, which is 70 % of those studied, harbored ToxA. Sequencing and
sequences alignment of 25 isolates sequences selected among those of the 3 countries, showed a
variation in two Algerian isolates. This variation is a silent mutation at the 180" codon, resulting
from the substitution of a single nucleotide (G to A). Hence a new haplotype of ToxA never
described before neither in P. tritici-repentis nor in other species harboring this gene, was
identified. Isolates showing ToxA variation were identified through inoculation on a differential
set of wheat, as belonging to race 2; this is the first report of this race in Algerian fields.
Infiltration of culture filtrates of the two isolates on Glenlea leaves, which is a susceptible Ptr
ToxA toxin cultivar, produced by the ToxA, confirmed that mutation is silent. Finally, a search
of resistance resources against races 1 and 5 of P. tritici-repentis, involved 116 wheat genotypes.
Reaction evaluation was carried out, first on seedlings under controlled conditions, following by
a second test to confirm resistant genotypes reaction under controlled conditions; then confirmed
on field. The results showed 13 genotypes resistant to race 1, and 23 resistant to race 5. Among
them, 7 genotypes are resistant to both races. This is also the first report of resistance resources
against this disease in Algeria.

Key Words: Pyrenophora tritici-repentis, ToxA, race, genetic diversity, resistance, Sensitivity.
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