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Résumé :

La fusariose du collet du blé (FCR), principalement causee par des espéces de Fusarium, en
particulier Fusarium graminearum, constitue une maladie tellurique majeure qui limite
fortement la production de blé dans les régions arides et semi-arides. Cette étude visait a évaluer
la résistance de huit génotypes de blé dur et tendre, présentant différents niveaux de résistance,
et a identifier les facteurs génétiques et biochimiques associés a cette résistance.

Les évaluations phénotypiques ont révelé des différences significatives dans ’incidence et la
gravité de la maladie. Les variétés Arz (0,03 + 0,57) et Hiddab (0,13 + 0,11) ont présenté les
niveaux de résistance les plus élevés, tandis que les génotypes sensibles Waha (2,26 + 0,30) et
Vitron (2,10 £ 0,10) ont montré une sévérit¢ de maladie tres élevée, confirmant ’existence
d’une résistance partielle mais exploitable (p < 0,0001). L’influence de la température sur la
croissance mycélienne des isolats a également été étudiée. Les résultats ont montré que la
croissance fongique était fortement affectée par la temperature (p < 0,0001), avec un optimum
situé entre 25 et 30 °C, tandis que I’effet des isolats seuls n’était pas significatif (p = 0,783),
suggerant que les populations de Fusarium sont capables de s’adapter aux variations

climatiques.

Au niveau moléculaire, trois genes candidats de résistance a large spectre, Sb1, Sb4 et Sb3,
ont eté amplifiés par PCR, produisant des amplicons de 880, 750 et 775 pb, respectivement.
L’analyse des séquences nucléotidiques a révélé des identités de 79,13 %, 85,94 % et 84,78 %,
indiquant une diversité génétique potentiellement associée a la résistance. La cartographie
chromosomique a identifié des loci significativement associés a la résistance : Sb1l sur le
chromosome 7D (flanqué du marqueur TraesCS7D01G221000), Sb4 sur le bras long du
chromosome 4B (4BL) entre les marqueurs Xgwmz251 et RAC8758rep_c72961 977, et Sh3 sur

le chromosome 3B, lié au marqueur Xbarc147.

Les analyses biochimiques ont montré que les variétés résistantes présentaient des teneurs
plus élevées en acides phénoliques totaux (TPC), avec Arz affichant la concentration maximale
(208,5 + 17,54 mg EAG/g). A I'inverse, les génotypes sensibles comme Waha ont montré des
TPC significativement plus faibles (133,74 + 39,51 mg EAG/g). Ces résultats suggérent que les
composés phénoliques jouent un rdle clé dans la défense chimique du blé contre F.

graminearum, contribuant a la limitation de I’infection.



Enfin, I’étude des mycotoxines a révélé une variabilité importante entre les génotypes. Les
teneurs en déoxynivalénol (DON) ont varié de 28,65 pug/g chez Arz a 144,98 ug/g chez Waha,
tandis que les concentrations en nivalénol (NIV) allaient de 23,00 pg/g chez Arz a 233,90 ug/g
chez Waha. Les variétés résistantes ont systématiquement accumulé les niveaux les plus faibles
de DON et NIV, tandis que les génotypes sensibles ont montré des concentrations élevées,
confirmant la corrélation entre résistance a la FCR et limitation de 1’accumulation de

mycotoxines.

Dans I’ensemble, cette étude démontre que la résistance du blé a la fusariose du collet est un
caractéere complexe et multifactoriel, résultant de 1’interaction entre facteurs génétiques,
biochimiques et environnementaux. Les résultats obtenus fournissent des bases solides pour
I’amélioration génétique du blé, en identifiant des génotypes résistants, des genes candidats,
ainsi que des marqueurs biochimiques et moléculaires, pouvant étre intégrés dans des
programmes de sélection visant a produire des variétés plus résistantes, plus sires et mieux

adaptées aux contraintes environnementales.

Mots clés : Fusariose du collet, BIé, Génes de résistance, mycotoxines, Acides phénoliques.



Abstract:

Fusarium crown rot (FCR) of wheat, mainly caused by Fusarium species, particularly
Fusarium graminearum, is a major soil-borne disease that severely limits wheat production in
arid and semi-arid regions. This study aimed to evaluate the resistance of eight durum and bread
wheat genotypes exhibiting different resistance levels and to identify the genetic and
biochemical factors associated with this resistance.

Phenotypic evaluations revealed significant differences in disease incidence and severity. The
varieties Arz (0.03 = 0.57) and Hiddab (0.13 + 0.11) showed the highest resistance levels,
whereas the susceptible genotypes Waha (2.26 + 0.30) and Vitron (2.10 = 0.10) exhibited very
high disease severity, confirming the existence of partial but exploitable resistance (p < 0.0001).
The influence of temperature on mycelial growth of the isolates was also investigated. Results
showed that fungal growth was strongly affected by temperature (p < 0.0001), with an optimum
between 25 and 30 °C, while the effect of the isolates alone was not significant (p = 0.783),
suggesting that Fusarium populations are capable of adapting to climatic variations.

At the molecular level, three broad-spectrum resistance candidate genes, Sb1, Sb4, and Sh3,
were amplified by PCR, producing amplicons of 880, 750, and 775 bp, respectively. Nucleotide
sequence analysis revealed identities of 79.13%, 85.94%, and 84.78%, indicating genetic
diversity potentially associated with resistance. Chromosomal mapping identified loci
significantly associated with resistance: Sb1l on chromosome 7D (flanked by the marker
TraesCS7D01G221000), Sb4 on the long arm of chromosome 4B (4BL) between the markers
Xgwm251 and RAC8758rep _c72961 977, and Sb3 on chromosome 3B, linked to the marker
Xbarc147.

Biochemical analyses showed that resistant varieties had higher total phenolic content (TPC),
with Arz exhibiting the highest concentration (208.5 + 17,54 mg GAE/g). In contrast,
susceptible genotypes such as Waha displayed significantly lower TPC levels (133.74 + 39,51
mg GAE/g). These results suggest that phenolic compounds play a key role in the chemical

defense of wheat against F. graminearum, contributing to the limitation of infection.

Finally, mycotoxin analysis revealed considerable variability among genotypes.

Deoxynivalenol (DON) levels ranged from 28.65 pg/g in Arz to 144.98 pg/g in Waha, while

\



Nivalenol (NIV) concentrations ranged from 23.00 pg/g in Arz to 233.90 pg/g in Waha.
Resistant varieties consistently accumulated the lowest levels of DON and NIV, whereas
susceptible genotypes showed high concentrations, confirming the correlation between FCR

resistance and reduced mycotoxin accumulation.

Overall, this study demonstrates that wheat resistance to crown rot is a complex and
multifactorial trait resulting from interactions among genetic, biochemical, and environmental
factors. The findings provide a solid foundation for wheat breeding programs by identifying
resistant genotypes, candidate genes, and biochemical and molecular markers that can be
integrated into selection strategies aimed at developing more resistant, safer, and better-adapted

wheat varieties.

Key words: Crown rot, Wheat, Resistance genes, Mycotoxins, Phenolic acids.
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Introduction générale

Le blé dur (Triticum Durum) et le blé tendre (Triticum aestivum) constituent des sources majeures
d’alimentation céréali¢re pour les humains (Enghiad et al., 2017) et représentent la culture de base
principale en Algérie (Kara et al., 2020). Tout au long de son cycle de croissance, le blé est confronté
a divers stress biotiques, qui réduisent considérablement le rendement et la qualité des grains, en
particulier dans les cultivars de blé panifiable (Bakala et al., 2022). Parmi ces facteurs, les
champignons phytopathogénes constituent un obstacle majeur a la production (Covarelli et al., 2015
; Singh et al., 2016), et les maladies transmises par le sol représentent un probleme économique et
agronomique mondial, entrainant des pertes significatives de productivité et de qualité (Katan, 2017).
Plusieurs especes du genre Fusarium sont pathogénes pour les céréales et sont répandues dans les
régions seches et semi-arides ou le blé est cultivé (Mielniczuk et Skwarylobednarz, 2020 ; Kazan et
Gardiner, 2018).

Parmi les maladies fongiques du blé, la fusariose du collet (FCR), causée principalement par
Fusarium graminearum, est 1’'une des plus destructrices. Elle affecte les cultures céréaliéres majeures,
dont le blé, 'orge et le sorgho, a différents stades de développement (Zhou et al., 2020 ; Liu et al.,
2021 ; Feng et al., 2023). Les symptomes typiques de la FCR comprennent le brunissement et la
nécrose a la base de la tige ou a la gaine foliaire inférieure, souvent associes a la formation prématurée
de tétes blanches (Chen et al., 2022). Les pertes de rendement dues a cette maladie peuvent atteindre
35 % dans le nord-ouest des Etats-Unis (Poole et al., 2012), 45 % en Iran (Saremi et al., 2007), 16,29
% en Chine (Zhang et al., 2022) et 43 % en Turquie (Tunali et al., 2008). Les changements
environnementaux, en particulier 1’élévation des températures, ont un impact majeur sur I’intensité
de la maladie, en influencant a la fois le développement de la plante et la croissance fongique (Cohen
et Leach, 2020 ; Jagadish, 2020 ; Ezrari et al., 2021).

Outre les pertes de rendement, F. graminearum produit des mycotoxines, notamment le
déoxynivalénol (DON) et le nivalénol (NIV), qui compromettent la qualité sanitaire des grains. Ces
toxines appartiennent au groupe des trichothécénes, et leur accumulation représente un risque pour la
santé humaine et animale, pouvant provoquer des effets neurotoxiques, tératogéenes et immunitaires
(Piacentini et al., 2019 ; Moretti et al., 2019). Le DON est présent dans environ 57 % des échantillons
de blé a I’échelle mondiale (Mielniczuk et Skwarylobednarz, 2020), ce qui souligne I’importance de
réduire la contamination mycotoxique par des pratiques culturales appropriées et par la sélection de

variétés résistantes.
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La lutte contre la FCR repose principalement sur la résistance variétale, un caractére complexe
influencé par des facteurs génétiques, biochimiques et environnementaux. Les mécanismes de
résistance incluent 1’action de geénes de résistance (R), de facteurs de transcription, de geénes de
transport et de détoxification, ainsi que des voies métaboliqgues comme la biosynthese des
phénylpropanoides et du glutathion (Powell et al., 2017 ; Qiao et al., 2021). Des genes spécifiques,
tels que Sb1, Sh3 et Sb4, ont été identifies comme des candidats majeurs pour la résistance a la FCR,
et les études d’association pangénomique (GWAS) ont permis de cartographier plusieurs loci de
résistance sur différents chromosomes du blé (Bainsla et al., 2020 ; Su et al., 2021 ; Yang et al.,
2021). Par ailleurs, I’accumulation de composés phénoliques totaux (TPC) chez certaines variétés a
¢été corrélée a une meilleure défense contre la croissance fongique et ’accumulation de mycotoxines.

La détection et I’identification précises de 1’agent pathogene sont essentielles pour la mise en place
de programmes d’amélioration des plantes. La PCR et le séquencage de I’ADN, notamment de la
région ITS, offrent des outils fiables et rapides pour identifier les especes de Fusarium et suivre la
variation génétique des populations pathogenes. L’identification de nouveaux geénes R et de
marqueurs associes a la résistance constitue un enjeu majeur pour le déeveloppement de cultivars plus
résistants et plus sirs, permettant de limiter a la fois la sévérité de la maladie et ’accumulation de

mycotoxines.

Dans ce contexte, cette thése a pour objectif d’étudier la résistance du blé dur et tendre a la FCR et
a I’accumulation de mycotoxines, en combinant une approche intégrée comprenant :
. L’identification et la caractérisation de 1’agent pathogeéne, incluant I’effet de la température

sur la croissance mycélienne ;

. L’évaluation phénotypique de huit variétés de blé a différents niveaux de résistance ;
. La caracterisation moléculaire des genes de résistance Sb1, Sb3 et Sh4 ;
. L’analyse des réponses biochimiques par le dosage des acides phénoliques totaux ; et la

détermination des niveaux de DON et NIV dans les grains.

Les résultats attendus permettront de fournir des bases scientifiques solides pour I’amélioration des
plantes, en identifiant des variétés résistantes et des traits génétiques et biochimique associés a la
résistance, contribuant ainsi a la durabilité de la production céréaliére et a la sécurité alimentaire dans

un contexte climatique en évolution.
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Chapitre 01 : Synthése bibliographique

1. Le blé

1.1.  Classification botanique, origine et caractéristiques du blé :

Le blé est une céréale dont le grain correspond a un fruit sec indéhiscent, appelé caryopse, constitué
d’une graine entourée de téguments (Feillet, 2000). Il s’agit d’une plante monocotylédone appartenant
au genre Triticum de la famille des Poaceae. Parmi les espéces cultivées, le blé dur (Triticum Durum)
et le blé tendre (Triticum aestivum) sont les plus répandues (Hamadache, 2013). Toutefois, le genre
Triticum comprend de nombreuses autres espéces qui se distinguent principalement par leur niveau
de ploidie et par leur nombre de chromosomes (Cao et al., 2000).

Le blé tendre est une espece hexaploide caractérisée par la présence de trois génomes (structure
génomique AABBDD), chacun composé de sept paires de chromosomes, soit un total de 42
chromosomes (2n = 6x = 42). En revanche, le blé dur est une espéce tétraploide constituée de deux
génomes (structure génomique AABB), totalisant 28 chromosomes (2n = 4x = 28) (Figure 01). Les
travaux de Kihara (1924), cités par Félix (1996), ont permis d’attribuer 1’origine du génome A a
Triticum monococcum var. boeoticum ou a Triticum urartu. Des études ultérieures, fondées sur le
polymorphisme des séquences repétées, ont montreé que Triticum urartu est le donneur du génome A
chez I’ensemble des blés polyploides, tandis que Triticum monococcum var. boeoticum n’est présent
que chez Triticum zhukovski (Dvorak et al., 1992). Quant au génome D, il aurait pour origine Aegilops
squarrosa.

Sakamura (1918), cité par Cauderon (1979), fut le premier a déterminer avec précision le nombre
de chromosomes chez plusieurs especes du genre Triticum présentant différents niveaux de ploidie,
a savoir :

e Triticum aestivum : 42 chromosomes, hexaploide ;
e Triticum turgidum : 28 chromosomes, tétraploide (2n = 4x = 28), génome AABB ;
e Triticum monococcum : 14 chromosomes, diploide (Cauderon, 1979 ; Liu et al., 1996).

Selon Feldman (1976), le blé trouverait son origine dans une forme sauvage de 1’espéce diploide
Triticum monococcum sensu lato, localisée dans une région englobant I’Iran, la Syrie et la Turquie.
La premiere espéce tétraploide, Triticum turgidum, serait issue d’une hybridation naturelle entre T.
monococcum et une graminée du genre Aegilops, notamment Aegilops speltoides. La premiére espéce
aurait fourni le génome A, tandis que la seconde serait a I’origine du génome B. La domestication de
ce blé tétraploide (AABB) a conduit a ’amidonnier, ancétre des cultivars actuels de blé dur.

D’aprés Nachit et al. (1998), les espéces sauvages constituent une source importante de variabilité
génétique pour les caractéres de qualité. A titre d’exemple, Triticum dicoccoides est largement
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exploité dans les programmes d’amélioration génétique visant a améliorer la valeur nutritionnelle et
technologique du blé dur. Selon Mac Key (1968), le genre Triticum comprend 21 especes, dont 16
peuvent étre considérées comme domestiquées. Cependant, seules deux espéces occupent aujourd’hui
une place majeure dans la production céréaliere mondiale : le blé tendre (T. aestivum L.) et le blé dur
(T. turgidum conv. durum Desf.). Au sein du genre Triticum, les especes tétraploides sont les plus
nombreuses, avec un total de 11 espéces (Monneveux, 1989 ; Abdelguerfi et Laouar, 2000).

Caryotype Triticum turgidum Caryotype Triticum aestivum
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Figure 01 : Caryotype du blé dur et tendre (Marcussen et al., 2014).

La domestication et la culture des différentes especes de blé (Triticum/Aegilops) ont constitué un
élement fondateur des premiéres civilisations humaines. Ces espéces ont subi, au cours du temps,
d’importantes transformations, les faisant évoluer de graminées sauvages vers des formes cultivées.
Cette évolution résulte d’événements successifs de polyploidisation survenus a la suite de croisements

interspécifiques entre trois espéces ancestrales diploides.

Le premier événement de polyploidisation, impliquant Triticum monococcum et une espéce du
genre Aegilops, se serait produit il y a environ 500 000 ans et aurait conduit a I’apparition du blé dur.
Le second évenement est intervenu au cours de la domestication, il y a environ 9 000 a 12 000 ans, a
la suite d’une hybridation entre le blé dur cultivé (tétraploide) et une autre espece diploide du genre

Aegilops, donnant naissance au blé tendre (Triticum aestivum) (Giraldo et al., 2016) (Figure 02)
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Figure 02 : Le blé et ses parents ancestraux. Les événements d”hybridation conduisant a des blés

tétraploides et hexaploidies (Giménez et al., 2015).
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1.2.  Importance du blé
1.2.1. A Péchelle mondiale

La production mondiale de blé a connu une augmentation soutenue au cours des cinquante dernieres
années. Elle a atteint 691,5 millions de tonnes lors de la campagne 2010-2011, soit un niveau pres de
trois fois supérieur a celui enregistré durant la campagne 1960-1961. Cette progression est
essentiellement due a ’amélioration continue des rendements a I’hectare, lesquels ont été¢ multipliés
par 2,8 au cours de cette période, plutdt qu’a une augmentation des superficies cultivées. En effet, les
surfaces emblavées en blé, aprés avoir atteint un maximum de 239,2 millions d’hectares en 1981, ont
progressivement diminué pour s’établir a 216,8 millions d’hectares en 2010, selon les données de

base de ’'USDA (Figure 03).
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Figure 03 : Carte du monde représentant la production mondiale de céréales (FAO, 2016).

1.2.2. Dans le bassin méditerranéen

La région méditerranéenne « élargie », comprenant I’ Afrique du Nord, le Moyen-Orient et I’Europe
du Sud, représente moins de 10 % de la production mondiale de blé. Toutefois, en raison de sa forte
densité démographique, elle occupe le premier rang en matiere de consommation et d’importation de
céréales. Dans la majorité des pays méditerranéens, les céréales constituent la base de I’alimentation

humaine (Abecassis et al., 2017).
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1.3.  Variétés et catégories de blé

Il existe un trés grand nombre de variétés de blé, sélectionnées et cultivées par les agriculteurs en
fonction des conditions pédoclimatiques des régions de production, dans le but d’optimiser les
rendements et la qualité des récoltes. L’ensemble de ces variétés est généralement classé en trois

grandes catégories, en fonction des caractéristiques morphologiques et technologiques du grain.

= Les blés tendres : Les grains de blé tendre sont de forme arrondie, avec des enveloppes
épaisses et opaques. lls se prétent particulierement bien a la mouture, car lors du passage entre
les cylindres de broyage, les enveloppes s’aplatissent et s’ouvrent sans se fragmenter
excessivement, libérant ’lamande et produisant une proportion élevée de son. Les blés tendres
permettent d’obtenir une farine de bonne qualité technologique, contenant généralement entre
8 et 10 % de gluten, et présentant de bonnes aptitudes a la panification.

= Lesblés durs : Les blés durs sont principalement cultives dans les régions a climat chaud et
sec. Leurs grains sont allongés, parfois pointus, et présentent des enveloppes relativement
fines et légerement translucides. Comparativement aux blés tendres, ils produisent une
quantité moindre de son. La farine issue des blés durs, bien que plus riche en gluten (12 a 14
%), possede des propriétés rhéologiques moins favorables a la panification.

= Les blés mitadins : Ces mitadins présentent des caracteristiques intermédiaires entre celles
des blés tendres et des blés durs. Leurs grains sont plus aplatis que ceux du blé tendre et moins
allongés que ceux du blé dur, avec des enveloppes d’épaisseur moyenne et relativement
résistantes. Grace a un gluten de trés bonne qualité, les blés mitadins sont parfois utilisés
comme blés de force, notamment en melange avec des blés tendres, permettant ainsi

I’obtention de farines présentant d’excellentes aptitudes a la panification (Abecassis, 1993).

1.3.1. Variétés en Algérie

Malgré la grande richesse des ressources génétiques locales, les variétés de blé actuellement
cultivées en Algérie présentent un spectre relativement restreint au regard de la diversité des
conditions agro-climatiques du pays. Cette situation s’explique par plusieurs facteurs, notamment
I’adoption de méthodes d’amélioration variétale parfois empiriques, ainsi que 1’introduction rapide
de matériel végétal présentant des caractéristiques d’adaptation spécifiques, souvent peu diversifiées
(ATt Kaki, 2007).

Les principales variétés de céréales cultivées en Algérie sont issues de la sélection généalogique

réalisée a partir d’individus prélevés dans les populations locales, de variétés introduites ou de lignées
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créées par hybridation. Selon le Bulletin des variétés des céréales autogames du Centre National de
Contrdle et de Certification des semences et plants (CNCC, 2015), I’ Algérie dispose néanmoins d une
gamme relativement large de variétés de blé tendre, parmi lesquelles les plus utilisées sont les
suivantes (Fellahi et al., 2013) :

% Ain Abid : variété originaire d’Espagne, a port demi-dressé et a précocité moyenne. Elle
présente un épi pyramidal et lache, avec des grains ovoides et roux. Cette variété se distingue
par un rendement élevé et une bonne résistance a 1’oidium, a la fusariose et a la septoriose.

% Mahon Démias : variété introduite en Algérie durant la période coloniale. Elle est rustique,
tardive, dotée d’une paille haute et velue. Elle est particulierement adaptée aux zones séches
et aux sols légers.

% Akhamokh : wvariété d’origine mexicaine (CIMMYT), issue du croisement
Irena/Badax//Pastor (CMSS96 M05638T-040Y-010S-010M-00S-4M-0Y). Elle présente un
port demi-dresse a demi-étalé, une tige de hauteur moyenne et un épi fusiforme, demi-lache a
demi-compact. Les grains sont blancs et allonges. Elle se caractérise par un rendement élevé
et une bonne résistance a la rouille jaune et a la fusariose.

% Arz: variété introduite du Mexique (CIMMYT), issue du croisement Mayo 54 ILR64 / TAC
S. Elle possede un port dressé, une tige longue et un épi pyramidal, colore et lache, a grains
roux et ovoides. Elle est reconnue pour son rendement élevé et sa résistance a 1’oidium sur
épi, a la rouille jaune, a la fusariose et a la septoriose.

s Boumerzoug : variété d’origine mexicaine (CIMMYT), issue du croisement
CMSS93B00255S-48Y-010M-010Y-010M-7Y-0M-4KBY-0KBY-0M. Elle présente un port
demi-dressé au tallage, une paille courte et un épi pyramidal, demi-lache a demi-compact,
avec des grains ovoides et roux. Elle se distingue par un rendement élevé et une bonne
résistance a I’oidium sur €pi, a la rouille brune et jaune, ainsi qu’a la fusariose.

% Massine : variété originaire du Mexique, obtenue a partir de la sélection Pastor CM85295-

001TOPY-2M-0Y-0M-3Y-0M-0SY. Elle présente un port demi-dresse au tallage, une tige de

hauteur moyenne et un épi lache a bords paralléles. Les grains sont blancs et allongés. Elle
combine un rendement élevé avec une bonne résistance a I’oidium sur épi, a la rouille jaune,

a la fusariose et a la septoriose.

Tidis : issue du croisement ERENACM91575-OM-0Y-2M-0Y, obtenue par le CIMMYT.

Elle se caractérise par un port dressé, une tige courte et un épi lache a bords paralleles. Les

e

AS

grains sont ovoides et blancs. Cette variété est hautement productive et résistante a la rouille

brune et jaune ainsi qu’a la fusariose.
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Hodna : variété originaire de Syrie, obtenue par I’ACSAD. Elle présente un port dressé, une
tige de hauteur moyenne et un épi pyramidal a grains ovoides et roux. Elle offre un rendement
¢levé et une bonne résistance a 1’oidium sur feuille et sur épi, a la rouille brune et jaune, a la
fusariose et a la septoriose.

» Florence Aurore : variété d’origine tunisienne, issue du croisement Florence x Aurore 588,

L)

obtenue par 'INRA Tunis. Elle posséde un port dressé au tallage, une tige longue et un épi
blanc, fusiforme et trés lache. Les grains sont ovoides et blancs. Elle se distingue par un
rendement élevé et une résistance élevée aux principales maladies fongiques, notamment
I’0idium, la rouille brune et jaune, la fusariose et la septoriose.

» Anza : variété d’origine américaine (Californie), introduite en Algérie depuis 1978, issue du
croisement Lr/N10B//3Ane 118739-4R-1M-1R*, connue localement sous le nom de Ghriss
75. Elle est précoce et tres productive, notamment grace a un tallage-épi élevé.

% Hidhab 1220 : variété précoce, a paille de hauteur moyenne et a epi long. Elle présente une
bonne résistance a la verse et a la rouille brune, ainsi que de bonnes caractéristiques

technologiques pour la panification.

La production nationale céréaliere de la campagne 2012/2013 était de I'ordre de 49 millions de
quintaux, soit en dessous des prévisions estimées a 52 millions de Qx et des objectifs fixés a
50.723.180 Qx (Zaghouane et al., 2013) (Figure 04). La production cérealiere algérienne a reculé en
2015-2016. Selon les chiffres cités par le Ministére de I’Agriculture, la production nationale de
céréales (orge, blé tendre et dur) a chuté a 3.3 millions de Qx durant la derniere saison. Elle était de
4 millions de Qx en 2014-2015, de 3.5 millions de Qx en 2013-2014 et de 4.91 millions de tonnes en
2012-2013 (FAO 2016).
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Figure 04 : Production céréaliere de la campagne 2012/2013 par espéce (Zaghouane et al., 2013).

1.4.  Structure du grain de blé

Sur le plan morphologique, la forme du grain de blé varie de sphérique a allongée. 1l se caractérise
par la présence d’un sillon longitudinal marqué, s’étendant sur toute la longueur de la face ventrale,
dont la profondeur peut atteindre pres de la moiti¢ de I’épaisseur du grain (Paul, 1984). Sur la face
dorsale, le germe s’étend du pole basal jusqu’au tiers de la longueur du grain, tandis qu’au pole apical,

le grain est coiffé d’une brosse formée de poils trés courts, a peine visibles a 1’ceil nu.

Les dimensions du grain varient généralement de 5 a 7 mm de longueur, de 2,5 a 4 mm de largeur
et de 2,5 a 3,5 mm d’épaisseur, pour un poids compris entre 20 et 50 mg (Surget et Barron, 2005).
Ces parameétres constituent des caractéristiques variétales pouvant étre influencées par les conditions
de culture et par la position du grain sur I’épi. En régle générale, les grains les plus volumineux sont
localisés au centre de 1’épi (Calderini et al., 2000 ; Evers et Millar, 2002). Chez les especes présentant
des tailles de grains hétérogenes, la taille moyenne diminue progressivement de la tige principale vers
les autres talles (Evers et Millar, 2002). La couleur du grain varie du roux au blanc et dépend de
plusieurs facteurs, notamment 1’origine géographique, la nature du sol, les pratiques culturales et les

conditions climatiques (Calvel, 1984).
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L’examen morphologique d’un grain de blé met en évidence :

Une face dorsale plus ou moins bombée ;
Une face ventrale présentant un sillon profond ;
A la partie supérieure, une brosse constituée de courts poils ;

A la partie inférieure, la présence du germe visible sur la face dorsale.

Sur le plan histologique, le grain de blé est constitué de trois principaux types de tissus : le germe,

représentant environ 2,5 a 3 % du poids du grain, les enveloppes, représentant 13 a 16 %, et I’albumen,

qui constitue la fraction majoritaire avec 80 a 85 % du poids total (Kent et Evers, 1994 ; Barron et

al., 2007). Ces éléments s’organisent en trois grandes régions distinctes (Debiton, 2010).

> Les enveloppes : Les enveloppes représentent environ 14 a 15 % du poids du grain. Elles

sont constituées de cing tissus superposés, présentant chacun une structure et une épaisseur
spécifiques (Barron et al., 2007). De I’extéricur vers I'intérieur du grain, on distingue
successivement le péricarpe externe (€picarpe), qui constitue I’enveloppe du fruit, puis le
péricarpe interne formé du mésocarpe et de I’endocarpe (Figure 05). Viennent ensuite la testa
et ’épiderme du nucelle, également appelé couche hyaline (Surget et Barron, 2005). Ces tissus
sont principalement composés de cellules vides dont les parois sont riches en fibres et en
composes phénoliques (Hemery et al., 2007).

Le germe (ou embryon) : Le germe résulte de la fusion des gamétes male et femelle. A
maturité, il comprend 1’axe embryonnaire et le scutellum, considéré comme ’homologue d’un
cotylédon. Chez les céréales, le germe présente la plus forte teneur en lipides et en vitamines
liposolubles, ainsi que la teneur en humidité la plus élevée du grain mature (Song et al., 1998).

Il représente environ 2,5 % du poids du grain et comprend :

Le cotylédon ou scutellum, riche en lipides et en protéines ;

La plantule, plus ou moins différenciée ;

La radicule ou racine embryonnaire, protégée par le coléorhize ;

La gemmule, comportant un nombre variable de feuilles visibles, enfermées dans un étui
protecteur appelé coléoptile (Feillet, 2000).

L’endosperme ou albumen : L’endosperme représente 83 a 85 % du poids du grain et est
constitu¢ majoritairement d’amidon (environ 70 %) et de gluten (environ 7 %). Chez le blé
dur, ’albumen présente une texture cornée et vitreuse. Il est formé de 1’albumen amylacé et

de la couche a aleurone. L’albumen amylacé constitue la masse centrale du grain. Il est
29



compos¢ de cellules compactes renfermant des grains d’amidon enchassés dans une matrice
protéique plus ou moins dense. Ces réserves nutritives sont mobilisées pour assurer la

croissance de I’axe embryonnaire lors des premiéres phases de la germination.

Les cellules de I’albumen amylacé sont entourées par la couche a aleurone, également appelée
assise protéique. Celle-ci est formée d’une seule couche de cellules cubiques d’environ 50 pm, a
parois épaisses et a contenu dense, avec des noyaux bien visibles. Contrairement aux cellules de
I’albumen amylacé, les cellules de 1’aleurone ne contiennent pas d’amidon, mais sont riches en
protéines et en lipides. Elles jouent un role essentiel, d’une part dans le développement du grain, et
d’autre part lors de la germination, car elles sont le siége de la synthése des enzymes hydrolytiques

responsables de la mobilisation et de la solubilisation des réserves (Kent et Evers, 1994).
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Figure 05 : Anatomie schématique du grain de blé et proportion relative des principaux tissus du

grain (Surget et Barron, 2005).
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1.5.

Composition biochimique du grain de blé

Le grain de blé est constitué de matieres organiques et minérales, organisées en plusieurs

composants principaux :

a)

b)

d)

Glucides : Les glucides représentent la fraction majoritaire du grain. lls sont principalement
sous forme d’amidon, un glucide complexe, qui constitue environ 70 % de la matiere séche
(Feillet, 2000). Le grain contient également des sucres simples tels que le glucose, le fructose,
le saccharose et le raffinose (Fredot, 2009). La cellulose, présente dans le péricarpe, est un
glucide complexe, mais elle est difficilement digestible pour les animaux monogastriques
(FAO, 2018).

Protéines : La teneur en protéines du grain de blé varie généralement entre 10 et 15 %, selon
la variété. Ces protéines se repartissent en deux grandes catégories : les protéines de structure
et les protéines de fonction (Battais et al., 2007). La teneur protéique moyenne des céréales
dépend de I’espece, étant de I’ordre de 12 % pour le blé et de 11 % pour I’orge. Certains acides
amineés essentiels, notamment la lysine, jouent un role fondamental dans 1’alimentation
animale (FAQO, 2018).

Lipides : Les lipides, ou matieres grasses, sont présents en faible proportion dans les céréales,
principalement localisés dans le germe et la couche a aleurone (assise protéique). Dans le blé,
ils représentent environ 1 a 2 % de la matiére seche (Fredot, 2012 ; FAO, 2018).

Eau : Le grain de bl¢ mir contient environ 13,5 % d’eau, une teneur relativement faible qui
favorise sa conservation en limitant le développement des micro-organismes, notamment des
moisissures (Feillet, 2000). La teneur en eau varie selon les conditions de stockage et
influence directement les réactions chimiques et enzymatiques dans le grain. Un exces d’eau
favorise le développement microbien et altére la qualité du grain (FAO, 2018).

Minéraux : Les éeléments minéraux sont présents en faibles quantités. Les principaux
minéraux dans le grain de blé sont le phosphore, le potassium, le manganése et le cuivre. Ils
sont généralement sous forme de sels, tels que les phosphates, chlorures ou sulfates (Berhaut
et al., 2003).

Vitamines et pigments : Les vitamines sont des substances chimiques essentielles pour la
nutrition et se concentrent principalement dans le péricarpe, le germe et les enveloppes, bien
que leurs teneurs restent faibles (FAO, 2018). Les pigments, spécifiques a chaque espéce ou
variété, sont également présents et certains, comme les caroténoides, sont associés a 1’activité

vitaminique.
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1.6. Le cycle biologique du blé

Le cycle végétatif du blé se décompose en trois périodes principales : la période végétative, la
période de reproduction et la période de maturation (Figure 06).

a. Période végétative
Cette période s’étend du semis jusqu’au début de la montaison et se subdivise en plusieurs phases :

e Phase germination — levée : La germination commence lorsque le grain a absorbé environ
25 % de son poids en eau. Les téguments se déchirent, la racine principale, protégée par la
coléorhize, apparait, suivie de la sortie de la premiére feuille, enveloppée par la coléoptile. A
la surface du sol se développent ensuite d’autres racines et feuilles. La durée de cette phase
varie avec la température, généralement entre 8 et 15 jours (Clément et Prat, 1970).

e Phase levee — tallage : Pendant cette phase, un filament issu de la coléoptile termine par un
renflement qui s’épaissit progressivement pour former le plateau de tallage, presque au niveau
de la surface du sol. Des racines secondaires se développent rapidement et de nouvelles
feuilles apparaissent. Chaque nouvelle feuille est associée a I’apparition d une talle. Les futurs
épillets se distinguent par de simples étranglements sur la partie supérieure de la plante (Gate,
1995).

e Phase tallage — montaison : La différenciation des épillets se poursuit par une série
d’étranglements successifs du cone formateur d’épi. Les talles herbacées se développent
activement (Baldy, 1984).

b. Période de reproduction

Cette période s’étend de la montaison a la fécondation :

e Phase de montaison : Durant cette phase, certaines talles herbacées se transforment en tiges
portant des épis, tandis que d’autres régressent. La croissance en taille et en matiere seche est
alors intense. La phase se termine au moment de la différenciation des stigmates et dure
environ 29 a 30 jours (Bahlouli et al., 2005).

e Phase d’épiaison : La croissance de la plante est maximale. Cette phase correspond a
I’accumulation de matiére séche, a I’organisation détaillée des épillets et a la fécondation. Elle
dure environ 32 jours (Martin et al., 1984).

c. Période de maturation

Cette période correspond a ’accumulation d’amidon et au transfert actif des réserves (glucides et
protéines) vers les grains. La durée moyenne est de 25 a 26 jours (Belkherchouch et al., 2009). Durant
cette période, I’embryon se forme et le grain acquiert ses caractéristiques finales.
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Phase de multiplication cellulaire intense (12 a 15 jours) : Cette phase se caractérise par
une forte augmentation du volume, de I’eau et de la matiere séche dans le grain, impliquant
une photosynthése trés active (Belaid, 1990). A la fin de cette phase, le grain vert a atteint sa
forme définitive et libére un liquide blanc lors de son ouverture, correspondant au stade de
grain laiteux.

Phase d’enrichissement en glucides et protides (10 a 12 jours) : Le grain accumule ses
réserves amylacées et protidiques. L’eau dans le grain reste relativement constante (palier
hydrique) et les téguments deviennent plus durs et prennent une couleur roux pale a la fin de
la phase.

Phase de dessiccation : Le palier hydrique décroit progressivement. Le grain atteint le stade
demi-dur, puis la maturité, ou il se détache facilement de 1’épi et devient apte au battage

(Benziane, 2015).

33



fleur

épillet en coupe
grain de blé
=
enveloppes caryopse
albumen
coléoptile cotylédon
éamine plantule
\ q coléorhize
‘ ) épiaison
0; ' \ i cycle de
- développement M
{ du blé "’"a’

bourgeons axillaires
(CT du plateau
< > o de thalage)
flg:gggn début de montason

Figure 06 : Cycle du développement du blé (Henry et Buyser., 2000).

2. L’agent pathogene

2.1.  Genéralités sur le genre Fusarium

Les espéces de Fusarium sont des champignons filamenteux cosmopolites, comprenant des

pathogenes opportunistes infectant les plantes a travers le monde, mais pouvant également se

développer en tant que saprophytes dans diverses zones climatiques (Stepien et al., 2019). On

distingue prés de 40 especes largement répandues dans la nature. Certaines sont phytopathogenes et

capables de produire des toxines dangereuses contaminant les denrées alimentaires, provoquant ainsi
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des maladies graves chez les animaux et parfois chez ’homme, appelées mycotoxicoses, comme c’est
le cas pour F. graminearum (Chabasse et al., 2002 ; Stepien et al., 2019).

Ces champignons sont également tres répandus dans le sol, en particulier dans les sols cultivés, ou
ils participent activement a la décomposition de matié¢res végétales cellulosiques. Ils constituent I'une
des principales causes de pourriture des fruits et légumes et sont généralement associés aux céréales
et aux légumineuses, qu’ils envahissent souvent avant la récolte, comme F. oxysporum et F. solani
(Pitt et al., 2009 ; Stepien et al., 2019). Parmi les especes phytopathogénes du genre, F. graminearum

est 'une des plus étudiées.

2.2. Classification et taxonomie de Fusarium

La classification du genre Fusarium a considérablement évalué au fil du temps. Alors que les
premieres descriptions s’appuyaient sur des caracteres morphologiques observables, la taxonomie
moderne privilégie I’analyse de la phylogénie moléculaire, permettant de délimiter plus précisément

les espéces et complexe d’espéces (Debourgogne, 2013).

2.2.1. Le Genre Fusarium

Le genre appartient au phylum des Deutéromycetes (champignons imparfaits), car la plupart des
especes ont été initialement décrites sur la base de caractéres morphologiques, sans observation de
reproduction sexuée. Ces formes imparfaites (anamorphes) possedent un mycélium septé et
produisent des conidies hyalines, généralement unicellulaires, sur des conidiophores libres, classées
dans le groupe des Moniliales (Lepoivre, 2003).

Fusarium produit également des macroconidies composées de deux cellules ou plus, généralement
recourbées avec une cellule apicale plus ou moins pointue et une cellule basale en forme de pied,
critére important pour ’identification des especes (Seifert, 2001). La production de métabolites
secondaires, notamment de mycotoxines et phytotoxines, est courante et peut étre utilisée pour

classifier les espéces (Thrane, 2001).
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2.2.2. Classification taxonomique

La classification phylogénétique actuelle du genre Fusarium est présenté dans le Tableau 01.

2.3.

Tableau 01 : classification du Fusarium (Chevalier, 2019).

Régne Fungi

Division Ascomycota

Classe Sordariomycetes
Sous-classe Hypocreomycetidae
Ordre Hypocreales
Famille Nectriaceae

Genre Fusarium

Aspects morphologiques

Les champignons du genre Fusarium sont des hyalo-hyphomycétes présentant un mycélium septé

et incolore. En culture, les colonies présentent souvent des nuances roses, jaunes, rouges ou violettes

(Booth, 1985 ; Alves-Santos, 1999 ; Katan et Ortoneda, 2003). Les cellules conidiogénes se forment

sur des hyphes aériens ou sur des conidiophores courts et densément branchés.

Les conidies se présentent sous trois types :

Macroconidies : falciformes, avec plusieurs septa transverses, extrémité apicale crochue et
base pédicellée, produites en basipétale par les monophialides ou sporodochia.
Microconidies : ellipsoides, ovoides, subsphériques, pyriformes, claviformes ou
allantoidiennes, généralement unicellulaires, produites en séries basipétales et accumulées en
petites tétes ou chaines.

Blastoconidies : produites séparément sur des cellules polyblastiques, avec 0 a 3 septas.

Des chlamydospores, souvent présentes, sont hyalines ou pales, intercalaires ou terminales, avec

une paroi épaisse (De Hoog, 2011).
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2.4. Fusarium graminearum
2.4.1. Pathogénicité

Fusarium graminearum est un champignon phytopathogéne majeur qui attaque principalement les
céréales, notamment le blé et le mais. Il est reconnu comme 1’un des agents les plus agressifs

responsables de la fusariose des céréales a 1’échelle mondiale (Leslie et Summerell, 2006).

2.4.2. Caracteres culturaux
Les caractéres culturaux de F. graminearum varient en fonction du milieu de culture utilisé :

- Sur milieu Czapek : le mycélium est dense, abondant et floconneux, recouvrant rapidement
toute la surface de la boite de Peétri. La coloration de la colonie varie du jaune péle au rose
grisatre. Le revers présente généralement une teinte rouge orangé, parfois rose péle ou
brunatre.

- Sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar) : le mycélium est également dense et floconneux,
avec des colorations variables allant du brun olive au brun jaunatre, brun rougeétre ou saumon
pale, souvent combinées. Une masse centrale de sporodochies brun rouge a orangé peut
apparaitre. Le revers de la colonie est généralement rubis, plus foncé au centre, et peut parfois
virer au brun violacé (Chabasse et al., 2002 ; Pitt et Hocking, 2009).

2.4.3. Caractéres microscopiques

F. graminearum produit essentiellement des macroconidies, généralement pourvues de cing septas,
bien que ce nombre puisse varier. Ces macroconidies possédent une paroi épaisse et sont droites ou
Iégerement incurvées, avec une face ventrale presque rectiligne et une face dorsale légérement arquée.
La cellule basale présente une forme caractéristique en pied, tandis que la cellule apicale est effilée.
Des chlamydospores peuvent se former tardivement chez certains isolats. En revanche, les

microconidies sont absentes chez cette espéce.

2.4.4. Caractéres physiologiques

La croissance optimale de F. graminearum est observée a des températures comprises entre 24 et
26 °C, aussi bien sur milieux solides que liquides, avec un pH optimal situé entre 6,7 et 7,2. L’activité
de I’eau (aw) minimale requise pour sa croissance est proche de 0,90 (Pitt et Hocking, 2009).

A titre comparatif, Fusarium proliferatum présente une plage de croissance plus large, avec une

température optimale comprise entre 25 et 28 °C et un aw minimal pour la germination de 0,88. Cette
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espece est également capable de se développer dans des atmosphéres contenant jusqu’a 60 % de CO:
et 20 % d’oxygéene, bien que sa croissance soit plus lente et son temps de latence plus long que dans

des conditions normales (Samapundo et al., 2007).

3. La fusariose du blé

La fusariose est une maladie fongique majeure pouvant affecter I’ensemble des organes du blé¢,
depuis la graine jusqu’a 1I’épi. Le terme « fusariose » regroupe un ensemble de symptomes et de
syndromes pathologiques distincts décrits par Parry et al. (1995). Trois formes principales de

fusariose sont généralement distinguées chez le blé (Figure 07) :

- Fusariose des semences ou fonte des semis (Seedling Blight) : elle provoque des pertes a la
levée et des fontes de semis.

- Fusariose du collet (Crown Rot) : elle entraine la nécrose des tissus du collet et un
affaiblissement des plants.

- Fusariose de I’épi (Head Blight ou Fusarium Head Blight, FHB) : elle affecte les épis et
constitue la forme la plus dommageable en raison des pertes de rendement et de la

contamination par les mycotoxines.

Les deux dernieres formes, la fusariose de I’épi (FHB) et la fusariose du collet, également connue
sous le nom de Fusarium crown rot, sont largement répandues sur le blé a I’échelle mondiale (Bentley
et al., 2006). La fusariose du blé a été décrite pour la premiere fois en Angleterre en 1884. Depuis,
de nombreuses épidémies ont été signalées en Asie, en Europe et en Amérique, soulignant

I’importance mondiale de cette maladie (Goswami et Kistler, 2004).
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Figure 07 : Symptdomes et différents types de Fusariose. A: Seedling Blight; B: Foot Rot; C: Head
Blight; D: Grains de blé fusariés (web 01).

3.1. Agents responsables de la fusariose du blé

La fusariose du blé est causée par un complexe pathogene comprenant environ vingt especes du
genre Fusarium ainsi que deux especes du genre Microdochium (Arseniuk et al., 1999). Parmi ces
especes, cing sont reconnues comme les principaux agents responsables de la maladie : Fusarium
avenaceum (Fr.) Sacc., F. culmorum (W.G. Smith) Sacc., F. graminearum Schwabe, F. poae (Peck)
Wollenw (Parry et al., 1995).

Au sein de ’espéce F. graminearum, deux groupes phylogénétiques ont été identifiés et reclassés
en deux especes distinctes : F. pseudograminearum (groupe 1) et F. graminearum sensu stricto
(groupe 2) (Aoki et O’Donnell, 1999).

3.2. Importance économique et impacts sur la qualité des grains
L’importance économique de la fusariose est principalement liée aux pertes de rendement et a la

dégradation de la qualité des grains. Les pertes de rendement sont dues a I’avortement des fleurs ainsi

qu’a la diminution du nombre et du poids des grains (Pirgozliev et al., 2003). Les grains de blé
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infectés sont généralement petits, légers, ridés et peuvent étre recouverts d’un duvet blanc ou rosé
(Champeil et al., 2004).

La fusariose altére également les qualités nutritionnelles et technologiques des grains, ce qui
entraine des conséquences négatives lors des processus de transformation industrielle. 1l a été
démontré que I’invasion des grains par F. graminearum provoque la dégradation de I’amidon, des
protéines de réserve et des parois cellulaires (Bechtel et al., 1985). Dexter et al. (1997) ont ainsi
observé que les farines issues de lots de blé contaminés par Fusarium présentaient de faibles qualités
de panification. La fusariose peut également affecter la qualité des semences. En effet, I'utilisation
de graines contaminées favorise I’apparition de fontes de semis et de symptomes de fusariose de la
tige chez les plantules, entrainant une réduction du nombre d’épis et du poids des grains (Pirgozliev
et al., 2003).

Par ailleurs, la pourriture du collet (FCR) et la fusariose de I’épi (FHB) figurent parmi les maladies
les plus destructrices économiquement pour la production mondiale de petites céreales. Outre les
pertes de rendement, ces maladies entrainent une contamination des grains par des mycotoxines,
notamment les trichothécénes et la zéaralénone, rendant les céréales impropres a la consommation

humaine ou animale (Goswami et Kistler, 2004 ; Scherm et al., 2013).

3.3. La fusariose du collet

La pourriture fusarienne du collet (Fusarium Crown Rot) est causée principalement par plusieurs
especes du genre Fusarium, notamment F. culmorum, F. avenaceum et F. graminearum. Ces agents
pathogenes infectent la coléoptile, la feuille primaire et la base de la tige des semis de blé, provoquant

des symptdmes de brunissement et de décomposition des tissus.

Les agents responsables de la FCR sont largement répartis a I’échelle mondiale, en particulier dans
les zones de culture du blé arides et semi-arides (Kazan et Gardiner, 2018). Les plantules infectées
peuvent mourir avant ou aprés 1’émergence. Lorsque les plantes survivent, les symptémes typiques
comprennent le brunissement de la coléoptile, des entre-nceuds de la couronne, des gaines foliaires
inférieures, des tissus nodaux et des tiges adjacentes. Ces symptomes peuvent apparaitre quelques
semaines apres la plantation ou plus tard au cours du développement de la plante.

Les plantes atteintes peuvent également présenter des épis blanchis, contenant peu ou pas de grains,
ou des grains ratatinés. La sévérité des symptomes est généralement exacerbée en conditions de stress

hydrique (Kazan et Gardiner, 2017). La FCR provoque en outre une réduction de la densité du
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peuplement ainsi que la pourriture des graines, des racines, des couronnes, des sous-couronnes et des
tissus inférieurs de la tige (Paulitz et al., 2002).

Des pertes de rendement allant jusqu’a 35 % ont été rapportées sur le blé d’hiver dans la région du
Pacifique Nord-Ouest des Etats-Unis (Smiley et al., 2005). En raison de son expansion et de sa
sévérité croissante, la fusariose du collet constitue aujourd’hui une menace majeure pour la culture
du blé (Powell et al., 2017).

Des études omiques ont montré que la résistance du blé a la FCR est associée a 1’activation
transcriptionnelle de facteurs de transcription, de génes impliqués dans le transport cellulaire et la
détoxification, ainsi qu’a I’accumulation de protéines liées a la photosynthese, a la biosynthése des
métabolites secondaires, a la voie des phénylpropanoides et au métabolisme du glutathion (Qiao et
al., 2021). En outre, certaines espéces de Fusarium présentes sur les céréales sont responsables de la
contamination des grains par diverses mycotoxines (Prescott et al., 1987 ; Ballois, 2012).

3.4. Conditions favorisant le développement et la sévérité de la fusariose

La sévérité des attaques de fusariose et ’ampleur des épidémies résultent de I’interaction de trois
groupes de facteurs indépendants du pathogene : les facteurs climatiques, les facteurs culturaux (ou
agronomiques) et les facteurs physiologiques et phénologiques de la plante héte (Sutton, 1982 ; Bai
et Shaner, 2004 ; Alvarez et al., 2010 ; Walter et al., 2010).

o Facteurs climatiques : Les facteurs climatiques, en particulier la tempeérature et
I’humidité, jouent un réle déterminant dans le développement de la fusariose, car ils
conditionnent a la fois la germination des spores, la survie du pathogene et le processus
d’infection. La température et ’humidité expliquent a elles seules pres de 48 % de la
variation observée dans l’intensité de la maladie, faisant du climat le facteur
prépondérant dans le développement de la fusariose (Mathieu et al., 2012). Chaque
espece de Fusarium présente des exigences spécifiques en matiere de température et
d’humidité pour une croissance et une infection optimale. De plus, des souches
appartenant a une méme espece mais issues de régions géographiques différentes
peuvent présenter des optima climatiques distincts, suggérant 1’existence d’une
adaptation géographique et climatique chez certaines especes de champignons
phytopathogenes (Xu et Nicholson, 2009 ; Doohan et al., 2003). Ainsi, F.
graminearum et F. avenaceum présentent une température optimale de croissance
comprise entre 28 et 29 °C, tandis que F. culmorum montre un optima d’environ 26,5

°C (Rossi et al., 2001). Ces différences expliquent en partie leur distribution
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géographique : F. culmorum, F. poae, F. avenaceum sont majoritairement rencontrés
dans des régions a climat froid et humide, telles que le nord et I’est de la France ou le
Royaume-Uni, alors que F. graminearum est plus fréqguemment observé dans des
zones a climat tempéré (Doohan et al., 2003 ; Arseniuk et al., 1999). En raison de
I’impossibilité¢ d’agir directement sur les conditions climatiques, les stratégies de lutte
contre la fusariose doivent principalement cibler les facteurs culturaux et
physiologiques de la plante hote.

o Facteurs agronomiques : Les facteurs culturaux influencent principalement la
conservation, la survie et la disponibilité de I’inoculum primaire. Il est désormais bien
¢tabli qu’un précédent cultural constitu¢ d’une plante sensible a la fusariose, telle que
le mais, le blé ou ’orge, constitue une source majeure d’inoculum pour la culture
suivante. Le champignon peut persister sous forme de spores ou de mycélium sur les
résidus de culture infectés (McMullen et al., 1997). Les pratiques culturales jouent
donc un rdle clé dans la gestion de la maladie. Les systemes de culture favorisant
I’accumulation de résidus en surface augmentent le risque de développement de la
fusariose.

o Facteurs physiologiques et phénologiques de la plante hdte : Les facteurs
physiologiques et phénologiques de la plante héte interviennent également de maniere
déterminante dans le développement et la sévérité de la fusariose. L’intensité de la
maladie dépend certes de la quantité d’inoculum initial et de la virulence des souches
pathogenes, mais elle est également influencée par de nombreux parameétres liés a la

plante.

Parmi ces facteurs figurent la taille des plantes, 1’architecture et la structure des épis (présence de
barbes, ¢épis plus ou moins fermés), la densité des épillets, I’état physiologique général, le niveau de
stress hydrique ou nutritionnel, le stade de développement, ainsi que la date et la durée de la floraison
(Bal, 1994 ; Champeil et al., 2004 ; Xu et al., 2005 ; Audenaert et al., 2009).

La sensibilité variétale constitue également un facteur clé. Les cultivars trés sensibles exposés a une
forte pression d’inoculum, notamment au stade de la floraison, présentent des niveaux de sévérité
nettement plus élevés que les variétés partiellement résistantes. Ainsi, la combinaison de conditions
climatiques favorables, d’une forte pression d’inoculum et d’une sensibilité variétale élevée conduit

aux niveaux maximaux de développement de la maladie et de contamination des grains.
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3.5.  Cycle infectieux
F. graminearum survit durant I’hiver sous forme de mycélium ou de chlamydospores dans le sol
et sur les résidus de cultures précédentes, constituant ainsi I’inoculum primaire des infections
printaniéres (Trail et al., 2002). Le champignon peut également persister sur les semences de blé.
L’inoculum primaire est principalement composé d’ascospores produites dans des périthéces,
structures de reproduction sexuée formées sur les débris végétaux lorsque les conditions de
température et d’humidité sont favorables. Les ascospores et les conidies sont disséminées par le vent

et les projections d’eau de pluie ou d’irrigation, ce qui facilite leur dépét sur les épis.

Les infections se produisent majoritairement au stade de la floraison, période durant laquelle les
anthéres s’ouvrent et liberent le pollen. Ce stade est particulicrement sensible en raison de la présence
de composés tels que la bétaine et la choline, susceptibles de stimuler la germination des spores et la
croissance du pathogéne (Strange et Smith, 1971 ; Nkongolo et al., 1993). Les symptomes
apparaissent généralement 2 a 6 jours apres I’infection initiale. La maladie est ensuite amplifiée par
des infections secondaires dues aux conidies produites sur les épis infectés et disséminées par le vent
ou par éclaboussement. Le cycle infectieux de la fusariose du collet comprend trois phases distinctes
(Figure 08) :

. Une phase d’infection initiale caractérisée par la prolifération du pathogéne autour du site
d’infection ;

. Une phase de latence marquée par une faible augmentation de la biomasse fongique et une
expression limitée des symptomes ;

. Une phase nécrotrophe au cours de laquelle le pathogéne colonise rapidement les tissus
internes du collet, entrainant I’apparition de Iésions nécrotiques et le brunissement des tiges (Stephens

et al., 2008 ; Beccari et al., 2011).
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Figure 08 : Cycle infectieux de la fusariose (web 02).

Au cours de la pathogenese, les agents responsables de la FCR produisent diverses enzymes
permettant de contourner les mécanismes de défense de la plante. L’induction de laccases actives
(Kwon et Anderson, 2002) ainsi que I’augmentation de I’activité catalase (Ponts et al., 2009) ont eté
rapportées. Ces enzymes sont impliquées dans la réduction ou I’inactivation des especes réactives de
I’oxygene produites par la plante en réponse a I’infection par des pathogénes nécrotrophes (Mayer et
al., 2001).

La gravité de la fusariose varie selon les années et les parcelles et dépend étroitement des conditions
climatiques, du stade de développement de la plante et de la pression d’inoculum. Plus I’infection
survient précocement, plus les symptémes sont séveres. Lorsque des cultivars sensibles sont exposés
a une forte pression d’inoculum au moment de la floraison, combinée a des conditions
environnementales favorables, la sévérité de la maladie et la contamination en mycotoxines atteignent
des niveaux maximaux (Richard, 2004 ; Martin et al., 2007 ; Wegulo et al., 2008 ; Mathieu et al.,
2012).
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3.6.  Outils de détection et d’identification des espéces fusariennes

L’identification précise des espéces du genre Fusarium impliquées dans les maladies des céréales
constitue une étape essentielle pour la compréhension de 1’épidémiologie de la fusariose et pour la
mise en place de stratégies de gestion adaptées. Cette identification repose classiqguement sur des
approches morphologiques, complétées et renforcées par des outils moléculaires.

3.6.1. Identification morphologique des especes de Fusarium

La détermination morphologique des espéces de Fusarium repose sur 1’observation d’un ensemble
de caractéres anamorphiques développés en conditions de culture, notamment sur le milieu PDA. Les
principaux critéres pris en compte incluent la vitesse de croissance des colonies, I’aspect et la densité
du mycélium aérien, la coloration de la face et du revers de la colonie, ’odeur, ainsi que la couleur et
I’abondance des sporodochies (Burgess et al., 1991).

L’analyse combinée de ces caractéristiques morphologiques permet une premiere identification des
especes, réalisée a I’aide de clés taxonomiques de référence largement utilisées, notamment celles
proposées par Nelson et al. (1983), Nirenberg et al. (1982), Aoki et O’Donnell (1999) et Leslie et
Summerell (2006).

Bien que cette approche demeure fondamentale en mycologie, elle présente certaines limites,
notamment en raison de la variabilité phenotypique des isolats et de la similarité morphologique entre

certaines especes étroitement apparentées.

3.6.2. Identification des Fusarium spp. par outils moléculaires

L’identification moléculaire des especes du genre Fusarium constitue aujourd’hui une approche
incontournable, en complément des méthodes morphologiques, en raison de la grande variabilité
phénotypique observée au sein du genre et de la proximité taxonomique entre certaines especes. Ces
méthodes reposent principalement sur ’analyse de marqueurs génétiques conservés ou spécifiques,
permettant une discrimination fiable et reproductible des espéces impliquées dans la fusariose des
céréales (Edwards et al., 2002).

Les techniques les plus couramment utilisées sont basées sur ’amplification de fragments d’ADN
par réaction de polymérisation en chaine (PCR), ciblant des régions génomiques telles que les genes
codant pour le facteur d’élongation 1 alpha (EFla), I’ARN ribosomal (ITS) (Hsu et al., 2003) ou
encore des genes impliqués dans la résistance a la fusariose, notamment les genes de la famille SB.
L’utilisation d’amorces spécifiques ou semi-spécifiques permet ainsi I’identification précise des

espeéces de Fusarium associées aux infections du blé et du mais.
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3.7.  Les génes de résistance dans I’interaction Fusarium—plante

La majorité des résistances aux agents pathogenes caractérises chez les plantes est contrdlée par
des genes dominants. Ce type de résistance implique des mécanismes de reconnaissance du pathogéne
conduisant a l'induction d'un vaste ensemble de réactions de défense. Le concept de Flor (1971),
appelé "modele gene a géne", permet d'expliquer la grande majorité des résistances monogéniques
dominantes et a été confirmé au niveau moléculaire : les mécanismes de résistance sont induits si et
seulement si la protéine codée chez la plante par un géne de résistance R "reconnait™ la protéine codée
chez ’agent pathogéne par un gene dominant dit "d'avirulence" (géne Avr). De nombreux génes R
ont été caractérisés au niveau moléculaire chez différentes espéces végétales, telles que les céréales
(riz, orge, mais). Ces génes contrdlent une résistance vis-a-vis de bioagresseurs aussi différents que
des bactéries, des virus, des champignons, des nématodes et méme des insectes (McDowell and
Woffenden, 2003).

Les génes de résistance (R genes) sont des composants majeurs du systeme immunitaire des
plantes, responsables de la reconnaissance spécifique des agents pathogenes et de I’activation de
réponses de défense. Chez de nombreuses especes végétales, les genes R codent des protéines de la
famille NBS-LRR (Nucleotide Binding Site—Leucine Rich Repeat), capables de détecter des
effecteurs pathogéniques et de déclencher des réponses telles que la réaction d’hypersensibilité (HR)
et ’expression de génes de défense (Dangl et Jones, 2001).

L'identification de nouveaux genes R est essentielle pour améliorer la résistance aux maladies du
blé (Ren et al., 2017). Cependant, cela s'avere complexe pour les approches traditionnelles de
sélection (Zhang et al., 2020). Les mécanismes de résistance ont été associés a des facteurs de
transcription, a des génes de transport et de detoxification, ainsi qu'a des voies métaboliques telles
que la biosynthése des phénylpropanoides et du glutathion (Powell et al., 2017 ; Qiao et al., 2021).
Les études d'association pangénomique (GWAS) se sont révélées efficaces pour identifier de
nouveaux genes/loci de caracteres quantitatifs (QTL) liés a la résistance au Fusarium.

Les approches d’identification moléculaire de Fusarium tirent parti de cette diversité génétique. En
effet, des profils moléculaires basés sur des séquences associées aux genes d’avirulence ou a d’autres
marqueurs différenciant les races permettent de caractériser précisément les souches pathogeénes
(Yang et al., 2021).

Ainsi, lacompréhension des génes R et de leur réle fonctionnel dans la résistance des plantes nourrit
directement les stratégies de diagnostic moléculaire et d’amélioration variétale face aux especes de

Fusarium.
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4. Les acides phénoliques
4.1. Généralités

Les polyphénols, également appelés composés phénoliques, sont des métabolites secondaires
spécifiques du régne végétal. Ils sont largement distribués dans I’ensemble des organes de la plante,
notamment les racines, les tiges, les feuilles et les fleurs. Cette appellation générique regroupe un
vaste ensemble de substances présentant une grande diversité structurale, ce qui rend leur définition

précise particulierement complexe (Bruneton, 1993).

A ce jour, plus de 8 000 composés phénoliques ont été isolés et caractérisés (Mompon et al., 1998).
En fonction de leurs caractéristiques structurales, ces molécules sont classées en une dizaine de
grandes familles chimiques. Elles partagent néanmoins une caracteristique commune : la présence,
dans leur structure, d’au moins un cycle aromatique a six atomes de carbone, substitué par un nombre
variable de groupements hydroxyles (—OH) (Hennebelle et al., 2004) (Figure 09). Les composés
phénoliques peuvent se présenter sous forme de monomeres, de polymeéres ou de complexes, avec
des masses moléculaires pouvant atteindre 9 000 Da (Harborne, 1993). Dans les céréales, les
composeés phénoliques les plus frequemment rencontrés sont les acides caféique, férulique,
chlorogénique et p-coumarique. Ces acides phénoliques sont des composés aromatiques caractérises
par la présence d’au moins un groupement carboxylique associé¢ a un cycle phénolique (Pons, 2010).
Ils peuvent exister sous forme libre, soluble, ou étre liés de maniere covalente aux composants de la

paroi cellulaire.

Cette dualité confére aux acides phénoliques des fonctions biologiques importantes. Lorsqu’ils sont
liés a la paroi, ils participent au renforcement structural des tissus végétaux. Sous forme soluble, ou
libérés lors de la dégradation de la paroi cellulaire par les enzymes fongiques, ils peuvent également
jouer un réle de défense en agissant comme molécules antifongiques, contribuant ainsi a la résistance

des plantes face aux agents pathogenes.
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Figure 09 : Structure chimique de quelques acides phénoliques (Macheix et al., 1990).

4.2. Role des acides phénoliques dans les mécanismes de résistance

La résistance aux maladies chez les céréales constitue un mécanisme complexe et multifactoriel,
résultant de I’interaction de nombreux composants contribuant a la résistance globale des cultivars
(McKeehen et al., 1999). Parmi ces composants, les acides phénoliques occupent une place
importante en raison de leur implication reconnue dans les mécanismes de défense des plantes contre
les agents pathogenes fongiques.

Les acides phénoliques ont fréquemment été décrits comme des acteurs clés de la défense végétale,
agissant soit par une interaction directe avec les champignons phytopathogénes, soit indirectement
par le renforcement des structures cellulaires de la plante, notamment la paroi cellulaire, qui constitue
une barriere mécanique limitant la pénétration et la progression du pathogene (Lattanzio et al., 2006
; Siranidou et al., 2002). En s’incorporant aux composants pariétaux, ces composés contribuent a
I’augmentation de la rigidité et de la résistance des tissus végétaux.

Par ailleurs, les acides phénoliques sont également suspectés de jouer un rdle dans la réduction de
I’accumulation des mycotoxines dans les tissus végétaux. En effet, plusieurs études ont montré que
ces composés possédent, in vitro, une capacité a inhiber la production de diverses mycotoxines
fongiques, notamment les trichothécénes de type B (TCTB) (Boutigny et al., 2009) ainsi que les
fumonisines (Atanasova-Penichon et al., 2014 ; Dambolena et al., 2008 ; Samapundo et al., 2007)

(Figure 10).
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Plusieurs travaux ont mis en évidence une relation potentielle entre la teneur en acides phénoliques
des grains, en particulier I’acide férulique et I’acide p-coumarique, et le niveau de résistance a la
fusariose chez le blé (McKeehen et al., 1999 ; Siranidou et al., 2002). Cette hypothese est confortée
par les résultats de Boutigny (2007), qui a observé des concentrations plus élevées d’acide férulique
sous forme liée dans les grains d’une variété de blé résistante comparativement a une variété sensible.

De plus, Santiago et al. (2007) ont mis en évidence le role potentiel des diméres d’acide férulique
dans les mécanismes de résistance a F. graminearum, notamment au niveau de la tige. Ces dimeres,
en renforgant les liaisons entre les constituants de la paroi cellulaire, pourraient limiter la colonisation

des tissus par le pathogéne et contribuer ainsi a une meilleure résistance de la plante.
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Figure 10 : Biosynthése des composés phénoliques le plus largement distribués (Crozie et al.,
2006).

4.3. Activité antifongique des acides phénoliques dans les céréales

En raison de leurs propriétés antioxydantes, les composés phénoliques ont fait 1’objet de
nombreuses études portant sur leurs effets antifongiques et anti mycotoxines (Atanasova-Penichon et
Richard-Forget, 2014). Plusieurs travaux ont démontré que les acides phénoliques exercent une
toxicité vis-a-vis d’un large éventail de champignons phytopathogénes, incluant différentes espéces
du genre Fusarium (Gauthier et al., 2016 ; Ponts et al., 2011).

L’efficacité antifongique de ces composés a été évaluée in vitro contre diverses espéces de

Fusarium, avec des valeurs de Clso (concentration inhibant 50 % de la croissance fongique) comprises
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entre 0,7 et 10 mM (Atanasova-Penichon et al., 2016). Ces résultats mettent en évidence une
variabilité importante de I’activité antifongique selon la nature du composé phénolique considéré.
Ainsi, les acides phénoliques peuvent étre classés par ordre croissant de toxicité vis-a-vis de Fusarium
graminearum comme sulit : acide chlorogénique < acide p-hydroxybenzoique < acide caféique < acide
syringique < acide p-coumarique < acide férulique (Atanasova-Penichon et al., 2016). Cette
hiérarchisation suggere que les différences structurales entre les acides phénoliques influencent

fortement leur activité antifongique.

4.4.  ROle des parois cellulaires des céréales dans les mécanismes de résistance

La résistance des plantes aux agents pathogenes repose sur un ensemble coordonné de barrieres
défensives, a la fois constitutives et inductibles. Parmi celles-ci, la paroi cellulaire végeétale représente
une composante essentielle que les pathogénes doivent franchir pour coloniser efficacement les tissus
de ’hote (Miedes et al., 2014).

Dans un premier temps, la paroi cellulaire agit comme une barriere passive. La progression de
I’infection nécessite généralement une dégradation locale ou extensive de la matrice pariétale, réalisée
par des enzymes sécrétéees par le pathogeéne (Cantu et al., 2008 ; Hematy et al., 2009). Dans un second
temps, la paroi cellulaire constitue également un réservoir de composés antimicrobiens, qui peuvent
étre libérés lors de sa dégradation et participer activement a la défense de la plante (Garcia-Olmedo
et al., 2001 ; Schulze-Lefert, 2004 ; Vorwerk et al., 2004).

De nombreuses études ont mis en évidence un large éventail de métabolites de défense, constitutifs
ou inductibles, potentiellement impliqués dans la résistance au Fusarium. Parmi ces métabolites, les
acides phénoliques et leurs dérivés occupent une place centrale. Les composés de type benzoique et
cinnamique, qui représentent environ 44 % des phénylpropanoides, sont particulierement abondants

et fortement associés aux mécanismes de défense (Atanasova-Penichon et al., 2016).

Le r6le des phénylpropanoides dans la résistance aux maladies végétales a fait 1’objet de recherches
approfondies (Treutter, 2006). En réponse a une infection par un agent pathogéne, ces composes
peuvent étre libérés de la paroi cellulaire ou synthétisés de novo par la plante, s’accumulant
rapidement au niveau du site d’infection (Nicholson et Hammerschmidt, 1992). Les composés
phénoliques ainsi mobilisés contribuent a la défense de la plante soit par une action directe sur le
pathogéne, soit en renforcant les structures pariétales, augmentant ainsi la résistance mécanique des

tissus végétaux et limitant la progression de I’infection (Siranidou et al., 2002 ; Treutter, 2006).
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5. Les mycotoxines
5.1. Généralités

Les especes du genre Fusarium associées aux céréales sont capables de produire une grande
diversité de mycotoxines (Tableau 02), dont certaines présentent une importance sanitaire et
économique majeure (Bottalico et Perrone, 2002). Les mycotoxines sont des métabolites secondaires
toxiques synthétisés par des champignons microscopiques, principalement dans des conditions
favorables telles que des stocks de grains caractérisés par une humidité et une température élevée.

Parmi les mycotoxines les plus préoccupantes figurent les trichothécénes, la zéaralénone (ZEA), les
fumonisines, les ochratoxines et les aflatoxines. Ces composés sont impliqués dans divers effets
toxiques chez ’homme et les animaux, notamment des néphrotoxicoses, des effets carcinogenes et

une immunodépression (Konig, 2013).

Les trichothécénes constituent un vaste groupe comprenant environ 200 composes, parmi lesquels
les plus fréquemment rencontrés sont le déoxynivalénol (DON), également appelé vomitoxine, le
nivalénol (NIV), le diacétoxyscirpénol (DAS), ainsi que les toxines T-2 et HT-2. Le DON est la

mycotoxine la plus couramment détectée dans les grains et les fourrages céréaliers (Niderkorn, 2007).

Tableau 02 : Mycotoxines produites par les especes Fusarium (Dreyfus et al., 2007).

Espéces de Fusarium Mycotoxines produites
F. pseudograminearum
F. graminearum Trichothécénes B (DON, A-DON, NIV) et/
F. cerealis ou Zéaralénone
F. culmorum

F. lumulosporum
F. flocciferum
F. venenatum

F. robustum Trichothécénes A (T-2, HT-2) et/ ou
F. tumidum Trichothécénes B (NIV, FX)
F. poae
F. sporotrichioides
F. sabicinum
F. verticilloides Fumonisines et /ou Beauvericine et / ou
F. sacchari Monoliformine
F. fujikuroi

F. poliferatum
F. subglutinans
F. nygamai

51



Sur le plan chimique, les trichothécénes sont constitués d’atomes de carbone, d’hydrogéne et
d’oxygene et dérivent d’un squelette tricyclique appelé trichothécane. Ce squelette est caractérisé par
la présence d’une double liaison entre les carbones C-9 et C-10, ainsi que d’un groupement époxyde
en position C-12,13, conduisant a la formation des 12,13-époxytrichothécénes. La structure, la

stéréochimie et la numérotation des atomes de carbone ont été décrites en détail par Balzer (2004).

Selon la classification proposée par Ueno (1985), les trichothécénes sont répartis en quatre groupes
en fonction de leurs caractéristiques structurales. Les trichothécénes de type C se distinguent par la
présence d’un second cycle époxyde en position C-7,8 ou C-9,10. Les trichothécénes de type D
regroupent des composés macrocycliques possédant un cycle reliant les positions C-4 et C-15. Les
trichothécénes des types C et D sont produits par des champignons n’appartenant pas au genre

Fusarium (Bennett et Klich, 2003 ; Sweeney et Dobson, 1999).

Les trichothécénes de type A sont caractérisés par ’absence de fonction cétone en position C-8 et
comprennent notamment la toxine T-2 et le diacétoxyscirpenol. En revanche, les trichothécenes de
type B possedent une fonction cétone en C-8 et incluent le déoxynivalénol (DON) et ses formes
acetylees en position C-3 (3-ADON) ou C-15 (15-ADON), le nivalénol (NIV), ainsi que sa forme
acetylée en position C-4, la fusarénone X (FX) (Balzer et al., 2004 ; Bennett et Klich, 2003 ; Sweeney
et Dobson, 1999) (Figure 11).

La notion de chémotype repose sur le profil de mycotoxines produites par une souche donnée. Ainsi,
une souche productrice de DON et de ses dérives acétylés est classée comme chémotype
DON/ADON, tandis qu’une souche produisant le NIV et la fusarénone X (FUSX) appartient au
chémotype NIV/FX. Les trichothécenes de type B sont généralement des molécules de faible poids
moléculaire, compris entre 300 et 600 Da, et présentent une solubilité partielle dans I’eau (Young et
Miller, 1985).

D’un point de vue physico-chimique, les trichothécénes sont des composés incolores, cristallisables
et remarquablement stables. Ils résistent a des températures allant jusqu’a 120 °C, demeurent
relativement stables a 180 °C et ne se dégradent qu’aprés environ 30 minutes a 210 °C. Cette forte
stabilité thermique rend leur élimination particulierement difficile une fois les grains contamines,

constituant ainsi un enjeu majeur pour la sécurité alimentaire.
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Figure 11 :

Structure chimique des principaux trichothécénes de type B et des produits de
détoxification du DON. (A) Les principaux trichothécénes de type B comprennent le DON, le 3-

ADON, le 15-ADON, NIV et le FUSX. (B) les micro-organismes antagonistes peuvent étre appliqués

aux residus de culture pour inhiber la sporulation, la croissance et la production de DON par les
pathogenes (Arunachalam et Doohan, 2013).
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5.2. Toxicité des trichothécénes

Les trichothécénes sont des mycotoxines particulierement préoccupantes en raison de leur grande
stabilité thermique et de leur résistance aux procédés industriels classiques de transformation des
grains. Ils ne peuvent donc pas étre éliminés par les traitements couramment utilisés dans 1’industrie
agroalimentaire (D’Mello et al., 1999 ; Hazel et Patel, 2004). I a notamment été montré que jusqu’a
40 % de la teneur en trichothécénes de type B (TCT B) présente dans le grain brut peut étre retrouvee
dans les pates alimentaires séches apres transformation (Logrieco et al., 2004).

Plusieurs épisodes de toxicoses humaines soupgonnées d’€tre liées a la consommation de céréales
fortement contaminées par des trichothécénes ont été rapportés. Le cas le plus emblématique est celui
de I’aleucie toxique alimentaire survenue en Russie entre 1942 et 1947 (Joffe, 1983). Des événements
similaires ont par la suite été décrits en Chine, en Inde et au Japon (Eriksen, 2003). Bien que les
données épidémiologiques chez ’homme restent limitées, certaines pathologies associées aux toxines
de Fusarium ont été identifiees, notamment des troubles hématologiques tels que la

thrombocytopénie, des perturbations de ’hémostase, la leucopénie et ’agranulocytose.

D’une maniére générale, les trichothécénes sont toxiques pour toutes les especes animales testées.
Leurs effets déléteres sur les systemes immunitaire et gastro-intestinal sont largement documentés
(D’Mello et al., 1999 ; Bennett et Klich, 2003 ; Eriksen, 2003). L’exposition a ces toxines peut
entrainer un retard de croissance, une diminution des fonctions ovariennes, des troubles de la
reproduction, une altération de I'immunité, une perte d’appétit ainsi que des troubles gastro-

intestinaux tels que les vomissements (Pestka, 2010 ; Rocha et al., 2005).

Le déoxynivalénol (DON), I’un des trichothécénes les plus répandus, peut étre détecté dans les
tissus animaux dés 20 minutes apres ingestion, principalement dans le foie et les reins, notamment
chez les volailles. Chez les ruminants, le transfert du DON vers le lait est considéré comme non
significatif (AFSSA, 2009). Sur le plan moléculaire, les trichothécénes, et en particulier le DON,
inhibent partiellement la synthése protéique en interférant avec 1’activité de la peptidyl-transferase de
la sous-unité 60S du ribosome, affectant a la fois les phases d’initiation et d’élongation de la
traduction (Pestka, 2010 ; Rocha et al., 2005). A cet effet s’ajoutent I’inhibition de la synthése de
I’ADN et de ’ARN, des perturbations des fonctions mitochondriales, des altérations de la division
cellulaire ainsi que des modifications de la structure des membranes cellulaires (Rocha et al., 2005).

Les trichothécénes de type B peuvent également activer les voies de signalisation impliquant les

MAP-kinases et induire 1’apoptose (lordanov et al., 1997 ; Laskin et al., 2002). Par ailleurs, ces
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mycotoxines présentent une phytotoxicité avérée : a de tres faibles concentrations, elles perturbent la
germination des graines et provoquent le flétrissement des plantules, en particulier chez les variétés
sensibles (Masuda et al., 2007 ; Rocha et al., 2005).

5.3. Réle des trichothécénes dans la pathogénicité du Fusarium

Malgré le nombre important d’études consacrées aux mycotoxines produites par les especes du
genre Fusarium, le rdle exact des trichothécénes, et en particulier du DON, dans le processus
infectieux demeure encore particllement élucidé et fait ’objet de discussions. Des travaux réalisés
sur le blé tendre ont montré que des souches de F. graminearum mutées dans le gene Tri5, premier
gene de la voie de biosynthese des trichothécénes, restent capables d’infecter I’épillet situé au point
d’inoculation, mais sont incapables de se propager aux épillets adjacents et de coloniser I’ensemble
de I’épi (Proctor et al., 1995 ; Gang et al., 1998).

Ces observations ont conduit a considérer le DON comme un facteur d’agressivité, voire un
déterminant majeur de la virulence de Fusarium lors de I'infection des épis et des grains de blé
(Arseniuk et al., 1999). Il a été montré que la production de DON intervient en amont du front
d’infection et accompagne la colonisation des tissus végétaux. Des concentrations ¢élevées de DON
induisent une accumulation importante de peroxyde d’hydrogeéne (H20:) dans les tissus de la plante
hote, conduisant a I’activation de mécanismes de mort cellulaire programmée (Audenaert et al.,
2014). Au niveau moléculaire, le DON est capable d’interagir avec plusieurs voies métaboliques de
la plante, notamment le cycle de Krebs et la biosynthese des polyamines (Audenaert et al., 2014), ce
qui confere a cette mycotoxine un réle d’effecteur. Toutefois, d’autres facteurs contribuent également
au pouvoir pathogene de F. graminearum, notamment la production d’enzymes de dégradation des

parois cellulaires végétales (Schwarz et al., 2002).

5.4. Toxicité et réglementation des fusariotoxines

En raison de leur grande diversité structurale, les fusariotoxines présentent des effets toxiques
variables chez ’homme et les animaux. Les trichothécénes de type B, de faible poids moléculaire,
peuvent traverser passivement les membranes cellulaires, ce qui explique en partie leur toxicité élevée
chez les mammifeéres (Bennett et Klich, 2003 ; Eriksen et al., 2004).

Il existe peu de données concernant les effets des trichothécenes chez ’homme. Cependant parmi
les pathologies humaines liées aux toxines de Fusarium, nous pouvons citer les troubles
hématologiques : thrombocytopénie (diminution des nombres de plaquettes sanguines), perturbation
de I’hémostase (réaction anti- hémorragique), leucopénie et agranulocytose (diminution du nombre

de globules blancs). Les trichothécénes sont toxiques envers toutes les espéces animales testées. Leurs
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effets sur le systéme immunitaire et gastro-intestinal sont largement documentés dans la littérature
(D’Mello et al., 1999 ; Bennett et Klich, 2003 ; Eriksen, 2003). L’exposition a ces molécules entraine
comme symptomes un retard de croissance, une réduction des fonctions ovariennes et des désordres
au niveau de la reproduction, des troubles de I’'immunité, une perte d’appétence et des troubles gastro-
intestinaux tels les vomissements (Pestka, 2010 ; Rocha et al., 2005). Par ailleurs, une étude menée
par Eudes et al. (2000) a mis en évidence une corrélation positive entre les niveaux de trichothécénes
et I’incidence du cancer de 1’cesophage chez I’homme.

La consommation réguliere de céréales et de produits céréaliers, méme faiblement contaminés,
expose les consommateurs a des risques chroniques pour la santé. Face a ces enjeux, les autorités
européennes de sécurité alimentaire ont défini des doses journalieres tolérables pour les principales
mycotoxines rencontrées en Europe, permettant 1’établissement d’un cadre réglementaire strict.
Ainsi, dans les pays de I’Union européenne, la Commission européenne a mis en application le
reglement (CE) n°® 856/2005 du 6 juin 2005, modifié par le reglement (CE) n° 1126/2007 du 28
septembre 2007, fixant les concentrations maximales autorisées pour les principales mycotoxines, y

compris les fusariotoxines, dans les denrées destinées a I’alimentation humaine.

5.5.  Principaux outils de détection des mycotoxines

L’analyse des mycotoxines produites par les isolats toxinogénes repose principalement sur des
méthodes physico-chimiques permettant leur séparation, leur identification et leur quantification. Ces
méthodes sont essentiellement basées sur des techniques chromatographiques, notamment la
chromatographie sur couche mince (CCM), la chromatographie en phase gazeuse (CG) et la

chromatographie liquide haute performance (CLHP ou HPLC).

e Chromatographie sur couche mince (CCM) : La chromatographie sur couche mince
constitue I'une des méthodes analytiques de base pour la détection des mycotoxines. Elle
permet une séparation efficace des composés, ainsi que leur identification et leur
quantification avec une précision acceptable. Cette technique est largement utilisée pour le
criblage initial des mycotoxines, en raison de sa simplicité de mise en ceuvre et de son faible
co(t (Frayssinet et Frémy, 1991).

e Chromatographie en phase gazeuse (CG) : La chromatographie en phase gazeuse est une
technique de séparation utilisant un gaz comme phase mobile. Son application est cependant
limitée a certaines mycotoxines, notamment les trichothécénes, qui peuvent étre rendues
volatiles apres dérivation chimique (Arbault et Daussant, 2005). Le couplage de la

chromatographie en phase gazeuse a la spectrométrie de masse (CG-SM) améliore
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considérablement la spécificité et la sensibilit¢ de I’analyse, facilitant ainsi I’identification
précise des mycotoxines recherchées.

Chromatographie liquide haute performance (CLHP) : La chromatographie liquide haute
performance constitue aujourd’hui une méthode de référence pour 1’analyse des mycotoxines.
Elle permet la détection, I’identification et la quantification de contaminants présents a des
teneurs trés faibles dans les matrices alimentaires. Actuellement, la CLHP couplée a la
spectrométrie de masse (HPLC-SM ou LC-MS/MS) s’impose comme la technique de choix
pour I’analyse quantitative de la majorité des mycotoxines, en raison de sa grande sensibilité,

de sa fiabilité et de sa capacité a analyser simultanément plusieurs toxines (Xie et al., 1997).
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Chapitre 02 : Matériels et méthodes

2.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans la présente étude est constitué de huit génotypes de blé (Triticum
spp.), comprenant cing variétés de blé dur (Triticum turgidum L. subsp. Durum) et trois variétés de
blé tendre (Triticum aestivum L.). L’ensemble de ces génotypes a été fourni par le Centre National
de Contr0le et de Certification des Semences et Plants (CNCC), Alger.

La sélection de ces variétés repose sur leurs niveaux contrastés de résistance a la fusariose, tels que
rapportés dans les données agronomiques et phytosanitaires disponibles auprés du CNCC. Cette
variabilité du comportement vis-a-vis de la maladie constitue un atout majeur, permettant une
¢valuation comparative rigoureuse des réponses des différents génotypes face a ’agent pathogene

etudié.

Les principales caractéristiques agronomiques des genotypes retenus sont presentées dans le tableau

03.

Tableau 03 : Caractéristiques des différentes variétés de blé incluses dans 1’étude (Abdelguerfi et
Laouar, 2000 ; Ykhlef et Djekoun, 2000).

Variété Origine Pedigree Genre  Caractéristiques Productivité Zone d’adaptation

agronomiques

Core Italie Platani/Gianni Bl¢ dur  Paille moyenne Elevée Zone de montagne

Vitron Mexique Turchia-77/3/JORI- Blé dur  Grain rouge moyen Elevée Régions
69(SIB)/ montagneuses et

zones sahariennes

Chen’s CIMMYT- Ichwa’S’/Bit ‘S°’CD Blédur Paille courte, cycle de Elevée Zone aride, semi-

ICARDA 26406 croissance précoce arides et sahariennes.

Anforeta Italie EG-83/BEL-118 Bl¢ Grain clair, dort tallage, Elevée Zone de montagne

tendre  longs €pis rouge

Waha Syrie Plc/Ruft//Gta’s/3/R Blé dur Ambre clair a rouge Elevée Régions
olette CM 17904 moyen montagneuses et

plaines intérieures
semi-nain.

Gta dur  Mexique Crane/4/Polonicum  Blé dur  Grain gros et rouge Moyenne Climats semi-arides.
Pliss300//T.glutin Sécheresse modérée.
en/2* Tc60/3/Gll

Hiddab  Mexique HD1220/3*Kal/Nac BIé Variété précoce avec Elevée Sol brun mélanisé a
CM40454 tendre  une paille de hauteur caractére vertique.

moyenne et de longs
épis

Arz Mexique Mayo54E/Lr//Tac/3  BIlé Une plante dressée, Elevée Sol  brun  rouge
/ tendre  avec une tige longue, alluvial a  faible

épi en forme de caractére vertique.

pyramide, coloré, grain
rougeatre
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2.2. Collecte des collets de blé fusariés

La collecte des échantillons a été réalisée aléatoirement dans la région d’El Tarf (Nord-Est
algérien), au niveau de parcelles de blé présentant des symptomes typiques de la fusariose du collet,
caractérisés notamment par un brunissement marqué de la zone du collet ainsi qu’un desséchement
prématuré des épis. Les parcelles ont été sélectionnées de maniére aléatoire et étaient
géographiquement distinctes, afin de réduire les biais liés a une éventuelle homogénéité des
conditions environnementales et culturales.

Les prélevements ont été effectués au stade de remplissage des grains, au cours de la campagne
agricole 2019. Dans chaque parcelle, des plants symptomatiques ont été soigneusement déracinés en
veillant a préserver I’intégrité du collet, puis conditionnés individuellement. Les échantillons ont
ensuite été placés dans des sacs en papier de type Kraft, assurant une aération adéquate et limitant les
risques de condensation et de contaminations secondaires, avant leur acheminement vers le
laboratoire.

Les plants collectés ont été conservés dans ces conditions jusqu’a la mise en ceuvre des procédures

d’isolement et d’identification de I’agent pathogéne responsable de la fusariose du collet.

2.3. Isolement et caractérisation des cultures monospores

Des isolements ont été réalisées a partir du collet et de 1’épis sur chaque plant de blé. Les parties
présentant les symptomes sur le collet et sur I’épi ont été découpées en petits fragments d’environ
1 cm de longueur afin de faciliter le traitement et de permettre un isolement précis du champignon.
Ces fragments ont ¢ét¢ désinfectés dans une solution d’hypochlorite de sodium a 2 % pendant
5 minutes pour éliminer les micro-organismes superficiels contaminant les tissus végétaux. Apres
cette désinfection, les fragments ont été rincés dans deux bains successifs d’eau distillée stérile,
5 minutes par bain, afin de retirer compleétement le résidu de désinfectant. Les fragments ont ensuite
¢été séchés entre deux feuilles de papier Joseph stérile pour éviter ’excés d’humidité qui pourrait
favoriser la contamination ou inhiber la croissance fongique.

Chaque fragment a été déposé dans une boite de Pétri contenant un milieu PDA (Potato Dextrose
Agar) (Annexe 01), choisi pour sa capacité a favoriser la croissance des champignons pathogenes du
blé. Les cultures ont été incubées a une température comprise entre 20 et 22 °C dans une chambre de
culture, sous lumiére blanche continue, conditions permettant une croissance optimale et réguliére
des colonies fongiques.

Apres 4 a 5 jours d’incubation, de petits explants fongiques ont été prélevés a la périphérie des

colonies développées et transférés dans de nouvelles boites de Pétri contenant le méme milieu PDA.
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Cette étape vise a obtenir des cultures secondaires plus pures et a éliminer les contaminations
potentielles. Apres 7 jours d’incubation supplémentaire, une monospore a été isolée : une spore en

germination a été prélevée sous loupe binoculaire avec éclairage (Figure 12), puis repiquée dans une
bofte de Pétri contenant un milieu PDA.

: Djebaili C., 2019

¥

Figure 12 : Structure des monospores de Fusarium observées sous loupe binoculaire avec éclairage

(photos personnelles).

Cette procédure permet d’obtenir une culture monospore pure, indispensable pour les analyses
morphologiques de 1’agent causal. Les boites sont incubées pendant 7 jours dans une chambre de

culture a une température comprise entre 20 et 22°C sous une lumiere blanche continue (Figure 13).

Zomes de =2 culture dans
lesguelies effectuees e
premser preleverneant
{mycs=h S2:Erien)

Afilienn P> A

Zomes de a3 culture danmns lesguelles
effectuer e second préléverment

apres avow repere les sporodociiia paSar
tranmsparennce a3 la oupe bimoculaire
{drectemern sur e mibeu gSslose)

Figure 13 : Protocole de prélévements a réaliser pour 1’observation de critéeres microscopiques de
Fusarium spp. cultivé sur milieu PDA (LNPV, 2002).
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2.3. 1. Identification morphologique

Pour I’identification morphologique, des explants mycéliens issus des cultures monospores ont été
préleves et repiqués sur milieu PDA. La détermination des especes du genre Fusarium a reposé sur
I’analyse détaillée de plusieurs caractéres anamorphiques exprimés sur ce milieu de culture.

Les critéres d’identification macroscopiques pris en compte comprenaient notamment la vitesse de
croissance des isolats, I’aspect du mycélium aérien, la coloration de I’avers et de I’envers des
colonies, ainsi que la production de pigments diffusibles et la présence ou I’absence de sporodochies.
L’identification microscopique reposait principalement sur 1’observation de la morphologie
conidienne, incluant la taille, la forme et la structure des macroconidies, ainsi que la présence ou
I’absence des microconidies et des chlamydospores, et leurs caractéristiques morphologiques
respectives (Figures 14 et 15).

L’ensemble de ces caractéres macroscopiques et microscopiques ont été intégrés afin de procéder
a I’identification des isolats. Celle-cCi a été réalisee en se réferant aux principales clés de détermination
du genre Fusarium, notamment celles proposees par Nelson et al. (1983), Aoki et O’Donnell (1999)
et Leslie et Summerell (2006). Aprés une incubation de 5 a 7 jours a 22 °C, le mycélium a éeteé prélevé
a partir de différentes zones des cultures afin d’obtenir un échantillonnage représentatif. Une
observation microscopique a ensuite été effectuée pour examiner les microconidies produites sur le
mycélium aérien, permettant ainsi de confirmer 1’identité morphologique des isolats et d’assurer la

fiabilité de 1’identification.

Figure 14 : Morphologie de conidies de Fusarium spp. A : Macroconidies de F. graminearum ; B :

Microconidies de F. sporotrichioides ; C : F. tricinctum ; D : F. poae (Leslie et al., 2006).
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Figure 15 : Microscopie des macroconidies de certaines espéces de Fusarium spp.

A a D : Variation de la forme et de la taille des macroconidies ; E a H : Variation de la partie basale
des macroconidies. I a L : Variation de la partie apicale des macroconidies. A et J : F. decemcellulare
;B,HetL:F.longipes; C, Eetl:F.culmorum; D : F. chlamydosporum ; F : F. crookwellense ;

G : F. avenaceum ; K : F. verticilliodes. (Summerell et al., 2003).
2.3.2. Identification moléculaire de I’espéce de Fusarium

Aprés I’identification préliminaire des isolats sur la base des critéres morphologiques, celle-ci a été
confirmée par une approche moléculaire reposant sur I’amplification de I’ADN (Acide
désoxyribonucléique) par PCR (Polymerase Chain Reaction) et le séquencage des fragments
amplifiés a 1’aide d’amorces spécifiques.

L’extraction de I’ADN génomique a été réalisée a partir d’un isolat de Fusarium cultivé sur milieu
PDA pendant 7 jours. Le mycélium obtenu a servi de matériel de départ pour I’extraction de I’ADN
total. En pratique, 200 mg de mycélium lyophilisé ont été utilisés. L extraction a été effectuée a ’aide
du kit commercial NucleoSpin® Plant Il (Macherey-Nagel, Allemagne), conformément au protocole
fourni par le fabricant. Le mycélium a été broyé manuellement dans un tube d’Eppendorf de 2 ml
contenant du verre finement broyé et 600 pl de tampon de lyse supplémenté en protéinase K. Le
mélange a été soigneusement homogénéisé, puis incubé a 65 °C pendant 15 minutes afin d’assurer

une lyse cellulaire complete.

Apres la lyse, 3 ul d’ARNase ont été ajoutés au lysat, suivis d’une homogénéisation par inversion
des tubes, puis d’une incubation a 37 °C pendant 15 minutes afin d’éliminer I’ARN résiduel. L’ADN
extrait a ensuite été purifié selon les étapes de filtration et de dilution décrites dans le protocole du

kit, puis conservé a —20 °C jusqu’a son utilisation.
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Les amplifications PCR ont été réalisées a 1’aide d’un thermocycleur iCycler™ Thermal Cycler
(Bio-Rad). Deux régions génomiques, a savoir le géne TEF1-o (Translation Elongation Factor 1-
alpha) et la région ITS (Internal Transcribed Spacer), ont été ciblées a I’aide d’amorces spécifiques
dont les séquences, les températures d’hybridation et les tailles attendues des amplicons sont
présentées dans le tableau 04. Les réactions PCR ont été effectuées dans un volume final de 25 pl
contenant : 1 ul d’ADN matrice, 1x tampon PCR, 2,5 mM de MgClz, 0,4 mM de dNTPs, 2,5 U de
Tag ADN polymérase (Promega) et 0,5 uM de chaque amorce (Tableau 04).

Le programme d’amplification comprenait une dénaturation initiale a 95 °C pendant 5 minutes,
suivie de 35 cycles de dénaturation a 95 °C pendant 30 secondes, d’hybridation a une température
comprise entre 52 et 55 °C pendant 30 secondes, et d’élongation a 72 °C pendant 45 secondes. Une
¢tape d’¢longation finale a 72 °C pendant 7 minutes a été réalisée afin d’assurer I’extension compléte

des fragments amplifiés (Figure 16).

Tableau 04 : Mix PCR utilisées

Réactifs Concentrations Concentrations Volume a prélever
Initiales Finales

Eau ultra pure 15,5
Tampon de Taq Promega 5X 1X S5ul
MgClI2 25mM 1,5mM L5l
DNTP 25mM 0,2mM 0,2 ul
Amorce F 10uM 0,5 1ul
Amorce R 10uM 0,5 1ul
Taqg polymérase Promega 5U U 0,2 ul
ADN génomique 2 ul
Volume final 25 ul

dénaturation initiale

95°C 95°C

5min 30s 72°C 72°C

45s 7min 4

:

30s

-
o)

dénaturation hybridation élongation conservation

Figure 16 : Etapes des amplifications PCR
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Les produits d’amplification PCR ont été visualisés par électrophorése sur gel d’agarose a 1,5 %,
préparé dans un tampon TAE 1x. La migration electrophorétique a été réalisée a une tension de 150
V pendant 15 minutes. Pour chaque échantillon, 2 pul de produit PCR ont été mélangés a 10 pl de
tampon de charge, puis déposés dans les puits du gel. Aprés migration, le gel a été coloré par

immersion dans une solution de bromure d’éthidium (0,5 pg/ml) pendant 15 minutes.

La visualisation et la photographie des fragments d’ADN ont été effectuées sous lumicre
ultraviolette a I’aide d’un systéme de documentation Gel Doc™ (Bio-Rad, Etats-Unis). Un marqueur
de poids moléculaire de 100 pb a été utilis€ afin d’estimer la taille des fragments amplifiés.

Les produits PCR ont ensuite été purifiés a 1’aide du kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel, Allemagne), conformément aux recommandations du fabricant. Les fragments
purifiés ont été soumis au séquencage selon la méthode de Sanger (Sanger et al., 1977), en utilisant
le kit BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems) et les mémes amorces que celles employées
pour I’amplification.

Les séquences brutes obtenues ont €té visualisées, éditées et nettoyées a I’aide du logiciel
CHROMAS PRO, afin d’éliminer les régions de faible qualité. Les sequences consensus finales ont
ensuite été comparées a celles déposées dans la base de données GenBank a 1’aide de 1’outil BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (Figure 17). L’identification moléculaire des isolats a €té
¢tablie sur la base du pourcentage d’homologie avec des séquences de souches de référence,

permettant ainsi de confirmer 1’appartenance spécifique des isolats de Fusarium étudiés.

Tableau 05 : Caractéristiques des amorces spécifiques utilisées pour I’identification du Fusarium.

Amorces Séquence 5°-3° Tm F (pb) Réferences

(°C) bibliographiques
ITS1 CTT GGT CAT TTA GAG GAAGTAA 55 Gardes et Bruns,1993
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 55  600bp
EF-728F CAT YGA GAA GTT CGA GAA GG 52 450bp Carbone et Kohn, 1999
EF-2 GGA RGT ACC AGT SAT CAT GTT 52

Tm : température d’hybridation des amorces ; F : taille du fragment amplifié en pb.
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Figure 17 : Capture de I’interface web de Blast de NCBI.

2.4. Extraction d'ADN a partir de plants de blé et amplification par PCR des génes de résistance
potentiels

L’ADN génomique a été extrait a partir de feuilles de blé fraiches et matures cultivées en serre, en
utilisant le kit d’extraction d’ADN végétal GF-al (VIVANTIS, Malaisie), conformément aux
recommandations du fabricant. L’utilisation de feuilles matures a permis d’obtenir une quantité
suffisante d’ADN de bonne qualité, adaptée aux analyses moléculaires ultérieures.

Les réactions de PCR ont été réalisées a I’aide d’un thermocycleur iCycler™ (BIO-RAD, Etats-
Unis). Deux combinaisons d’amorces universelles décrites par Rivkin et al. (1999) ont été utilisées
pour I’amplification des régions ciblées (tableau 06). Le mélange réactionnel de la PCR a un volume
final de 25 pul et comprend 5 pl d’eau distillée, 2 ul d’ADN génomique & une concentration de 25
ng/ul, 5 pl de tampon Promega Taq (1X), 0,2 ul de Promega Taq polymérase (1 U), 0,2 ul de INTP
(0,2 mM, Promega), 1,5 ul de MgCl: (1,5 mM, Solis BioDyne) ainsi que 1 pl de chaque amorce a une

concentration de 0,5 mM (Eurogentec).

Le programme d’amplification a débuté par une étape de dénaturation initiale a 95 °C pendant 3
minutes, suivie de 40 cycles comprenant une dénaturation a 95 °C pendant 30 secondes et une

hybridation a 72 °C pendant 30 secondes pour les amorces des genes Sbl, Sh4 et Sh3. Apres
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I’achévement des cycles d’amplification, une étape finale d’élongation a été réalisée a 72 °C pendant
5 minutes, afin d’assurer ’extension compléte des fragments amplifiés (Figure 18).

Les produits d’amplification ont été révélés par électrophorése sur un gel d’agarose a 1,5 %, préparé
dans 50 ml de tampon TAE (40 mM Tris-HCI, 20 mM d’acide acétique, 1 mM d’EDTA, pH 8). La
migration a été précédée d’une coloration dans un bain de bromure d’éthidium (0,5 pg/ml). L’ADN
a ensuite ¢été visualisé et photographié¢ a I’aide d’un systéme de documentation sur gel (Bio-Rad
Laboratories, Inc., CA, Etats-Unis). La taille des fragments amplifiés a été estimée par comparaison
avec un marqueur de taille d’ADN de 100 pb (Solis BioDyne, Tartu, Estonie). La purification des
produits PCR a été réalisée a I’aide du kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel,
Allemagne), conformément aux instructions du fabricant.

Les produits de PCR purifiés ont été séquencés dans le sens chaque réaction contenait 40 pg d'ADN
matrice, 2 ul de I'amorce PCR appropriée, 10 pl d'eau et 2 pl de BigDye Terminator v3.1 Ready
Reaction Mix (Applied Biosystems). Chaque réaction a été chauffée a 96 °C pendant 1 min, suivie
de 25 cycles a 96 °C pendant 10 s, 50 °C pendant 5 s et 60 °C pendant 4 s. Les produits de sequencage
ont été purifiés a l'aide d'une méthode de precipitation a I'éthanol pour éliminer les réactifs non
incorpores et assurer une charge neutre. En bref, les produits de séquencage ont été lavés dans 80 pl
de mélange de précipitation a I'éthanol (3 pl de NaAc, 62,5 ul d'éthanol a 95% et 14,5 pl d'eau) et
I'ADN a ¢été sédimenté par centrifugation (13000, 15 min). Le culot a de nouveau été lavé dans 200

pl d'éthanol a 75% et centrifugé (13000, 5 min).

L'ADN en culot a été séché a l'air et réhydraté dans 15 pl de formamide, puis chargé sur un réseau
capillaire d'analyseur génétique 3130 pour la détection (Applied Biosystems). Deux sequences
directes et deux séquences inverses pour chaque échantillon ont été alignées a l'aide de Bionumerics
v3.5 (Applied Maths) pour obtenir une séquence composite. La qualité de chaque trace de séquence
a été évaluée visuellement et la séquence de mauvaise qualité a été modifiée et supprimeée. Les genes
potentiels ont été identifiés pour chaque test en comparant les séquences consensus a une base de
données. Pour chaque échantillon, deux séquences directes et deux seéquences inverses ont été
obtenues, puis alignées a I’aide du logiciel DNASTAR Lasergene (Wisconsin, Madison. Etats-Unis.

Version 17.3.0.61) afin de générer une séquence composite fiable.
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Tableau 06 : Amorces utilisées pour I’identification des génes responsables.

Amorces Séquence 5°-3’ Tm  F(pb) Références
(°C) bibliographiques

Sbl CCACAGTATGTGACTACTTC 50 880 Rivkin et al. (1999)
AGCCAAATCCATTTGCAATG

Sh3 ATACTTCAATACATCAAATG 50 775 Rivkin et al. (1999)
GTTTAAAGAAATCTCTCCTC

Sh4 ACAATTTCTTTCCCAATCTC 50 750 Rivkin et al. (1999)
CTTCAAAGACACCAACACTG

Tm : température d’hybridation des amorces ; F : taille du fragment amplifié en pb

dénaturation initiale

95°C 95°C

3min 30s 72°C

72°C ':

5min \ 4°C

30s :

dénaturation hybridation élongation

1

1

1

I

|

1

| T°C 30s
|

1

:

i conservation
1

Figure 18 : Schéma de la programmation PCR (génes).

2.5. Construction de la carte génétique

La construction de la carte de liaison génétique des génes de résistance identifiés a été réalisee a
I’aide du logiciel MG2C v2.1 (Jiangtao et al., 2021). Ce logiciel a permis I’assemblage ainsi que la
visualisation graphique de la carte génétique, en intégrant I’ensemble des informations relatives a la

localisation des génes de résistance et des loci associés aux caracteres étudies.
L’utilisation de MG2C v2.1 a facilité ’organisation des marqueurs le long des groupes de liaison

et a permis une représentation claire et structurée de leur distribution sur les chromosomes
correspondants.

Dans ce contexte, I’approche GWAS (Genome-Wide Association Study) a été largement exploitée
pour I’identification des QTLs (Quantitative Trait Loci) associés a la résistance, en s’appuyant sur un
total de 832 marqueurs polymorphiques DArT (Diversity Arrays Technology). Cette méthode est
reconnue pour sa grande efficacité dans la détection des associations entre marqueurs moléculaires et

caracteres complexes. Par ailleurs, les outils SNPs a haut débit sont aujourd’hui largement disponibles
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et couramment utilisés dans les études GWAS portant sur divers caractéres d’intérét agronomique
chez le blé, comme I’ont rapporté Sun et al. (2020).

Les informations relatives aux marqueurs moléculaires, aux SNPs, aux QTLs impliqués dans le
contrdle de la résistance, ainsi qu’aux génotypes de blé présentant des niveaux de résistance variables,
ont été collectées a partir de publications antérieures. L’ensemble de ces données a été compilé et
synthétisé dans le Tableau 07 constituant ainsi une base de données structurée destinée a 1’analyse et
a Iinterprétation des résultats. Les QTLs stables, présentant un effet important ou étant associés a des
génes identifiés, ont été signalés par un astérisque et mis en évidence sur la carte génétique afin de
faciliter leur interprétation. Cette mise en évidence permet de souligner les régions génomiques
d’intérét majeur pour la résistance et constitue une base solide et pertinente pour de futures études de

sélection assistée par marqueurs.

Tableau 07 : Loci géneétique contrélant la résistance du blé

Noms des Marqueurs SNPs associés Germoplasmes de blé Références
QTLs résistants
Sh1* 7DS : Xgwm?295, csLV34 Saar Lilemo et al., 2013
Qsb 7DS : wPt-7654, gdm88 Saar Lilemo et al., 2013
Qsb.bhu-7D 7DS: Xgwm111l, Xgwm1168 Ning 8201 Kumar et al., 2010
Qsb.bhu-7D 7DS: Xgwm111, Xswm008 Chirya 3 Kumar et al., 2010
Qsb 7D: Xgwm437 19HRWSNG, 30SAWSN5S Tembo et al., 2017
Qsb 7D: wPt-664459 (P1 477878), Soprimo (PI Adhikari et al., 2012
479890), CI 10112 (PI
78814), Florentino (PI
565255), AW 6635A/86
(P1572693), IWA8611737
(P1 625572), NW56A (PI
429667)
Qsb 7D : TraesCS7D01G067000, N. A. Tomar et al., 2020
TraesCS7D01G081100,
TraesCS7D01G221000
Sh4* 4B: TraesCSB01G295400.1 Zhongyul211, GY17 Zhang et al., 2020

Qsh.sdsu-4B.1

4B: Excalibur_rep_c79414 306

OKO05122, OK05723W,

Ayana et al., 2018

Venango
Qsh.sdu-7B.1 4B: S4B_554842477 THTWSN-4513, Aust-8, Jamil et al., 2018
SB12-6703
Qcr/Rht1* 4BL: Xgwm165, Xgwm251 Kukri, 2-49 (Gluyas Wallwork et al., 2004
Early/Gala), Janz Collard et al.,
2005,2006
Qcr 4BL: RAC875_rep_c72961_977  TX69A509.2//BBY/FOX/ Pariyar et al., 2020
3/GRK//NO64/PEX/4/CE
R/5/KAUZ//ALTAR
84/A0S,
1D800994.W/MO88
Sh3* 3BS:Xbarc147, XWGGC3957, 621-7-1 Lu et al., 2016

XWGGC4320
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2.6. Effet de la température sur la croissance mycélienne

L’effet d’une gamme de températures, a savoir 15, 20, 25 et 30 °C, sur la croissance mycélienne a
¢té étudié sur milieu PDA et a I’obscurité, en suivant le protocole établi par Ward et al. (2008), basé
sur la mesure du diamétre des colonies fongiques. Cette approche permet d’évaluer I’influence de la
température sur la dynamique de croissance des isolats fongiques dans des conditions contrdlées
(Figure 19)

__________ e Dijcbaili C., 2019

-

N
v : P 3

—
k Djebaili C.,2019 = Djebalii €., 201D

Figure 19 : Incubation en étuve et mesure de la croissance de Fusarium a température contrélée

(photos personnelles).

Les isolats de F. graminearum (Tableau 08) ont été préalablement cultivés sur milieu PDA pendant
7 jours, a une température comprise entre 20 et 22 °C, dans une chambre de culture sous lumiére
blanche continue, afin d’obtenir des cultures actives et homogeénes. A partir de ces cultures, des
explants mycéliens de 6 mm de diamétre ont été prélevés a ’aide d’un emporte-piéce stérile. Chaque
explant a ensuite été déposé au centre d’une boite de Pétri de 8,6 cm de diamétre contenant un milieu
PDA frais. Pour chaque isolat et pour chaque température testée, trois répétitions ont été réalisées,
afin d’assurer la reproductibilité et la fiabilité des résultats obtenus. Les boites ont été incubées a
I’obscurité aux différentes températures définies, et la croissance mycélienne a été évaluée par la
mesure du diameétre des colonies. Les données recueillies ont été soumises a une analyse de la

69



variance a un seul facteur, réalisée a I’aide du logiciel SPSS version 25, afin de déterminer 1’effet

significatif de la température sur la croissance mycélienne des isolats étudiés.

Tableau 08 : Les isolats de F. graminearum utilisé durant ce test.

Code Espéces Organe Variété Année
Fusarium d’isolement
F1 F. graminearum Collet BIé dur (Siméto) 2018
F2 F. graminearum Epis BIé dur (Vitron) 2017
F3 F. graminearum Collet BIé dur (Siméto) 2018
F4 F. graminearum Epis Blé tendre (Anza) 2019
F5 F. graminearum Collet BIé dur (Siméto) 2018
F6 F. graminearum Collet Blé dur (Vitron) 2017
F7 F. graminearum Collet Blé dur (Ammar6) 2019
F8 F. graminearum Collet Blé dur (Vitron) 2017
F9 F. graminearum Epis Blé tendre (Anza) 2019
F10 F. graminearum Collet BIé dur (Siméto) 2018
F11 F. graminearum Epis Blé tendre (Maouna) 2017
F12 F. graminearum Collet BIé dur (Siméto) 2018
F13 F. graminearum Collet BIé dur (Vitron) 2017
F14 F. graminearum Collet Blé tendre (Maouna) 2017
F15 F. graminearum Collet Blé tendre (Anza) 2019
F16 F. graminearum Epis Blé tendre (Ammar6) 2019
F17 F. graminearum Epis Blé tendre (Anza) 2019
F18 F. graminearum Collet Blé tendre (Maouna) 2017
F19 F. graminearum Collet Blé dur (Siméto) 2018
F20 F. graminearum Epis Blé dur (Ammar6) 2019

2.7. Incidence de la maladie sur les variétés de blé

L’incidence de la maladie a été évaluée selon le protocole décrit par Hajieghrari (2009), reposant
sur une inoculation directe du sol a I’aide d’explants mycéliens. Cette méthode a été retenue en raison
de sa simplicité de mise en ceuvre, de sa fiabilité et de sa rapidité, dans la mesure ou elle ne requiert
aucune préparation préalable de 1’inoculum.

Les grains de blé ont d’abord subi une désinfection de surface par immersion dans une solution
d’hypochlorite de sodium a 2 % (Annexe 02) pendant 5 minutes. Ils ont ensuite été rincés
successivement dans trois bains d’eau distillée stérile, puis séchés sur du papier Joseph stérile (Figure
20). Les graines ainsi désinfectées ont été semées a raison de cing graines par pot, a une profondeur
d’environ 3 cm, dans des pots contenant un substrat composé de deux tiers de terre et d’un tiers de

terreau, préalablement stérilisé.
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Figure 20 : Désinfection des grains de blé utilisés par immersion dans une solution d’hypochlorite

de sodium a 2 % (photo personnelle).

L’inoculation a été réalisée a partir de cultures de F. graminearum agées de sept jours. Cing explants
mycéliens de 6 mm de diamétre ont été prélevés a 1’aide d’un emporte-piece stérile et déposés dans
chaque pot, a quelques millimétres de distance de chaque graine (Figure 21). Les explants mycéliens
ainsi que les graines ont ensuite été recouverts par le substrat. Un témoin négatif non inoculé a été
inclus dans le dispositif expérimental. Pour chaque traitement ainsi que pour le témoin, trois
répétitions ont été réalisées, chague repétition étant constituée de deux pots. Les pots ont été disposes

de maniére aléatoire dans la serre afin de limiter les effets des variations environnementales.

Djebaili C., 2019 [ Djebaili C., 2019

Figure 21 : Inoculation de Fusarium sur le blé par disque mycélien en contact direct avec le sol

(photos personnelles).
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L’évaluation des symptomes a été effectuée. Apreés ’arrachage des plantules, la sévérité de la
maladie a été estimée en évaluant le pourcentage de brunissement du collet, selon I’échelle de notation

a quatre degrés proposes par Grey et Mathre (1984) :

0 = Absence de symptome

1 = Brunissement de 1-25% de la surface du collet

2 = Brunissement de 26-50% de la surface du collet

3 = Brunissement de plus de 50% de la surface du collet

L’indice de maladie est calculé par la formule suivante ;
IM=(O0xFO+1xF1+2xF2+3xF3)/N

Ou:

IM = Indice de maladie

F = Nombre de plants pour chaque degré dans 1’échelle de notation de 0 a 3

N = Nombre total de plants utilisés.

Les données relatives a ’agressivité de 1’isolat de F. graminearum sur le collet de huit variétés de
blé (Vitron, Hiddab, Arz, Anforeta, Gta dur, Waha, Core et Chen’s) ont été soumises a une analyse
de la variance (ANOV A) a deux facteurs, réalisée a 1’aide du logiciel SPSS version 20.

Par ailleurs, les températures enregistrées depuis 1’inoculation jusqu’a I’apparition des symptomes
ont été représentées graphiquement a I’aide du logiciel GraphPad Prism version 08. Les données
climatiques utilisées ont éte extraites de la base de données NASA POWER.

https://power.larc.nasa.gov/ (Figure 22).
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Figure 22 : Histogramme représentant la température dans la région d’Alger au cours du mois

d’Avril 2019.
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2.8. Dosage des acides phénoliques

2.8.1. Préparation de I’extrait méthanolique des feuilles de blé

L’extrait méthanolique des feuilles de blé a été préparé selon le protocole décrit par Hamia et al.
(2004), avec quelques modifications. Les feuilles fraiches de blé ont été preéalablement séchees, puis
finement broyées a I’aide d’un mortier jusqu’a 1’obtention d’une poudre homogéne. Une masse de 10
g de matiére végeétale broyée a été soumise a une extraction par macération dans un mélange
méthanol-eau (70 :30, v/v), a température ambiante. L ’extraction a été réalisée dans un bécher de 500
ml, sous agitation intermittente afin de favoriser la diffusion des composés phénoliques dans le

solvant, jusqu’au refroidissement complet du mélange (Figure 23).
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Figure 23 : Maceration du matériel végétal dans le méthanol (photo personnelle).

La suspension obtenue a ensuite été laissée en macération pendant une durée de 24 heures, a ’abri
de la lumiére, afin d’éviter toute dégradation photochimique des composés bioactifs. A I’issue de
cette période, le mélange a été filtré a ’aide d’un papier filtre Whatman, et le filtrat a été recueilli
dans un ballon d’évaporation (Figure 24). L’¢élimination du solvant a été effectuée sous pression
réduite a I’aide d’un évaporateur rotatif, jusqu’a évaporation compléte du méthanol. Les conditions
d’évaporation ont été fixées a une température de 45 °C et a une vitesse de rotation de 3. Apres
évaporation, la solution résiduelle a été laissée a décanter pendant 24 heures, puis 1’extrait brut obtenu

a €teé récupéré et conservé pour les analyses ultérieures.
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Figure 24 : Extrait méthanolique obtenu aprés évaporation du solvant grace au rotavap (photos

personnelles).

2.8.2. Dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur totale en polyphénols a été effectuée selon la méthode colorimétrique
de Folin—Ciocalteu décrite par Wong et al. (2006), avec quelques adaptations. Cette méthode est
fondée sur I’oxydation des composés phénoliques par le réactif de Folin—Ciocalteu, constitué d’un
mélange d’acides phosphomolybdique et phosphotungstique, entrainant la formation de complexes
colorés bleus d’oxydes de tungsténe et de molybdéne, dont I’intensité est proportionnelle a la

concentration en composés phénoliques présents dans 1’échantillon.

Dans des tubes a essai, un volume de 100 pl de chaque extrait a été mélangé a 250 pL de réactif de
Folin—Ciocalteu et a 400 ul d’eau distillée. Aprés une incubation de 2 minutes a 1’obscurité, 1250 pl
d’une solution de carbonate de sodium a 20 % (Na2COs) ont été ajoutés afin de neutraliser le milieu
réactionnel et de permettre le développement de la coloration. Les tubes ont ensuite été incubés
pendant 40 minutes a température ambiante, a I’abri de la lumiére. L’absorbance de chaque solution

a été mesurée a une longueur d’onde de 765 nm a 1’aide d’un spectrophotometre.

Chaque concentration a été analysée en double, et la moyenne des valeurs obtenues a été retenue

pour I’analyse des résultats. Une courbe d’étalonnage a été établie a partir de solutions standards
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d’acide gallique, permettant I’expression des résultats en milligrammes d’équivalent d’acide gallique
par gramme d’extrait sec (mg GAE/g) (Annexe 03).

L’analyse statistique des résultats relatifs aux teneurs en acides phénoliques a été réalisée a ’aide
du logiciel SPSS version 20. Une analyse de la variance (ANOVA) a été effectuée afin de mettre en
évidence les différences significatives entre les génotypes étudiés.

2.9. Détermination des trichothécénes dans les grains de blé

La détermination des trichothécénes dans les grains de blé a été réalisée selon la méthode décrite
par Montibus et al. (2013), avec quelques adaptations. Les échantillons de grains ont été finement
broyés a ’aide d’un broyeur centrifuge de type TissueLyser (Retsch, Allemagne), équipé d’une grille
de 0,5 mm, afin d’obtenir une poudre homogene. 10g de grains ont été initialement broyés, puis une

prise d’essai de 5 g de matiere broyée a été utilisée pour ’extraction.

L’extraction des trichothécénes a éte effectuée dans des tubes coniques de 50 ml par ajout de 25 ml
d’un mélange acétonitrile/eau (84/16, v/v). Le mélange a ¢été¢ soumis a une agitation mécanique a 50
tr/min pendant une durée d’une heure, permettant une extraction efficace des mycotoxines. Apres
agitation, les échantillons ont été centrifugés et le surnageant a eté récupéré. Un volume de 5 ml de
ce surnageant a ensuite été purifié par passage sur une colonne d’immuno-affinité Trichothécénes P®
(R-Biopharm, Darmstadt, Allemagne). A ’issue de cette étape de purification, 3 ml de la solution
purifiée ont été transférés dans un flacon en verre et évaporés a 50 °C sous un flux d’azote afin
d’¢éliminer le solvant. Le résidu sec obtenu a ensuite été repris dans 300 pl d’un mélange méthanol/eau
(1 :1, v/v). Les échantillons reconstitués ont été filtrés a I’aide de filtres 8 membrane d’une porosité
de 0,22 um (Phenomenex, Torrance, Etats-Unis) avant leur analyse chromatographique par UPLC-
DAD.

La quantification des trichothécénes de type B (TCTB) a été réalisée a I’aide d’un systéme de
chromatographie liquide ultra-performante (UFLC) Shimadzu Prominence, équipé de deux pompes
LC-20AD, d’un dégazeur DGU-20A3R, d’un passeur automatique SIL-30AC et d’un détecteur a
barrette de diodes SPD-M20A (Shimadzu Scientific Instruments, France).

Un volume de 0,5 pl de extrait filtré a été injecté sur une colonne chromatographique Kinetex C18

(2,6 pm XB, 100 A ; 150 x 4,6 mm) (Phenomenex, France), maintenue a une température constante

de 45 °C. La séparation chromatographique a été réalisée a un débit de 700 pl/min. La phase mobile
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était constituée d’eau ultrapure (> 18 MQ), dont le pH a été ajusté a 2,6 a l’aide d’acide

orthophosphorique (solvant A), et d’acétonitrile (solvant B).
Les composés ont été détectés a I’aide du détecteur a barrette de diodes, et la quantification du

TCTB a été effectuée par comparaison des aires des pics chromatographiques avec celles obtenues a
partir de solutions standards, selon les conditions chromatographiques définies (Annexe 04).
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Chapitre 03 : Résultats

3.1. L’identification morphologique de I’isolat fongique

L’identification morphologique de I’isolat étudi¢ a mis en évidence son appartenance au genre
Fusarium. Cette identification préliminaire repose sur I’analyse intégrée des caractéres culturaux
observés sur milieu de culture approprié et des caractéres microscopiques obtenus par observation au
microscope optique, conformément aux critéres taxonomiques classiquement utilisés pour la
discrimination des espéces du genre Fusarium.

Sur le plan cultural, I’isolat a montré une croissance rapide et soutenue, formant des colonies bien
développées aprés quelques jours d’incubation. Le mycélium était abondant, aérien, de texture
cotonneuse a légérement floconneuse, traduisant une activité de croissance mycélienne importante.
La coloration des colonies évoluait progressivement au cours de 1’incubation : la face supérieure
présentait initialement une teinte blanche, devenant progressivement rosée a rose pale, tandis que la
face inférieure révélait une pigmentation plus intense, allant du rose au rouge violacé. Cette
pigmentation du revers de la colonie constitue un caractére diagnostique fréqguemment rapporté chez
les espéces du complexe Fusarium graminearum et correspond aux descriptions morphologiques de
référence (Figure 25). L’aspect général des colonies, leur vitesse de croissance et leur profil

chromatique sont ainsi compatibles avec ceux observés chez F. graminearum.
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Figure 25 : Aspect cultural de ’espéce identifié F. graminearum sur milieu PDA (photos

personnelles).
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L’observation microscopique du mycélium et des structures de reproduction a permis de mettre en
évidence la production de macroconidies abondantes. Celles-ci étaient hyalines, fusiformes a
Iégérement arquées, a parois fines, et comportaient généralement plusieurs cloisons transversales, le
plus souvent comprises entre trois et cing. Les extrémités des macroconidies présentaient une
morphologie typique, avec une cellule apicale effilée et une cellule basale élargie, en forme de pied
(foot cell), caractéristique diagnostique de F. graminearum. Cette morphologie particuliére de la

cellule basale constitue un critére important dans la distinction des espéces au sein du genre Fusarium.

Par ailleurs, la production de microconidies était absente ou extrémement limitée dans les
conditions de culture utilisees, ce qui est cohérent avec le profil morphologique décrit pour F.
graminearum, espece connue pour produire principalement des macroconidies. Aucune
chlamydospore n’a été observé au cours des observations réalisées. L’ensemble de ces observations
microscopiques est en adéquation avec les descriptions taxonomiques de référence de F.

graminearum (Figure 26).
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Figure 26 : Aspect microscopique de I’espece identifiée (Gx400) (photos personnelles).
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Ainsi, la concordance entre les caractéres culturaux (vitesse de croissance, aspect et pigmentation
des colonies) et les caractéres microscopiques (morphologie et septation des macroconidies, présence
d’une cellule basale en pied, absence de microconidies) suggére fortement que I’isolat étudié

appartient a I’espece F. graminearum.

Toutefois, il est largement reconnu que le genre Fusarium présente une forte variabilité
morphologique intra-spécifique, ainsi qu’une grande proximité morphologique entre especes
phylogénétiquement proches, en particulier au sein du complexe F. graminearum. Ces similitudes
peuvent conduire a des confusions lorsqu’une identification repose uniquement sur des critéres
phénotypiques. En conséquence, bien que les observations morphologiques soient hautement
indicatives, cette identification a été considérée comme préliminaire.

Afin de confirmer de maniere robuste et non ambigué I’appartenance taxonomique de 1’isolat,
I’analyse morphologique a été complétée par une caractérisation moléculaire basée sur le s€équencage

de marqueurs génétiques, dont les résultats sont présentés dans la section suivante.

3.2. Caractérisation moléculaire de I’agent pathogéne fongique

L’identification moléculaire de I’isolat a été réalisée par le séquengage de deux marqueurs
génétiques complémentaires, largement utilisés en taxonomie fongique : la région ITS (Internal
Transcribed Spacer) de I’ADN ribosomique et le géne codant pour le facteur d’élongation 1-alpha
(EFl-0, également désigné TEF1). La région ITS constitue le marqueur de référence pour
I’identification des champignons a I’échelle générique et spécifique, tandis que le géene TEF1 est
reconnu pour son pouvoir de résolution éleve au sein du genre Fusarium, notamment pour la
discrimination des espéces appartenant a des complexes phylogénétiques étroitement apparentes tels

que le complexe F. graminearum.

Le séquencage des régions cibles ITS et EF1-a par la méthode de Sanger a été réalisé avec succes.
L’analyse détaillée des chromatogrammes a permis d’évaluer la qualité des lectures, de détecter
d’éventuelles ambiguités de séquencage et de définir avec précision les portions de séquence

exploitables pour chaque marqueur.
Pour le géne EF1-q, la lecture obtenue était de haute qualité sur la majeure partie de la séquence.

Un ¢lagage des premicres bases a été effectu¢ afin d’éliminer les zones présentant un signal

chromatographique moins stable et de ne conserver que la portion caractérisée par des pics bien
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résolus et des appels de bases non ambigus. Cette étape de traitement a permis d’obtenir une séquence

fiable, adaptée aux analyses de similarité et aux comparaisons phylogénétiques ultérieures.

Concernant la région ITS, le séquengage a permis d’obtenir une séquence informative au niveau de
I’extrémité 5'. Toutefois, la présence de motifs répétitifs et de régions hautement polymorphes,
caractéristiques de cette région intergénique, a généré un signal chromatographique complexe en fin
de lecture, limitant I’interprétation du fragment dans sa totalité. Malgré cette contrainte, la portion
stable et lisible de la séquence ITS est restée pleinement exploitable pour les analyses comparatives.
Apres amplification par réaction de polymérisation en chaine (PCR), les fragments d’ADN
correspondants aux deux marqueurs ont été soumis a un séquengage bidirectionnel afin d’améliorer
la fiabilité des lectures obtenues.

Les sequences finales, apres traitement pour EF1-a et sélection de la région fiable pour ITS, ont été
préparées pour I’identification taxonomique (Figure 27). Les sequences nucléotidiques obtenues ont
ensuite été comparées aux séquences de référence disponibles dans la base de données du National
Center for Biotechnology Information (NCBI) a I’aide de I’outil BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Figure 28).
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Figure 27 : Chromatogramme représentatif du séquengage du fragment d’ADN amplifié du géne ITS
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et la région EF1-alpha.
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Figure 28 : Résultat du BLASTn de I’isolat dans GenBank de NCBI.

L’analyse des alignements BLAST a révél¢€ une trés forte similarité entre les séquences de 1’isolat
étudie et celles de F. graminearum déposees dans la base de données. Plus précisement, la séquence
partielle de la région ITS, d’une longueur de 636 paires de bases (pb), a présenté un taux d’identité
de 99,81 % avec les séquences de référence de F. graminearum. De maniére concordante, la séquence
partielle du géne TEF1, d’une longueur de 490 pb, a montré un taux d’identité de 99,60 % avec la

méme espece (Figures 29et 30).
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Fusanium cf, graminaarum strain FG32_08_02_05 185 rbozomsl RNA gene, partial sequence: infemel transoribed spacer 1, 5.85 ibosomal RNAgene, and internal ranscribed spaner 2 complefe s2quence; and 285 ibosomal RNA gene, partial sequence
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Figure 29 : Séquence individuelle de la région ribosomique conservée ITS H23 du géne de L’ ARNr
de la petite sous-unité, séquence particlle ; espaceur transcrit interne 1(ITS1), géne de L’ARNr 5,8S
et espaceur transit interne 2 (ITS2), séquence compléte (99,81%).
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Figure 30 : Facteur d’¢longation 1-alpha (EF R20), séquence codante partielle (CDS) du géne EF1-
alpha (99,60%).
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La concordance des résultats obtenus a partir de ces deux marqueurs moléculaires indépendants,
présentant des taux d’identité trés élevés avec F. graminearum, confirme de maniére robuste et
fiable I’appartenance taxonomique de I’isolat étudi€ a cette espece. Les résultats détaillés des

analyses de similarité sont présentés dans la Figure 31.

Figure 31 : Profil électrophoreétique des amplicons issus de la PCR ciblant les régions ITS et TEF1

d’isolats de F. graminearum, séparés sur un gel d’agarose a 1.5%. M : marqueur.
» SEp g g q

3.3. Amplification par PCR des genes de résistance candidats

L’analyse moléculaire par PCR des génes de résistance candidats a été réalisée afin d’explorer les
bases génétiques impliquées dans la réponse du blé a la fusariose du collet. Cette approche visait a
déterminer si la présence ou I’absence de certains génes de résistance pouvait étre associée aux
comportements phénotypiques contrastés observés vis-a-vis de I’agent pathogéne. Dans ce contexte,
I’identification de génes fréquemment détectés chez les génotypes résistants pourrait suggérer leur
implication dans les mécanismes de défense, et potentiellement leur r6le en tant que genes conférant,

totalement ou partiellement, la résistance a la maladie.

L’amplification par PCR des génes associés a la résistance a été réalisée sur un ensemble de variétés
de blé présentant des comportements contrastés vis-a-vis de I’agent pathogéne étudié. Les génotypes
sélectionnés comprenaient des variétés caractérisées comme résistantes, a savoir Hiddab, Arz,

Anforeta et Gta dur, ainsi que des variétés reconnues pour leur sensibilité, notamment Vitron, Waha,
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Chen’s et Core. Ce choix de matériel végétal visait a comparer la distribution des génes de résistance

au sein de profils phénotypiques différenciés.

Des amorces spécifiques ont été utilisées pour la détection de trois génes de résistance candidats,
Shl, Sb4 et Sh3, avec des tailles de fragments amplifiés attendues respectivement de 880 pb, 750 pb
et 775 pb. Les produits de PCR ont été séparés par électrophorése sur gel d’agarose et visualisés apres
coloration, permettant ainsi 1’identification des fragments amplifiés correspondant aux loci ciblés.

Les profils d’amplification obtenus sont présentés a la Figure 32.

Les résultats obtenus montrent la présence du géne Sbl n’a été détecté que chez une seule variété
résistante, a savoir Arz, et était absent chez I’ensemble des autres génotypes testés, tant résistants que
sensibles. Cette distribution restreinte met en évidence la rareté de ce gene au sein du panel étudie.
Son association exclusive avec une variéte résistante suggere un role potentiel plus spécifique dans
les mécanismes de résistance, dont I’expression ou I’efficacité dépendrait du contexte génétique du
génotype porteur. Bien que sa présence isolée ne permette pas de conclure a une efficacité suffisante
sans interaction avec d’autres loci de résistance. Ces résultats suggérent que Sb1 pourrait intervenir
comme un facteur complémentaire renforcant la réponse de défense lorsqu’il est associé a d’autres

loci favorables.

A T’inverse, le géne Sb4 est détecter dans la majorité des variétés analysées, qu’elles soient
résistantes ou sensibles. La détection récurrente de ce géne, en particulier chez plusieurs variétés
exprimant un phénotype de résistance, suggere que Sb4 pourrait jouer un réle dans les mécanismes
de résistance vis-a-vis a la fusariose du collet. Sa présence au sein du mateériel végétal étudié indique
qu’il pourrait constituer un composant fréquent du fond génétique de résistance chez le blé. Toutefois,
sa détection chez des variétés sensibles suggere que Sb4 ne confére pas a lui seul une résistance
compléte, mais pourrait intervenir dans une résistance partielle ou quantitative, dépendante de son

interaction avec d’autres genes de résistance ou de facteurs environnementaux.

Concernant le géne candidat Sb3, ’amplification n’a été observée exclusivement chez la variété
Vitron, caractérisée par un phénotype d’ultra-sensibilité. Ce résultat suggére que la présence de ce
gene pourrait étre associée a des mécanismes impliqués dans la sensibilité plutdét que dans la
résistance, ou a des interactions génétiques défavorables affectant la réponse de la plante a I’infection.
Toutefois, cette observation laisse supposer que Sb3 pourrait intervenir dans des voies biologiques
exploitées par I’agent pathogéne ou étre 1i¢ a une réponse de défense inefficace, contribuant ainsi a

I’expression d’un phénotype de susceptibilité accrue.
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Dans I’ensemble, la présence différentielle des genes Sh1, Sb4 et Sb3 parmi les génotypes résistants
et sensibles suggére que la résistance a la fusariose du collet repose sur une architecture génétique
complexe, impliquant I’action combinée de plusieurs loci. Ces résultats indiquent que Sb4, et dans
une moindre mesure Sb1, pourraient jouer un role dans la résistance a la fusariose du collet, sans pour

autant constituer des génes de résistance majeurs agissant isolément.

Ces données illustrent 1’intérét des approches moléculaires, notamment 1’utilisation de marqueurs
spécifiques, pour la sélection assistée par marqueurs (MAS) et pour I’identification ciblée de
combinaisons génétiques susceptibles d’améliorer la résistance. La variabilité observée souligne
¢galement la pertinence d’intégrer plusieurs genes de résistance complémentaires dans les

programmes de sélection afin de renforcer et de diversifier les mécanismes de défense des plantes.
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Figure 32 : Produits amplifiés par PCR des génes Sh1, Sb4 et Sb3 provenant de huit génotypes de
blé, a ’aide d’amorces congues. Profil de migration sur gel d’agarose a 1.5%, M= marqueur de poids
moléculaire de 100pb. 1 : Core ; 2 : Vitron ; 3 : Chen's ; 4 : Waha ; 5 : Gta dur ; 6 : Anforeta ; 7 :
Hiddab ; 8 : Arz.

3.4. Analyse des sequences nucléotidiques partielles des génes Sbl, Sh4 et Sh3

Les sequences nucléotidiques partielles correspondant aux genes Sb1 (880 pb), Sb4 (750 pb) et Sb3
(775 pb) ont été obtenues a partir de I’ensemble des huit génotypes de blé analysés, comprenant des
variétés présentant des niveaux contrastés de résistance a la fusariose du collet. Ces génes,
initialement décrits comme impliqués dans la résistance a une maladie foliaire apparentée, ont été
utilisés dans la présente étude comme genes candidats afin d’explorer leur éventuelle implication
dans les mécanismes de défense contre la fusariose du collet, dont les déterminants génétiques
spécifiques restent encore mal caractérisés. Aprés Vérification de la qualité des séquences, celles-ci

ont été alignées et comparées aux séquences de référence disponibles dans les bases de données
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génomiques a I’aide de I’outil BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), afin d’évaluer leur degré

de similarité et de caractériser la variabilité nucléotidique associée a ces loci.

L’analyse BLAST des séquences partielles du géne Sb1l a révélé un taux d’identité de 79,13 % par
rapport a la séquence de référence correspondante. Ce niveau de similarité, relativement faible pour
un gene codant, indique que la séquence amplifiée présente une divergence notable par rapport a la
séquence de référence, suggérant I’existence de polymorphismes nucléotidiques multiples,
d’insertions ou de délétions, ou encore la présence de variantes alléliques ou de régions homologues
apparentées au locus Shl. Cette divergence génétique pourrait traduire une variabilité structurale ou
fonctionnelle du gene au sein des génotypes de blé analysés, susceptible d’influencer les mécanismes

de réponse a I’infection.

Concernant le géne Sb4, I’analyse comparative a mis en évidence un taux d’identité de 85,94 %
avec la sequence de référence. Bien que plus élevé que celui observé pour Sbl, ce niveau de similarité
demeure inférieur aux valeurs attendues pour une conservation stricte, indiquant la présence de
polymorphismes génétiques notables au sein de ce locus. Cette variabilité peut étre attribuée a des
mutations ponctuelles ou a des variations structurales mineures, traduisant une diversité allélique
naturelle entre les différents génotypes étudiés. Cette hétérogénéité genetique pourrait expliquer, au

moins en partie, les différences de réponse observées entre varietés résistantes et sensibles.

En ce qui concerne le géne Sb3, I’analyse BLAST a révélé un taux d’identité 84.78% plus faible
que Sh4, indiquant une divergence marquée par rapport a la séquence de référence. Cette faible
similarité suggere soit une forte variabilité allélique, soit I’amplification d’une région génomique
homologue apparentée au locus Sh3. Ce résultat met en évidence une instabilité ou une variabilité
génétique accrue de ce géne parmi les génotypes analysés, en particulier chez les variétés présentant

un phénotype sensible.

L’alignement multiple des séquences des génes Shl, Sb4 et Sb3 entre les différents génotypes a
permis d’identifier de nombreuses variations nucléotidiques positionnelles, reflétant une diversité
génétique intra- et inter-variétale marquée. Certaines de ces variations sont localisées dans des régions
susceptibles d’affecter des domaines codants ou des éléments régulateurs, ce qui pourrait influencer
I’expression ou la fonctionnalité des génes correspondants (Figure 33). Bien que I’impact fonctionnel
précis de ces polymorphismes ne puisse étre déterminé dans le cadre de la présente étude, leur
présence met en évidence I’existence d’un réservoir de diversité génétique potentiellement

exploitable.
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Parallélement a cette variabilité de séquence, ’analyse de la distribution des génes dans les
génotypes étudies a révéle des profils contrastés : le gene Sb4 a été détecté chez la majorité des
variétés, qu’elles soient résistantes ou sensibles ; le géne Sbl n’a été identifié que chez une variété
présentant un phénotype d’ultra-résistante ; tandis que le gene Sb3 n’a été observé que chez une
variété caractérisée par une ultra-sensibilité. Cette distribution différentielle suggére une association
potentielle entre ces genes candidats et la réponse phénotypique a la fusariose du collet.

Dans I’ensemble, ces résultats mettent en évidence une variabilité génétique marquée et une
distribution différentielle des loci Sbl, Sb4 et Sb3 au sein du matériel végétal analysé. Bien que ces
génes aient été initialement décrits dans le contexte d une maladie foliaire apparentée, leur association
avec les profils de résistance observés dans la présente étude suggére qu’ils pourraient constituer des
marqueurs génétiques pertinents pour 1’étude et I’amélioration de la résistance a la fusariose du collet.
Cette diversité génétique représente un atout majeur pour les programmes de sélection, en offrant des

perspectives pour I’identification et I’introgression ciblée de variants génétiques favorables.
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Figure 33 : Alignement des séquences nucléotidiques des genes Sbh1, Sb3 et Sb4 a I’aide du logiciel
DNASTAR Lasergene. L’alignement met en évidence les différences positionnelles dans la

séquence nucléotidique et fournit une analyse comparative des variations entre les trois genes.
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3.5. Composition nucléotidique des fragments amplifiés

Les pourcentages des nucléotides constituant les fragments amplifiés ont été déterminés pour les
séquences étudiées et sont présentés dans le Tableau 07. Cette analyse visait a caractériser la
composition en bases des fragments d’ADN obtenus et a comparer la répartition relative des quatre
nucléotides fondamentaux — adénine (A), thymine (T), cytosine (C) et guanine (G) — au sein des
séquences analysées. L’¢évaluation de la composition nucléotidique permet d’obtenir une description
fine des fragments amplifiés et de mettre en évidence d’éventuelles particularités liées a leur structure

ou & leur origine génétique.

Les résultats montrent une distribution spécifique des nucléotides au sein des fragments étudieés,
traduisant une composition en bases caractéristique de chaque séquence. La proportion relative des
paires A/T et G/C a été examinée afin d’apprécier 1’équilibre global des bases, parametre souvent
associé aux propriétés physico-chimiques de I’ADN, notamment la stabilité de la double hélice. Les
variations observeées entre les fragments reflétent la diversité des séquences amplifiées et peuvent étre

liées a la nature génétique des loci ciblés.

Parallélement a I’analyse de la composition nucléotidique, une estimation de la masse moléculaire
des fragments d’ADN a été réalisée. La masse moléculaire moyenne du double brin d’ADN (dsDNA)
a été estimée a 491,586 kDa, tandis que celle du simple brin d’ADN (ssDNA) correspondait a 245,507
kDa. Comme attendu, la masse du dsDNA est approximativement le double de celle du ssDNA, ce
qui s’explique par la présence de deux brins complémentaires associés par des liaisons hydrogene.
Cette différence refléte la structure bicaténaire de I’ ADN, caractérisée par une masse et une stabilité

supérieure a celles du simple brin.

Enfin, les fréquences relatives des nucléotides A, T, C et G ont été calculées et sont présentées dans
le Tableau 09. Cette analyse quantitative permet d’examiner plus finement la distribution des bases
au sein des sequences nucléotidiques obtenues. Les fréquences observées constituent des indicateurs
utiles pour évaluer certaines propriétés intrinseques des fragments, notamment leur stabilité

structurale, ainsi que leur potentiel de réplication et de transcription.

Les variations des fréquences nucléotidiques mises en évidence entre les fragments analysés
peuvent traduire I’existence de polymorphismes nucléotidiques, de substitutions ou d’autres
modifications de la séquence. Ces différences reflétent la diversité génétique des fragments étudiés

et fournissent une base descriptive essentielle pour les analyses comparatives ultérieures.
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Tableau 09 : Pourcentage nucléotidiques des trois genes R (Sbl, Sb4 et Sh3)

Geénes Poids moléculaire A C G T GC
SSDNA  dsDNA freq % freq % freq % freq % freq %
Shl 271.296 543.743 225 256 230 26.1 201 22.8 224 255 431 49.0
Sb4 225.984 452.235 196 26.8 147 201 150 20.5 239 327 297 40.6
Sh3 239.240 478.781 286 369 161 20.8 133 17.2 195 252 294 379
Moyenne 245507 491.586 707 296 538 225 484 20.3 658 27.6 1022 428

(%) : Pourcentage de nucléotides non manquantes (positions occupées)

3.6. Cartographie génétique des genes candidats Sh1, Sb4 et Sb3 conférant une tolérance a la

fusariose du collet causée par F. graminearum

Une cartographie génétique a été réalisée afin de déterminer la localisation chromosomique précise
des genes candidats Sh1, Sb4 et Sb3 impliqués dans la tolérance a la pourriture des racines causee par
le genre Fusarium. Cette analyse repose sur I’exploitation des positions génomiques et des marqueurs
moléculaires associeés aux loci étudiés, tels que présentés dans le Tableau 07 (la section précédente).
L’intégration de ces données a permis d’établir une représentation cartographique détaillée de la

position de ces genes au sein du génome du ble (Figure 34).

Le gene Sbl a été localisé sur le chromosome 7D. Il est associé a un ensemble de six marqueurs
moléculaires, permettant de circonscrire ce locus dans une région génétique relativement étroite et
bien définie. Plus précisément, Sbl est délimité dans un intervalle génomique de 0,536 mégabases
paires (Mbp). Cette région est encadrée par les marqueurs TraesCS7D01G221000, positionné a 1,818
Mbp, et TraesCS7D01G081100, localisé a 0,478 Mbp. La présence de plusieurs marqueurs adjacents
et cohérents renforce la précision et la robustesse de la localisation de Sb1, limitant ainsi 1’incertitude

liée aux évenements de recombinaison et augmentant la fiabilité de la cartographie obtenue.

En ce qui concerne le géne Sb4, celui-ci a été cartographié sur le bras long du chromosome 4B
(4BL). Il est associé a quatre marqueurs moléculaires, ce qui a permis de le positionner dans une
région génétique d’environ 5,81 Mbp. Les marqueurs flanquants identifiés sont Xgwm?25I, situé a
5,686 Mbp, et RAC8758rep_c72961_977, localisé a 6,170 Mbp. L’intervalle relativement large
observé pour ce locus suggére que Sh4 est intégré dans un segment génomique étendu, ce qui pourrait
étre lié a une fréquence de recombinaison réduite, a une complexité structurale accrue ou a une

hétérogénéité génétique au sein de cette région chromosomique.
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Tandis que le géne Sb3 a été localisé sur le chromosome 3B. Il est associé a plusieurs marqueurs
moléculaires (quatre) qui ont permis de le positionner avec précision sur la carte génétique. Le
marqueur QSB.cim-3B-99037F0 est situé a 0,010 Mbp. Le gene Sh3 est étroitement lié au marqueur
Xbarc147, positionné a 0,071 Mbp, ce qui suggére une forte liaison génétique entre ce marqueur et
le géne d’intérét. Le marqueur Qsb-wPt-1159, localisé a 0,824 Mbp, constitue la borne distale de
I’intervalle. Alors que les marqueurs Qsb-Wpt-5769 et Qsb-TraesCS3B01G5202100 sont localisé a
7.533 et 7.633 Mbp respectivement.

L’ensemble de ces marqueurs délimite une région génétique relativement restreinte sur le bras court
du chromosome 3B, indiquant une bonne résolution de cartographie. Cette faible distance génétique
suggeére une recombinaison limitée autour de Sh3, ce qui pourrait faciliter son isolement et son

exploitation dans des programmes d’amélioration génétique.

La cartographie génétique précise des genes Shl, Sh4 et Sh3 constitue une étape clé dans la
caracterisation des loci de tolerance a la FCR. Ces résultats fournissent des informations essentielles
sur la structure et I’organisation génomique des régions impliquées dans la réponse de tolérance, et
offrent un cadre moléculaire solide pour des analyses ultérieures. En outre, la disponibilité de
marqueurs étroitement liés a ces génes ouvre des perspectives concretes pour leur utilisation en
sélection assistée par marqueurs (MAS), permettant I’introgression ciblée et efficace de ces loci dans
des variétés élites de blé, en vue d’améliorer durablement la tolérance a cette maladie fongique

majeure.
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Figure 34 : Cartes génétiques et physiques des géenes predits Sb1, Sh4 et Sb3. Les marqueurs
moléculaires ont été recueillis a partir de publications antérieures. (https://wheat-
urgi.versailles.inra.fr/). La distance génétique (position physique) est indiquée a gauche de chaque
chromosome (en unités de 100 000 000 pb).

3.7. Etude de Peffet de température sur la croissance mycélienne de F. graminearum

L’effet de la température sur la croissance mycélienne des isolats de F. graminearum a été évalué
en conditions contrblées, sur une gamme de températures représentative des conditions
environnementales rencontrées au champ, a savoir 15°C, 20°C, 25°C et 30°C. La croissance
mycélienne a été estimée par la mesure du diameétre radial des colonies développées sur milieu PDA

apres une période d’incubation standardisée.

Les résultats obtenus mettent en évidence une variabilité marquée de la croissance mycélienne en
fonction de la température d’incubation, avec des différences notables entre les isolats testés. A la
température la plus basse testée (15°C), une croissance mycélienne globalement réduite a été observée
pour ’ensemble des isolats. Toutefois, les souches F4, F9 et F17 ont présenté les valeurs de croissance
les plus élevées & cette température, avec un diamétre moyen de 0,7 cm chacune. A I’inverse, les
isolats F3, F10 et F19 ont montré une croissance trés limitée, avec un diametre moyen de 0,1 cm,

traduisant une faible aptitude a se développer a basse température.
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A 20°C, une augmentation générale de la croissance mycélienne a été observée chez la majorité des
isolats. Les souches F8 et F9 ont présenté les croissances les plus importantes, atteignant
respectivement 1,6 cm et 1,7 cm, tandis que I’isolat F19 a conservé une croissance relativement faible
(0,5 cm), indiquant une sensibilité persistante a cette température intermédiaire. Ces résultats sont

illustrés a la Figure 35.

A une température modérément élevée de 25°C, la croissance mycélienne a continué d’augmenter
pour la plupart des isolats. La souche F9 s’est distinguée par la plus forte croissance mycélienne, avec
un diametre moyen atteignant 2,0 cm. En revanche, les souches F6, F18, F19 et F11 ont présenté des
diametres plus faibles, respectivement de 1,1 cm, 1,2 cm et 1,3 cm pour les deux derniéres, traduisant

une réponse plus modérée a cette température.

A la température la plus élevée testée (30°C), correspondant également a la température optimale
d’incubation sur milieu PDA, ’ensemble des isolats a montré une croissance mycélienne accrue. Les
souches F9 et F17 ont enregistre les valeurs les plus élevées, avec un diamétre moyen de 2,5 cm,
tandis que les isolats F18 et F19 ont présenté les valeurs les plus faibles, atteignant 1,8 cm. Ces
résultats indiquent que certains isolats présentent une meilleure adaptation aux températures élevées,

tandis que d’autres semblent limités dans leur capacité de croissance sous ces conditions.

Dans I’ensemble, la souche F9 a présenté une capacité de croissance élevée et stable sur I’ensemble
de la gamme de températures testées, suggérant une large amplitude thermique et une bonne plasticité
physiologique. A I’inverse, certaines souches, telles que F18 et F19, ont montré une croissance

systématiquement plus faible, indépendamment de la température.
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Figure 35 : Histogrammes de diamétre basés sur I'évolution de la croissance radiale du mycélium a
différentes températures dans un groupe d'isolats de Fusarium. (a) : 15°C; (b) : 20°C; (c) : 25 °C
;(d) : 30 °C.
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L’analyse statistique des données, réalisée a I’aide d’une analyse de variance a deux facteurs
(ANOVA), a révélé que la croissance mycélienne ne différait pas significativement entre les isolats
(p = 0,783), tandis qu’elle était fortement influencée par la température (p < 0,0001) (Tableau 10).
Ces résultats indiquent que la variation observée est principalement attribuable a I’effet de la

température plutdt qu’a I’effet isolat.

Tableau 10 : Analyse de variance du taux de croissance mycélienne des isolats en fonction de la

température
S £ \Variati ddi Medium F Value P Value
ource of Variation Squares
Temperature 2 6.056 89.847 0.000
Isolate 19 0.049 0.0577 0.783
Temperature* Isolate 0 - - -
Error 57 0.067 - -
Total 80 - - -

Afin d’identifier les différences significatives entre les moyennes de croissance aux différentes
températures, une analyse post-hoc de Tukey (test de comparaisons multiples) a été réalisée (Tableau
11). Cette analyse a mis en évidence des différences hautement significatives entre les températures
(p <0,0001), confirmant que la croissance mycélienne varie de maniére significative en fonction des
conditions thermiques. Globalement, 1I’évolution du mycélium s’est révélée plus sensible aux
variations de température qu’aux différences entre isolats.

Les valeurs moyennes finales de croissance mycélienne enregistrées pour chaque isolat et chaque
température sont présentées dans le Tableau correspondant, fournissant une synthése quantitative

détaillée des réponses thermiques observées.

Tableau 11 : Analyse post-hoc de la variance du taux de croissance mycélienne des isolats entre

différentes températures

Différence
Q) J) moyenne Erreur Valeur P Interval de cofinance a 95%
Température  Température (1-J) standard Borne Borne
inferieure supérieure

T20°C -0.6800* 0.0792 0.000 -0.888 -0.472

T15°C T25°C -1.2600* 0.0792 0.000 -1.468 -1.052
T30°C -1.7800* 0.0792 0.000 -1.988 -1.572

T15°C 0.6800* 0.0792 0.000 0.472 0.888

T20°C T25°C -0.5800* 0.0792 0.000 -0.788 -0.372
T30°C -1.1000* 0.0792 0.000 -1.308 -0.892

T15°C 1.2600* 0.0792 0.000 1.052 1.468

T25°C T20°C 0.5800* 0.0792 0.000 0.372 0.788
T30°C -0.5200* 0.0792 0.000 -0.728 -0.312

T15°C 1.7800* 0.0792 0.000 1.572 1.988

T30°C T20°C 1.1000* 0.0792 0.000 0.892 1.308
T25°C 0.5200* 0.0792 0.000 0.312 0.728
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3.8. Etude de I’agressivité de I’isolat de F. graminearum sur le collet du blé

L’agressivité de I’isolat de F. graminearum a été évaluée sur le collet de plantules appartenant a
huit variétés de blé dur et tendre, a savoir Hiddab, Arz, Anforeta, Vitron, Waha, Chen’s, Gta dur et
Core. L’essai a été conduit en conditions contrélées, et le développement des symptdmes a été suivi
quotidiennement pendant une période de 25 jours aprés le semis, afin de caractériser la cinétique

d’apparition et de progression de la maladie.

Les graines de blé inoculées par F. graminearum ont donné naissance a des plantules présentant
des symptémes caractéristiques de la fusariose du collet, se traduisant principalement par des
brunissements des racines et du collet, suivis d’une nécrose progressive des tissus infectés (Figure
36). L’apparition des symptomes a varié de maniére notable selon les variétés, traduisant des niveaux
de sensibilité différencies. Les premiers signes de la maladie ont été observés chez les plantules des
variétés Waha et Vitron, indiquant une forte réceptivité a I’infection. En revanche, les symptomes
sont apparus plus tardivement chez les variétés Core, Chen’s et Gta dur, tandis qu’un délai encore
plus important a été observé chez les variétés Arz, Hiddab et Anforeta, pour lesquelles les symptémes
ne se sont manifestés que légérement. Dans I’ensemble, la taille et ’intensité des tissus nécrosés ont

augmenté progressivement avec le temps, traduisant 1’évolution de la maladie (Figure 37).
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Figure 36 : Manifestations symptomatiques de la fusariose du collet sur des plants de blé
(brunissement du collet, nécroses et affaiblissement des racines observés sur des plants inoculés par

F. graminearum) (photos personnelles).
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Figure 37 : Dispositif expérimental en pots des plantules de blé utilisées pour 1’évaluation de la

fusariose du collet (photo personnelle).

Les plantules ont été arrachées 25 jours apres le semis, et I’intensité des symptdmes a été évaluée
selon une échelle de notation a quatre degrés, permettant de quantifier le niveau de sévérité de la
maladie. A partir de ces notations, les indices de maladie (IM) ont été calculés pour chaque variété.
Les résultats obtenus montrent que les variétés Waha (IM = 2,26 + 0,30) et Vitron (IM = 2,10 £ 0,10)
ont présenté les indices de maladie les plus €levés, traduisant une forte sensibilité a 1’agressivité de
F. graminearum. Ces variétés ont montré une réduction marquée de la croissance, accompagnée de
jaunissement des feuilles, flétrissement généralisé, et dans certains cas, la mort des plantules dans les

dix jours suivant I’inoculation.

Les variétés Chen’s et Core ont présenté une sensibilité intermédiaire, avec des indices moyens de
1,53 £ 0,30 et 1,40 + 0,72, respectivement. Les symptomes observés chez ces génotypes se sont
traduits par un retard de croissance moderé, associé a un flétrissement et a un jaunissement progressif
des plantules.

A Pinverse, les variétés Arz, Hiddab et Anforeta ont présenté des indices de maladie faibles,
traduisant un niveau élevé de résistance. Le cultivar Arz s’est distingué¢ comme le plus résistant, avec
un indice moyen de 0,03 + 0,57, suivi de Hiddab (0,13 + 0,11), puis d’ Anforeta (0,86 + 0,50). La
variété Gta dur a également montré un comportement relativement tolérant, avec un indice moyen de
0,80 £ 0,72 (Figure 38).
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Variétés

Figure 38 : Indice de la maladie (IM) de la fusariose du collet chez huit varietés de blé.

L’analyse statistique a été précédée par le test de Levene, utilisé pour vérifier I’homogénéité des
variances. Le test de ratio a indiqué que les variances étaient homogenes (valeur = 3,20), validant
ainsi ’application des analyses paramétriques ultérieures. 11 est a noter que les plantes témoins non
inoculées n’ont présenté aucun symptome de la maladie tout au long de I’essai, confirmant que les
symptomes observés étaient exclusivement dus a I’inoculation par F. graminearum.

L’analyse des données a mis en évidence une variabilité hautement significative de 1’agressivité du
pathogene entre les variétés de blé (p < 0,05) (Tableau 12). Les indices de maladie les plus élevés ont
été observés chez les variétés Waha et Vitron, confirmant leur forte sensibilité a I’infection par F.

graminearum.

Tableau 12 : Analyse de la variance de I’indice de sévérité de la maladie selon les différentes variétés

de blé.

Moyenne Ecart Erreur Intervalle de confiance a 95 % de la Min
Variétés de ’'IM type standard moyenne
- - — Max
Borne inferieure Borne supérieure

Core 1.400 0.7211 0.4163 -.391 3.191 0.8 2.2
Vitron 2.100 0.1000 0.0577 1.852 2.348 2.0 2.2
Chen’s 1.533 0.3055 0.1764 0.774 2.292 1.2 1.8
Anforeta 0.867 0.5033 0.2906 -.384 2117 0.4 14
Waha 2.267 0.3055 0.1764 1.508 3.026 2.0 2.6
Gta dur 0.800 0.7211 0.4163 -0.991 2.591 0.2 1.6
Hiddab 0.133 0.1155 0.0667 -0.154 0.420 0.0 0.2
Arz 0.033 0.0577 0.0333 -0.110 0.177 0.0 0.1
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Afin de préciser les différences entre les variétés, une analyse post-hoc de Tukey (test de
comparaisons multiples) a été réalisée sur les indices de maladie. Cette analyse a révéle des
différences trés hautement significatives (p < 0,0001) entre les variétés Waha et Vitron, d’une part,
et les variétés Hiddab et Arz, d’autre part. Ces dernieres se sont avérées étre les plus résistantes a

I’agressivité de F. graminearum dans les conditions de I’étude (Tableau 13 et Annexe 05).

Tableau 13 : Analyse de I’homogénéité des variances (test de Levene)

Test d'homogénéité des variances

Statistique de ddi1 ddi2 P
Levene
3,200 7 16 0,026

3.9. Dosage des acides phénoliques totaux

Au stade trois feuilles apreés la floraison, la teneur en composés phénoliques totaux (TPC) a été
analyses par la méthode de Folin-Ciocalteu afin d’évaluer la réponse biochimique de huit variétés de
blé dur et tendre, présentant différents niveaux de résistance a I’infection par F. graminearum. Les
résultats sont exprimés en (mgEAG/g) d’extrait a partir d’une courbe d’étalonnage a I’acide gallique
ou y représente I’absorbance mesurée a 765nm et x la concentration en équivalent acide gallique. Les
génotypes résistants présentent des teneurs en TPC nettement plus élevees que les génotypes sensibles
(Tableau 14 et Annexe 06). La variété Arz présente la concentration la plus élevée en TPC
(208.5£17.54mgEAG /g), suggérant I’'implication des composés phénoliques dans les mécanismes de
défense. Ce phénomeéne a deja été décrit dans la littérature, ou une augmentation du TPC est associée
a une résistance accrue contre les agents pathogénes fongiques. En revanche, Waha présente la plus
faible teneur en TPC (133.74+39.51 mgEAG/g), ce qui indique une déficience potentielle dans le

maintien de défenses phénoliques sous la pression du pathogene.

Une distinction nette a été observée entre les génotypes résistants et sensibles. Les variétés
résistantes telles que Hiddab (197.60+£19.66), Anforeta (188.10+43.42) et Gta dur (178.60+42.00)
maintiennent des niveaux de TPC significativement plus élevés que les variétés sensibles comme
Vitron (147.40+39.31), Core (159.40+£37.19) et Chen’s (169.60+39.88). L’application d’un mode¢le
linéaire mixte, intégrant la variété comme effet fixe et ’essai comme effet aléatoire, révéle un effet
hautement significatif de la variété sur la teneur en polyphénols (F (7.7) = 25.66 ; p<0.001). Le
coefficient de détermination marginal (R2m = 0.489) indique que 48.9% de la variance est expliquée
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par la varieté, tandis que le R? conditionnel (R2c = 0.959) montre que le modéle complet, incluant
I’effet aléatoire de I’essai, explique 95.9% de la variabilité totale. La variance résiduelle (6® = 103.9),

justifiant I’utilisation d’un mod¢le mixte.

Tableau 14 : Analyse de la variance de la teneur en acides phénoliques totaux mesurés sur huit

variétés de blé.

Moyenne  Ecart Erreur Df Intervalle de confiance a 95 % de la
Variétés ajustée type standard maoyenne
Borne inferieure Borne supérieure

Core 159.40 37.19 25.52 1.15477 78.254614 397.0546
Vitron 147.40 39.31 25.52 1.15477 -90.254614 385.0546
Chen’s 169.60 39.88 25.52 1.15477 -68.054614 407.2546
Anforeta 188.10 43.42 25.52 1.15477 -49.554614 425.7546
Waha 133.73 39.51 25.52 1.15477 -103.919614 371.3896
Gta dur 178.60 42.00 25.52 1.15477 -59.054614 416.2546
Hiddab 224.60 19.66 25.52 1.15477 -13.054614 462.2546
Arz 239.50 17.54 25.52 1.15477 1.845386 477.1546

La comparaison multiple ajustées par la méthode de Tukey (Annexe 07) confirment qu’Arz differe
significativement de la plupart des autres variétés, notamment de Waha (p = 0.013), de Vitron (p =
0.0006) et de Chen’s (p = 0.003). En revanche, aucune différence significative n’est observée entre
Arz et Hiddab (p = 0.806).

3.10. Accumulation des mycotoxines (NIV et DON) en fonction des variétés

Les teneurs en nivalénol (NI1V) et en déoxynivalénol (DON) ont été déterminées chez huit variétés
de blé dur afin d’évaluer leur niveau de contamination et leur variabilité variétale vis-a-vis des toxines
produites par F. graminearum. Les résultats, exprimés en moyenne * écart type. L’influence de la
variété a été testée via un modele linéaire mixte, intégrant la variété comme effet fixe et I’essai comme

effet aléatoire.

En tenant compte des parametres mesurés au cours de ces essais, I’analyse de variance (ANOVA) a
mis en évidence un effet hautement significatif de la variété sur les concentrations en NIV et en DON

(p <0,001), traduisant une forte influence du génotype sur ’accumulation de ces mycotoxines.

= Profil de contamination en DON : L’analyse des statistiques descriptives montre une
variabilité importante de la concentration moyenne du DON entre les différentes variétés de
blé étudiées. Les valeurs moyennes varient de 28.65 jg/g pour la variété Arz a 144.98 pgl/g
pour la variété Waha, indiquant une forte hétérogénéité dans la capacité d’accumulation de

cette mycotoxine selon le génotype. Les variétés Vitron (142.99 ug/g) et Waha (144.98 ug/g)
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présentent les niveaux les plus élevés, tandis que Arz, Hiddab et Anforeta montrent les
concentrations les plus faibles (Tableau 15). Afin d’évaluer statistiquement 1’effet du facteur
variétal sur ’accumulation du DON, un mod¢le linéaire mixte a été ajusté en considérant la
variété comme effet fixe et I’essai comme effet aléatoire. Les résultats de I’ANOVA indiquent
que la variété exerce un effet hautement significatif sur la concentration de DON (F = 16.257
; P =9.96 x 10°°). Ces résultats démontrent que les différences observées entre variétés ne
sont pas dues au hasard mais refletent une variabilité génétique réelle dans la capacité

d’accumulation de la toxine (Annexe 08).

Tableau 15 : Teneurs déoxynivalénol (DON, ug/g) mesurées dans huit variétés de blé

Variétés Moyenne+ SD
Anforeta 37.48+10.60
Arz 28.65+4.42
Chen's 61.87+£33.42
Core 63.72+14.48
Gta dur 53.72+21.89
Hiddab 30.47+26.01

Vitron 142.99+19.88

Waha 144.98+24.97

L’analyse des composantes de variance révele que la variance résiduelle (412.51) est
nettement supérieure a la variance associée a I’effet essai (41.59), indiquant que I’effet
expérimental contribue relativement peu a la variabilité totale. Cela confirme la bonne

reproductibilité des mesures entre essais et renforce la robustesse du modeéle statistique.

Les comparaisons multiples de Tukey permettent d’identifier précisément les différences
entre variétés. Les résultats montrent que Vitron et Waha présentent des concentrations en
DON significativement plus élevées que la majorité des autres variétés (p < 0.01). En
revanche, les différences entre les variétés Arz, Hiddab et Anforeta ne sont pas statistiquement
significatives, ce qui suggére un comportement similaire vis-a-vis de I’accumulation de cette

mycotoxine (Annexe 09).

Profil de contamination en NIV : L’analyse des concentrations de nivalénol (NIV) révele
¢galement une forte variabilité entre variétés. Les valeurs moyennes observées s’échelonnent
de 23.00 pg/g pour Arz a 233.90 pg/g pour Waha. Comme observé pour le DON, les variétés

Waha et Vitron présentent les concentrations les plus élevées, tandis que Arz et Hiddab
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montrent les valeurs les plus faibles (Tableau 16). Le modéle linéaire mixte appliqué aux
données de NIV confirme I’existence d’un effet treés significatif de la variété sur
I’accumulation de cette toxine (F = 32.722 ; p = 1.25 x 1077). Ces résultats indiquent que la
variabilité observée dans les concentrations de NIV est principalement expliquée par les
différences génétiques entre variétés. L’analyse des composantes de variance montre que la
variance associée a l’effet essai (63.60) reste relativement faible comparée a la variance
résiduelle (477.42), ce qui confirme une faible influence des conditions expérimentales sur la
variabilité globale des données (Annexe 10).

Tableau 16 : Teneurs nivalénol (NI1V, pg/g) mesurées dans huit variétés de blé

Variétés Moyenne+ SD
Anforeta 36.60%3.06
Arz 23.00+12.20
Chen's 83.38+23.03
Core 93.81+5.01
Gta dur 63.50+6.88
Hiddab 29.64+6.46

Vitron 153.25+40.92

Waha 233.90%+43.02

Les comparaisons multiples de Tukey mettent en évidence plusieurs différences significatives
entre variétés. Les variétés Waha et Vitron présentent des concentrations en NIV
significativement plus élevées que la majorité des autres genotypes, confirmant leur forte
sensibilité a ’accumulation de cette mycotoxine. A linverse, les variétés Arz, Hiddab et
Anforeta se distinguent par des niveaux de contamination significativement plus faibles
(Annexe 11).

Dans I’ensemble, la distribution des concentrations de NIV suit une tendance similaire a celle
observée pour le DON (figure 39), suggérant que les mécanismes de résistance et/ ou de

sensibilité aux toxines de Fusarium pourraient étre commun pour ces deux mycotoxines.
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Figure 39 : Répartition des teneurs en mycotoxines NIV et DON chez les différentes variétes

de blé étudiées.
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3.10.1. Relation entre les polyphénols et I’accumulation des mycotoxines

L’analyse de la relation entre la teneur en polyphénols totaux et I’accumulation des mycotoxines
révele une corrélation négative forte. La corrélation de Pearson entre les polyphénols et la
concentration de DON est r =—0.84 (p = 0.00977), tandis que celle observée entre les polyphénols et
le NIV est r = —0.86 (p = 0.00658) (Tableau 17 et figure 40). Ces résultats indiquent que
I’augmentation de la teneur en polyphénols est associée a une diminution significative de
I’accumulation des deux mycotoxines. Les modéles lineéaires mixtes intégrant les polyphénols comme
co-variable confirment cette relation inverse, méme aprés prise en compte de la variabilité entre
essais. Les variétés présentant les concentrations les plus élevées en polyphénols, telles que Arz et
Hiddab, correspondent également a celles présentant les plus faibles concentrations en DON et en
NIV. A Dinverse, les variétés Waha et Vitron, caractérisées par des teneurs plus faibles en

polyphénols, accumulent davantage de mycotoxines.

Tableau 17 : Analyse de la corrélation entre la teneur en polyphénols et les concentrations de DON

et NIV chez les variétés
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Figure 40 : Corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et les concentrations de DON et NIV

chez les variétés de blé étudiées.

La Corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et les concentrations de DON et NIV montre
une relation inverse nette entre ces variables. Les variétés présentant les teneurs les plus élevees en
polyphénols correspondent généralement a celles qui présentent les plus faibles concentrations de
mycotoxines. A I’inverse, les variétés ayant des teneurs plus faibles en polyphénols montrent des

niveaux plus élevés de DON et de NIV.

L’analyse de corrélation confirme cette tendance. Une corrélation négative forte est observee entre
les polyphénols et le DON (r = —0.84 ; p < 0.01) ainsi qu’entre les polyphénols et le NIV (r = —0.86 ;
p < 0.01). Ces résultats indiquent que I’augmentation de la teneur en polyphénols est associée a une

diminution significative de I’accumulation des mycotoxines.

La figure 40 met également en évidence une séparation claire entre les variétés sensibles et
tolérantes. Les variétés Waha et Vitron, caractérisées par de faibles teneurs en polyphénols, présentent
les concentrations les plus élevées en DON et NIV. En revanche, les variétés Arz et Hiddab, qui
possedent les niveaux les plus élevés de polyphénols, montrent les concentrations les plus faibles en

mycotoxines. Ces observations suggerent que les polyphénols pourraient jouer un réle important dans
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les mécanismes de défense du blé contre I’infection par les champignons producteurs de mycotoxines,

et pourraient ainsi constituer un indicateur biochimique potentiel de tolérance a la fusariose.
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Chapitre 04 : Discussion

Discussion

Cette thése a pour objectif d’identifier et de caractériser 1’agent pathogeéne responsable de la
fusariose du collet du blé en Algérie, a travers des approches morphologiques et moléculaires, afin
d’établir une identification taxonomique fiable. Elle vise également a étudier I’effet de la température
sur le développement et la croissance de I’agent pathogeéne, dans le but de mieux comprendre
I’influence des conditions environnementales sur 1’expression de la maladie.

Par ailleurs, ce travail se propose d’évaluer I’incidence et I’agressivité de la fusariose du collet sur
différentes variétés de blé, afin de mettre en évidence des niveaux de sensibilité et de résistance
contrastés. Enfin, la thése s’attache a analyser les bases génétiques et biochimiques de la résistance,
notamment a travers 1I’é¢tude de geénes de résistance candidats, la quantification des composés
phénoliques totaux impliqués dans les mécanismes de défense, ainsi que [I’évaluation de

I’accumulation des principales mycotoxines produites par F. graminearum.

L’identification morphologique de [I’isolat ¢étudié, fondée sur [D’analyse des caractéres
macroscopiques et microscopiques selon les critéres taxonomiques établis par Leslie et Summerell
(2006), a permis, dans un premier temps, d’orienter 1’isolat vers le genre Fusarium. Cette approche,
basée sur I’observation de la morphologie des colonies, de la vitesse de croissance, de la
pigmentation, ainsi que sur les caractéristiques microscopiques des structures de reproduction,
constitue une méthode classique et largement utilisée dans 1’identification des espéces fongiques.
Néanmoins, bien que cette analyse morphologique ait permis de distinguer clairement 1’isolat au
niveau du genre, elle n’a pas permis, dans la majorité des cas, de déterminer avec certitude 1’espéce
exacte appartenant au genre Fusarium. En effet, les travaux de Ma et al. (2023) indiquent que F.
graminearum, tout comme F. asiaticum, se manifeste sur milieu PDA par une colonie rouge carmin
et des macroconidies arquées munies de 5 a 6 cloisons. Cette similitude démontre que les seules
caractéristiques morphologiques, base de la taxonomie traditionnelle, s'averent insuffisantes pour
discriminer ces espéces au sein du complexe (Yilmaz et al., 2021 ; Wang et al., 2022 ; Sanna et al.,
2023).

Ces dernieres années, les technologies basées sur la PCR se sont révélées étre de puissants outils de

diagnostic pour la détection et I'identification des champignons pathogénes (Luchi et al., 2020 ; Paul
et al., 2024)
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L’identification moléculaire par utilisation d’amorces spécifiques (Gardes et Bruns,1993 ; Carbone
et Kohn, 1999) a permis de confirmer I’espéce morphologiquement identifi¢e comme étant F.

graminearum.

Ce champignon n’est pas dominant en Algérie car les conditions climatiques ne favorisent pas son
développement qui exige des conditions particuliéres de chaleur et une humidité élevée. De plus il
s’agit d’une espece qui se développe sur le mais qui est une culture non répandue dans notre pays.
Raison pour laquelle, F. graminearum est le principal agent pathogéne causant la fusariose des petites
céréales cultiveées aux Etats-Unis, en Chine et dans de nombreux pays européens cultivant le mars.
Favorisés par un temps chaud et humide les infections peuvent atteindre des niveaux épidémiques
avec des pertes importante de rendements et des réductions de qualité (Kant et al., 2011). F.
graminearum est également considéré comme la plus importante des espéces causant la fusariose
dans les régions ceréaliéres les plus chaudes du monde (USA, Australie, Amérique du Sud et Europe
Centrale) (Parry et al., 1995).

Malgré cela plusieurs études montrent que F. graminearum est moins fréquent mais toujours
présent dans la flore fusarienne des céréales et reste un agent principal de la fusariose du ble,
notamment lorsque 1’humidité est ¢levée pendant la floraison (Belgacem et Mebarkia, 2025).

Ainsi, I’identification moléculaire de F. graminearum dans notre étude, bien que réalisée dans un
contexte ou cette espece est peu rapportée, souligne 1’importance d’une surveillance phytosanitaire
rigoureuse et d’une caractérisation précise des agents pathogenes présents. Elle met également en
¢vidence I’intérét d’associer des approches morphologiques et moléculaires afin d’assurer une
identification fiable, condition essentielle a la mise en place de stratégies efficaces de gestion des

maladies fongiques des cultures.

Cette étude avait également pour objectif d’identifier des geénes de résistance (geénes R)
potentiellement impliqués dans la résistance a la pourriture commune des racines (FCR) a travers une
approche de caractérisation moléculaire ciblée. L’amplification spécifique et le séquengage des geénes
candidats Sb1, Sh4 et Sh3, a I’aide des amorces décrites par Rivkin et al. (1999), ont mis en évidence
des variations de séquence, notamment des substitutions nucléotidiques et des différences de position
entre les huit génotypes étudiés. Ces polymorphismes suggerent une diversité allélique significative,
susceptible d’influencer 1’efficacité de la réponse de défense et de contribuer aux différences
observées de niveaux de resistance a la FCR entre les cultivars.

Parmi les génes analysés, Sh4 a été détecté chez la majorité des génotypes évalués, a I’exception de

deux cultivars classés comme modérément résistants, Chen’s et Gta dur. Cette large distribution de
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Sh4 est en accord avec les travaux de Liu et al. (2021), qui ont identifié ce géne dans des lignées de
blé hautement résistantes telles que Zhongyul211 et GY'17, et ’ont localisé sur le chromosome 4BL.
La présence fréquente de Sb4 dans des génotypes présentant différents niveaux de résistance suggére
que ce gene pourrait jouer un role clé dans une résistance partielle mais durable, probablement de
type quantitatif. Ainsi, Sh4 apparait comme un candidat particulierement intéressant pour
I’amélioration variétale, notamment dans le cadre de stratégies de sélection assistée par marqueurs

visant a renforcer la résistance a long terme face a la variabilité du pathogéne.

En revanche, le géne Sbl n’a été détecté que chez la variété Arz, caractérisée par un haut niveau de
résistance a la FCR. Cette observation est cohérente avec les resultats de Lillemo et al. (2013), qui
ont rapporté la présence de Sb1 dans la lignée Saar, également trés résistante a la carie commune du
blé. Sb1 est localiseé a proximité du locus Lr34, un géne majeur implique dans la résistance durable a
plusieurs maladies foliaires fongiques et associe au phénotype de nécrose apicale des feuilles (Leaf
tip necrosis, Ltn"). Cette proximité génomique suggére I’existence possible d’un complexe de génes
ou d’un mécanisme de défense a large spectre, conférant une résistance croisée a différents agents
pathogenes. La rareté de Sb1 parmi les autres génotypes analysés pourrait expliquer, en partie, la forte
résistance spécifique observée chez Arz, mais limite également son utilisation directe en sélection

sans une introgression ciblée.

Concernant le géne Sh3, il a été identifié uniqguement chez la variété Vitron. Sb3 a initialement été
mis en évidence dans la lignée de blé d’hiver « 621-7-1 » en raison de sa corrélation avec une réponse
immunitaire efficace contre Bipolaris sorokiniana au niveau foliaire. A I’aide d’une analyse de
ségrégants groupés (Bulked Segregant Analysis, BSA), Lu et al. (2016) ont cartographié Sb3 sur le
chromosome 3BS, entre les marqueurs SSR Xbarc133 et Xbarc147. La détection de ce géne chez
Vitron suggére que la résistance observée pourrait étre associée a un mécanisme de défense
spécifique, potentiellement actif a la fois dans les tissus racinaires et aériens. Toutefois, la présence
isolée de Sh3 souligne la nécessité de combiner ce géne avec d’autres loci de résistance afin d’obtenir

une protection plus stable et durable.

L’analyse des séquences partielles des genes Sbh1l, Sb4 et Sh3 a révélé des niveaux d’identité
nucléotidique modérés, atteignant 79,13 % pour Sbl, 85,94 % pour Sh4 et 84,78 % pour Sh3. Ces
valeurs relativement inférieures a une conservation stricte suggerent une diversité allélique
importante au sein de ces génes de résistance. L’alignement multiple des s€quences a mis en évidence
la présence de substitutions nucléotidiques, d’insertions et de délétions, certaines induisant des

variations allant jusqu’a 57 acides aminés au niveau des séquences protéiques déduites. De telles
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modifications structurelles sont susceptibles d’affecter la conformation des protéines codées, leur
stabilité ou leurs interactions avec les effecteurs pathogénes, et pourraient ainsi expliquer les
différences, de niveaux de résistance, observees entre les génotypes. Ces résultats concordent
partiellement avec ceux de Ma et al. (2012) et d’Enyew et al. (2022), qui ont également rapporté une
variabilité élevée des genes Sb chez différentes especes et lignées de blé, soulignant le caractere
évolutif de ces loci.

Par ailleurs, ’intégration de ces résultats moléculaires avec les données issues d’études antérieures
de cartographie de QTL et d’analyses d’association pangénomique (GWAS) renforce I’importance
fonctionnelle des génes Sh1, Sb4 et Sh3 dans la résistance a la FCR. Plusieurs QTL majeurs associes
a cette résistance ont été identifiés sur les chromosomes 4B et 7D (Gurung et al., 2014 ; Zhu et al.,
2014 ; Singh et al., 2018 ; Su et al., 2021), régions chromosomiques coincidant avec la localisation
rapportée de certains genes Sb. Nos résultats sont en accord avec ceux de Tomar et al. (2020) et de
Yang et al. (2021), qui ont respectivement mis en évidence des QTL a effet majeur sur les
chromosomes 7D et 4B, suggérant une contribution significative de ces régions a la résistance

quantitative a la FCR.

La détection simultanée des génes Sh1 et Sb4 chez la varieté Arz est particulierement intéressante,
car elle illustre le potentiel du pyramiding génique dans I’amélioration de la résistance. La
combinaison de geénes de résistance présentant des mécanismes d’action complémentaires pourrait
permettre d’obtenir une réponse de défense plus robuste et plus durable face a la diversité génétique
du pathogene. Comme I’ont souligné Wang et al. (2018), I’intégration ciblée et efficace de plusieurs
genes de résistance, appuyée par des marqueurs moléculaires fiables, constitue une stratégie
prometteuse pour accélérer les programmes d’amélioration génétique et réduire la vulnérabilité des

cultivars de blé a la FCR.

L’augmentation des températures constitue un facteur environnemental majeur susceptible
d’accroitre la pression des maladies fongiques et, par conséquent, de réduire le rendement en grains
(Romero et al., 2022). L’analyse de I’effet de la température sur la croissance mycélienne de 20 isolats
algériens de Fusarium graminearum a révélé des différences significatives dans les optima
thermiques de développement (p < 0,0001), ainsi que dans les interactions température x isolat. Ces
résultats mettent en évidence une variabilité intra-spécifiqgue marquée, suggérant que certains isolats
posseédent une capacité adaptative accrue aux fluctuations thermiques.

Les isolats ont montré un développement optimal sur milieu PDA a 30°C, ce qui correspond aux

observations de Manstretta et Rossi (2016). Cette absence de corrélation entre les températures
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optimales de croissance et I’origine géographique des isolats indique que I’adaptation thermique est
probablement indépendante de la provenance, et pourrait refléter une plasticité phénotypique ou une
sélection naturelle récente favorisant la tolérance a la chaleur. Les indices de développement les plus
élevés, observés a 25°C et 30°C, suggerent que certains isolats sont particulierement bien adaptés a
des conditions thermiques élevées, ce qui pourrait augmenter leur compétitivité dans les systemes
cérealiers soumis au réchauffement climatique. Ces observations rejoignent celles de Magan et al.
(2003), qui ont mis en évidence la supériorité compétitive de F. graminearum a des températures

modérément élevées.

Par ailleurs, une croissance mycélienne a également été observée a 15°C, démontrant une capacité
d’adaptation aux températures plus fraiches, conformément aux résultats de Hope et al. (2005). Cette
amplitude thermique relativement large souligne la plasticité écologique du pathogéne, qui pourrait
lui permettre de coloniser différents environnements et de maintenir son potentiel infectieux dans des
conditions climatiques variées. Sur le plan agronomique, ces résultats suggerent que 1’évolution
climatique, en particulier I’augmentation de la fréquence des épisodes chauds, pourrait favoriser la
dominance de certains isolats de F. graminearum, avec un impact direct sur la sévérité de la maladie

et la sécurité alimentaire.

Ainsi, I’intégration de ces informations sur I’adaptabilité thermique constitue un outil essentiel pour
anticiper les réponses du pathogéne aux changements climatiques et pour orienter les stratégies de

gestion intégrée des maladies.

Cette recherche fournit des données détaillées sur I’infection fusarienne, en comparant les réponses
de huit génotypes de blé a difféerent niveaux de résistance. Les résultats ont révélé une variabilité
significative en termes d’agressivité fongique (p = 0,05) ainsi qu’une différence nette de sévérité de
la maladie entre les variétés, corroborant les observations de Schaafsma et Hooker (2007), qui ont
souligné que les facteurs variétaux représentent des déterminants majeurs de I’incidence de la FCR

dans les systemes de culture du ble.

La variété Waha (2,267) a présenté le taux d’infection le plus élevé, confirmant sa sensibilité accrue
a Fusarium déja rapportée par Bencheikh et al. (2020). De méme, Vitron (2,100) a montré une forte
susceptibilité, bien qu’elle conserve de bonnes performances agronomiques, conformément aux
observations de Haddad et al. (2021) qui la classaient dans le groupe C1, regroupant les variétés les

plus productives en conditions pluviales dans les hauts plateaux de I’Est algérien. Ces résultats
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suggeérent que certaines variétés sensibles peuvent compenser les pertes induites par la FCR par des
traits physiologiques ou agronomiques favorables, tels qu'une meilleure allocation des ressources
vers le rendement en grains, ou une croissance rapide permettant d’échapper partiellement aux

dommages du pathogeéne.

Les variétés Chen’s (1,533) et Core (1,400) ont montré une sensibilité modérée, ce qui correspond
aux données existantes sur leur popularité et leur adaptation en Algérie (Bencheikh et al., 2020).
L’observation que le blé tendre hexaploide tend a étre plus résistant que le blé dur (Haile et al., 2019)
est en accord avec nos résultats, puisque les génotypes hautement résistants Arz (0,033) et Hiddab
(0,133) appartiennent a cette catégorie. Les variétés Anforeta (0,867) et Gta dur (0,800) ont montré
une résistance modérée, soulignant la diversité phénotypique existante dans les cultivars locaux,
méme lorsque la littérature sur certaines d’entre elles reste limitée. Cette observation met en évidence
I’importance d’évaluer systématiquement les variétés locales peu documentées, afin de mieux

exploiter leur potentiel génétique.

Bien qu’aucune variété de blé ne soit totalement résistante a la FCR, D'utilisation de variétés
partiellement résistantes demeure la stratégie la plus fiable et économiquement viable pour réduire
I’impact de la maladie (Francesconi et al., 2019 ; Gebremariam et al., 2020). La combinaison de ces
variétés avec des approches intégrées — telles que I’utilisation de semences saines et ’amélioration
génétique ciblée via les genes Sbl, Sb3 et Sh4 identifiés dans cette étude — pourrait renforcer
durablement la résistance. En outre, la corrélation entre le niveau de résistance phénotypique et la
présence de genes R spécifiques suggére que la sélection assistée par marqueurs constitue un outil
prometteur pour accélérer le développement de cultivars plus résistants, tout en maintenant des

performances agronomiques élevées.

Les résultats obtenus sur les teneurs des acides phénoliques totaux (TPC) mettent en évidence un
lien étroit entre le niveau de résistance des génotypes de blé a F. graminearum et la teneur en
composés phénoliques. L’analyse par la méthode de Folin-Ciocalteu a révélé que les variétés
hautement résistantes, telles que Arz, Hiddab et Anforeta, présentent des concentrations
significativement plus élevées en TPC, avec des valeurs dépassant 180 mg EAG/g, tandis que les
génotypes sensibles, notamment Waha et Vitron, affichent des teneurs nettement plus faibles (autour
de 140-150 mg EAG/g). L’ANOVA a un facteur confirme que la résistance influence fortement la
production de composés phénoliques (F = 5,94 ; p = 0,009).
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Cette augmentation des TPC chez les variétés résistantes suggere que les composés phénoliques
jouent un réle central dans les mécanismes de défense chimique du blé contre F. graminearum. Cela
est en accord avec Anatasava et al. (2014), qui ont montré que les TPC peuvent constituer un
indicateur intéressant pour identifier des génotypes accumulant moins de toxines. En effet, la
résistance des plantes a la fusariose serait liée a leur capacit¢é de réduire I’accumulation des
mycotoxines dans les grains de blé. Cette aptitude peut résulter de la variation des TPC selon les
variétés de blé, comme rapporté par Peyron et al. (2002). Ces composés pourraient étre de bons
candidats pour les caractéristiques de réduction de la biosynthese des mycotoxines dans les grains
(Boutigny et al., 2008).

Les phénols sont connus pour agir a la fois comme antioxydants, inhibiteurs de croissance fongique
et renforcateurs de la paroi cellulaire, limitant ainsi la pénétration et la colonisation du pathogene.
L’observation que la variété Arz, la plus résistante, présente la teneur en TPC la plus élevée (208,5
mg EAG/g) corrobore les résultats de McCallum et Walker (1991), ou une accumulation accrue de
phénols totaux est associée a une resistance elevee a divers champignons pathogénes du blé, tels que

Fusarium.

Le gradient observe entre les classes de résistance — des génotypes sensibles aux hautement
résistants — met également en évidence une réponse graduelle et quantitative des phénols. Cette
tendance suggére que la résistance a FCR n’est pas seulement déterminée par la présence de génes R
spécifiques, mais résulte également d’une défense biochimique multifactorielle, ou la synthése et
I’accumulation de métabolites secondaires tels que les phénols contribuent a la limitation de
I’infection. L’augmentation moyenne de TPC avec le niveau de résistance (de 140,6 mg EAG/g chez
les varietés sensibles a 203,1 mg EAG/g chez les hautement résistantes) reflete cette corrélation

positive entre capacité de défense constitutive ou induite et succes de résistance.

Enfin, ces résultats suggérent que la sélection de variétés a haute teneur en phénols pourrait

constituer un outil indirect mais efficace pour renforcer la résistance a la FCR.

Les résultats obtenus sur la contamination en nivalénol (NIV) et en déoxynivalénol (DON) mettent
en évidence une variabilité significative entre genotypes de blé dur, soulignant le rdle central du
facteur variétal dans la gestion du risque mycotoxique. L’analyse de variance (ANOVA) a révélé un
effet hautement significatif de la variété sur les concentrations en NIV et DON (p < 0,001), confirmant
que le génotype influence fortement I’accumulation de ces mycotoxines produites par F.

graminearum.
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Pour le NIV, les concentrations varient de maniere importante, allant de 28,65 pg/g chez la variété
Arz a 144,98 ug/g chez Waha. Les variétés Waha et Vitron, présentant les niveaux les plus élevés, se
distinguent comme les plus sensibles, tandis que les autres variétés, notamment Core, Chen’s, Gta
dur, Anforeta, Hiddab et Arz, montrent des teneurs nettement inférieures. Cette distribution suggére
I’existence d’une résistance génétique particlle a la production de NIV, les génotypes les plus
résistants étant capables de limiter I’accumulation de la toxine malgré I’infection. Ces observations
sont cohérentes avec les résultats obtenus pour le NIV, ce qui souligne une corrélation potentielle
entre la sensibilité a I’infection et la production de mycotoxines, les variétés fortement infectées étant
également celles les plus contaminées. Comme rapporté par Talas et al. (2011), certaines variétés
locales de blé d’Afrique du Nord et d’Asie occidentale (Syrie) peuvent constituer des sources

prometteuses de résistance a la fusariose.

Concernant le DON, la variation est encore plus marquée, allant de 23,00 pg/g chez la variété Arz a
233,90 ug/g chez Waha, soit un rapport supérieur a 10 entre les extrémes. La variété Waha, avec la
teneur la plus élevée, apparait comme extrémement sensible, tandis que Vitron montre une
contamination également élevee mais significativement plus faible, ce qui est en concordance avec
Elias et al. (2005), selon lesquels la plupart des cultivars de ble actuellement cultivés ne présentent
pas des niveaux élevés de résistance. Les génotypes Anforeta, Hiddab et Arz présentent les
concentrations les plus faibles, indiquant probablement une meilleure capacité a limiter la synthese
ou I’accumulation de DON. Ces résultats rejoignent ceux d’Atlin et al. (1983), qui avaient trouvé une

corrélation €levée et significative entre la concentration du DON et I’intensité de la fusariose.

Les différences marquées observées entre génotypes soulignent I’importance du choix variétal
comme stratégie clé dans la réduction du risque mycotoxique. Les variétés partiellement résistantes,
capables de limiter simultanément le NIV et le DON, peuvent constituer la base de programmes
d’amélioration intégrée, combinant résistance génétique, pratiques culturales appropriées et contrdle
sanitaire. Ces résultats mettent également en évidence la nécessité de considérer la résistance aux
mycotoxines comme un critere complémentaire a la résistance phénotypique a la fusariose, car une
variété peut présenter une résistance apparente a I’infection tout en accumulant des toxines, ou

inversement.
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Conclusion générale

Cette these s’inscrit dans le contexte des préoccupations croissantes liées a la fusariose du collet du
blé, une maladie tellurique majeure affectant la productivité des céréales et la qualité sanitaire des
grains a travers ’accumulation de mycotoxines. Face a I’impact agronomique, économique et
sanitaire de cette maladie, ce travail avait pour objectif principal de mieux comprendre les
mécanismes de résistance du blé a la fusariose, en combinant des approches phénotypiques,

moléculaires, biochimiques et environnementales.

L’identification de I’agent pathogene responsable a permis de confirmer le réle prépondérant de F.
graminearum dans la fusariose du collet. L’étude de la croissance mycélienne en fonction de la
température a mis en évidence une forte plasticité thermique des isolats, avec des optima de
développement compris entre 25 et 30 °C, soulignant le risque d’une aggravation de la pression de la
maladie dans un contexte de réchauffement climatique. L’absence de relation claire entre 1’origine
géographique des isolats et leur optimum thermique suggére une capacité d’adaptation généralisée du

pathogene aux conditions environnementales.

L’évaluation phénotypique de huit variétés de blé dur et tendre a révélé une variabilité significative
de la sévérité de la maladie et de I’agressivité fongique, confirmant 1’influence déterminante du
génotype sur ’expression de la fusariose. Des variétés telles que Arz et Hiddab se sont distinguees
par leur faible indice de maladie, tandis que Waha et Vitron se sont révélées fortement sensibles. Ces
résultats mettent en évidence 1’existence d’une résistance partielle mais exploitable, essentielle dans

les stratégies de lutte durable contre la fusariose.

Sur le plan moléculaire, la caractérisation des genes de résistance Sbl, Sb3 et Sbh4 a montré une
diversité alléligue importante, marquée par des substitutions, insertions et délétions, susceptibles
d’influencer la réponse de défense. La présence préférentielle de certains genes chez les variétés
résistantes, notamment Sb1l et Sb4 chez Arz, confirme leur implication potentielle dans la résistance
a la fusariose du collet et met en évidence I’intérét du pyramiding génique pour renforcer la durabilité

de la résistance.

Les analyses biochimiques ont montré que les variétés résistantes présentent des teneurs
significativement plus élevées en acides phénoliques totaux, soulignant le role clé des composés

phénoliques dans les mécanismes de défense. Le gradient observé entre génotypes sensibles et

116



résistants suggere que la résistance a la fusariose repose non seulement sur des génes spécifiques,
mais également sur une défense biochimique quantitative, capable de limiter la colonisation fongique

et la progression de la maladie.

L’étude de ’accumulation des mycotoxines, notamment le déoxynivalénol (DON) et le nivalénol
(NIV), a révélé une variabilité variétale trés marquée, etroitement liée au niveau de résistance a la
fusariose. Les variétés résistantes, telles que Arz, Hiddab et Anforeta, ont présenté les concentrations
les plus faibles pour les deux toxines, tandis que les variétés sensibles ont accumulé des niveaux
élevés. Ces résultats soulignent I’importance de considérer la résistance a 1’accumulation de
mycotoxines comme un critere majeur de sélection, complémentaire a la résistance phénotypique a

la maladie.

Dans leur ensemble, les résultats de cette these démontrent que la résistance du blé a la fusariose
du collet est un caractére complexe et multifactoriel, résultant de I’interaction entre facteurs
génétiques, biochimiques et environnementaux. Le choix variétal, appuyé¢ par I'identification de
genes de résistance et de marqueurs moléculaires, apparait comme une stratégie centrale pour reduire

durablement I’impact de la maladie et le risque mycotoxique.

Perspectives
Les perspectives de ce travail concernent :
e La validation fonctionnelle des genes Sb identifies,
e [’intégration des caractéres de résistance a I’accumulation des mycotoxines dans les schémas
de sélection.
e [’évaluation des génotypes en conditions multi-environnementales, et le renforcement des
approches de sélection assistée par marqueurs adaptées aux contraintes du changement

climatique.
Ainsi, cette thése apporte une contribution significative a la compréhension des mécanismes de

résistance du blé a la fusariose et fournit des bases scientifiques solides pour le développement de

cultivars plus résistants, plus sdrs et mieux adaptés aux conditions futures de production céréaliere.
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Annexes

Annexe 01
Milieu PDA :
Préparation du milieu PDA pour un flacon de 500ml
e 100g de pomme de terre.
e 10 g d’agar.
e 10g de glucose.
e Eau distillée (quantité suffisante 1L).

Les pommes de terre ont été épluchées, lavées puis coupées en petits morceaux. 100g de pommes
de terre ont été pesés et mis a bouillir dans de 1’eau distillée pendant 20 minutes. Aprés cuisson,
I’extrait a été filtré afin d’¢éliminer les résidus solides.

L’extrait filtré a ensuite été complété avec de I’eau distillée jusqu’a obtenir un volume final de 1L.
10g d’agar et 10g de glucose ont été ajoutés au filtrat, puis le mélange a été agité jusqu’a dissolution
compléte.

Le milieu obtenu a été réparti dans un flacon approprié et stérilisé a ’autoclave a une pression de
1,1 bar pendant 20 minutes. Apreés stérilisation, le milieu a été laissé a refroidir légérement, puis versé
aseptiquement dans des boites de Petri stériles. Les boites ont été laissées a solidifier avant utilisation.

Djebaili.C, 2019

Djebaili.C, 2019
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Annexe 02
Solution d’hypochlorite de sodium :

Calcul de dilution pour la préparation d’une solution d’hypochlorite de sodium a 2 % :
Une solution d’hypochlorite de sodium a 2 % (m/V) a été préparée par dilution d’une solution mere
d’hypochlorite de sodium titrée a 15 %. Le volume final de la solution a été fixé a 60 ml.

Le calcul du volume de solution mere requis a été effectué selon la relation de dilution suivante :

CiV1i=Cy V>

Ou : Cq correspond a la concentration de la solution mére,
V1 au volume de solution mére prélevé,
C> a la concentration de la solution finale,
V> au volume final de la solution.
Ainsi :
C2xV2 2x60
c1 15

= 8ml

Le volume de solvant nécessaire pour atteindre le volume final est donc de 52 ml.
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Annexe 03

Courbe d’étalonnage :

Courbe d’étalonnage utilisée pour la quantification des acides phénoliques totaux.

R2=0.9928
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Annexe 04

Teneurs maximales en mycotoxines dans les céréales et les produits céréaliers destinés a la

consommation humaine (réglement de la commission UE N° 1881/2006 ; recommandation de la
commission UE N° 2013/165/UE)

Mycotoxine Céréales et produits céréaliers Niveaux
maximaux
7 7 - s = 7 7 Ve (ug/kg)
Aflatoxine B1 Toutes céréales et tous produits dérivés de céréales 2.0
Mais a étre soumis a un traitement de tri ou a d’autres méthodes 5.0

physiques avant consommation humaine ou utilisation comme
ingrédients de denrées alimentaires

Aflatoxines Toutes céréales et tous produits dérivés de céréales 4.0
(B1+B2+G1+G2)

Mais a étre soumis a un traitement de tri ou a d’autres méthodes 10.0
physiques avant consommation humaine ou utilisation comme
ingrédients de denrées alimentaires

Déoxynivalénol Céréales non transformées autres que le blé dur, ’avoine et le mais 1250
BIé dur et avoine non transformés 1750

Mais non transformé, a 1’exception 1750

Céréales destinées a la consommation humaine directe, farine de 750

céréales, son et germe en tant que produits finis destinés a étre traité
par broyage humide.

Zéaralénone Céréales non transformées autres que le mais 100
Mais non transformé, a 1I’exception du mais non transformé destiné 350

a étre traité par broyage humide
Céréales destinées a la consommation humaine directe, farine de 75

céréales, son et germe en tant que produits finis destines a la
consommation humaine directe

Mais destiné a la consommation humaine directe, collations a base 100

de mais et céréales de petit-déjeuner a base de mais
Ochratoxine A Céréales non transformées (brutes) 5.0
Tous les produits dérivés de céréales non transformés, y compris les 3.0

produits transformés a base de céréales et les céréales destinés a la
consommation humaine directe

Fumonisines Mais non transformé, a 1’exception du mais non transformé destiné 4000
(BA+B2) a étre traité par broyage humide
Mais destiné a la consommation humaine directe, aliments a base de 1000
mais destinés a la consommation humaine directe
Toxines (*) (T- Ceéréales non transformées -
2+HT-2) Orge et mais 200
L’avoine 1000
BIé, seigle et autres céréales 100
Grains de céréales destinés a la consommation humaine directe -
L’avoine 200
Mais 100
D’autres céréales 50

*Indigue des recommandations
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Annexe 05

Analyse post-hoc de la variance de I’indice de maladies entre les différentes variétés.

()] @) Différence Erreur p Intervalle de confiance & 95
Variété Variété moyenne (I- standard %
J) Borne Borne
inférieure supérieure
Core Vitron -,7000 ,3543 0,525 -1,927 527
Chen’s -,1333 ,3543 1,000 -1,360 1,093
Anforeta ,5333 ,3543 0,794 -,693 1,760
Waha -,8667 ,3543 0,284 -2,093 ,360
Gta dur ,6000 ,3543 0,691 -,627 1,827
Hiddab 1,2667" ,3543 0,040 ,040 2,493
Arz 1,3667" ,3543 0,024 ,140 2,593
Vitron Core ,7000 ,3543 0,525 -,527 1,927
Chen’s ,5667 ,3543 0,745 -,660 1,793
Anforeta 1,2333" ,3543 0,048 ,007 2,460
Waha -,1667 ,3543 1,000 -1,393 1,060
Gta dur 1,3000" ,3543 0,034 ,073 2,527
Hiddab 1,9667" ,3543 0,001 ,740 3,193
Arz 2,0667" ,3543 0,001 ,840 3,293
Chen’s Core ,1333 ,3543 1,000 -1,093 1,360
Vitron -,5667 ,3543 , 745 -1,793 ,660
Anforeta ,6667 ,3543 ,580 -,560 1,893
Waha -, 7333 ,3543 471 -1,960 493
Gta dur , 7333 ,3543 471 -,493 1,960
Hiddab 1,4000" ,3543 ,020 173 2,627
Arz 1,5000" ,3543 ,011 273 2,727
Anforeta | Core -,5333 ,3943 , 194 -1,760 ,693
Vitron -1,2333" ,3543 ,048 -2,460 -,007
Chen’s -,6667 ,3543 ,580 -1,893 ,560
Waha -1,4000" ,3543 ,020 -2,627 -,173
Gta dur ,0667 ,3543 1,000 -1,160 1,293
Hiddab , 7333 ,3543 471 -,493 1,960
Arz ,8333 ,3543 ,326 -,393 2,060
Waha Core ,8667 ,3543 ,284 -,360 2,093
Vitron ,1667 ,3543 1,000 -1,060 1,393
Chen’s ,7333 ,3543 471 -,493 1,960
Anforeta 1,4000" ,3543 ,020 173 2,627
Gta dur 1,4667" ,3543 ,014 ,240 2,693
Hiddab 2,1333" ,3543 0,000 ,907 3,360
Arz 2,2333" ,3543 0,000 1,007 3,460
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Gta dur Core -,6000 ,3543 ,691 -1,827 ,627
Vitron -1,3000" ,3543 ,034 -2,527 -,073
Chen’s -,7333 ,3543 471 -1,960 ,493
Anforeta -,0667 ,3543 1,000 -1,293 1,160
Waha -1,4667" ,3543 ,014 -2,693 -,240
Hiddab ,6667 ,3543 ,580 -,560 1,893
Arz , 7667 ,3543 ,419 -,460 1,993
Hiddab Core -1,2667" ,3543 ,040 -2,493 -,040
Vitron -1,9667" ,3543 ,001 -3,193 -,740
Chen’s -1,4000" ,3543 ,020 -2,627 -,173
Anforeta -,7333 ,3543 471 -1,960 ,493
Waha -2,1333" ,3543 ,000 -3,360 -,907
Gta dur -,6667 ,3543 ,580 -1,893 ,560
Arz ,1000 ,3543 1,000 -1,127 1,327
Arz Core -1,3667" ,3543 ,024 -2,593 -,140
Vitron -2,0667" ,3543 ,001 -3,293 -,840
Chen’s -1,5000" ,3543 ,011 -2,727 -,273
Anforeta -,8333 ,3543 ,326 -2,060 ,393
Waha -2,2333" ,3543 ,000 -3,460 -1,007
Gta dur -, 71667 ,3543 ,419 -1,993 ,460
Hiddab -,1000 ,3543 1,000 -1,327 1,127
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Annexe 06

Modeéle mixte

Polyphenolsij=p+Varietei+Essaij+eij

ANOVA — Modéle mixte

Effet Df F p_value
Variete 7 25.656 0.000177
Composantes de variance
grp varl var2 VCov sdcor
Essai (Intercept) | NA | 1198.9896 | 34.62643
Residual NA NA | 103.9314 | 10.19468
Coefficients de détermination du modele mixte
Indicateur Valeur
R2 marginal (R2m) 0.489
R2 conditionnel (R%c) 0.959
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Annexe 07

Comparaisons multiples (Tukey)

contrast estimate SE df t.ratio p.value
Anforeta - Arz -51.400 | 10.19468 | 7 | -5.0418475 0.0179737610
Anforeta - Chen's 18.500 | 10.19468 | 7 | 1.8146727 0.6312209958
Anforeta - Core 28.700 10.19468 | 7 | 2.8151950 0.2269794413
Anforeta - Gta dur 9.500 10.19468 | 7 | 0.9318590 0.9718855654
Anforeta - Hiddab -36.500 | 10.19468 | 7 | -3.5803002 0.0926481952
Anforeta - Vitron 40.700 | 10.19468 | 7 | 3.9922800 0.0573620707
Anforeta - Waha 54.365 | 10.19468 | 7 | 5.3326856 0.0132834401
Arz - Chen's 69.900 | 10.19468 | 7 | 6.8565202 0.0031319622
Arz - Core 80.100 | 10.19468 | 7 | 7.8570424 0.0013620957
Arz - Gta dur 60.900 | 10.19468 | 7 | 5.9737064 0.0070339967
Arz - Hiddab 14900 | 10.19468 | 7 | 1.4615472 0.8063682265
Arz - Vitron 92.100 | 10.19468 | 7 | 9.0341275 0.0005644363
Arz - Waha 105.765 | 10.19468 | 7 | 10.3745330 0.0002304435
Chen's - Core 10.200 | 10.19468 | 7 | 1.0005223 0.9600230263
Chen's - Gta dur -9.000 10.19468 | 7 | -0.8828138 0.9787060645
Chen's - Hiddab -55.000 | 10.19468 | 7 | -5.3949730 0.0124645938
Chen's - Vitron 22.200 | 10.19468 | 7 | 2.1776073 0.4536641502
Chen's - Waha 35.865 | 10.19468 | 7 | 3.5180128 0.0996803082
Core - Gta dur -19.200 | 10.19468 | 7 | -1.8833360 0.5961144906
Core - Hiddab -65.200 | 10.19468 | 7 | -6.3954952 0.0047346792
Core - Vitron 12.000 | 10.19468 | 7 | 1.1770850 0.9160446571
Core - Waha 25.665 | 10.19468 | 7 | 2.5174906 0.3174119395
Gta dur - Hiddab -46.000 | 10.19468 | 7 | -4.5121592 0.0318721913
Gta dur - Vitron 31.200 | 10.19468 | 7 | 3.0604210 0.1707327187
Gta dur - Waha 44865 | 10.19468 | 7 | 4.4008266 0.0360751284
Hiddab - Vitron 77.200 | 10.19468 | 7 | 7.5725802 0.0017113935
Hiddab - Waha 90.865 | 10.19468 | 7 | 8.9129858 0.0006152913
Vitron - Waha 13.665 | 10.19468 | 7 | 1.3404056 0.8582425742
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Annexe 08

ANOVA — Modéle mixte (DON)

Composantes de variance

Effet Df F p_value

Variété 7 16.257 9.96e-06
arp varl var2 VCov sdcor
Essai (Intercept) NA 41.59556 6.449462
Residual NA NA 412.51291 20.310414
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Annexe 09

Comparaisons multiples (Tukey) — DON

contrast estimate SE| df t.ratio p.value
Anforeta - Arz 8.83| 16.58338| 14| 0.5324607| 0.9991984743
Anforeta - Chen's -24.39| 16.58338| 14| -1.4707493| 0.8102304663
Anforeta - Core -26.24| 16.58338| 14| -1.5823068| 0.7530468591
Anforeta - Gta dur -16.24| 16.58338| 14| -0.9792935| 0.9703238390
Anforeta - Hiddab 7.01| 16.58338| 14| 0.4227123| 0.9998222998
Anforeta - Vitron -105.51| 16.58338| 14| -6.3623928| 0.0003521433
Anforeta - Waha -107.50| 16.58338| 14| -6.4823924| 0.0002899367
Arz - Chen's -33.22| 16.58338| 14| -2.0032100| 0.5123130422
Arz - Core -35.07| 16.58338| 14| -2.1147675| 0.4506140582
Arz - Gta dur -25.07| 16.58338| 14| -1.5117542 0.7898797136
Arz - Hiddab -1.82| 16.58338| 14| -0.1097484| 0.9999999831
Arz - Vitron -114.34| 16.58338| 14| -6.8948535| 0.0001506034
Arz - Waha -116.33| 16.58338| 14| -7.0148531| 0.0001249490
Chen's - Core -1.85| 16.58338| 14| -0.1115575| 0.9999999811
Chen's - Gta dur 8.15| 16.58338| 14| 0.4914558| 0.9995222646
Chen's - Hiddab 31.40| 16.58338| 14 1.8934616| 0.5754194103
Chen's - Vitron -81.12| 16.58338| 14| -4.8916435| 0.0043386481
Chen's - Waha -83.11| 16.58338| 14| -5.0116431| 0.0035073388
Core - Gta dur 10.00| 16.58338| 14| 0.6030132| 0.9982356595
Core - Hiddab 33.25| 16.58338| 14| 2.0050191| 0.5112891113
Core - Vitron -79.27| 16.58338| 14| -4.7800860| 0.0052921383
Core - Waha -81.26| 16.58338| 14| -4.9000857| 0.0042740584
Gta dur - Hiddab 23.25| 16.58338| 14 1.4020058| 0.8423125042
Gta dur - Vitron -89.27| 16.58338| 14| -5.3830993| 0.0018295095
Gta dur - Waha -91.26| 16.58338| 14| -5.5030989| 0.0014867051
Hiddab - Vitron -112.52| 16.58338| 14| -6.7851051| 0.0001789220
Hiddab - Waha -114.51| 16.58338| 14| -6.9051047| 0.0001482099
Vitron - Waha -1.99| 16.58338| 14| -0.1199996| 0.9999999685
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Annexe 10

ANOVA — Modéle mixte (NIV)

Composantes de variance — NIV

Effet | Df F p_value
Variete | 7 | 32.722 | 1.25e-07
grp varl var2 VCov sdcor
Essai (Intercept) | NA | 63.60394 7.975208
Residual NA NA | 477.42073 | 21.849959
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Annexe 11

Comparaisons multiples (Tukey) — NIV

contrast estimate SE df t.ratio p.value
Anforeta - Arz 13.60 | 17.84042 | 14| 0.7623140 | 9.926665e-01
Anforeta - Chen's -46.78 | 17.84042 | 14| -2.6221360 | 2.256518e-01
Anforeta - Core -57.21 | 17.84042 | 14| -3.2067636 | 8.752309e-02
Anforeta - Gtadur | -26.90 | 17.84042 | 14| -1.5078123 | 7.918723e-01
Anforeta - Hiddab 6.96 17.84042 |14 | 0.3901254 | 9.998958e-01
Anforeta - Vitron | -116.65 | 17.84042 |14 | -6.5385242 | 2.648933e-04
Anforeta - Waha -197.30 | 17.84042 | 14| -11.0591585 | 5.793850e-07
Arz - Chen's -60.38 | 17.84042 | 14| -3.3844500 | 6.439895e-02
Arz - Core -70.81 | 17.84042 14| -3.9690776 | 2.276695e-02
Arz - Gta dur -40.50 | 17.84042 (14| -2.2701263 | 3.710033e-01
Arz - Hiddab -6.64 | 17.84042 | 14| -0.3721886 | 9.999239e-01
Arz - Vitron -130.25 | 17.84042 |14 | -7.3008383 | 8.062260e-05
Arz - Waha -210.90 | 17.84042 |14 | -11.8214725 | 2.500751e-07
Chen's - Core -10.43 | 17.84042 | 14| -0.5846276 | 9.985476e-01
Chen's - Gta dur 19.88 | 17.84042 |14 | 1.1143237 | 9.429541e-01
Chen's - Hiddab 53.74 | 17.84042 | 14| 3.0122614 | 1.214400e-01
Chen's - Vitron -69.87 | 17.84042 | 14| -3.9163882 | 2.503125e-02
Chen's - Waha -150.52 | 17.84042 |14 | -8.4370225 | 1.553601e-05
Core - Gta dur 30.31 | 17.84042 |14 | 1.6989513 | 6.883015e-01
Core - Hiddab 64.17 | 17.84042 |14 | 3.5968890 | 4.431456e-02
Core - Vitron -59.44 | 17.84042 | 14| -3.3317607 | 7.057772e-02
Core - Waha -140.09 | 17.84042 |14 | -7.8523949 | 3.558798e-05
Gta dur - Hiddab 33.86 | 17.84042 |14 | 1.8979377 | 5.728172e-01
Gta dur - Vitron -89.75 | 17.84042 (14| -5.0307120 | 3.391115e-03
Gta dur - Waha -170.40 | 17.84042 |14 | -9.5513462 | 3.541429e-06
Hiddab - Vitron -123.61 | 17.84042 |14 | -6.9286497 | 1.428623e-04
Hiddab - Waha -204.26 | 17.84042 |14 | -11.4492839 | 3.746981e-07
Vitron - Waha -80.65 | 17.84042 |14 | -4.5206342 | 8.423823e-03
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