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collected from bread wheat at El Haouaria region  

 

Distribution des types sexuels dans une population de Zymoseptoria 

tritici collectée du blé tendre dans la région d’El Haouaria 
 

R. BELHADJ CHEDLI
1,4*

, L. AOUINI 
2
, S. BEN M’BAREK

3,4
, A. YAHYAOUI

4,5
, S. REZGUI

1
, 

H. CHAABENE
1
 

 
1 National Agronomic Institute of Tunisia (INAT), 43 Avenue Charles Nicolle, 1002 Tunis, Tunisia. 
2 Department of Agronomy, Purdue University, 915 West State Street, West Lafayette, IN 47907 
3 Regional Field Crops Research Center of Beja (CRRGC) BP 350, 9000 Beja, Tunisia. 
4 CRP Wheat Septoria Phenotyping Platform, Tunisia. 
5 Centro Internacional de Mejoramiento de Maíz y Trigo (CIMMYT), km 45 Carretera México-Veracruz 

El Batán, Texcoco. 

 

 
*Corresponding author: rimbelhadjchedli@gmail.com 

 

Abstract – Bread wheat is one of the most important cereal crop in Tunisia, nonetheless production is 

highly affected by drought and diseases mainly Septoria tritici blotch (STB) caused by the fungus 
Zymoseptoria tritici. The main objective of this study is to assess the mating types distribution of 103 

bread-wheat-derived Z. tritici isolates collected during 2015-2016 cropping season from El Haouaria 

region where STB occurs annually on a bread wheat landrace that is called by farmers ‘Farina Arbi’. 
For this study, a multiplex PCR was conducted using two pairs of mating type-specific primers for 

MAT1-1 and MAT1-2. The results showed that on average both mating types occurred with an equal 

frequency of MAT1-1 and MAT1-2 (44.7% and 55.3% respectively), except for one field where the 

MAT1-2 was predominant with 74%, which could be certainly related to the reduced population size in 
this field. Overall, the equal mating type distribution observed at El Haouaria region suggests a frequent 

sexual reproduction of bread-wheat derived Z. tritici isolates in Tunisia.  
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Résumé - Le blé tendre est l’une des céréales les plus importantes en Tunisie. Sa production reste 

hautement affectée par la sècheresse et les maladies fongiques notamment la septoriose, causée par le 

champignon Zymoseptoria tritici qui attaque principalement le blé dur. L’objectif majeur de cette étude 
est la détermination de la distribution des deux mating types (MAT1-1 and MAT1-2) d’une population 

de 103 isolats de Z. tritici colléctés à partir du blé tendre ancien ‘Farina Arbi’ au niveau de quatre 

champs, dans la région d’El Haouaria là où une grande incidence de septoriose a été notée durant la 

saison agricole 2015-2016. Une PCR multiplexe utilisant deux paires d’amorces spécifiques MAT 1-1 
et MAT1-2 a été effectuée. Les résultats de cette étude ont montré une distribution égale des deux types 

sexuels (44.7% vs 55.3%). Cependant, une prédominance du MAT1-2 avec 74% a été notée au sein d’un 

seul champ, ce qui pourrait s’expliquer par la taille réduite de la population de Z. tritici dans ce champ. 
D’une façon générale, la distribution équilibrée des deux types sexuels observée dans la région d’El 

Haouaria suggère une reproduction sexuée fréquente des isolats de blé tendre en Tunisie.  

 

Mots clés : Farina Arbi, Septoriose, reproduction sexuée 

 

1. Introduction 

Vers la fin du   XIXeme siècle, la culture du blé tendre (Triticum aestivum L. subsp. aestivum) en Tunisie 

existait sous forme de mélange dans les champs avec l'orge (Hordeum vulgare), le blé dur cultivé 
(Triticum turgidum L. subsp. durum (Desf.)), et  d’autres espèces reconnaissables par la forme, la 

couleur et la taille des épis, et aussi par les barbes et les grains (Gharbi et al., 2013). A cette époque, les 

agriculteurs ne connaissaient même pas les noms vernaculaires aidant à la distinction de différents 
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cultivars de blé tendre et de blé dur, et n’utilisaient ainsi que la dénomination générale ‘Farina’ et 
‘Gameh’ pour les deux espèces respectivement. Ce n'est que depuis la colonisation française que la 

culture du blé tendre a commencé à prendre de la place dans l’agriculture Tunisienne (Ammar et al., 

2011 ; El Falleh et al., 2014). 
Au début des années 1930-1940, un développement rapide et relativement considérable des emblavures 

de blé tendre a eu lieu grâce à l’introduction de la variété Florence Aurore. Dotée d’un bon rendement, 

d’une excellente adaptabilité à la sécheresse dans les zones semi-arides et d’une bonne résistance aux 
différentes maladies (Septoria, Oïdium, Rouille…), cette dernière a pris, progressivement de 

l’importance dans tous les pays du bassin méditerranéen jusqu’à l’introduction du blé semi-nain vers la 

fin des années 1960 par CIMMYT (Saade, 1996). Malgré leur performance en termes de qualité, ces 

variétés et beaucoup d’autres introduites après, ont été disparu très vite à cause de leurs susceptibilités 
à plusieurs maladies telles que la rouille et la septoriose. Jusqu’à ce jour, la sole nationale est prédominée 

par les variétés de blé tendre, Salambo (1980), Utique (1996), Haidra (2004) et plus récemment Tahent 

(2009). En effet, toutes ces variétés ont été sélectionnées pour leur bon rendement et leur résistance aux 
maladies à savoir la rouille jaune, rouille brune et la septoriose (Ammar et al., 2011 ; Gharbi et al., 2013 ; 

Ben Hamouda et al., 2016). 

Etant donné leur contribution dans la production en grain du blé, l’introduction des variétés semi-naines 

a augmenté considérablement les attaques des pathogènes notamment la septoriose (Gharbi et al., 2013). 
En effet la progression verticale de la maladie à partir des feuilles basales là où l’infection commence 

vers la feuille drapeau est devenue très rapide avec les nouveaux cultivars grâce à la hauteur réduite de 

la plante (Ben Mohamed et al., 2000). Dans le cas de Zymoseptoria tritici, l’agent causal de la Septoriose 
du blé, la reproduction sexuée est possible uniquement lorsque les deux idiomorphes sont présents au 

même niveau et à la même localité géographique et celle-ci ne sera initiée que par la rencontre et la 

fusion de ces deux gamètes qui sont génétiquement compatibles (Zhan et al., 2002). L’identification, le 
clonage et le séquençage des idiomorphes de Z. tritici ont été réalisés à partir des deux isolats de 

référence IPO323 et IPO94269 (Waalwijk et al., 2002).   Ces idiomorphes, lors du stade sexué de Z. 

tritici, donnent naissance aux pseudothèces qui sont produits sous certaines conditions durant l’année 

(Hunter et al., 1999). Toutefois, la distribution géographique des types sexuels parait fortement liée à 
l’évolution et la biologie des populations des champignons hétérothalliques (McDonald et Mundt, 

2016). 

En Tunisie, cette maladie s’est intensifiée dans les zones humides de Bizerte et Béja engendrant des 
pertes des rendements dépassant 60% chez les variétés de blé dur sensibles comme ‘Karim’ (Gharbi et 

al., 2008). La sévérité d’attaque par Z. tritici dans les champs de blé dur est influencée par la sensibilité 

élevée des variétés améliorées ‘Maali’, ‘Khiar’ et ‘Razzek’.  Cependant, la variété Salim reconnue 
comme résistante à la rouille brune est considérée également comme la plus résistante à Z. tritici en 

Tunisie ((Ben Mohamed et al., 2000 ; Gharbi et al., 2013).  

Toutefois, des études antérieures ont mentionné que la plus grande incidence de ce pathogène a été 

observée sur le blé dur que sur le blé tendre (Djerbi et Ghodhbane, 1975). Cette hypothèse a été aussi 
supportée par Gharbi et al. (2000), qui ont signalé que le blé tendre en Tunisie a montré depuis toujours 

un haut niveau de résistance à ce pathogène. C’est pour cette raison que seuls les travaux s’intéressant 

à l’équilibre gamétique, la diversité génétique, les gènes de résistance et l’importance de Z. tritici en 
Tunisie n’ont été effectués que sur le blé dur (Boukef et al., 2012 ; Ferjaoui et al., 2015 ; Aouini, 2018). 

Bien que la septoriose fût observée sur le blé dur annuellement, une incidence surprenante a été signalée 

ces dernières années, particulièrement dans la région d’El Haouaria chez une ancienne variété appelée 

par les agriculteurs de cette région : ‘Farina Arbi’ (Bel Hadj Chedli et al., 2018). Les objectifs majeurs 
de ce travail sont : (i) d’étudier la distribution des types sexuels (MAT1-1 et MAT 1-2) et d’évaluer le 

potentiel de la reproduction sexuée de Z. tritici à partir d’une collection de 103 isolats obtenue à partir 

de la variété de blé tendre ‘Farina Arbi’ durant la saison agricole 2015-2016, (ii) réévaluer l'importance 
relative de cette maladie en Tunisie. 

 

2. Matériel et Méthodes 

2.1. Echantillonnage  

Des feuilles de blé tendre infectées par Zymoseptoria tritici ont été échantillonnées pendant la saison 

agricole 2015/2016. Tous les échantillons ont été collectés à partir des champs de blé tendre ‘Farina 

Arbi’ infectés naturellement dans la région de El Haouariavers la fin de la saison de croissance (GS 70 
selon l’echelle Zadok (Zadoks et al., (1974)). L’échantillonnage a été réalisé selon la méthode 
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hiérarchique décrite par McDonald et al. (1999) (Figure 1). Après réception au laboratoire, des 
procédures du stockage des feuilles et d’isolement ont été adoptées. 

 

 

 

Figure 1. Méthode d’échantillonnage adaptée : dans chaque point circulaire, 10 feuilles de blé tendre ont été échantillonnées 

à des intervalles réguliers de 10 m entre les différents points selon des lignes parallèles distants de 10 m (Méthode adaptée 

par McDonald et al.1999) 

 

2.2.  Préparation des isolats et multiplication sporale 

Cette étape a consisté à préparer au total 103 souches mono-pycnidiales conformément à la méthode 
adaptée par Siah et al. (2010). En effet il s’agit d’incuber, des feuilles fraiches de blé tendre présentant 

des pycnides, une nuit dans une boîte de Pétri préalablement stérilisée contenant du papier filtre imbibé 

d’eau. L’environnement humide à l’intérieur de la boite a permis la libération des cirrhes contenant des 

spores qui ont été récupéré sur milieu PDA. Ainsi, la masse fongique obtenue a été déposée sur milieu 
liquide pour la multiplication sporale puis récoltée dans des tubes Eppendorf et stockée au (-80) pour 

servir par la suite à l’extraction d’ADN. Les détails du nombre d’isolats et leurs origines sont décrits 

dans le tableau 1.  
 

Tableau 1. Collection de Z. tritici utilisées dans cette étude : site, variété, hôte et nombre d’isolats. 

 

Région Site Variété Hôte Lattitude 

(intervalle) 

Longitude 

(intervalle) 

Nombre de 

champs 

Nombre 

d’isolats 

Cap Bon Haouaria Farina Arbi Blé tendre 36.84-36.94 10.93-11.02 4 103 

 
2.3. Extraction d’ADN 

La première étape d’extraction a consisté à lyophiliser les échantillons qui ont été broyée par la suite 

moyennant un Tissue Lyser II (Qiagen cat.no. 85300) jusqu'à l’obtention d’une poudre qui a servi à 

l’extraction de l’ADN en utilisant le kit d’extraction ‘Sbeadex® mini plant kit (LGC genomics) sur un 
système KingFisher KF96 conformément aux instructions du fabricant. La qualité d’ADN a été par la 

suite vérifiée sur gel d’agarose (1%). 

 
2.4.  Détermination des types sexuels 

Les deux idiomorphes (MAT1-1 et MAT1-2) ont été déterminés avec une PCR multiplexe en combinant 

les couples d’amorces spécifiques à chaque type sexuel (Waalwijk et al., 2002) (Tableau 2). Dans cette 

étude, deux isolats de référence à savoir IPO95052 (660 bp, MAT1-2) et IPO323 (340 bp, MAT1-1), 
ont été utilisés comme témoin. Les produits PCR obtenus sont séparés par une électrophorèse sur gel 

d’agarose (1% agarose, 0,5X TBE) à 100V pendant 45min. Le gel d’agarose est ensuite coloré avec du 

bromure d’éthidium et visualisé sous lumière UV.  
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Tableau 2. Couple d’amorces spécifiques à chaque type sexuel 

Mating Type  Primer 5'to 3' longueur 

Mat 1-1F CCGCTTTCTGGCTTCTTCGCACTG 
660 bp 

Mat 1-1R TGGACACCATGGTGAGAGAACCT 

Mat 1-2F GGCGCCTCCGAAGCAACT 
340 bp 

Mat 1-2R GATGCGGTTCTGGACTGGAG 

 
2.5.  Analyse des données  

Le potentiel de la reproduction sexuée a été évalué en utilisant le test Chi-deux (χ2). En considérant le 

scenario des cycles réguliers d’une reproduction sexuée, une distribution égale (ratio 1:1) des 
idiomorphes à l’intérieur de chaque population est attendue. 

Le Chi-deux a été calculé comme décrit ci-dessous et comparé avec la probabilité P dans le tableau de 

χ2 à un degré de liberté. χ2 = Σ (O-E) 2/E  
Avec, O : la fréquence observée 

            E : la fréquence attendue  

            Σ : somme pour les deux types sexuels 

 
3. Résultats et Discussion 

Différentes régions céréalières dans le Nord du pays considéré comme des foyers chauds (hot-spot) de 

septoriose ont été prospectées durant la saison agricole 2015-2016 afin d’étudier la distribution 
géographique de la septoriose chez le blé tendre (Triticum aestivum), le blé dur (Triticum durum) et le 

triticale (Triticale secalis) (Bel Hadj chedli et al., 2018). En effet, une incidence surprenante de Z. tritici 

a été observée exclusivement dans la région d’El Haouaria chez une variété ancienne de blé tendre. 

Désignée par ‘Farina Arbi’, cette variété sert à la fabrication des biscuits traditionnels de cette région et 
plus particulièrement le ‘Kaak Arbi’.  

Les résultats de cette étude ont montré que 46 isolats ont été amplifiés à 340 pb avec MAT1-1 et 57 

isolats ont été amplifiés à 660 bp avec MAT1-2 avec des fréquences de 44,66 et 55,33 % respectivement 
(Figure 2). La détermination des types hétérothalliques (Mating type) a été bien documenté dans la 

littérature et l’existence des deux types (MAT1-1 et MAT1-2) sur le blé a été prouvée dans plusieurs 

études (Zhan et al., 2002 ; Siah et al., 2010 ; Ayad et al., 2013 ; Alioui et al., 2014 ; Harrat et Bouznad, 
2018). Dans le cas de cette étude, les résultats du test Chi-deux (χ2) appliqué pour tester l’hypothèse 

nulle (ratio 1 :1) pour une population se produisant au hasard a révélé une différence non significative 

entre les fréquences des deux idiomorphes dans toute la population d’une façon générale dans les 

champs 1, 2 et 4 particulièrement (Tableau 3).  
 

Tableau 3. Fréquences des idiomorphes et test Chi-deux types sexuels MAT1-1 et MAT1-2 de Zymoseptoria tritici dans 

la région d’El Haouaria 

Région Parcelle Nombre d’isolats MAT1-1 MAT1-2 χ2 

 
El Haouaria 

1 29 14 (48,27%) 15 (51,72%) 0.03 
2 31 18 (58,06%) 13 (41,93%) 0.80 
3 23 6 (26,08%) 17 (73,91%) 5.26 
4 20 8 (40%) 12 (60%) 0.8 

Total  103 46 (44,66%) 57 (55,33%) 1.17 

 

Ces résultats sont en accord avec ceux identifiés par Siah et al. (2010), El Chartouni et al. (2012) et 

Morais et al. (2017), suggérant ainsi l’existence d’un cycle régulier de la forme sexuée de Z. trtici en 
conditions naturelles. Des fréquences approximativement égales des idiomorphes soulignent le rôle 

important des ascospores impliqués dans l’initiation de la maladie et le maintien de l’épidémie dans 

cette région (Abrindaba et al., 2010 ; Meamiche et al., 2017). 

Contrairement, un déséquilibre gamétique a été observé dans le champ 3, avec un ratio déviant 
signification du 1 :1 à (P ≤ 0.05) entre les deux idiomorphes avec une prédominance du MAT 1-2. Des 

études similaires ont signalé la présence des fréquences inégales des types sexuels à partir de plusieurs 

populations de Z. tritici de différentes origines : Iran (Saidi et al., 2012) ; California et Kansas (Gurung 
et al., 2011) ; France (Morais et al., 2017). A partir d’une population syrienne de Z. tritici, Waalwijk et 

al. (2002) ont signalé des fréquences inégales des deux types sexuels avec une dominance du MAT 1-

1, conséquente de la taille réduite de la population et de l’échantillonnage répété des clones. Certains 
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chercheurs ont attribué ce déséquilibre à l’effet de la sélection ou la dérive génétique qui favorise 
certains génotypes tout en augmentant la fréquence générant un déséquilibre jusqu’à ce que la 

reproduction sexuée aura le temps d’atteindre un équilibre (McDonald et Linde, 2002 ; Boukef, 2012 ; 

Abrindabaet al., 2010). Cette étude constitue une première approche dans la caractérisation moléculaire 
des isolats de Z. tritici collectés à partir du blé tendre en Tunisie.  Ainsi, l’étude de l’équilibre gamétique 

identifié dans les trois champs ne pourra que confirmer le déroulement de la phase sexuée dans la région 

d’El Haouaria pour assurer un inoculum primaire dans le déclenchement des épidémies. La forme sexuée 
des isolats de blé tendre pourrait être ultérieurement confirmée par la présence des pseudothèces au 

niveau des champs. Par ailleurs, une étude de la diversité génétique à l'aide de marqueurs microsatellites 

permettra d’approfondir les connaissances sur la structure des populations de Z. tritici en Tunisie et 

améliorera significativement nos connaissances sur l'impact de la reproduction sexuée sur l'évolution de 
ce pathogène en Tunisie. 

 
 

 

Figure 2. PCR Multiplex pour Mat1-1 et Mat1-2 pour quelques isolats de Z. tritici chez le blé tendre de la région d’El 

Haouaria (champs 1) avec les deux isolats de références : IPO95052 (660 bp, Mat1-2) et IPO323 (340 bp, Mat1-1). 

 
3. Conclusion  

L’identification des proportions égales des deux idiomorphes au sein des mêmes champs dans la région 

du Cap Bon suggère que la forme téléomorphe se reproduit dans les champs de blé tendre et même dans 

un espace réduit (même champs). D’autres travaux sont nécessaires pour consolider les résultats trouvés 
dans cette investigation. En effet, l’identification du cycle sexué, sa fréquence tout au long du cycle de 

la plante et l’étude de la diversité génétique de Z. tritici chez le blé tendre en Tunisie restent à déterminer.  
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