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Pyrenophora teres (Died) Drechs, est l’agent causal de la rayure réticulée, l’une des maladies 

foliaires les plus redoutables, touchant les cultures d’orge à travers le monde, notamment en Algérie. 

Cet agent pathogène est caractérisé par un polymorphisme symptomatologique et par un cycle 

biologique complexe. Il possède deux formes, P. teres f. teres et P. teres f. maculata ;  séparées sur la 

base des types de symptômes provoqués, Ptt cause la forme réticulée et Ptm cause la forme tachetée. 

L’intérêt de connaitre cet agent pathogène vise à élaborer des méthodes de lutte et à minimiser et 

retarder le développement des maladies qu’il provoque afin d’éviter qu’elles n’atteignent  les feuilles 

supérieures qui contribuent à plus de 50 % au remplissage du grain (Lacroix, 2002). Cette maladie est 

en effet, à l'origine de pertes de rendements et de la réduction de la qualité du grain (Agrios, 2005).En 

particulier dans les régions tempérées et humides, des zones de production en Europe du Nord et dans 

les pays méditerranéens, cette maladie provoque des pertes de rendement qui atteignent jusqu' a 40% 

(Shipton et al., 1973), et des pertes de 35% aux Etats-Unis  en moyenne (Wu et al., 2003). Au Maroc, 

ces pertes varient de 14 à 29% et atteignent 39 % sur les cultivars sensibles (El Yousfi et Ezzahiri, 

2001).En Algérie, son incidence varie entre 11 et 80%; des prospections organisées ont permis de 

recenser cette maladie parmi les plus fréquentes (Sayoud et Benbelkacem, 1996). 

Il est à rappeler que l’orge (Hordeumvulgare L.) a toujours occupé une place importante parmi 

les autres céréales cultivées (blés dur et tendre) en Algérie. Elle est à la tête des cultures et est destinée 

à l’autoconsommation humaine (Bouzian, 2015). Elle représente actuellement, l’aliment essentiel des 

ovins en Algérie (Benmahammed, 2004). Sa culture s’étend sur les zones marginales des plaines 

intérieures et des hauts plateaux (Bouzerzour et Benmahammed, 1993), les wilayas agro-pastorales de 

Batna, Khenchela, Tebessa et M’Sila représentent actuellement les principales zones de production 

d’orge en Algérie (Malki et Hamadache, 2002). 

La population est un ensemble d'organismes, de cellules ou de molécules qui ont une certaine 

qualité ou caractéristique en commun (Stenesh, 1989). La structure des populations chez les 

champignons est définie principalement par, la caractérisation des variations génétiques existantes 

entre les individus d’une même population. L'évolution de ces variations dans l’espace et le temps, la 

structure des populations et leur dynamique peuvent avoir une grande influence sur le développement 

des maladies (Savary, 1994 in : Laurd, 1995). La variabilité existante peut être générée par différents 

mécanismes. D’une part, les mécanismes biologiques propres à ces microorganismes( tels que la 

reproduction sexuée) et la mutation qui sont à l'origine de recombinaisons génétiques et d'autre part, la 

pression de sélection extérieure induite par  la plante-hôte, le milieu, ou résultant de flux de gènes 

entre populations (Savary, 1994 in : Laurd, 1995). La reproduction sexuée est un moyen important 

d'amélioration du taux global d'adaptation de l'espèce (Moore et Frazer, 2002). 
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Ainsi, la structure de la population pathogène est contrôlée par plusieurs facteurs tels que sa 

forme de vie, son système de reproduction et les conditions de l’environnement qui doivent être 

favorables. Ces conditions peuvent affecter plus ou moins la croissance, la sensibilité et la résistance 

de la plante hôte (Moore et Frazer, 2002). 

 Les approches génétiques et moléculaires sont les techniques de la biologie moléculaire 

appliquée à la génétique; elles ont  mises au point pour analyser l’ADN (Moore et Frazer, 2002)etont 

pour but l’étude d’une région du génome ou la recherche d’un gène. La génétique des populations et la 

biologie moléculaire ont été combinées dans le domaine connu sous le nom d'évolution moléculaire ; 

l'ADN étant l'unité fondamentale de l'évolution moléculaire, les taux et les modèles de changement 

dans les séquences d'ADN et des protéines, nous permettent de déduire l'histoire évolutive des 

organismes (Moore et Frazer, 2002)   

 Les approches génétiques et moléculaires et en particulier, celles utilisant des marqueurs 

moléculaires, sont devenues essentielles dans l’étude de la structure génétique des populations. 

L'analyse à l'aide de ces marqueurs peut détecter des polymorphismes à plusieurs loci, elle fournit une 

empreinte ADN qui identifie l'ensemble du génome sur la base de la détection simultanée de ces 

multiples polymorphismes (Moore et Frazer, 2002).Les approches génétiques et moléculaires ont  

permis l’identification des espèces, l’étude de leurs génomes, l'identification du mating type, et 

l’analyse de la diversité génétique(Moore et Frazer, 2002). 

 

 L'étude génétiqueet moléculaire de  la structure de la population ont permis d’explorer le 

polymorphisme à différents niveaux (comparaison entre des souches, des espèces, des genres, etc.) 

(Verscheure et al., 2002). Elles permettent d’explorer l’énorme variabilité naturelle existant au niveau 

de l’ADN (Xu, 2010). Ceci s’est révélé très important dans la mesure où la connaissance des relations 

génétiques dans une population pathogène est indispensable pour le développement de nouvelles 

variétés résistantes et la mise au point de stratégies de contrôle des épidémies. En effet, malgré l’intérêt 

des marqueurs de virulence qui sont mis en évidence via les tests du pouvoir pathogène, ceux-ci ne 

révèlent qu’une petite portion de la diversité génétique présente dans une population pathogène. Par 

contre, il est admis que les marqueurs moléculaires, qu’ils soient de type protéines ou ADN sont 

indépendants de la sélection de l’hôte et permettent une étude de la biodiversité directement au niveau 

du génome. Cependant, les marqueurs moléculaires basés sur l’analyse de l’ADN sont actuellement 

préférés à ceux basés sur l’analyse des protéines lors de la caractérisation des différents champignons 

phytopathogènes (Benslimane, 2016). 

 Ce travail est une rétrospective bibliographique qui s’est intéressée à l’approche génétique et 

moléculaire appliquée pour l’étude de la structure des populations pathogènes de Pyrenophora teres, 

responsable de la rayure réticulée de l’orge. A cet effet, 3 volets différents ont été traités.  
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 Le premier concerne la description du champignon sur le plan morphologique et taxonomique 

ainsi que, quelques aspects relatifs à la maladie qu’il provoque.  

  

 Le deuxième présente les domaines d'application des approches génétiques et moléculaires dans 

l’étude de la structure des populations de l’espèce P.teres à savoir, l'identification des mating type, 

ainsi que l’analyse de la diversité génétique de P.teres et du génome. 

  

 Le troisième volet porte sur les différentes techniques moléculaires utilisées pour l’étude de la 

population pathogène. A cet effet, pour chacune des méthodes traitées, nous nous sommes focalisés sur 

la présentation du principe et des étapes de son déroulement, suiviepar des exemples d'applications de 

la méthode dans l’étude de la structure des populations de P.teres. A travers ce volet, nous nous 

sommes aussi intéressés à l’apport de la bioinformatique, un outil précieux dans plusieurs travaux 

focalisés sur l’étude de la diversité génétique, l'identification plus précise des loci QTL, l'analyse et 

l'assemblage de génome de ce pathogène. 
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Chapitre I : 

Le champignon Pyrenophora teres agent de la maladie de la 

rayure réticulée de l’orge 
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1. La rayure réticulée de l’orge 

1.1. Symptômes de la maladie: ils sont observés sur les feuilles, les gaines foliaires et les 

glumes ;au début de l’infection, les taches sont minuscules, d’un vert clair à brun(Bailey et al., 2004). 

Elles s’agrandissent rapidement en stries longitudinales brunes de plusieurs centimètres de long(Bailey 

et al.,2004).À l’intérieur de ces stries, des lignes longitudinales et/ou horizontales plus foncées se 

forment pour donner un aspect réticulé en réseau (Liu et al., 2011). Parfois, un jaunissement entourant 

les stries est observé. Lorsque les stries sont nombreuses, il y a un dessèchement du limbe et de l’apex 

puis la mort prématurée de la feuille(Bailey et al., 2004).Il convient de préciser que l'action primaire 

du parasite se caractérise par une légère transparence du limbe « water Soaking » suivie d'une 

nécrose(Bailey et al.,2004). 

P. teres présente un polymorphisme des symptômes qu’il 

induit sur l’hôte : deux formes de la maladie sont ainsi 

connues. La forme réticulée qui est causée par P. teres f .teres, 

et la forme en taches brunes causées par P.teres f. maculata 

(Manninen et al., 2006) (Figure1).La première se caractérise 

parde petites taches nécrotiques sur les feuilles, qui s'allongent 

en bandes longitudinales et transversales et forment plus tard 

des filets sur la feuille infectée, souvent entourées de zones 

chlorotiques (forme nette, tache nette; NFNB), les symptômes 

peuvent couvrir toute la feuille (Figure1). A moindre mesure, 

des symptômes peuvent également apparaître sur les gaines 

foliaires et les graines (Liu et al., 2011).La deuxième forme, 

provoque des lésions elliptiques ou circulaires, souvent entourées d'un halo chlorotique (sous forme de 

tache nette; SFNB)(McLean et al., 2009). 

 

1.2. Cycle de la maladie : l'infection primaire au moment de la germination ne peut avoir lieu, que 

si la température du sol se situe en dessous de 8°C (Bailey et al., 2004).L'optimum du développement 

de la maladie a lieu entre 12°C et 16°C (Morvan, 2006). 

Le mycélium du champignon est conservé à l'état latent dans les enveloppes du grain ; il peut rester 

vivant plusieurs années (Aouali et Douici-Khalfi, 2013). A la levée, le parasite est réactivé, il va 

progresser vers les ébauches foliaires puis l'épi(Bailey et al.,2004).Des conidies apparaissent alors, et 

peuvent contaminer des plantules du proche voisinage (Figure2). 

Figure 1 : Les deux formes de la rayure 
réticulée de l’orge.  A : Forme nette, 
(NFNB) causée par P. teres  f. teres. B : 
Forme tache (SFNB) causée par P. teres  f. 
maculata (Syme et al., 2018) 
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Les variations brutales d’humidité, les précipitations et le vent libèrent les ascospores et 

détachement des conidies qui contaminent les épis (Bailey et al., 2004).Ces facteurs peuvent ainsi, se 

révéler favorables à la propagation de la maladie en relation avec la quantité d’inoculum libérée 

(Bendahmane, 1992). 

 

Figure 2 :Cycle de développement de la rayure réticulée de l’orge (Morvan, 2006) 

1.3. Méthodes de lutte :il existe différentes méthodes de lutte utilisées pour le contrôle de  la 

maladie  de la rayure réticulée de l’orge. Toutefois une lutte intégrée est toujours recommandée lors du 

processus visant le contrôle des maladies phytopathogènes ; elle combine les outils biologiques, 

physiques et chimiques de façon à minimiser les risques économiques, sanitaires et environnementaux 

(Nasraoui,2006). 

 La lutte chimique :le pathogène réagit différemment à la majorité des produits chimiques selon la 

forme de celui-ci (Ptt et Ptm). La forme Ptt semble être moins sensible que la forme Ptm à la 

plupart des fongicides (Imazalil, Prochloraz, Diniconazole…)(Bailey et al.,2004), ainsi qu'à une 

inhibition par des fongicides de contact comme Anizaline, Cholorothalonil, et Oxyquinoléate de 

cuivre (Bendahmane,1992). 

 La lutte biologique :le principe se base sur l’utilisation d'organismes vivants antagonistes  

(Milaire, 1995). 

 Lalutte culturale :l'agriculteur peut également limiter le développement des maladies en pratiquant 

des rotations de cultures sur ses parcelles (Ezzahiri, 2001). 

 La lutte génétique :La méthode de lutte la plus économique et la plus pratique est l’utilisation en 

culture des génotypes résistants à la maladie. Ceux-ci peuvent être obtenus notamment, par 
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l'introduction des gènes de résistance d'espèces sauvages dans des lignées cultivées, pour but 

principal la réduction de l'utilisation des pesticides (Barrault, 1989). 

Par ailleurs, l'utilisation du génie génétique  peut  agir à différents niveaux : cumul des gènes de 

résistance, reconnaissance, amplification des réactions de défense, suppression des fonctions 

indispensables au pathogène, etc. (Durand-Tardif et Pelletier, 2003). 

2. Le champignon Pyrenophora teres: l’agent responsable de la rayure réticulée de l’orge est 

P.teres(anamorphe Drechslera teres(Sacc.) Shoemaker, syn.Helmintho sporium teres)(Barrault, 1982). 

2.1. Position taxonomique du champignon : Pyrenophora teres appartient au règne des Fungi, 

Phylum des Ascomycota, sous phylum des Pezizomycotina, classe des Dothideomycetes, sous classe 

des Pleosporomycetidae, ordre des Pleosporales, famille des Pleosporacea, genre Pyrenophora 

(MycoBank, 2020) . 

2 .2. Critères morphologiques d’identification de l’espèce P. teres: ils sont basés sur 

l’observation des fructifications sexuées et asexuées, produites par le champignon (Figure3).P. teres se 

caractérise par la production sur l'orge: des pseudothèces foncées, de forme globuleuse d'environ 1 à 2 

mm de diamètre, ceci est observés vers la fin de la saison de croissance (Rau et al., 2007).  

Les ascospores mesurent 18-28µm × 43-61µm, elles sont brun clair et ellipsoïdes, ont souvent trois 

à quatre septas transversaux et un ou deux septas longitudinaux dans les cellules médianes  

(Liu et al., 2011) . 

 

Figure 3 :Les fructifications asexuées et sexuées produites par P. teres. (a) Conidies, conidiophores et 

mycélium40 µm, (b) Conidies contenant trois à cinq septas40 µm, (c) Paille d'orge contenant des 

pseudothèces de couleur foncées 2.5mm,(d) Pseudothécies immatures 1mm,(e)Rupture d'un 

pseudothécie 80 µm, (f) Ascospores possédant trois ou quatre cloisons 20 µm (Liu et al ., 2011).  

 

Les conidiophores apparaissent généralement seuls, ou en groupes de deux ou trois et sont 

légèrement gonflés à la base (Liu  et al.,2011). Les conidies mesurent 30-174µm × 15-23µm, elles sont 

cylindriques et droites, arrondies aux deux extrémités, subhyalines à brun jaunâtre, souvent avec quatre 

à six pseudo-septas. Morphologiquement, les deux formes sont indiscernables (Liu et al., 2011). 
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2.3.Processus de la reproduction sexuée : P. teres est un ascomycète hétérothallique de la classe 

des Dothideomycetes (Nasraoui,2015). Les espèces de ce phylum possèdent une particularité, qui est la 

formation d’un dicaryon suite à la plasmogamie ; ainsi, des noyaux différents se retrouveront dans une 

même cellule (Nasraoui, 2015). Ils se divisent pour former des hyphes dicaryotiques (chaque 

compartiment 1 à 2 noyaux haploïdes compatibles), ces noyaux entrent en fusion parfois après de 

longues périodes pour former un zygote (Nasraoui, 2015). Dans la plupart des champignons 

appartenant aux ascomycètes, les asques n’apparaissent pas seuls. Ils se forment en groupe et sont 

entourés d’hyphes. Ils sont enfermés dans des fructifications appelées ascocarpes (Lahmar et al., 

2015).Dans l’ensemble, les analyses de génétique des populations suggèrent que la reproduction 

sexuée, se produit à un niveau significatif au sein de la population mondiale de P.teres, mais sa 

contribution relative varie entre les régions, éventuellement sur la base de différences 

environnementales (Liu et al., 2011). 

2.3.1.Le type sexué (mating type) définition et rôle biologique :le locus de type matrimonial, 

ou MAT, est une région unique du génome qui régit l'établissement de l'identité du type cellulaire et 

orchestre le cycle sexuel (Fraser et Heitman, 2003). C'est une région de l’ADN, dont la séquence 

diffère entre les cellules de types matriciels opposés (Fraser et Heitman, 2003).Le locus MAT code les 

facteurs de transcription globaux, qui établissent l'identité du type de cellule en contrôlant l'expression 

des cascades de développement, ce qui implique généralement un homéodomaine ou d'autres classes 

d'éléments de régulation de la transcription (Fraser et Heitman, 2003). 

2.3.2. Les différents mating types chez P.teres: comme P. teres est hétérothallique avec deux 

types sexués désignés comme MAT1 et MAT2 (McDonald,1967 ;Rau et al., 2005), le cycle sexuel 

n'est initié que lorsque deux souches fongiques de types différents interagissent (Kronstad et Staben, 

1997). 

Dans les différentes régions de culture à travers le monde, la présence des deux types et leurs 

fréquences peuvent différer. En Hongrie, les types sexués de 68 isolats Ptt ont été déterminés : 29 

étaient des MAT1 et 39 étaient des MAT2. Les deux souches MAT1 et MAT2 ont été trouvées en 

2007, 2008 et 2009 avec un rapport de 6:10, 16:19 et 7:7 respectivement (Fiscor et al., 2014). 

En Finlande, les analyses de distribution des mating types, ont montré que 158 des isolats étaient 

MAT1 et 181 étaient MAT2, le rapport n'était pas significativement différent de 1:1(Wonneberguer, 

2017). 
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La présence de ces deux types en quantités égales dans la plupart des sous-populations,  indique que 

des échanges génétiques fréquents, peuvent avoir lieu entre elles par recombinaison sexuelle ; ceci est 

confirmé par la découverte,  que chaque isolat représente un haplotype distinct (Wonneberguer, 2017). 

Au Canada, l'analyse par PCR avec des amorces spécifiques aux MAT, a indiqué que les 

idiomorphes MAT1 et MAT2 de Ptt et Ptm pouvaient être identifiés dans le même champ, sur la même 

plante et sur la même feuille (Akhavan et al., 2015). Il n'y a pas eu d'écart significatif par rapport au 

rapport 1:1 entre MAT1 et MAT2,pour les deux formes dans les trois provinces prospectées (Akhavan 

et al., 2015). 

En utilisant des centaines d'isolats provenant d'Italie, Rau et al. (2005)ont constaté que le rapport 

entre les deux types (MAT 1 et MAT2) était constamment de 1:1, ce qui suggère que la reproduction 

sexuée est une force majeure qui détermine la structure de la population dans la région d’étude. 

Cependant, Serenius et al. (2005) qui ont étudié la distribution des deux types dans plusieurs 

populations géographiquement distinctes, ont conclu que l’importance de la reproduction sexuée est 

très variable d’une région à une autre.  

2.4. Génétique de la résistance de l'orge à l'égard du champignon :la résistance de l'orge à 

l'égard du champignon P. teres peut être sous le contrôle d'un gène, elle sera dite qualitative. Les gènes 

responsables de cette résistance sont appelés gènes majeurs de résistance (gènes R), ils s’expriment 

après une interaction directe entre deux partenaires plante hôte-agent pathogène (Lepoivre, 2003). Elle 

peut aussi être contrôlée par plusieurs gènes, elles sera dite alors quantitative (Schiff et al., 2001). Les 

régions chromosomiques impliquées dans la résistance quantitative sont appelées « Quantitative Trait 

Loci » (QTL), chaque QTL étant supposé avoir un effet additif sur la résistance (Lindhout, 

2002).Plusieurs travaux ont été publiés rapportant les deux modes de résistance, ils ont démontré que 

les facteurs génétiques contrôlant la résistance aux deux formes du pathogène  P. teres teres et P. ters 

maculata, étaient indépendants et différents(Lindhout, 2002).. 

Au Canada, des travaux ont révélé que la résistance pouvait être modulée par trois gènes récessifs, 

ou un gène dominant, elle peut être aussi contrôlée par un gène dominant, ou par deux gènes agissant 

de façon complémentaire (Graner et al., 1996). Un des gènes de résistance serait porté sur le 

chromosome 2 (Graner et al., 1996). 

Différentes techniques moléculaires ont été utilisées pour l'identification des marqueurs ADN liés 

aux loci de résistance à l’égard de la forme NTNB, sur les différents chromosomes d'orge en utilisant 

des populations en ségrégation. Ainsi, un gène de résistance au NTNB chez les plantules d’orge sur le 

Chromosome 3H, a été rapporté par Graner et al. (1996) en utilisant des marqueurs RFLP. La même 

technique a été utilisée par Andreas Garner (1996), qui a détecté un seul gène dominant marqué par 
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une série de marqueurs RFLP étroitement liés. Ceux-ci étaient situés dans la partie proximale du long 

bras du chromosome 3,près du centromère. En raison de la relation allélique inconnue de ce gène avec 

un autre gène de résistance précédemment attribué au chromosome 3, la désignation préliminaire Pt a 

été proposée (Graner et al., 1996). 

Un gène majeur de résistance à l’égard de P. teres. f.teres a été identifié sur le chromosome 6H, il a 

été désigné « Rpt5 »(Manninen et al., 2006). Ces auteurs rapportent également plusieurs gènes de 

résistance mineure, observés sur les chromosomes 1H, 2H, 3H, 5H et 7H. Par ailleurs un gène de 

résistance majeure à l’égard de P. teres maculata a été observé sur le chromosome 5H, à proximité du 

microsatellite HVLEU, il a été nommé Rpt6 (Manninen et al., 2006). 

De même, en utilisant une analyse mendélienne d’une descendance F2, Afanasenko et al. (1999), 

ont trouvé un gène dominant et 3 gènes récessifs. Dans ce même contexte, une étude réalise au Maroc 

sur l’hérédité de la résistance de l'orge de printemps à la rayure réticulée, a révélé une transmission 

monogénique ; différents gènes indépendants (dominants et autres récessifs) conditionnant la 

résistance (Douiyssi et al., 1996).Ces résultats vont dans le même sens que ceux rapportés par Liu et 

Friesen. (2010) qui ont rapporté les gènes de résistance Rpt1a, Rpt3d, Rpt1b et Rpt2c. Ces derniers 

sont localisés sur les chromosomes de l'orge 3H, 2H, et 5H, respectivement. Ils ont aussi identifié une 

résistance monogénique à l’égard de la forme NTNB, contrôlée par deux gènes indépendants 

dominant,situés au niveau du chromosome sur 6 H (Liu et Friesen., 2010). 

Dans d'autres études, les chercheurs ont identifié une région génomique majeure (qPttCLS) 

conférant une résistance au P. teres teres (Ptt), localisée sur le chromosome 3H (Novakazi et al., 

2019). Plusieurs études précédentes avaient détecté des QTL pour la résistance au Ptt sur le 

chromosome 3H (Graner et al., 1996; Steffenson et al., 1996; Cakir et al., 2003; Manninen et al., 

2006; Gupta et al., 2010; Akhavan et al., 2015). 

La résistance quantitative a été aussi rapportée par plusieurs travaux. En Australie, l’étude de 24 

lignées résistantes à neuf isolats de P. teres f. teres par Gupta et al. (2003), a montré la présence de 

régions chromosomiques impliquées dans une résistance quantitative. Les QTL ont été cartographiés 

sur les chromosomes 3H et 6H en utilisant des marqueurs SSR (Cakir et al.,2003).Dans le même but, 

l’étude de lignées haploïdes doublées, a permis d’identifier des QTL responsables de la résistance à 

l’égard de  des isolats de P. teres f. teres, qui représentaient les profils de virulences présents à travers 

l'Australie (Gupta et al.,2010). Les QTL ont été cartographiés sur les chromosomes 3H et 6H en 

utilisant des marqueurs SSR. Dans cette étude, le QTL localisé sur 6Hétait également un QTL à effet 

majeur au stade adulte, de la plante. De même, des QTL ont été identifiés sur les chromosomes 2H, 3H 

et 4H responsables de la résistance au stade plantule (Gupta et al.,2010). 
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De même, Steffenson et al. (1996) ont rapporté deux loci QTL sur les chromosomes 4H et 6H, 

responsables de la résistance des plantules, alors que 7 autres QTL ont été trouvés sur différents 

chromosomes (1H, 2H, deux sur 3H, 4H, 6H et 5H) responsables de la résistance des plantes 

adultes(Steffenson et al., 1996). 

Molnar et al. (2000) ont signalé deux régions génomiques sur le chromosome 2H associées à une 

résistance au SFNB dans une  population d’orge d’haploïdes doublés. D'autre études sur des lignées 

haploïdes doublées ont révélé un QTL à effet majeur, associé à la résistance des plantules face au 

P.teresf.teres(forme NTNB), et un autre au P. teres f.muculata (forme STNB)(Friesen et al., 2006). 

Les QTL majeurs de résistance pour NTNB et STNB ont été situés sur le chromosome 6H et 4H 

respectivement (Friesen et al., 2006). 

Des cartes génétiques de deux populations de lignées haploïdes doublées, ont été construites sur la 

base des résultats de génotypages, basées sur des marqueurs SNPs. L'analyse QTL a révélé un gène 

principal dans la région proche du centromère sur le bras court du chromosome 6H. Le marqueur de 

type SNP, en position 58 cM, était lié à la résistance à P. teres f. teres (Akhavan et al., 2015). 

 

Pour déterminer le nombre et la localisation chromosomique des loci de caractères mendéliens et 

quantitatifs QTL contrôlant la résistance des maladies, une population d'haploïdes doublésa été évaluée 

au stade plantule en serre et au stade de la plante adulte au champ. Les chercheurs ont trouvé que, les 

allèles sur deux ou trois loci non liés, conféraient une résistance à l'agent pathogène dela rayure 

réticulée au stade de la plantule; ils ont été identifiés sur les chromosomes 4 et 6M. Par ailleurs un 

QTL a également été identifié sur le chromosome 6P et sept autres QTL cartographiés sur les 

chromosomes 1P, 2P, 3P, 3M, 4, 6P et 7P (Steffenson et al.,1996). La résistance est conférée par un 

seul gène au stade plantule; ce gène a été cartographié dans la région distale du chromosome 1P sur la 

base d'analyses de données qualitatives et quantitatives(Steffenson et al.,1996). 

 

Dans des recherches similaires, récemment des régions génomiques associées à la résistance des 

plantules à plusieurs pathotypes du NFNB chez l'orge de printemps de Sibérie ont été identifiées. Pour 

cela, un génotypage par puce à SNP 50K, commercialisé par Illumina, a été réalisé (Novakazi et al., 

2019).Au total, 40 SNPs dans sept régions génomiques associées à une résistance ont été révélées et 

identifiées ; la région sur le chromosome 1H entre 57,3 et 62,8 cM, la région sur le chromosome 6H 

entre 52,6 et 55,4 cM, trois régions sur le chromosome 2H entre 71,0 et 74,1 cMet entre 12,1 et 17,4 

cM sur le chromosome 3H. 

En plus d’une région sur le chromosome 3H entre 50,9 et 54,8 cM, deux autres régions situées sur le 

chromosome 2H, entre 23,2 et 23,8 cMet 3 régions entre 135,6 et 137,5 cM ont été identifiés 

(Rozanova et al., 2019). Ces régions sont marquées par des SNPs, mais coïncident cependant avec des 
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locide traits quantitatifs (QTL) (Rozanova et al., 2019).Des études d'association à l'échelle du génome 

utilisant 33 818 marqueurs et tenant compte de la structure de la population et de la parenté, ont 

révélé254 marqueurs correspondant à 15 régions QTL distinctes. Quatre de ces régions étaient de 

nouveaux QTL, alors qu'un total de sept régions avait un effet sur la résistance, aussi bien chez les 

plantes juvéniles que les plantes adultes (Novakazi et al., 2019). 

 

  Enfin, il est à rappeler que des études relatives à la famille des gènes NBS-LRR (Nucleotide-

Binding Site-Leucine-Rich Repeat), ont aussi été un outil intéressant dans l’analyse de la nature de la 

résistance de l’orge à ce pathogène. En effet, ces gènes interviennent chez les plantes dans le 

mécanisme d’immunité, à l’égard d’une variété d'agents pathogènes et de ravageurs. À partir d'un 

ensemble préétabli de gènes candidats de résistance de type NBS, les chercheurs ont sélectionné trois 

gènes candidats, HvNBS10, HvNBS72 et HvNBS85 pour analyser leur implication possible dans la 

résistance à l’égard de P. teres f.maculata (Habachi et al., 2019). Les gènes étudiés ont été 

cartographiés sur les chromosomes 5H et 7H. Les résultats de l’expression de ces gènes suggèrent que 

des réponses transcriptionnelles coordonnées de plusieurs gènes NBS chez l'orge, seraient nécessaires 

pour une réponse efficace contre P. teres f. maculata. Les gènes caractérisés dans la présente étude ont 

un potentiel pour élucider les voies moléculaires et développer de nouveaux marqueurs associés à la 

résistance au SFNB chez l'orge (Habachi et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Page - 14 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre II : 

Domaines d’application de l’approche génétique et moléculaire 
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1. Identification de l’espèce P. teres : il existe plusieurs méthodes, certaines sont basées sur l’analyse 

du protéome de l’orge contaminé et plusieurs autres méthodes basées sur l’analyse de l’ADN (RFLP, 

RAPD, micro satellites ,..etc.) (Akhavan et al., 2015). 

Les isolats peuvent également être identifiés en tant que P. teres f. teres ou P. teres f. maculata, à 

l’aide d’amorces spécifiques moyennant une réaction en chaîne de la polymérase (PCR) (Akhavan et 

al., 2015). Pour ce faire, un test basé sur la PCR dans lequel des amorces développées grâce à un 

marqueur RAPD est utilisé. Les étapes suivantes sont nécessaires :(i)Prélèvement d'échantillons d'orge 

malade et isolement du champignon, (ii) Extraction et analyse de l'ADN fongique obtenu,  par PCR, 

tels que décrit par Taylor et al. (2001) et Williams et al. (2001). Cette analyse est réalisée 

simultanément avec de l'ADN   d’espèces différentes et autres que les deux formes de P. teres. 

 

2. Identification moléculaire de mating type chez P. teres :quatorze marqueurs de polymorphismes 

mono-nucléotidiques (SNPs) ont été identifiés aux loci MAT, déterminant le type sexué chez P. teres 

f. teres (agent de la « forme nette » de la maladie= NF) et P. teres f. maculata (agent de la« forme 

spot » de la maladie = SF) (Akhavan et al.,2015). Ces SNPs limités au locus MAT sont suffisants pour 

distinguer ces ascomycètes hétérothalliques étroitement apparentés au niveau des sous-espèces, 

permettant de déterminer simultanément les caractéristiques de pathogénicité et de type sexué du 

champignon (Rau et al., 2005). 

En se basant sur les amorces SNPs découvertes, des amorces spécifiques au loci MAT ont été 

développées pour leur amplification par PCR. Ainsi et les deux formes ont été différenciées par des 

produits de PCR distincts ; chez P. teres, le locus MAT1(PttMAT1-1) a été mis en évidence par un 

fragment de1143 pb, alors que le locus MAT2 (PttMAT1-2), a été mis en évidence par un fragment de 

1 421 pb (Rau et al., 2005). Chez les isolats de P. teres f. maculata, les deux loci MAT1 (PtmMAT1-

1) et MAT2 (PtmMAT1-2), ont été mis en évidence par des fragments de 194 pbet939 pb 

respectivement(Figure4) (Rau et al., 2005). 
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Figure 4 : Organisation des idiomorphes MAT-1 (A) et MAT-2 (B) de P. teres(Rau et al.,2005) 

3. Analyse de la diversité génétique chez P. teres : il a été démontré que l’étude de la diversité 

et de la structure génétique des populations sont importantes pour la gestion des maladies fongiques, 

en particulier pour le déploiement réussi de la résistance de l'hôte et l'utilisation efficace des fongicides 

(Zahour, 1992).Des études ont été menées sur des populations de P. teres dans des lieux géographiques 

très variés, dans le monde entier. La plupart des études ont montré un niveau élevé de variabilité au 

sein des populations, même à petite échelle en terme de zones d'échantillonnage, par rapport à d'autres 

champignons(McDonald et Linde, 2002). La diversité génétique des populations pathogènes de P. 

teres a été rapportée par plusieurs travaux. Elle a été mise en évidence par différents marqueurs 

moléculaires(McDonald et Linde, 2002).  

En utilisant les marqueurs moléculaire SSR (simple répétition de séquence), 75 isolats monospores 

P. teres f. teres, collectés sur une période de 4 ans dans le Dakota du Nord, ont été analysés.40 

génotypes multi loci ont été identifiés à partir de cet ensemble d’isolats par génotypage,moyennant13 

loci SSR (Liu et al.,2012). 

Dans le même contexte, des études réalisées sur P. teres f. teres(Ptt) et P. teres f. maculata (Ptm) 

en Australie via des marqueurs microsatellites (SSR) ont été  décrites par Bogacki et al. (2010). Trois 

populations Ptt (76 isolats au total)et deux populations Ptm (43 isolats au total) ont été échantillonnées. 

Les résultats ont montré une différence significative dans la distribution des allèles pour 91% des loci 

testés entre les deux formes du champignon. L’indice de diversité génétique de Nei( qui est la 

probabilité que deux gènes pris au hasard représentent des allèles différents : il est égal au taux 

d'hétérozygotes (H) attendu sous les hypothèses de Hardy-Weinber) (www.takween.com), mesuré dans 

chacune des populations Ptt et Ptm était de 0,38 et 0,40 respectivement. Ils ont aussi révélé que les 

isolats prélevés dans différentes zones étaient génétiquement similaires. En revanche, une différence 

génétique élevée et significative, a été observée dans chacune des populations et entre les populations 

de types différents. Cela fournit en outre, des preuves que les deux formes de P. teres sont 

génétiquement distinctes l’une de l’autreet suggère que, les deux types de populations semblent se 

recombiner par la voie sexuée (Bogacki et al.,2010). 



Page - 17 
 

Le même marqueur a été utilisé sur 44 isolats de P.teres f. maculata prélevés sur des cultures 

d'orge à Victoria, en Australie. Quinze amorces microsatellites ont révélé un polymorphisme 

important, avec deux à cinq allèles (moyenne 2,87 0,42) amplifiés à chaque locus ; chaque isolat 

présentait un génotype unique (McLean et al., 2009). 

D’autres chercheurs ont aussi mené une étude moyennant les marqueurs SSR sur 298 isolats de 

Ptm (9 populations) et 567 isolats de Ptt (18 populations) ; ils ont démontré que la diversité génétique 

des populations de Ptt  était plus élevée que celle des populations de Ptm (Linde et Leon, 2019). Les 

populations de Ptt avaient également des niveaux de déséquilibre de liaison plus élevés, ce qui indique 

une reproduction sexuée moins fréquente. Cette observation est cohérente avec l'hypothèse selon 

laquelle des hôtes génétiquement diversifiés devraient montrer des niveaux plus élevés de reproduction 

(Linde et Leon, 2019). 

 Dans le même but, la structure génétique de deux populations suédoises du P.teres, composée 

chacune de 64 isolats a été décrite, en utilisant la méthode RADP (Jonsson et al., 2000). Elles ont été 

isolées à partir des deux cultivars distincts. Parmi les 70 amorces initialement évaluées, trois amorces 

révélant un polymorphisme avec un total de 19 loci reproductibles, ont été utilisées. La variation était 

grande dans les deux populations pathogènes, indiquée par des indices de diversité génétique moyens  

de0,182 et 0,216.La variation dans les deux sites d'échantillonnage était aussi relativement importante. 

Le profil global de la structure génomique était celui d'une espèce a reproduction sexuée aléatoire 

(Jonsson et al.,2000). 

De même, l'agent causal de la rayure réticulée de l'orge a été étudié dans deux champs distant 

de 30 km en Afrique du Sud ; chaque champ représentait un type du pathogène (Ptt et Ptm), 36 isolats 

pour la population de Pttet de 29 pour la population de type Ptm ont été isolés (Graham et al.,2002). 

L'analyse génétique par les marqueurs RAPD a montré que la diversité génétique totale déterminée 

pour tous les loci a donné des moyennes d’indice de diversité de 0,063 et 0,082, respectivement pour 

les populations Ptt et Ptm. L'Analyse hiérarchique par la méthode UPGMA incluant les deux 

populations et six descendants résultant d'un croisement entre isolats de  type différents a été menée. 

Elle a mis en évidence 3 groupes distincts ; deux groupes réunissant chaque population et un autre la 

progéniture du croisement. Certains résultats ont suggéré que la recombinaison sexuée peut se produire 

entre les isolats de type Ptt et Ptm dans la nature (Graham et al.,2002). 

 Un total de 68 isolats hongrois de P. teres f. teres ont été testés aussi en utilisant30 amorces 

RAPD, les isolats provenaient de quatre régions géographiques (Fiscor et al., 2014). Sur les 188 

bandes RAPD révélées suite aux amplifications, 171 étaient polymorphes, tous les isolats présentaient 

des profils RAPD uniques. Aucune corrélation de la diversité avec le type sexué(MAT1 ou MAT2)  ou 
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l'origine géographique des isolats n'a été détectée, de même qu’aucune différenciation génétique n'a été 

observée entre les isolats MAT1 et MAT2.Toutefois, la diversité a été observée entre les isolats 

échantillonnés au niveau du champ commercial ou expérimental. Certains des résultats ont soutenu 

l'idée que les changements saisonniers avaient le plus grand effet sur la divergence génétique des 

isolats (Fiscor et al., 2014). 

Par ailleurs, 23 isolats de Ptt et 8 isolats de Ptm provenant de 12 régions différentes à travers le 

monde (Canada, Danemark,Californie, U.S.A. North Dakota, Morocco, Australie) ont été analysés par 

Wu et al.(2003). Ils représentent une collection restreinte, mais diversifiée d'isolats de P. teres. La 

variation génétique a été étudiée par l’analyse du polymorphisme de la longueur des fragments  de 

restriction (RFLP) ainsi que, par l’hybridation moléculaire. La sonde utilisée,  est un fragment d’ADN 

de 0,46 kb généré par  amplification d’une région  génomique d’un isolat de référence. L’analyse 

typologique basée à la fois sur les phénotypes de virulence et les  profils RFLP à montré que le P. teres 

possède un niveau élevé de diversité tant pour l'espèce que pour les deux types  (Wu et al.,2003). 

Des chercheurs ont aussi analysé le polymorphisme de la longueur de fragments amplifiés 

(AFLP) pour étudier la diversité génétique et la structure de la population de 60 isolats Ptt et64 Ptm, 

collectés en Australie (66 isolats) et en Afrique du Sud (58 isolats) (Lehmensieka et al., 2010). Les 

analyses ont  séparé les isolats Ptt et Ptm  en deux groupes génétiques fortement divergents. Une 

variation significative a été observée à la fois, parmi les populations sud-africaine et australienne de Ptt 

et Ptm, et entre les sites d’échantillonnage. Les résultats suggèrent que la reproduction sexuée entre les 

deux formes est peu probable et que la reproduction au sein des groupes Ptt et Ptm se produit 

principalement de manière asexuée (Lehmensieka et al., 2010). 

En Finlande, le polymorphisme de longueur de fragment amplifié (AFLP) a été aussi un bon 

outil d’analyse. La similitude moyenne révélée était de 93% entre tous les isolats, elle était un peu plus 

élevée au sein de deux populations distinctes sur la base de 175 marqueurs AFLP. Malgré la similitude 

génétique élevée, 70 génotypes AFLP uniques ont été identifiés parmi 72 isolats. La majeure partie de 

la variation génétique (68,5%) a été observée au sein de la population et une plus petite partie (30,3%) 

entre elles. Par ailleurs, seulement 1,2% de la variation a été observée entre les types sexuésMAT1 et 

MAT2 (Serenius et al., 2005). 

Dans une étude similaire, une population de 118 isolats collectés dans le Nord du Dakota a été 

analysée. Les marqueurs SSR et AFLP ont été utilisés, puis la population pathogène a été analysée à 

nouveau, moyennant des marqueurs SNPs. Au total de 5783 loci uniques, contenant 16441 SNPs , 

ainsi que  2373 marqueurs de séquences exprimées (EST) contenant 9992, ont été identifiés et 

caractérisés à partir de populations de P.teres  f. muculata (Jared et al.,2015). 
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Les marqueurs moléculaires tel que les RAPD (random amplified polymorphic DNA), AFLP 

(amplified fragment lengh polymorphisms) et les SSR (simple sequence repeats) ont été utilisés par 

Poudel et al. en 2019. Les échantillons de Ptt collectés en 2014 et 2015 présentaient une diversité 

génotypique significative. Cette étude a montré que la recombinaison sexuelle s'est produite 

régulièrement sur le terrain, ce qui a entraîné une évolution rapide de la structure génétique de la 

population pendant les 3 ans. Certains de ces nouveaux génotypes pourraient provenir de mutations ou 

de migrations (Poudel et al., 2019). 

En Lithuanie, des marqueurs ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) ont été utilisés pour étudier la 

diversité génétique de 24 des isolats de P. teres collectés dans 5 régions, entre 2006 et 2009 

(Statkeviciute et al., 2010).Les amorces sélectionnées ont amplifié 31 bandes au total entre  500 pb à 

2500 pb, celles-ci ont montré que tous les isolats avaient des haplotypes uniques. L'analyse de la 

variance moléculaire (AMOVA) a détecté la majeure partie de la variation (78%) au sein des 

populations tandis que la variation entre les populations d'un même endroit au cours d'années 

différentes représentait 6,37%, et que la variation entre différents emplacements lors de la même année 

était la plus petite (4,85 % de la variation totale). Aucun regroupement clair selon l’origine ou l'année 

d'échantillonnage n'a été détecté (Statkeviciute et al., 2010). 

Par des approches différentes des précédentes, une étude réalisée par Syme et al. (2018)  sur  

plusieurs isolats de P. teres a révélé  l’effet des éléments transposables sur l’intégrité génomique de P. 

teres et de leurs impacts sur la différence génomique entre les différentes formes du champignon. Les 

résultats ont montré que la grande majorité des gènes de P. teres se trouvent dans des régions  riches 

en GC. Ces gènes sont plus stables et mieux conservés que les gènes influencés par la présence 

d’éléments transposables (TE). L'importance de l'activité des TE chez  les Ptt par rapport à Ptm  

semble avoir augmenté la fréquence d'interruption des gènes. De même cette analyse a révélé 

122gènes qui ont différencié les deux formes ; 114  étaient situés dans des régions de faible densité 

génique, à proximité ou sous forme d'îlots riches en GC alors que 9 autres,  étaient  non fonctionnelles 

après  insertion de TE. Les auteurs ont conclus que la transposition est à la fois un mécanisme potentiel 

pour la génération de pseudogènes par interruption du codage et un mécanisme d'inactivation des 

gènes (Syme et al. 2018).Malgré l’isolement géographique de la région, une autre étude menée via 

séquençage du génome de P. teres a démontré une variation allélique élevée par rapport aux études 

similaires, avec une moyenne de 7,11 allèles par locus (Ellwood et al., 2010).Enfin, le caryotypage 

électrophorétique a montré des polymorphismes chromosomiques distincts entre les isolats 0-1 et 15A, 

(Ellwood et al.,2010). 

Enfin, il est à noter que , de nombreuses études phylogénétiques ont montré que des isolats P. teres 

f. maculata et P. teres f. teres sont séparés en deux groupes génétiquement divergents, indiquant que 
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les deux formes de P. teres doivent être traitées séparément (McDonald et Linde, 2002).En outre, des 

études ont montré que la divergence génétique est légèrement plus élevée dans la population de P. 

teres f. teres que dans la population de P. teres f. maculata (McDonald et Linde, 2002).Comme P. 

teres est capable de se reproduire à la fois sexuellement et asexuellement, la structure de sa population 

serait largement dépendante de l'importance relative des deux modes de reproduction dans le cycle de 

vie du champignon (McDonald et Linde, 2002). 

 

4. Etude du génome de P.  teres : pour étudier la taille du génome de P. teres, Aragona et al. (2000) ont 

utilisé l'électrophorèse sur gel à champ pulsé. Au total, six bandes ont été mises en valeur, allant de 2,0 

à 6,0 Mb. Sur la base de l'intensité de la bande, les auteurs ont conclu que deux des bandes 

représentaient  plusieurs chromosomes ;  probablement neuf chromosomes présents chez P. teres, ce 

qui correspond à une taille du génome d'au moins 35 Mb. Une analyse cytologique du caryotype pour 

l'observation physique des chromosomes a également montré qu'au moins neuf chromosomes sont 

probablement présents chez P. teres (Liu et Friesen, données non publiées; in Liu et al., 2011). 

Les génomes des deux formes sont hautement colinéaires, chacun composé de 12 chromosomes 

(Syme et al., 2018). Cependant, Ellwood et al., (2010) moyennant un caryotypage cytologiqueont 

confirmé la présence d'au moins neuf chromosomes. Ces mêmes auteurs, en utilisant un caryotypage 

électrophorétique, ont révélé aussi des polymorphismes chromosomiques distincts entre les isolats 0-1 

et 15A.  

Le séquençage du génome de P. teres f. teres de la souche 0-1 a révélé une taille de 41,95 Mbp, et a 

montré la présence de 11799 gènes codant pour des protéines (Ellwood et al., 2010). La carte 

génétique s'étend sur 2477,7 cM  et est composée de 243 marqueurs dans 25 groupes de liaison et 

incorpore des marqueurs de répétition de séquence simples. Parmi les gènes prédits, les peptides 

synthétases non ribosomales, et les pompes à efflux en particulier, semblent avoir subi une expansion 

spécifique chez P. teres des familles de gènes non orthologues. L'ensemble contient une pléthore de 

gènes prédits, qui ont été impliqués dans un mode de vie nécrotrophique (Ellwood et al.,2010). 

Le gène MAT sous sa forme biallélique (MAT1 et MAT2) contient un cadre de lecture ouvert ORF, 

une région promotrice de type « HMG box » pour la forme MAT2 et une région promotrice de type 

« alpha box » pour la forme allélique MAT1 (Rou et al., 2015).L'évolution du génome chez P. teres est 

caractérisée par l'insertion et l'expansion d'éléments transposables (ET). Le phénomène est 

particulièrement prononcé chez P. teres f.teres qui possède un génome plus grand et plus répétitif que 

P.teres f. maculata, de même qu’une activité de transposition plus récente, mesurée par la fréquence et 

la taille du génome (Syme et al., 2018). 
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Ces éléments transposables sont un facteur déterminant montrant un potentiel évolutif. En effet,  les 

ET peuvent fournir une mobilité aux gènes effecteurs, soit au sein d'un génome vers des régions  

d’augmentation de l'activité transcriptionnelle (Grandaubert et al., 2014), ou entre les génomes pour 

élargir la gamme d'hôtes (Friesen et al., 2006). Les ET peuvent  influencer les gènes voisins y compris 

les éléments de pathogénicité,  en introduisant une variation de séquences ,Ceci génère non seulement 

de nouveaux effecteurs fonctionnels, mais peuvent aussi inactiver un gène en introduisant des codons 

stop prématurés (Daboussi et al., 1992). 

Par ailleurs, il est à signaler que les travaux de Ellwood et al. (2010) ont permis la construction 

d’une carte génétique comportant 243 marqueurs AFLP, SSR (simple sequence repeat) et RAPD. 

D'une longueur génétique totale de 2477,7 cM, elle se compose de 25 groupes de liaison.  

De même que suite à une autre population génotypée par ddRAD (Double digest restriction-site 

associated DNA),  une nouvelle carte génétique a été produite, elle comporte 1393 marqueurs SNPs, 

marqueurs SSR, et AFLP,  ancrés sur 15 groupes de liaison (Leboldus et al.,  2015).  
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Chapitre III : Méthodes moléculaires appliquées 
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1. Polymérase Chain réaction : depuis son invention, la PCR est devenue la technique la plus utilisée 

pour la détection de l’ADN et de l’ARN. A partir d’une simple copie d’une séquence particulière 

d’acides nucléiques, cette séquence peut être spécifiquement amplifiée et détectée (Poitras et Alain., 

2002). 

1.1. Principe de la PCR : la PCR est une méthode de biologie moléculaire d'amplification 

génique in vitro (Sambrook et Russel., 2001). Elle permet de dupliquer en grand nombre (avec un 

facteur de multiplication de l'ordre du milliard), une séquence d'ADN ou d'ARN connue (Sambrook et 

Russel., 2001). Ceci est possible à partir d'une faible quantité (de l'ordre de quelques picogrammes) 

d'acide nucléique , et d'amorces spécifiques constituées d'oligonucléotides de synthèse, de 20 à 25 

nucléotides (Rychlik et al., 1990). 

Selon Saiki et al. (1988),  cette technique est fondé sur la combinaison de deux facteurs ; (i) les 

propriétés de synthèse enzymatique et d’initiation spécifique à l'ADN double brin des ADN 

polymérases dépendantes à l'ADN , qui sont thermostables, (ii) les propriétés d’hybridation et de 

déshybridation des brins complémentaires d’ADN en fonction de la température . Ces éléments 

permettent de contrôler l’activité enzymatique grâce à des transitions de températures assurées par 

un thermocycleur. 

1.2. Etapes de la PCR et conditions réactionnelles : les conditions de réaction d'une amplification 

PCR dépendent du nombre total de cycles à exécuter ainsi que, de la température et la durée de chaque 

étape de ces cycles (Kainz, 2000). La décision quant au nombre de cycles à exécuter est basée sur la 

quantité d'ADN initiale ainsi que le nombre de copies du produit PCR (amplicon) souhaité ; en 

général, 25 à 35 cycles est la norme pour une réaction PCR (Kainz, 2000). Cela donne environ 34 

millions à 34 milliards de copies de la séquence souhaitée en utilisant 25 cycles et 35 cycles 

respectivement. Toutefois, des cycles supplémentaires peuvent être effectuées si on dispose d'une 

petite quantité d'ADN pour la réaction (Kainz, 2000). 

1.2.1. Etapes de la PCR : chaque cycle d’amplification nécessite 4 étapes différentes. Les cycles 

d’amplification sont précédés d’une dénaturation initiale et sont suivis par une élongation finale. 

      1.2.1.1. La dénaturation initiale :avant de commencer les cycles de PCR proprement dits, 

une étape de chauffage (généralement 10 à 15 minutes à 95 °C) est réalisée. Cette étape permet 

de  déshybrider les ADN double brin, de casser les structures secondaires, d’homogénéiser le milieu 
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réactionnel par agitation thermique, d’activer les polymérases de type « Hot start » et de dénaturer 

d’autres enzymes, qui pourraient être dans la solution (Rychlik et al., 1990). 

1.2.1.2. La phase de dénaturation : Cette étape (généralement 0 à 1 minute à 95 °C) permet de 

déshybrider les ADN, de « décrocher » les polymérases qui seraient encore liées à une matrice, et 

d’homogénéiser le milieu réactionnel (Chien et al., 1976). 

1.2.1.3. La phase d’hybridation : cette étape (généralement 2 à 60 secondes à 56–64 °C) 

permet aux amorces sens et anti-sens de s’hybrider aux ADN matrice, grâce à une température qui leur 

est thermodynamiquement favorable. Peu de brins d’ADN matrice peuvent s’hybrider (se lier) avec 

leur brin complémentaire, ce qui empêcherait la fixation des amorces, car ces dernières sont bien plus 

courtes et en concentration bien plus importante (Chien et al., 1976). 

1.2.1.4. Phase d’élongation : cette étape (généralement de 4 à 120 secondes à 72 °C), permet 

aux polymérases de synthétiser le brin complémentaire de leur ADN matrice à une température qui 

leur est optimale. Ce brin est fabriqué à partir des dNTPs libres présents dans le milieu réactionnel. La 

durée de cette étape dépend normalement de la longueur de l’amplicon (Chien et al., 1976). 

1.2.1.5. L’élongation finale : étape optionnelle réalisé à 70-74°C pendant 5 à 15minutes permet 

de s’assurer que tous les brins d’ADN monocaténaire s’hybrident et subissent une élongation 

correctement (Chien et al., 1976). 

1.2.2 Composition du milieu réactionnel : pour une PCR réussie, le milieu réactionnel doit 

contenir selon Sambrook et al.(2001) : la région d’ADN à amplifier recommandée à 1 ng/50 µL de 

volume réactionnel, 0,5 à 2,5 unités d'ADN polymérase par 50 µl de volume réactionnel, 20 à 50 pmol 

de chaque amorce complémentaire aux régions 3’ des deux brins de l’ADN à amplifier, les dNTPs 

avec une concentration finale typique de 200 µM par nucléotide. En plus d’une solution tampon pour 

assurer le bon fonctionnement des enzymes, a concentration finale 1X, donc 5 µL pour un volume 

final standard de 50 µL (Powell et al., 1987). 

Des réactifs supplémentaires peuvent comprendre sel de magnésium Mg 2 + (à une concentration 

finale de 0,5 à 5,0 mM), sel de potassium  (à une concentration finale de 35 à 100 mM) (Lorenz, 

2012), diméthylsulfoxyde (DMSO  à une concentration finale de 1-10%)(Sun et al., 1993) ou le 

formamide (à une concentration finale de 1,25 à 10%) (Sarkar et al., 1990)pour permettre une 

amplification d’ADN cibles difficiles, généralement due à leur richesse en G-C. 
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2.Quelques séquences ciblées par la PCR: les marqueurs génétiques peuvent être de type 

biochimique, phénotypique ou moléculaire; ceux-ci sont directement issus du polymorphisme existant 

au niveau de l'ADN ; ils sont depuis quelques années majoritairement utilisés, car plus nombreux et 

plus facile à développer que les autres (Santoni et al.,2000). Parmi ces marqueurs, des séquences 

correspondantes aux ITS au gène codant la GAPDH et aux SNPs sont souvent amplifiées par PCR. 

 

2.1. Les séquences ITS :les séquences ITS (Internal transcribed spacers) sont une portion d’ADN 

ribosomique située entre les séquences codantes pour la petite et la grande sous unité ribosomique 

(Lafontaine et Tollevey, 2001). La figure 5  montre la structure de ce type de séquence. 

 

Figure 5:Structure du gène codant l’ADN ribosomique, montrant les portions codantes pour 18S, 

ITS1, 5.8S, 28S, IGS1, 5S et IGS2 (Kuzdraliński et al, 2017) 

  Ces séquences ITS généralement utilisées dans la phylogénie moléculaire et la taxonomie, en 

raison de plusieurs propriétés favorables citées par Baldwin et al.(1995) :leur facilité d’amplification 

(petite séquences, flanquées par des séquences hautement conservées), leur facilité de détection (due à 

leur grand nombre) et un degré de variation élevé, même pour des espèces relativement proches, causé 

par le manque de pression évolutive (Sumida et al., 2004). Elles  possèdent toute fois, un taux de 

mutations sensiblement plus élevé sous l'effet d'insertions, de délétions et de mutations ponctuelles, ce 

qui rend impossible la comparaison de séquences d'ITS entre espèces très éloignées (Sumida et al., 

2004). 

 Les ITS  sont des séquences qui ont été utilisées dans l’analyse phylogénique de P. teres, comme 

dans l’étude menée par Zhang et Berbee (2001), ou les ITS de 32 isolats de P. teres sont été utilisé 

pour déterminer que ce dernier est monophylétique. Ces séquences sont aussi souvent utilisées pour 

identifier P. teres ;elles ont été proposé comme séquences cibles spécifiques pour la différentiation 

entre P. teres f. teres et P. teres f. maculata dans une étude menée par Lu et al.( 2010).Elles ont aussi 

été utilisé pour la première identification de ce pathogène dans plusieurs régions du monde comme par 

exemple l’identification de la forme P. teres f. maculata dans l’Idao, aux USA(Marshall  et al.,2015). 

 2.2.Les séquences GAPDH(Glyceradehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) :le glyceraldehyde-

3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) est une enzyme tétramérique d’environ 37Kda qui catalyse la 
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6e étape de la glycolyse, en plus de quelques autres fonctions non métaboliques, comme l’activation de 

la transcription, l’apoptose ou le transport axoplasmique (Tristan et al., 2011).La séquence qui code 

pour le GAPDH (Figure 6) fait partie d’un groupe de gènes appelés « housekeeping genes », des gènes 

constitutionnels requis pour le maintien de la vie cellulaire et exprimés dans toutes les cellules d’un 

organisme (Eisenberg et al., 2003). 

 

Figure 6 : Structure du gène GAPDH (Han et al., 2019) 

Leur intérêt réside dans le fait qu’elles présentent un très bas degré de mutations, ce qui en fait une 

cible PCR idéale, très souvent utilisé comme témoin lors de PCR  spécifique à un gène (Butte et al., 

2001). 

Le gène GAPDH est souvent utilisé comme témoin positif en analyse quantitative d’RT-PCR, due à 

son expression constante dans la majorité des espèces et dans les études d’expression génique 

(Rebouças et al., 2013). Ceci a été le cas dans l’étude de Rau et al., (2007), dans laquelle la séquence 

GADPH a été utilisée comme témoin dans une comparaison de MAT1 et MAT2 chez P. teres via la 

RT-PCR ; la stabilité et constance d’expression en font un témoin relativement efficace. 

Par ailleurs, Lu et al., (2010), ont désigné deux amorces ; PtGPD1F et PtGPD1R pour le gène 

GAPDH chez P. teres, qu’ils ont ensuite  utilisées  en tant que témoins dans une PCR spécifique des 

gènes MAT1 et MAT2 dans le but d’identifier les idiomorphes de P. teres. 

Dans une autre étude, cette séquence a été utilisée pour l’analyse de l’évolution de P. teres. A cet 

effet,  une analyse  de phylogénie multigénique a été réalisée et la relation entre 5 gènes orthologues a 

été recherchée (Ellwood et al., 2012). Ceux-ci sont  act1(actin), b-tubulin (tub2), cytochrome P450 

14a-demethylase (cyp51A), translation élongation factor-1a (EF-1a)  et glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (G3PD);ils ont été choisis pour  leurs degrés de conservation , souvent utiledans les 

études de la phylogénie des espèces (Ellwood et al., 2012). 

2.3. Les séquences SNPs (single nucleotide polymorphism): il s’agit  de variations naturelles qui ne 

concernent qu'un seul nucléotide dans une séquence donnée (Rafalaski,2002) tel que montré dans la 

figure 7. 
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Figure7:Trois SNPs, sur quatre chromosomes (Hafler et Dejager, 2005) 

Comparés aux autres marqueurs moléculaires, les SNPs présentent l'avantage d'une répartition 

homogène dans tout le génome et sont excessivement nombreux. Ce nombre élevé permet donc 

potentiellement la création de cartes génétiques et physiques à très haute densité (Rafalaski,2002). Ces 

séquences présentant un modèle de mutation simple, ont montré qu'une petite fraction des SNPs a un 

contenu d'information très élevé pour l'analyse de la structure de la population et la capacité 

d'examiner des génomes de grands échantillons chez les populations naturelles (Helyar et al.,2003). 

Les SNPs présentent une source principale de polymorphisme dans un génome, ils sont présents 

dans les parties codantes et non codantes d'un génome  et sont révélés par des techniques rapides de 

marquage moléculaire :PCR et spectrométrie de masse, PCR et puces à ADN ou PCR et électrophorèse 

rapide (Santoni et al.,2000).Ils ont été décrits en tant que marqueurs dominants  pour étudier la 

phylogénie et la diversité génétique (Rafalaski,2002).Ainsi l’amplification de ces séquences a été un  

outil dans plusieurs travaux focalisés sur l’étude de la  structure des populations du P. teres. 

Pour l'évaluation des bases génétiques et pathologiques des interactions P. teres f. maculata– orge, 

une  carte génétique a été construite en utilisant le séquençage(RAD-GBS), associé au développement  

des marqueurs SNP (Carlsen et al.,2017). A cet effet les chercheurs ont développé une population de 

105 descendants en croisant deux isolats de référence ; les descendants ont été phénotypés sur un 

ensemble de quatre génotypes d'orge montrant une réaction différentielle aux isolats parentaux. Dans 

ce travail, 1034 marqueurs SNP ont été identifiés parmi lesquels 488 marqueurs SNP de haute qualité 

ont été utilisées  pour l'identification des associations à la virulence / avirulence chez P. teres f. 

maculata. Les résultats ont permis d’identifier 6QTL  sur 5 groupes de liaison différents qui  

représentaient  20 à 37% de la variation due à la maladie. Les données présentées avaient démontré la 

complexité de la virulence impliquée dans le pathosystème Ptm – orge (Steven et al.,2017). 

Dans le même but est pour comprendre la structure de la population et la diversité génétique chez P. 

teres f. maculata, les SNPs chez 140 isolats ont été générés suite à  un génotypage par séquençage 

(Kinzer, 2015). La cartographie d'association a détecté parmi ces SNPs, la présence de 45 
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marqueurschez 19 isolats provenant de différentes régions aux USA. Ces associations sont liées à la 

virulence ou l’avirulence des isolats. Cette recherche a permis de comprendre la variabilité 

phénotypique et génétique des populations de P. teres f. maculata et d'identifier les associations de  

marqueurs à des caractères liés au pouvoir pathogène (Kinzer,2015). 

Par ailleurs, lors de la recherche de la résistances aux fongicides du groupe QoI(Quinone 

outside inhibitors ),un polymorphisme mononucléotidique a été retrouvé au niveau du gène qui code le 

cytrochrome b chez P . teres (Sierotzki et al.,2007).  Cette recherche a été  réalisée  par une analyse 

moléculaire basé sur la PCR quantitative, en utilisant la méthode d'extension d'amorces spécifiques 

d'allèles (amplification refractory mutation system = ARMS)pour amplifier  puis  séquencer des 

fragments du gène du cytochrome b. L'analyse a révélé deux mutations  différentes responsables de la 

résistance qualitative au QoI ; G143A et F129L. La première entraîne  un changement à la position de 

l’acide aminé 143,  de la glycine par l'alanine. La seconde (F129L), est une substitution de la 

phénylalanine par la leucine en position 129 ;  trois polymorphismes mononucléotidiques (SNP) 

différents, TTA, TTG et CTC, peuvent coder pour la L (leucine) chez P. teres. Par conséquent, 4 

paires d’amorces différentes, (une pour l’allèle sauvage et 3 pour les allèles mutants) ont été 

développées pour être utilisées dans une qPCR. Ce système a permis de diminuer les limites dans la 

détection de la mutation F129L responsable de la résistance au fongicides QoI (Sierotzki et al., 2007).  

3.La PCR en temps réel : la PCR en temps réel est une amplification durant laquelle est réalisée la 

collecte continue de signaux fluorescents d'une ou plusieurs réactions en chaîne de la polymérase sur 

une série de cycles (Tevfik, 2006). Elle est quantitative si les signaux fluorescents provenant de chaque 

réaction sont convertis en une valeur numérique pour chaque échantillon (Tevfik, 2006). Sa 

technologie est basée sur la détection et la quantification d’un «reporter» fluorescent (Tevfik, 2006). 

L’augmentation du signal fluorescent est directement proportionnelle à la quantité d’amplicons 

générés durant la réaction de PCR, comme indiqué dans la figure 8 ; en observant la quantité de 

fluorescence émise à chaque cycle, il devient possible de suivre la réaction PCR(www.Généthon.fr). 

Les appareils développés pour cette technologie utilisent généralement un système en tubes fermés et 

la quantification ne requiert aucune manipulation post-amplification, ce qui minimise ou élimine les 

problèmes de contamination par les amplicons suite à la réaction PCR et réduit le temps d’analyse 

(Bustin, 2000). 

 Le processus complet est donc automatisé du début à la fin rendant ainsi, cette technologie 

intéressante pour des applications d’analyses à grande échelle (high-throughput) (Martell et al., 1999). 
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Figure 8 : Principe et suivi d’une PCR en temps réel par SybrGreen (Tevfik , 2006) 

Selon Tevfik (2006), la PCR en temps réel nécessite les étapes suivantes ; la première consiste à 

distribuer la solution mère de la PCR dans les puits nécessaires à l'expérience, les échantillons sont 

pipetés dans les puits d’une plaque contenant le mélange réactionnel de la PCR. Une fois que la plaque 

PCR, le tube ou les jeux de capillaires ont été remplis avec tous les composants nécessaires, ils sont 

prêts à être utilisé sur un instrument en temps réel. Les étapes qui suivent sont les mêmes que les étapes 

d’une PCR normale, sauf pour la collecte de données qui nécessite un cycle spécifique.  

Pour ce programme, un cycle en trois étapes est généralement utilisé. Ici, le cycle commence par 

passer à la température d’hybridation (95°C) pendant 15 secondes, passe ensuite à 60°C pour 2 

secondes et passe en suite jusqu'à 72˚C pour 30secondes, répété à chaque cycle. La collecte de données 

à la température la plus élevée permet des résultats plus précis (Tevfik, 2006). 

En raison de sa simplicité, la PCR en temps réel est utilisée pour le suivi des épidémies de P. teres et 

pour l’évaluation de l'efficacité des fongicides (Kianianmomeni et al.,2007). La sensibilité de la 

méthode permettrait aussi de quantifier la croissance fongique dans différents tissus végétaux au cours 

de la progression de l’infection (Leisova et al.,2006).  

Des études ont été menées sur des populations de P. teres  pour l'étude de la sensibilité aux 

fongicides  tel que les strobilurines. Une PCR en temps réel a été établi pour la détection quantitative 

du SNP analogues dans le gène du cytochrome b chez P. teres, qui confère une résistance aux 

fongicides du groupe des strobilurines (Kianianmomeni et al.,2007).Les résultats obtenus ont permis 

de détecter la présence de la mutation G143A dans le gène du cytochrome b chez les isolats 

analysés,  responsable de la résistance  aux strobilurines. La mutation est la conséquence d'un 

changement à la position de  l'acide aminé 143 de la glycine en alanine(Kianianmomeni et al.,2007). 
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Dans une autre recherche, consacrée àla caractérisation des gènes impliqués dans les processus 

biochimiques lors de la germination des conidies, la PCR en temps réel a été utilisée (Dilger et 

al.,2003). En plus de 2 techniques de criblage différentiel, basées sur L'ADNc-AFLP et l'hybridation 

soustractive de suppression (SSH), elle a été utilisée pour isoler les gènes qui sont régulés à la hausse 

pendant la germination des spores chez P. teres. En effet, la surexpression des gènes candidats lors de 

la germination a été confirmée par  la transcription inverse en temps réel (RT) PCR (Dilger et al., 

2003). Des séquences nucléotidiques de 35 transcrits ont été analysées,  et les séquences d'acides 

aminés de leurs produits prédits ont été comparées aux  bases de données. Un changement maximal 

d'expression par rapport aux conidies non germées variant entre 2,6 et 6 fois a été noté. Toutes les 

transcriptions ont montré une augmentation significative de l'expression au cours des premiers stades 

de germination. Ce type d’étude pourrait être utile pour le développement ciblé de nouveaux agents 

antifongiques (Dilger et al.,2003). 

Dans une autre étudeconsacrée au rôle de l'AS (Acide Salicylique) dans la résistance de l'orge à 

l’égard de P.teres, la PCR en temps réel a été aussi une approche très efficace (Al-Daoude et 

al.,2018).Les niveaux de SA ainsi que l'expression du gène PR2 ont été explorées à différents moments 

de l'infection, dans les feuilles infectées de deux génotypes d'orge , l’un résistant et l’autres sensible. 

Pour ce faire, un isolat monospore de P. teres (NB4) a été testé; après incubation, les valeurs de SA ont 

été quantifié en utilisant une PCR quantitative en temps réel comme décrite par Derveaux et al. (2010). 

Les résultats de la RT-PCR suggèrent  que l'expression de PR2 augmente aussi bien chez le génotype 

résistant que sensible au cours des périodes  d'inoculation (Al-Daoude et al., 2018). 

Par ailleurs, un protocole basé sur la PCR en temps réel a été développé pour surveiller et quantifier  

la maladie de la rayure réticulée  de l'orge causée par les deux formes de P. teres  pendant une saison 

de croissance (Leisova et al.,2006). Cette méthode a été appliquée sur des échantillons de feuilles 

prélevées sur  20 variétés d'orge de la région Kromeriz pendant la saison de croissance 2003 et 2004. A 

cet effet, 13 isolats Ptt et 36 isolats Ptm,  ont été évalué pour la variabilité génétique en utilisant 

l'AFLP et une PCR en temps réel spécifique à l'espèce. La quantification a été réalisée en comparant 

les valeurs Ct (seuil de cycle) des échantillons inconnus avec celles obtenues à partir de dilutions 

standard de plasmides. L’étude a révélé que Ptt a prédominé au cours de ces 2 années. Donc la 

méthode développée permet une quantification rapide et spécifique de l'espèce P. teres dans les  

plantes infectées ( Leisova et al.,2006). 

La   PCR quantitative en temps réel a été utilisée également pour développer un test  rapide et 

sensible pour analyser la contamination des graines d'orge par Pyrenophora spp. Des scientifiques ont 

développé une méthode de détection quantitative par PCR qui peut être utilisé pour déterminer les 

niveaux d'infection des semences par P. teres (Habachi-Houimli et al., 2019). Cette méthode utilise la 
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technologie du système de  mutation réfractaire par amplification (ARMS = amplification-refractory 

mutation system) Scorpion,  avec détection par PCR en temps réel. Les amorces Scorpion ARMS ont 

été conçues et optimisées de manière à ce qu'une discordance de base nucléotidique unique dans la 

séquence d'amorces puisse distinguer P. teres de P. graminea, un autre  pathogène de l'orge transmis 

par les graines (Habachi-Houimli et al., 2019). L’amorce Scorpion ARMS a été développée pour la 

détection de P. teres en exploitant la différence de pair de bases uniques en position 42 de la séquence 

ITS1 (Stevens et al., 1998). Il est en effet nécessaire de faire la distinction entre ces deux agents 

pathogènes, pour la gestion adéquate de l’infection évaluée pour chacun d’eux (Habachi-Houimli et 

al., 2019). Les progrès réalisés dans le développement de sondes fluorescentes sensibles et spécifiques 

ont permis au test PCR actuel de détecter spécifiquement P. teres en une seule réaction alors 

qu'auparavant, deux réactions étaient nécessaires pour distinguer P. teres de P. graminea((Habachi-

Houimli et al., 2019). La précision du test développé,  est montré par le fait,qu’un échantillon de 

semences  devrait être fortement infecté (≥ 70%) par P. graminea pour provoquer un faux résultat 

positif(Habachi-Houimli et al., 2019). Selon les auteurs,  cette situation est très peu susceptible de se 

produire, car les niveaux d'infection par P. graminea ont chuté énormément.  

L’éventuelle implication de gènes candidats, HvNBS10, HvNBS72 et HvNBS85dans la résistance à 

P. teresf.maculata, a été aussi étudiée grâce à la PCR en temps réel. Les  profils d'expression utilisant 

qRT-PCR 48 heures après l'infection par P. teres. f. maculata a révélé que, la transcription de tous les 

gènes agissait dans le même sens (régulation à la baisse) chez les cultivars résistants et sensibles, bien 

qu'ils aient montré une variation dans le dosage du transcrit. Ce résultat suggère que des réponses 

transcriptionnelles coordonnées de plusieurs gènes NBS chez l'orge seraient nécessaires pour une 

réponse efficace contre P. teres f. maculata (Habachi-Houimli et al., 2019) 

4.Marqueurs moléculaires basés sur la restriction enzymatique (RFLP):il s’agit d’une technique à 

travers laquelle les polymorphismes de longueur des fragments de restriction (RFLP= restriction 

fragment length polymorphism), sont identifiés en utilisant les enzymes de restriction qui coupent 

l’ADN uniquement sur des «sites de restriction» déterminés(Rasmussen,2012).A présent, l’utilisation 

la plus courante des RFLP est en aval de PCR (PCR–RFLP) pour détecter les allèles qui diffèrent en 

séquence à un site de restriction donné (Rasmussen,2012). 

Selon Grivet et Noyer (2003),la mise en œuvre de la technique RFLP (figure9)implique de réaliser 

les manipulations suivantes : (i) l'ADN génomique total extrait est purifié en quantité assez importante 

à partir de chaque génotype est soumis à une digestion par une enzyme de restriction, (ii)les fragments 

générés sont séparés selon leur taille par une électrophorèse sur gel,  (iii)  L'ADN est ensuite transféré 

du gel sur une membrane(Southern-blot). 
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La dernière étape consiste  en  la réalisation de l'hybridation moléculaire avec une sonde d'ADN 

marquée préalablement soit  par la radioactivité, soit chimiquement ; la sonde va alors s’hybrider avec 

le ou les fragments d’ADN avec lesquels elle présente des homologies(Hamon et al .,2003 in: Grivet et 

Noyer, 2003). Le résultat est présenté sous forme d'autoradiographie. Les bandes observées 

matérialisent les différents allèles d'un locus cible ; chaque allèle correspond à une configuration 

particulière du sites de restriction autour de la région homologue de la sonde (Hamon et al .,2003 

in:Grivet et Noyer, 2003). 

 

Figure9: Les polymorphismes de longueur des fragments de restriction RFLP(Gnis-pedagogie.org, on 

line : https://www.gnis-pedagogie.org/sujet/marqueurs-moleculaires/) 

Un RFLP peut être détecté en examinant le profil des fragments de restriction générés lors de la 

digestion d'une manière classique sans utilisation des sondes. Les fragments résultants sont séparés 

selon leurs  taille par électrophorèse sur gel (d'agarose ou polyacrylamide) et visualisés après 

révélation par  du bromure d'éthidium (Walker et Rapley,2000).  Même  les grands fragments d'ADN 

tels que des chromosomes peuvent être séparés par l'électrophorèse sur gel en champ pulsé (PFGE) 

(Walker et Rapley,2000). 

Les avantages importants de la  technique comprennent le faible coût et l'absence d'exigence 

d'instruments avancés. L'avantage par rapport aux loci polymorphes traditionnels, le fait qu’elle 

représente une technologie relativement uniforme qui peut être appliquée à n'importe quel 

chromosome, que ce soit dans une bactérie, un humain, un végétal ou un animal (Williams,1989).Les 

inconvénients comprennent la nécessité d'endonucléases spécifiques et des difficultés à identifier la 
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variation exacte dans le cas où plusieurs SNP affectent le même site de reconnaissance de l’enzymes 

de restriction (Williams,1989). 

Le RFLP a été employé pour plusieurs applications d'analyse génétique depuis son invention, 

notamment pour évaluer la variation génétique  d’une  population P. teres géographiquement variée. 

En effet,15isolats de P. teres f. teres et 5 de P. teres. f. maculata ont été sélectionnés en fonction de 

leur origine géographique pour l'analyse RFLP. L’ADN des 20 isolats ont subi une digestion 

enzymatique par HindIII. Un produit d’amplification de 0,46 kb issu de la réaction en chaîne de la 

polymérase appliquée sur l’ADN d’un isolat de référence (ND218) a été cloné et marqué pour fournir 

une sonde d'hybridation radioactive. L'analyse de Southern et d'autres manipulations d'ADN ont été 

effectuées selon les méthodes de Sambrook et al. (1989). Un degré élevé de polymorphisme de l'ADN 

a été détecté chez Ptt et Pt(Wu et al.,2003).  

 

5. Marqueurs moléculaires basés sur la PCR: les marqueurs moléculaires correspondent au 

polymorphisme révélé au niveau de l’ADN; l’analyse de ce polymorphisme par les techniques de 

biologie moléculaire s’adresse à l’ensemble du génome, qu’il soit ou non traduit en protéines et  de 

façon indépendante des conditions de l’environnement (Najimi et al.,2003). Ces méthodes peuvent être 

regroupées en deux grandes catégories : les marqueurs de type RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism), et les marqueurs basés sur la méthode de PCR (Polymerase Chain Reaction) (Najimi 

et al.,2003). 

Le développement de la technique PCR offre l'avantage d'analyser des marqueurs moléculaires en 

un temps court tout en utilisant des concentrations faibles d'ADN(Najimi et al.,2003).Pour que ces 

produits deviennent des marqueurs moléculaires, il faut explorer le polymorphisme à l'intérieur du 

fragment (Santoni et al.,2000). De nombreuses techniques de marquage moléculaire basées sur 

l'amplification par PCR sont largement utilisés dans l’étude de diversité génétique (Santoni et 

al.,2000). Parmi celles-ci ; les microsatellites ou SSR (Simple Sequence Repeat), l’AFLP (Amplified 

Fragment Length Polymorphism), les ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) et la RAPD (Randomly 

Amplified Polymorphic DNA) (Santoni et al.,2000). 

4.1. La technique RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA):la technique de l'ADN 

polymorphe amplifié au hasard (RAPD) basée sur la réaction en chaîne par polymérase (PCR) a été 

l'une des techniques moléculaires les plus couramment utilisées pour développer des marqueurs 

d'ADN (Senthil et Gurusubramanian, 2011). La RAPD est une modification de la PCR dans laquelle 

une amorce oligonucléotidique unique, courte (10 bases de long)et arbitraire est utilisée. Cette dernière 

est  capable de s'hybrider et de s'amorcer à plusieurs endroits du génome peut produire ainsi un spectre 
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Figure 10 : Modèle d’analyse générale par RAPD
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dirige l'amplification de plusieurs loci  dans le génome de sorte que l'allélisme ne se distingue pas dans 

les profils RAPD (Senthil et Gurusubramanian, 2011). 

Dans le cadre de l’étude des gènes responsables de la résistance aux populations de P.teres,  l’agent 

causal de la rayure réticulée, la RAPD a été utilisée. Une population de lignées d’orge haploïdes 

doublées (HD), produites à partir d’un croisement entre les cultivars ‘Léger’ et ‘CI 9831’ a été 

caractérisée à l’aide de marqueurs RAPD, pour identifier des gènes conférant la résistance à P.teres 

f.maculata (Molnar et al., 2000). La résistance semblait initialement être due à un seul gène en raison 

d’une ségrégation d’environ 1:1 (résistant : sensible) parmi la progéniture HD. Suite à l’analyse 

RAPD, elle s’est avérée être associée à trois régions génomiques (Molnar et al., 2000). Parmi les  500 

amorces RAPD aléatoires qui ont été testées chez les parents, 195 ont révélé des bandes polymorphes, 

sept ont montré une association à la résistance parmi des groupes de ségrégant, ces sept marqueurs 

étaient situés sur trois régions génomiques non liées (Molnar et al., 2000). Deux de ces régions, dont 

l’une située sur le chromosome 2, porte des gènes de résistance majeurs. La troisième région montre 

une homologie avec la région du chromosome 2. Cette étude montre la localisation simultanée de 

marqueurs pour plus d’un gène gouvernant un caractère, démontrée à l’aide de marqueurs RAPD et 

d’analyse de ségrégant regroupés (BSA)(Molnar et al., 2000). 

Dans une autre étude  sur la résistance à cette  maladie causée réalisée sur  des variétés locales 

d'orge égyptienne et  des génotypes d'orge allemands, la RAPD a été utilisée, associée à l’AFLP(Saker, 

2005).Les résultats indiquent que la plupart des variétés locales d'orge égyptiennes sont extrêmement 

résistantes à la maladie. Un total de sept amorces RAPD aléatoires présélectionnées, ont été utilisées 

pour détecter des marqueurs génotypiques spécifiques pour les dix génotypes d'orge égyptien et 

allemand sélectionnés. Sur les soixante bandes amplifiées, 13 étaient polymorphes, c'est-à-dire que le 

pourcentage de polymorphisme était de 21,6%. Le nombre moyen de produits d'amplification par 

amorce était de 8,5 bandes(Saker, 2005). L'analyse moléculaire utilisant RAPD a montré des profils de 

bandes uniques pour les différents génotypes, montrant ainsi son efficacité pour identifier différents 

génotypes d'orge d'origines différentes, et avec différentes réactions à l’égard de P. teres(Saker, 2005).   

Par ailleurs, cette technique a été employée pour déterminer l'hérédité de la virulence chez P.  

teres par Weiland et al.(1998). Deux isolats  de P. teres f. teres, l'un possédant une virulence élevée , et 

l'autre possédant une faible virulence ont été croisés et la descendance  a été isolée. Des conidies 

provenant de cultures des isolats parents et descendants ont été utilisées comme inoculum pour 

déterminer l'hérédité de la virulence chez l'agent pathogène. Sur les 82 descendants testés, 42 

présentaient une virulence élevée et 40 une faible virulence sur l’orge «Harbin»(Weiland et al., 1998). 

Les données soutiennent un modèle dans lequel un seul gène majeur contrôle la virulence chez P. teres 

f. teres sur ce cultivar d'orge (Weiland et al., 1998).Afin de rechercher des marqueurs génétiques 
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moléculaires associés au phénotype de virulence, les ADN ont été  extrait  à partir des isolats 

parentaux et de ceux de la descendance, et ont été analysés par RAPD ;  5 marqueurs  associés àune 

faible virulence, ont été obtenus. Les données ont  indiqué  que la technique RAPD peut être utilisée 

pour marquer les déterminants génétiques de la virulence chez P. teres f. teres (Weiland et al., 1998). 

5.2. La technique AFLP (Amplified fragment length polymorphism): la technique est basée sur 

l'amplification sélective par PCR de fragments de restriction à partir d'une digestion totale de l'ADN 

génomique (de Vicente et Fulton, 2003 ). La prise d'empreintes ADN implique l'affichage d'un 

ensemble de fragments d'ADN provenant d'un échantillon d'ADN spécifique (Vos et al.,1995). 

L'amplification sélective est réalisée par l'utilisation d'amorces qui s'étendent dans les fragments de 

restriction, amplifiant uniquement les fragments dans lesquels les extensions d'amorces correspondent 

aux nucléotides flanquant les sites de restriction (Vos et al.,1995). La méthode permet la co-

amplification spécifique d'un grand nombre de fragments de restriction. Cependant le nombre de 

fragments qui peuvent être analysés simultanément dépend de la résolution du système de détection.  

En règle générale, 50 à 100 fragments de restriction sont amplifié et détecté sur des gels de 

polyacrylamide dénaturant (Vos et al.,1995). 

L'AFLP tel que montré dans la figure 11, est donc basée sur l'amplification d'un sous-ensemble de 

fragments de restriction génomique par PCR, selon les étapes suivantes: (i)L’ADN est digéré par deux 

enzymes de restriction différentes, (ii) Des adaptateurs oligonucléotidiques sont liés aux extrémités des 

fragments d’ADN.(iii) Des sous-ensembles spécifiques des produits de digestion de l’ADN sont 

amplifiés ,en utilisant des combinaisons d’amorces sélectives. En effet, la PCR peut être réalisée en 

plusieurs étapes : une première avec des amorces dont la séquence est identique à celle des adaptateurs 

et qui amplifie ainsi tous les fragments, la seconde avec des amorces possédant de 1 à 3 nucléotides 

supplémentaires en extrémité 3' de l'amorce, sélectionnant ainsi un plus petit nombre de fragments 

étant donné que ceux-ci peuvent être très nombreux (Huybens et al.,2009).,(iv) Enfin, la détection du 

polymorphisme se fait avec des radioisotopes, des sondes fluorescentes ou une coloration au nitrate 

d’argent(de Vicente et Fulton.,2003 ;Huybens et al.,2009). 

 



 

Figure 11: Principe général de l’Amplified Fragment

 

L’AFLP a été souvent utilisée pour l’étude de la diversité génétique chez les populations de 

teres. Dans le but d'étudier le niveau de différenciation génétique et la diversité des populations 

provenant de différentes zones agro

Bouajila et al. (2013). Les auteurs
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rincipe général de l’Amplified Fragment-Length Polymorphism (AFLP)                             

(Huybens et al.,2009) 
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Dans une autre étude et à des fins différentes de l’étude précédente, des amorces spécifiques pour 

PCR ont été développées à partir de polymorphisme de longueur de fragment amplifié (AFLP) chez P. 

teres (Leisava et al.,2005). Les amorces ont été conçues spécifiquement pour permettre la 

différenciation entre P.teresf. teres et de P. teres f. maculata ;les deux formes sont en effet  

morphologiquement très similaires. Les analyses de polymorphisme ont été appliquées selon un 

protocole dans lequel MseI et EcoRI ont été utilisés comme nucléases de restriction. L'amplification 

sélective, avec des amorces adaptées aux extrémités générées par MseI et EcoRI et marquées par des 

fluorescents a été réalisée sous forme de PCR multiplex. Les produits d'amplification ont été séparés 

par électrophorèse capillaire. En utilisant 33 paires d’amorces,27 à 50 fragments d'ADN polymorphes 

de 50 à 500 pb ont été détectés. Un total de 1247 bandes polymorphes AFLP a été enregistré dans tous 

les isolats étudiés. Les profils AFLP étaient distincts parmi les différentes espèces, même entre les 

deux formes de P. teres (Leisava et al.,2005).L'amplification avec les quatre paires d'amorces PCR 

conçues par la suite, a fourni des produits spécifiques à  la forme P. teres, aucune réaction croisée n'a 

été observée avec l'ADN de plusieurs autres espèces, telles que P. tritici-repentis, P. graminea et 

Helminthosporium sativum. Le test PCR avait été validé avec 60 échantillons d'espèces du genre 

Pyrenophora ; a fiabilité de ces amorces avait donc été validée via le test réalisé sur  différents isolats 

de plusieurs  espèces  et de différentes origines.  

5.3. La technique SSR(simple sequence repeats) :les SSR (simple sequence repeats), sont des 

catégories de répétitions en tandem (TRs), appelé microsatellites si leurs motifs sont court (1 à 10 

nucléotides) ou minisatellites (>10 nucléotides) (Vieira et al., 2016). On trouve les SSR largement 

distribué dans le génome des eucaryotes et procaryotes, et leurs taux de mutations élevé leur donne une 

importance évolutive (Kashi et al., 1997). La figure 12 montre la structure d’un motif SSR. 

 

 

Figure 12 : Marqueur moléculaire de type SSR(www.takween.com) 
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Les SSR ont été les marqueurs les plus utilisés pour le génotypage les  dernières années, parce qu'ils 

sont très informatifs, multi-allèles, qui sont expérimentalement reproductibles et transférables entre 

espèces apparentées, sont développés comme indiqué dans la figure 13.  

 

 

Figure 13 : Etapes du développement de marqueurs SSR (Vieira et al., 2016) 

 

Les SSR sont utiles dans les études de la diversité mesurée sur la base de la distance génétique pour 

estimer le flux de gènes et les taux de croisement et dans les études évolutives, surtout pour déduire les 

relations génétiques infraspécifiques (Mason, 2015).D'autre part, pour les plantes cultivées, les SSR 

sont couramment utilisés pour établir des cartes de liens, cartographier les loci impliqués dans les 

caractères quantitatifs (QTL), estimer le degré de parenté entre les génotypes, utiliser la sélection 

assistée par marqueurs et définir les empreintes génétiques des cultivars. Les SSR ont été 

particulièrement utiles pour générer des cartes intégrées pour les espèces végétales dans lesquelles les 

familles entières sont utilisées pour construire des cartes de liens et pour combiner les cartes 

génétiques, physiques et séquentielles, fournissant aux sélectionneurs et aux généticiens un outil pour 

relier les variations phénotypiques et génotypiques (Vieira et al., 2016). 
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Les marqueurs SSR ont aussi été utilisés dans l’étude des populations de P. teres, tel qu'il est le cas 

dans les deux travaux rapportés ci-dessous.  

 

Une étude en Australie menée par Bogacki et al. en( 2010) avec pour but de déterminer la structure 

génétique de Ptt et Ptm, a utilisé des marqueurs microsatellites. A cet effet, des amorces de type STM 

(Sequence tagged microsatellite) ont été utilisées. Le couple d’amorces dans ces dernières est composé 

d’une seule amorce spécifique à la séquence d'ADN conservée flanquant la répétition microsatellite, en 

combinaison avec une amorce universelle qui ancre aux extrémités 5 'des microsatellites (Hayeden et 

al., 2002). Dans cette étude 20 loci microsatellites différents ont été examinés ; le nombre élevé 

d'haplotypes multilocus uniques observés au sein des populations Ptt (84 %) et Ptm (100 %), combiné 

à une répartition avec un ration de 1:1 des deux mating types, ont permis de déduire que la 

reproduction sexuelle était  prédominante dans la région d’étude (Bogacki et al., 2010) 

 

Une autre étude a utilisé les SSR pour analyser la spécificité de l’hôte chez P. teres (Linde et Leon., 

2019). Au total, 298 isolats infectant l'orge des rats (Hordeumleporinum) représentant neuf 

populations, et 567 isolats infectant l'orge cultivée représentant 18 populations ont été analysés avec 17 

loci SSR. L’étude a prouvé une affinité hôte-pathogène et que les isolats infectant un hôte spécifique 

ont une histoire évolutive différente des autres populations (Linde et Leon., 2019). 

 

5.4. La technique ISSR (Inter-simple sequence repeats):les séquences Inter-simple sequence 

repeats (ISSRs), sont des régions du génome flanqués de séquences microsatellites (Figure 14).  

 

 

Figure14 : Représentation d’une séquence ISSR flanquée par des microsatellites (Reddy et al. , 2002) 

 

L'amplification par PCR de ces régions à l'aide d'une seule amorce donne des produits 

d'amplifications multiples qui peuvent être utilisés comme système de marqueurs multilocus 

dominants pour l'étude de la variation génétique dans divers organismes (Ng et Tan, 2016). Les 

marqueurs ISSR sont faciles à utiliser, peu coûteux et moins exigeants sur le plan méthodologique que 

les autres marqueurs dominants, ce qui en fait un marqueur génétique idéal pour les organismes dont 

l'information génétique fait défaut (Ng et Tan, 2016). Les marqueurs ISSR sont très polymorphiques et 
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sont utiles pour les études sur la diversité génétique, la phylogénie, le marquage des gènes, la 

cartographie du génome et la biologie de l'évolution, la méthode de leur utilisation est détaillée dans la 

figure 15 (Reddy et al., 2002). 

 

 

Figure 15 : Amplification par PCR utilisant les primers ISSR (Ng et Tan, 2016). 

 

L’étude de Statkeviciute et al. (2010) est un très bon exemple de l’utilisation des ISSR pour 

démontrer la diversité génique de P. teres. 12 Amorces microsatellites ont été testées s pour l’analyse 

ISSR, deux parmi ces dernières ont été utilisées pour l’étude de la diversité génique. Les amorces G11 

et UBC807 ont été sélectionnées comme étant les meilleurs, car elles amplifiaient 31 bandes au total 

dans la gamme de 500 à 2500 pb. Tous les isolats avaient des haplotypes ISSR uniques, indiquant que 

les deux populations de P. teres sont très hétérogènes. 

Une étude plus récente a été menée par Oğuz et al. (2019) avec pour but d'évaluer la diversité 

génétique des isolats de P. teres f. maculata et de P. teres f. teres en Turquie en utilisant les marqueurs 

ISSR. 10 amorces ont été sélectionné pour cette étude,  7  ont donné des bandes optimales avec une 

intensité adéquate dans la gamme de 200 à 1400 pb. Le nombre d’haplotypes ISSR a varié entre 5 et 

100 pour chaque Amorce. L’étude a permis de démontrer  que le taux de similarité observée chez les 

isolats de Ptm était plus bas que celui de Ptt alors que, le taux de similarité observée entre les isolats 

collectés sur les orges sauvages a été faible (Oğuz et al., 2019).   
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6. Le séquençage :le séquençage de l'ADN consiste à déterminer l'ordre d'enchaînement des 

nucléotides d’un fragment d’ADN donné et dont les technologies ont beaucoup évoluées ces dernières 

années. Nous traiterons dans ce qui suit la méthode de base développée par Sanger , puis le séquençage 

nouvelle génération. 

6.1. Séquençage classique (méthode de Sanger):le séquençage est une technique d'analyse de 

l'ADN dont le but est de déterminer la succession linéaire des bases A, C, G et T prenant part à la 

structure de l’ADN; la lecture de cette séquence permet d’étudier l’information biologique contenue 

par celle-ci(Lamoril et al.,2008). Actuellement, la technique de séquençage repose majoritairement sur 

la méthode enzymatique de Sanger, dite "didésoxynucléosides triphosphate"(Lamoril et al.,2008). 

Le principe de la technique de Sanger (Figure 16) selon Lamoril et al. (2008)est le suivant: Dans un 

premier temps, il est nécessaire d’amplifier l’ADN cible par PCR, puis de le dénaturer afin d’obtenir 

un ADN simple brin. À l’aide d’une amorce spécifique et complémentaire du brin étudié, une ADN 

polymérase effectue alors la synthèse de l’ADN complémentaire à partir de cette amorce. La réaction 

enzymatique s'effectue en traitant en parallèle quatre tubes contenant chacune l'ADN inséré dans le 

vecteur, trois désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP) non radioactifs, et un désoxyribonucléotides 

radioactif, et un didésoxyribonucléotides triphosphates(ddNTP) (analogue structurale d'un dNTP, mais 

ne possède pas de groupement OH en 3' ni en 2'). L'enzyme ajoute les (dNTP) complémentaires de 

l’extrémité 5' vers l’extrémité 3' de manière aléatoire, et inconstante des (ddNTP).  

 

 

Figure 16: La méthode de séquençage de  Sanger (Lamoril et al.,2008) 
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La réaction se faisant dans un seul tube, les ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP et ddTTP) sont 

marqués à l’aide de fluorophores différents. Lorsqu’un ddNTP est incorporé à la place d’un dNTP, 

l’ADN polymérase ne peut plus continuer sa polymérisation, la réaction d’extension s’arrête alors. À la 

fin de la réaction, nous obtiendrons des fragments de tailles différentes, l’analyse de la réaction est 

ensuite effectuée. Ces fragments sont soumis à migration le plus souvent par une électrophorèse 

capillaire. Chaque ddNTP étant marqué par un fluorophore différent, un signal lumineux sera généré, 

spécifique de la base didéoxy incorporée. Les signaux lumineux sont analysés par un logiciel 

spécifique, les résultats d’analyse peuvent être lus sous forme d’un électrophorégramme. Des logiciels 

d’interprétation des séquences sont également disponibles pour confirmer un résultat (Lamoril et al., 

2008). En général, des séquences de 15 à environ 200 nucléotides provenant du site d'amorçage 

peuvent être déterminées avec une précision raisonnable en utilisant une seule amorce (Sanger et 

al.,1977).  

La méthode Sanger basée sur l'électrophorèse est actuellement la technologie de séquençage la plus 

populaire et a été la pierre angulaire du projet du génome humain. Avec cette technique il est devenu 

possible de séquencer non seulement des génomes complets, mais aussi des fragments de génomes, par 

exemple pour la vérification de clones ou pour la détection de mutations dans le génome (Ziebolz et 

al.,2007). 

  Le séquençage classique  a été utilisé dans l'analyse génétique et moléculaire de plusieurs 

pathogènes fongiques; un exemple de ces analyse estl' étude  de Ruiz-Roldán et al. (2001) sur l'impact 

des voies MAPK-PTK1sur  le  cycle de vie, chez P. teres. Pour cela, le gène  PKT1 a été étudié  par 

clonage et séquençage. A cet effet, une réaction en chaîne par polymérase (PCR) avec des amorces 

dégénérées basées sur des régions conservées de MAPK connues,  a été utilisée pour cloner le gène 

MAPK-PTK1 à partir du pathogène P.teres. 

Quatre amorces dégénérées ont été conçues sur la base de régions d'acides aminés conservées parmi 

différentes MAPK. L'ADN génomique de P.teres a été amplifié par 2 PCR successives,   ceci a généré 

un fragment PCR de 478 pb qui a été cloné dans le vecteur pCR 2.1-TOPO, le sous-clonage et d'autres 

procédures de routine ont été effectuées par des protocoles standards. Suite au séquençage, il a été 

possible de constater que le gène est présent dans le génome en une seule copie, la séquence d'acides 

aminés prédite a montré une homologie élevée avec MAPKs chez d'autres champignons 

phytopathogènes (Ruiz-Roldán et al., 2001). Il a été démontré par une RT-PCR, que PTK1 est 

exprimée in vitro lors de la sporulation et de l’infection de l’orge. Son rôle dans le cycle de vie du 

pathogène a été confirmé  par  la méthode de «  la disruption génique » ; des mutants porteurs d’une 
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copie du gène dont la séquence a été interrompue ont été générés. Ces derniers sont devenus 

incapables de sporuler et de former l’appressorium ; ils ont ainsi perdus leur habilité à infecter et 

coloniser les tissus de l’hôte (Ruiz-Roldán et al.,2001). 

  

Les auteurs ont  démontré que les voies de transduction du signal de la protéine kinase MAPK 

activée par un mitogène PTK1  jouaient un rôle important dans la pathogenèse de P. teres sur l'orge. 

Ainsi, les MAPK s’est révélée être  une protéine kinase  qui jouait  divers rôles dans les voies de 

transduction du signal cellulaire  tels que l'osmorégulation, la biosynthèse de la paroi cellulaire, la 

croissance et  la différenciation (Ruiz-Roldán et al., 2001). 

6.2. Séquençage nouvelle génération : le séquençage nouvelle génération (NGS), massivement 

parallèle, ou profond séquençage  sont des termes apparentés qui décrivent une technologie de 

séquençage d'ADN qui a révolutionné la recherche génomique. En utilisant NGS, un génome humain 

entier peut être séquencé en une seule journée (Behjati et Tarpey, 2015). En effet les méthodes NGS 

sont hautement parallélisées, ce qui permet de séquencer des milliers à des millions de molécules 

simultanément (Raza et Sabahuddin, 2016). 

Le principe de base sur lequel le NGS fonctionne est similaire aux méthodes de séquençage Sanger 

traditionnelles impliquant l'électrophorèse capillaire, mais la plupart du temps, différentes plates-

formes NGS adoptent leur propre protocole spécifique (Raza et al., 2016). Généralement, l'ADN 

double brin est considéré comme le matériau de départ,  cependant, la source à partir de laquelle ce 

matériau est dérivé peut varier, les sources peuvent être de l'ADN génomique, de l'ADN immuno-

précipité, de l'ARN transcrit en sens inverse ou de l'ADNc (Rizzo et Buck, 2012). 

 La prochaine étape implique la préparation d’une banque d’ADN en conséquence. Si l'ADN 

génomique a été envisagé à l'étape précédente, il doit être fragmenté en molécules d'ADN linéaires. Si 

l'ARN a été considéré à l'étape précédente par la transcription inverse, l'ADNc est obtenu pour la 

préparation de molécules d'ADN linéaires. De plus, la fragmentation de ces molécules d'ADN en 

fragments plus petits est impliquée avec des étapes de sélection de taille spécifique, qui servent à briser 

la matrice d'ADN considérée en fragments plus petits, mais séquençables en fonction de la plate-forme 

requise(Raza et Sabahuddin, 2016). 

 De plus, la ligature de l'adaptateur est également impliquée dans ce processus, qui ajoute des ADN 

synthétiques spécifiques à la plate-forme à la fin des fragments d'ADN présents dans cette banque pour 

faciliter les réactions de séquençage. Ainsi, la préparation de la base de données de séquences implique 

certaines étapes courantes de fragmentation, de sélection de taille et de ligature de l'adaptateur. L'étape 

suivante implique l'amplification de la base de données, pour produire un signal significatif pour l'ajout 

de nucléotides.  
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Cette étape implique, soit l'attachement du fragment d'ADN à la microbille, soit l'attachement de 

celui-ci à la lame de verre, lorsque certaines techniques de PCR sont suivies. L'amplification 

d'unebanque d'ADN conduit finalement à la réaction de séquençage et au processus d'imagerie(Raza et 

Sabahuddin, 2016). 

L'analyse des données NGS est une tâche complexe et cruciale, Pour ce faire  il existe plusieurs 

outils disponibles qui peuvent être téléchargés sur une machine locale,  ou utilisés sur le web (Raza et 

Sabahuddin, 2016).  Une brève description du flux de travail pour NGS est illustrée dans la figure 17.  

 

Figure 17 : Un aperçu du séquençage de nouvelle génération (Raza et Sabahuddin, 2016). 

Le séquençage NGS est de plus en plus utilisé dans l’étude des populations pathogènes fongiques, 

notamment chez P. teres, tel que le montre les exemples de recherches rapportées dans ce qui suit et 

réalisées grâce à l’utilisation de cette technologie. 

Dans  une étude, un total de 5783 et 2373 loci uniques «Étiquettes de séquence», contenant 16 441 

et 9992 SNP ont été identifiés et caractérisés à partir de populations de P. teres f. maculata et 

Sphaerulina musiva, nt. Les données générées à partir de P. teres f. maculata ont été utilisées dans 

l'analyse de cartographie d'associations,  pour cartographier le gène MAT (mating type), responsable 

de la reproduction sexué (Jared et al., 2015). Une carte génétique robuste contenant1393 SNP sur 997 

étiquettes de séquences,  répartis sur 15 groupes de liaisons, a été générée  pour P. teres f. teres (Jared 

et al., 2015) 

Par ailleurs, le premier assemblage du génome  chez P. teres a été basé  sur de courtes lectures de 

séquençage Solexa de l'isolat 0-1 (Elloowd et al., 2010). L'assemblage total a permis de réunir 41,95 

Mbp,  qui représente  11 799 modèles de gènes (Elloowd et al., 2010). Selon les auteurs, cette étude a 
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démontré aussi que le séquençage de Solexa à deux extrémités peut capturer avec succès les régions 

codantes d'un génome fongique filamenteux. 

6.3. La technologie DArT (Diversity Array Technology) : la technologie DArT est une méthode 

à haut débit indépendante des séquences et capable de découvrir des centaines de marqueurs en une 

seule expérience, à l'aide de plateformes à haut débit, avec un faible coût par point de données (Huttner 

et al., 2005).  

Le développement de DArT commence par la définition d'un "métagénome", un groupe 

d'échantillons d'ADN représentatifs de l’espèce que l'on prévoit d'analyser avec cette technologie 

(Kilian et al., 2012). Ce groupe d'échantillons correspond généralement au pool génétique primaire 

d'une espèce; toutes les matrices DArT sont développées en mettant l'accent sur la capture de la 

diversité allélique de l'organisme d'intérêt afin, de limiter le risque de biais de constatation (le biais 

introduit par l'utilisation de marqueurs développés à partir d'un petit échantillon des génotypes 

étudiés), le principe de la DArT est résumé dans la figure 18 (Kilian et al., 2012). 

 

Figure 18 : Développement et utilisation d’une matrice DArT (Kilian et al., 2012). 

 

La plupart des tests DArT sont réalisés en hybridant des cibles (représentations génomiques 

marquées par fluorescence) dérivées d'échantillons spécifiques, à des matrices contenant une grande 

collection de sondes amplifiées à partir de clones bactériens d'une représentation du pool de gènes 

d'intérêt (Fig. 19). Chaque cible est hybridée avec un fragment d'ADN de référence à la puce, les lames 

sont lavées et scannées avec un système d'imagerie qui mesure l'intensité de la fluorescence des 

colorants utilisés dans le test (Kilian et al., 2012).  
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Figure 19 : Schéma représentatif d’un test DArT (Kilian et al., 2012). 

La DArT a été utilisée par Poudel et al. (2019) pour étudier la structure génétique de P.teres 

teres,en Australie. Les tests ont démontré que,25% des isolats étaient des clones de l'isolat inoculé,  et 

75% des isolats étaient des génotypes multilocus (MLG) différents du génotype inoculé original. 

L'évolution rapide de la composition génotypique de la population de Ptt révélée dans cette étude a 

suggéré le potentiel d'adaptation des nouveaux génotypes et a démontré la nécessité pour les 

sélectionneurs d'orge d'utiliser de multiples sources de résistance chez l’hôtes pour se prémunir 

(Poudel et al., 2019).  

7. La cartographie optique: depuis la démonstration initiale de ce système chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae, la cartographie optique a été utilisée pour la reconstruction de plusieurs 

génomes allant des bactéries au génome humain (Mendelowitz et al.,2014). Cette technologie s'est 

également avérée être un outil puissant pour  la génomique comparative, permettant la détection de 

variantes structurelles au sein des génomes(Mendelowitz et al.,2014). 

La cartographie de restriction optique est la plus établie des plates-formes de cartographie d'ADN à 

molécule unique (Neely et al.,2010). L'ADN est immobilisé sur une surface  fonctionnalisée puis 

recouvert d'une fine couche d'agarose pour piéger le plus d'ADN possible en surface. Une enzyme de 

restriction est  ajoutée à l'échantillon et l'ADN est coupé spécifiquement au niveau des séquences 

cibles de six ou huit bases de longueur. L'ADN est ensuite coloré avec un colorant intercalant l'ADN 

(typiquement YOYO-1), imagé et analysé. L'identification de l'ADN des sites coupés et le 

dimensionnement des fragments peuvent être automatisés. L'alignement ultérieur des molécules 

individuelles et le raffinement de cartes optiques complètes sont effectués d'une manière similaire à 
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celle de l'assemblage de séquences d'ADN(Neely et al.,2010).  Ces étapes sont illustrées dans la figure 

20. 

 

Figure 20: Représentation schématique des étapes nécessaires pour créer une carte optique 

  (Neely et al., 2010). 

 

Il existe plusieurs types de plates-formes de cartographie optique d'ADN, mais toutes reposent sur 

la modification spécifique de la séquence (soit le clivage, soit le marquage fluorescent) de l'ADN sur 

des sites cibles courts, généralement de huit bases ou moins de longueur (Neely et al.,2010). Ceci est 

suivi par l'imagerie et l'analyse de l'ADN modifié de telle sorte que les distances entre les sites de 

coupe ou les fluorophores sont déterminés. Selon Neely et al. (2010), trois techniques enzymatiques 

existent pour modifier l'ADN au niveau de ces sites spécifiques ; ceci peut être possible  en utilisant  

des enzymes de restriction pour cliver l'ADN de manière spécifique à la séquence qui est immobilisée 

sur une surface .Plus récemment, des enzymes de coupure ont trouvé une application dans le marquage 

fluorescent spécifique de la séquence de l'ADN. Une telle modification covalente permet d'imager 

l'ADN en solution et ceci en combinaison avec le développement nano-fluidique. Enfin, l’utilisation 

des enzymes méthyl-transférases pour marquer l'ADN avec une densité ultra-haute afin de cibler la 

modification est aussi possible. Chaque stratégie de modification de l'ADN, nécessite une approche 

expérimentale distincte pour permettre la génération d'une carte optique (Neely et al.,2010). 

Des informations complémentaires sont dérivées du séquençage et de la cartographie optique      

(Figure21). La carte optique donne des informations sur la distance entre les sites séparés par plusieurs 

kilobases, qui peuvent être utilisées pour définir la taille et l'emplacement des lacunes dans 

l'assemblage génomique. La carte optique agit également comme un échafaudage pour l'assemblage 

génomique, permettant le positionnement et l'orientation corrects des contigs (séquences contiguës) 

(Neely et al.,2010). 
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Figure21: Des informations complémentaires sont dérivées du séquençage et de la cartographie 

optique(Neely et al.,2010). 

Ainsi, la technique de cartographie optique a été utilisée avec succès pour évaluer la qualité des 

assemblages génomiques et pour détecter des variantes structurelles à grande échelle et des 

réarrangements qui ne peuvent pas être détectés en utilisant les protocoles de séquençage  

(Mendelowitz et Pop, 2014). Donc l'objectif primordial de la carte optique est de compléter 

l’informations dérivées du séquençage de l'ADN(Neely et al., 2010). 

Plus récemment, le développement de technologies nanofluidiques, permet de nouvelles approches 

de cartographie à haut débit, les algorithmes et les outils pour traiter les données de cartographies 

optiques (alignement et assemblage) , ont été utilisées pour identifier les variantes structurelles et pour 

guider ou valider les assemblages du génome (Mendelowitz et Pop,2014). 

Cette méthode a aussi été utilisée pour l’analyse de la structure des populations pathogènes de 

l’agent causal de la rayure réticulée de l’orge. L'ADN de taille mégabase d’un isolat  de P. tere f.teres 

a été préparé pour la cartographie optique en adaptant un protocole pour l’obtention des protoplastes 

chez P. teres (Liu et Friesen, 2012). Le mycélium a été gratté de la surface d'un milieu V8-PDA et 

homogénéisé (Syme et al., 2018), et pour préparer des blocs  d'agarose, les protoplastes ont été 

combinés avec un volume égal d'agarose à 1,5% . L'enzyme de restriction (RE) KpnI a été choisie 

comme la plus appropriée pour créer une carte de restriction du génome entier sur la base de la taille et 

de la composition moyenne des fragments.  Une méthode standard de l’électrophorèse en champ pulsé 

de type CHEF (Contour-clampedel ectric field) a aussi été utilisée. Une cartographie optique du 

génome entier de novo a été réalisée par OpGen. Le logiciel propriétaire Argus MapSolverTM v. 3.2.0 

a été utilisé pour créer les contigs optiques(Syme et al., 2018). 
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8. La bioinformatique :le Centre National d'Information sur les Biotechnologies (NCBI) définit la 

bioinformatique comme "le domaine scientifique dans lequel la biologie, l'informatique et les 

technologies de l'information fusionnent en une seule discipline". 

8.1. Les banques de données utilisées: une base de données peut être définie comme un entrepôt 

informatisé et organisé d'informations connexes, qui fournit un moyen normalisé de recherche, 

d'insertion et de mise à jour des données (Khandelwal et al., 2016). Dans sa forme la plus simple, la 

bioinformatique organise les données de manière à permettre aux chercheurs d'accéder aux 

informations existantes et de soumettre de nouvelles entrées au fur et à mesure qu'elles sont produites, 

avec pour but le développement de moyens d’analyses des données collectées (Luscombe , 2001). 

Selon Khandelwal et al. (2016), les différentes bases de données utilisées généralement par les 

chercheurs sont organisé comme suit : 

a. Générale: Entrez, PubMed et PubMed Central, Taxonomy, etProtein. 

b. Séquences génétiques : Gene, GenBank,  Unigene, Homologene, et Reference Sequences. 

c. Analyses génomiques : Entrez Genome. 

d.Analyses de l’expression génique : Gene Expression Omnibus,  Online Mendelian Inheritance in 

Animals. 

f. Protéomique et structures moléculaires : Structure Databases,  Molecular Modeling Database, 

et  PubChem. 

 

Les différents outils de la bioinformatique ainsi que, les bases de données sont devenus 

indispensables dans plusieurs domaines ; leurs utilités respectives sont retrouvées dans  plusieurs 

applications. Nous aborderons dans ce qui suit de façon succincte, trois domaines d’applications 

retrouvés, notamment dans les analyses de la structure des populations de P. teres. 

 

8.2. Les comparaisons de séquences et l’identification de l’espèce: La comparaison des 

séquences d'ADN de différentes espèces est une méthode puissante pour décoder les informations 

génomiques, car les séquences fonctionnelles ont tendance à évoluer à un rythme plus lent que les 

séquences non fonctionnelles (Frazer et al., 2003). En comparant les séquences génomiques d'espèces 

à différentes distances d'évolution, on peut identifier les séquences codantes et les séquences non 

codantes conservées ayant des fonctions régulatrices, et déterminer quelles sont les séquences uniques 

pour une espèce donnée (Frazer, 2003). 

La comparaison de séquences nécessite au moins deux séquences d'ADN évolutives proches. Elle 

repose sur l’alignement des séquences ADN, pour rechercher des régions de similarité qui peuvent être 
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la conséquence de relations fonctionnelles, structurelles ou évolutives entre les séquences(Mount et al., 

2004). Les étapes de la génomique comparative sont détaillées dans la figure 22.  

 

Figure 22 : Schéma représentant les étapes de la comparaison de séquences (Frazer, 2003). 

 

 Sierotzki et al. (2007), dans leur étude ont comparé les séquences ARN de deux espèces de 

Pyrenophora ,  P. teres et  P. tritici-repentisdans le but d’étudier la mutation G143A qui confèrent des 

résistances aux fongicides Qoi (quinone outs ideinhibitors). L’analyse a démontré que P. tritici-

repentis est différent de P. teres ;  un intron a été détecté chez P. teres directement après l’acide aminé 

143, qui n'est pas présent chez P. tritici-repentis. Cette structure génétique suggère que la résistance 

basée sur la mutation G143A pourrait ne pas se produire chez P. teres car, elle est létale(Sierotzki et 

al., 2007). 

8.3. Prédiction de fonctions de gènes : les progrès de la biotechnologie permettent de réaliser des 

expériences à haut débit, qui fournissent des informations fonctionnelles diverses sur les produits des 

gènes à des coûts décroissants. La tâche principale est passée de la collecte de ces données à l'analyse 

des données à l'aide d'un schéma unifié de description fonctionnelle (Zhao et al.,  2020). 

Les méthodes de prédiction de la fonction des gènes utilisent principalement la structure de 

l’ontologie des gènes (GO) et les caractéristiques biologiques (y compris les séquences de 

nucléotides/acides aminés, l'expression des gènes et les données d'interaction, etc) (Zhao et 

al.,2020).Le protocole d'évaluation pour la prédiction de la fonction des gènes est généralement réalisé 

utilisant une méthode appelée  « history to recent »  qui tire parti des annotations GO précédemment 

archivées pour former un modèle et évaluer les prédictions du modèle en se référant à des annotations 

GO plus récentes (Zhao et al., 2020). 

Afin d’identifier des gènes effecteurs de virulence candidats chez P. teres, les outils de la 

bioinformatique ont indispensable dans l’étude de Martin et al. (2020). Pour se faire ils ont commencé 

par utiliser la technologie DArT pour séquencer le génome d’une population de P. teres leurs 

permettant d’associer plus de 20 génotypes à des phénotypes de P. teres différents. La cartographie 

d'association a été utilisée pour ensuite identifier quatorze régions génomiques différentes associées à 
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la virulence; la majorité étant située sur les chromosomes 3 et 5 et une étant présente sur les 

chromosomes 1, 6 et 9. Ces données ont été utilisées pour réaliser une analyse du génome complet 

(Genome wide analysis) sur le logiciel TASSEL  ainsi qu’une analyse du déséquilibre de liaison 

(linkage disequilibrium) en utilisant le logiciel  STRUCTURE. Les travaux de cette étude ont permis 

d’identifier des gènes candidats et a permis de prédire 20 gènes comme étant potentiellement des gènes 

de virulence(Martin et al., 2020). 

8.4. Les études de phylogénie: la phylogénie est une reconstruction de l’histoire évolutive des êtres 

vivants (Lopez et al., 2002). La phylogénie moléculaire a pour but de reconstruire les relations de 

parenté entre des séquences de nucléotides ou d’acides aminés ; elle permet d’étudier les relations de 

parenté entre les espèces qui les portent et aussi l’évolution du génome (Lopez et al., 2002). 

Les  résultats  d’une  analyse  de  phylogénie  moléculaire  sont  généralement  révélés sous  forme 

d’arbre  phylogénétique. Pour construire une arbre phylogénique, il faut disposer de caractères 

comparables entre tous les objets (c’est-à-dire gènes ou espèces) que l’on veut analyser. Les objets 

analysés doivent être  suffisamment similaires pour être comparés (Lopez et al., 2002). Si c’est le cas, 

on dit de ces caractères qu’ils sont homologues et que la similitude observée est due au fait que les 

caractères sont issus d’un ancêtre commun et qu’ils se sont progressivement modifiés au fil des 

générations. Pour les séquences de protéines ou d’ADN, cette étape de comparaison est  généralement 

celle de l’alignement à l’aide d’un programme informatique (Lopez et al., 2002). 

Pour l'étude de l'évolution de trois agents pathogènes fongiques des céréales, Pyrenophora tritici-

repentis, agent de la tache bronzée sur le blé,  Pyrenophora teres f. teres et Pyrenophora teres f. 

maculata, agents de la rayure réticulée  sur l'orge, respectivement, l’analyse phylogénique a été utilisée 

(Ellwood et al., 2012). Des régions intergéniques orthologues ont été utilisées pour examiner 

lesrelations génétiques et les périodes de divergence entre ces agents pathogènes.  

 

Les régions intergéniques  ont montré un modèle 

cohérent de co-divergence de la  formes de P. teres 

à partir de P. tritici-repentis(figure 23), avec un 

profil confirmé par l'analyse phylogénétique des 

gènes conservés. Les  différences dans les temps de 

divergence calculés entre  les régions 

  inter-géniques,   ont suggéré  

 

 

 

 
Figure 23 : Phylogramme entre Ptm, Ptt et Ptr   

avec Cochliobolushetero strophus comme 

outgroup( Ellwood et al., 2012) 
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qu’elles n’étaient pas soumises à une sélection neutre ; un phénomène partagé avec les autres 

eucaryotes. 

 

Les régions de P tritic-repentis ont montré un temps de  

divergence qui a varié entre 5 et 12 Millions  d’années 

comparées  à P. terestandis que la divergence entreP. 

teresf.teres et P. teres f.maculata, c’est produit à 

l’époque du Pléistocène moyen (Figure 24) (Ellwood et 

al., 2012). 

Les résultats ont suggéré qu'il n'y a pas de corrélation 

entre la divergence de ces pathogènes et la 

domestication du blé et de l'orge et ont montré que P. 

teres f. teres et P. teres f. maculata sont étroitement 

apparentés mais autonomesdans leur évolution 

(Ellwood et al.,2012). 

 

 

Figure 24: Modèle de divergence entre 

Ptm, Ptt, et Ptr (Ellwood et al.,2012). 
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Au terme de la rétrospective réalisée et à travers laquelle nous nous sommes intéressés aux  

approches génétiques et moléculaires, poursuivies lors de l’étude de la structure des populations 

pathogènes de Pyrenophorateres, agent causal de la rayure réticulée de l’orge, il nous a été possible de 

constater l’intérêt et l’importance de ces méthodes. 

En effet, elles se sont révélées très utile pour l’étude du génome et l’identification des mating types, 

permettant de confirmer le mode de reproduction sexuée et son importance dans l’analyse de la 

diversité  génétique de P. teres. Cette utilité est aussi évidente dans l’étude de la relation entre des 

composants du pouvoir pathogène  et des régions du  génome. 

A cet effet, plusieurstechniques  ont été   utilisées, en particulier les marqueursmoléculaires basés 

sur la restriction enzymatique (RFLP), et d’autre  basées sur l’amplification par PCR ; comme l’AFLP, 

la RAPD, les  SSR, ISSR, les méthodes de séquençage, et les outils de la bioinformatique. Ces 

dernières,  ont été développées pour  l’alignement des séquences génomiques et ont été utilisé dans les 

études évolutives. 

 

Ainsi, l'apparition des techniques de génétique moléculaire  a  permis de faire progresser nos 

connaissances sur la structure de ces populations. Il est maintenant possible d'évaluer avec plus de 

précision les aptitudes de l'agent pathogène, et de mieux apprécier le polymorphisme qui existe chez 

les populations qu’il compose. C’est un progrès important qui permettra de mieux gérer les gènes de 

résistance des plantes en fonction d'une évolution prévisible des populations pathogènes dans le temps 

et dans l'espace. 

 

Cette étude bibliographique nous a permis de constater que  les connaissances sur la structure de la 

population de cette espèce pathogène et l’évaluation de sa diversité , sont très importantes pour une 

meilleure gestion des cultures d’orge,  ainsi que pour un programme de sélection des variétés d’orge 

résistantes à la maladie,  et  enfin pour élaborer des méthodesde lutte efficaces contre ce  pathogènes. 
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  صخـــمل

شدیدة التنوع مما یزید من  ممرضة فطریة تامجموعي یكون ذال لشعیرلالتبقع الشبكي لمرض  سبب مال Pyrenophora teresالفطر یعتبر

تم . ،لھذا  السبب تعتبر دراستھا مھمة جداتأثیر كبیر على تطور المرض المجموعات ھھات ةدینامیكیلبنیة و  یمكن أن یكون  .  خطورتھا

لفحص الحمض  استعمال مختلف التقنیات للأسالیب الوراثیة والجزیئیة التي ترتكز على في  خلال ھتھ الأطروحةالتطرق 

بالإضافة  الجزء الأول یصف الفطر من الجانب الشكلي و التصنیفي. لغرض دراسة تركیبة المجموعة الممرضة لھذا الفطرADNالنووي

الأسالیب الوراثیة و الجزئیة التي سمحت  ت خاص بمیادین البحوث حیت طبقالیلیھ الجزء . إلى بعض الجوانب المتعلقة بالمرض الذي یسببھ

التقنیات الجزیئیة  وفي النھایة  تطرق القسم الأخیر الى مختلف. تحدید نمط التزاوج  وتحلیل التنوع الجیني ،جینومال دراسة ،بتحدید الأنواع 

 .الحیویة ،في تحلیل بنیة المجموعات الممرضة  ةتیامعلومتم النظر بإیجاز في مساھمة ال المستخدمة في دراسة المجموعات الممرضة ، كما

Résumé 

Pyrenophora teres est  un champignon pathogène  qui cause la rayure réticulée de l’orge. La diversité 

observée dans les populations  de ce pathogène est considérée comme redoutable. La structure des 

populations et leur dynamique peuvent avoir une grande influence sur le développement de la maladie, 

d'ou' l'importance de son étude. Les approches génétiques et moléculaires, qui représentent l’utilisation des 

différentes techniques  mises au point pour analyser l’ADN dans le but d’étudier  la structure des 

populations pathogènes de ce champignon ont été abordées dans ce mémoire. Le premier volet  décrit  le 

champignon sur le plan morphologique et taxonomique, ainsi que quelques aspects relatifs à la maladie 

qu’il provoque. Ensuite viennent les domaines où les approches génétiques et moléculaires ont été 

utilisées ; permettant l’identification de l’espèce, l’étude de leurs génomes, l’identification des mating type, 

et l’analyse de la diversité génétique. Le dernier volet traite enfin les différentes techniques moléculaires 

utilisées pour l’étude de la structure des populations pathogènes. L’apport de la bioinformatique dans 

l’approche génétique et moléculaire dans l’analyse de la structure de la population pathogène a aussi été 

considéré de façon succincte. 

Abstract 

Pyrenophora teres is a pathogenic fungus that causes net blotch in barley, the diversity observed in 

populations of this pathogen is considered daunting. The structure of populations and their dynamics can 

have a great influence on disease development,for this purpose, their analysis is important.Genetic and 

molecular approaches, using several techniques developed to analyze DNA, allowing 

studyingpopulations’structure of this fungus, have been reported in this thesis. The first part describes 

fungusmorphology and taxonomy, as well as some aspects related to the disease caused. Then followed by 

research fields where the genetic and molecular approaches applied, and have allowed species 

identification, genome analysis, mating type identification, and genetic diversity analysis. The last part 

deals with the different molecular techniques used to pathogen population’s structure analysis. The 

contribution of bioinformatics in the genetic and molecular approach in the analysis of the structure of the 

pathogenic population was also briefly considered. 

 

Mots-clés: La rayure réticulé,  Pyrenophora teres, l'orge,  Mating type, reproduction sexuée , structure de 

la population , méthodes moléculaires, rétrospective bibliographique. 
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